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研究成果の概要（和文）：抗エンテロウイルス薬の候補化合物は、ウイルスタンパク阻害剤、宿主のPI4KB/OSBP阻害剤
に分類された。PI4KB/OSBP経路は、ウイルスRNA合成過程ではなく、ウイルスの複製の場の形成に必要であり、複製の
膜上にフリーのコレステロールを蓄積する役割を果たしていた。これらの結果は、抗エンテロウイルス薬の開発におい
て宿主因子に対する阻害剤に注目する場合には、PI4KB/OSBP経路の阻害剤の有効性を検討する必要性があることを示唆
する。

研究成果の概要（英文）：Idendified anti-enterovirus compounds were classified into direct-acting 
compounds to viral proteins, and PI4KB/OSBP inhibitors. PI4KB/OSBP pathway is required for formation of a 
virus replication complex by accumulating unesterified cholesterol on virus-induced membrane structure, 
rather than directly involved in viral RNA synthesis. These results suggested that evaluation of the 
effectiveness of the PI4KB/OSBP inhibitors is essential in development of anti-enterovirus drug targeting 
host factor activity.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトエンテロウイルス(HEV)がヒトに感染し
た場合、ほとんどの場合不顕性もしくは軽度
の症状を引き起こすのみだが、稀に重度の神
経症状を引き起こす場合がある。神経親和性
が高いHEVとして、小児麻痺を引き起こすポ
リオウイルス（PV）および致死的な肺水腫を
引き起こすエンテロウイルス71(EV71)が知ら
れている。PVは、WHO主導で生ワクチンを用
いた全世界的な根絶計画が進められているウ
イルスである。現在、神経毒力を取り戻した
ワクチン株由来PVによる再流行が問題にな
っている。また、PV持続感染患者は長期間PV
を排出するため、PVの排出を止めるためにも
治療の必要があるが、未だに有効な治療プロ
トコールは確立されていない。そのため、PV
根絶後に起こりうる散発的なPV流行および
PV持続感染患者の治療において、抗ウイルス
薬の重要性が指摘されている。EV71は手足口
病の原因ウイルスであるが、稀に致死的な肺
水腫を引き起こす。感染者に重篤な神経症状
を引き起こす割合は0.3%以下であり、感染者
の致死率は0.06%以下である。近年のアジアに
おける手足口病の大流行の中で死亡者および
後遺症を残しうる重篤な神経症状患者が発生
していることと、入院してから死亡するまで
の極めて時間が短いことから（24時間以内）、
感染をコントロールするための抗ウイルス薬
の必要性が認識されつつある状況である。 
 抗ウイルス活性を示す化合物は、抗ウイル
ス薬の候補化合物としての重要性のみでなく、
ウイルスの感染過程を解析するツールとして
も重要な役割を果たしてきた。HEV 複製阻害
剤は、ウイルスタンパクに作用するものと宿
主側の因子に作用するものに分類される。宿
主側の因子に作用する化合物として、brefeldin 
A および PI4KB 阻害剤（enviroxime 様化合物: 
GW5074,PIK93,T-00127-HEV1 等）が知られて
おり、これらは各々GBF1 もしくは PI4KB を
阻害することでウイルス複製複合体の形成に
影響すると考えられている（Maynell et al., 
1992, JVI, Hsu et al., 2010, Cell）。Enviroxime は、
当初ウイルスタンパク質 3A を標的とする
HEV 複製阻害剤と考えられたが、3 A タンパ
ク質と enviroxime との直接的な相互作用が検
出されなかったことから宿主タンパクを阻害
している可能性が高いと考えられてきた。近
年、enviroxime と全く異なる構造でありなが
ら同じ耐性変異を誘導する化合物（enviroxime
様化合物）が相次いで報告され、PI3,4 キナー
ゼ阻害剤である PIK93 が enviroxime 様化合物
であることが見出された（Arita et al., 2011, 
JVI）。また、我々が同定した新規 enviroxime
様化合物 T-00127-HEV1 は、高い特異性を持
つ PI4KB 特異的阻害剤であることが判明し、
PI4KB がピコルナウイルスの複製に特異的な

宿主因子であることを明らかにした（Arita et 
al., 2011, JVI）。 
 興味深いことに、enviroxime 様化合物は、
PI4KB 阻害剤と非 PI4KB 阻害剤に分類される
（Arita et al., 2011, JVI）。非 PI4KB 阻害剤であ
る enviroxime 様化合物 AN-12-H5（Arita et al., 
2010, JGV）のターゲットは不明である。この
ことは、PI4KB が関与するウイルス複製経路
に、その他の宿主遺伝子が関与していること
を示唆する。PI4KB は、ピコルナウイルスの
みでなく C 型感染ウイルス, SARS ウイルス, 
風疹ウイルスなど、幅広いウイルス科の感染
に関与することが明らかにされつつある
（Coller et al., 2012, PLos Pathogen, Yang et al., 
2012, JBC, Al-Khayat and Ahmad, 2012, 
Ibnosinal JMBS）。そのため、非 PI4KB 化合物
の標的遺伝子の同定は、PI4KB が関与するウ
イルス感染を理解する上で非常に重要である
と考えられる。 
 近年、我々は HEV の複製に関与する新規宿
主 因 子 と し て 、 Valosin-containing protein 
(VCP/p97)を同定した（Arita et al., 2012, JVI）。
VCP は、class I AAA+ファミリーに属する
ATPase であり、様々な機能（ユビキチンを介
したタンパク質分解、膜融合、およびエンド
サイトーシス）に関与していることが知られ
ている。これまでの研究で、1)ウイルスタン
パク質 2BC および 3AB に結合すること、2)
ウイルス感染細胞におけるタンパク輸送経路
に関与すること、が明らかにされている。し
かし、ウイルス複製における機能は全くわか
っていない。VCP のノックダウンによる PV
感染阻害効果はこれまでに報告されている遺
伝子の中で最も強い（PV 感染が 1/1,000 程度
に抑制される）ことから、VCP は未知の HEV
複製阻害剤の標的である可能性がある。 
 本研究では、大規模化合物スクリーニング
を行い、新規 HEV 複製阻害剤を同定する。同
定された化合物および AN-12-H5 について標
的宿主因子の同定を行う。同定された標的宿
主因子および VCP のウイルス複製における
機能の解析と創薬ターゲットとしての有用性
の検討を行う。 
 
２．研究の目的 
 以下の２点を本研究の目的とした。 
1) 新規 HEV 複製阻害剤の同定およびその標
的遺伝子の探索 
2) 新規宿主因子 VCP/p97 のウイルス複製過
程における機能の解析 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 5 万程度の化合物を用いてスクリーニン

グを行い、新規 HEV 複製阻害剤を同定す



る。また、既知の抗エンテロウイルス化
合物の標的の解析を行う。 

2) VCP のウイルス複製複合体への関与を解
析するために、相互作用することが示唆
されたウイルスタンパク質 2BC および
3AB との結合様式に関する解析を行う。 

3) VCP 阻害剤を同定し、細胞毒性と抗ウイ
ルス効果を評価し、VCP の創薬ターゲッ
トとしての有用性を検討する。 

 
 
４．研究成果 
 
抗 PV 活性を示す化合物を同定するために、6
万化合物のスクリーニングを行い、360 個程
度のヒット化合物が得られた。同定したヒッ
ト化合物を解析した結果、低い細胞毒性を示
した化合物は、カプシド阻害剤、2C 阻害剤、
PI4KB 阻害剤もしくは OSBP 阻害剤であるこ
とが判明した。 
 PI4KB/OSBP 経路阻害剤の抗 PV 活性の阻
害機構の解析を行った。その結果、PI4KB は
OSBP をウイルス感染で誘導される膜上に誘
導するための PI4P を産生していること、
OSBP がこの膜上にコレステロールを蓄積す
ること、PI4KB/ OSBP 経路はウイルスの RNA
合成そのものではなくウイルスの複製複合体
の形成に関与していることが示唆された。 
 標的が未知であるピコルナウイルス複製阻
害剤である oxoglaucine および pachypodol (Ro 
09-0179 としても知られる)の解析を行った。
これらは、標的が不明な植物由来のピコルナ
ウイルス複製阻害剤の代表的なものである。
解析の結果、驚いたことにどちらも PI4KB 阻
害剤であることが示された。これらの結果か
ら、我々は以下の仮説を提唱した。 
“培養細胞に対して毒性を示さずに宿主活性
を阻害する抗エンテロウイルス化合物は、全
て PI4KB/OSBP 経路を標的とする (エンビロ
キシム仮説)” 
 多くの抗ピコルナウイルス化合物は、その
標的が未知のまま報告されている。今回の発
見は、これらの化合物が PI4KB/OSBP 阻害剤
であることを示唆する。これらの化合物は、
抗ピコルナウイルス活性以外に種々の生物学
的活性を示すことが報告されている場合があ
る。例えば、oxoglaucine は、抗血小板凝集作
用、リンパ球減少作用、Toll-like-receptor (TLR)
を介する免疫反応の抑制作用、抗マラリヤ活
性を示すことが報告されている。リンパ球減
少作用と抗マラリヤ活性は PI4KB 阻害活性で
説明できるが、その他の活性については今後
の解析が必要である。また、pachypodol は、
ブレフェルジン A で誘導されるゴルジ分解に
拮抗作用を示すことが知られているが、今回
の研究でこの拮抗作用が PI4KB 阻害活性によ

るものであり、また OSBP の阻害もこの拮抗
作用を生じることが明らかになった。今回の
発見により、標的が未知と報告されている抗
ピコルナウイルス化合物の示す生物学的活性
を再解析することにより、PI4KB もしくは
OSBP の未知の機能を効率よく探索すること
が可能になった。 
 
VCP/p97 が結合するウイルスタンパク質 2C
上の領域はアミノ酸 75-329 の領域であり、一
部 PI4KB の結合領域（2C 上のアミノ酸 1-74
および 276-329）と重なっていた。興味深いこ
とに、VCP/p97 とウイルスタンパク 2C との相
互作用が、グアニジン塩酸塩処理で上昇する
ことを見出した。グアニジン塩酸塩は
PI4KB-2C の相互作用にはほとんど影響しな
かったことから、グアニジン塩酸塩の作用は
VCP/p97-2C の相互作用に特異的であること
が示唆された。グアニジン塩酸塩は 2C の
ATPase活性を阻害することが報告されている
が、2C の ATPase 活性の阻害とウイルス複製
阻害の直接の関係については結論が出ていな
い。今回見つけた現象は、グアニジン塩酸塩
による 2C の阻害に VCP/p97 が関与している
可能性を示唆する。 
 VCP/p97 を含む宿主因子の阻害とウイルス
タンパクの関係を解析するために、ウイルス
タンパク質を過剰に発現させた細胞を用いた
trans-complementation アッセイの開発を行っ
た。予備的な実験として、PI4KB 阻害剤を用
いた予備実験を行ったところ、ウイルスタン
パクの 3A, 3AB の過剰発現により PI4KB 阻害
剤に対する耐性を示すことが見出された。こ
のことは、特定の宿主因子の阻害によりもた
らされるウイルス複製過程の抑制が、特定の
ウイルスタンパク質の過剰発現により、特異
的に解除されうることを示唆する。 
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