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研究成果の概要（和文）：ノイラミニダーゼ阻害薬の耐性株がすでに多数見つかっており、その割合は増えてい
る。2014年RNA ポリメラーゼ転写阻害薬ファビピラビルが上梓されたが、その催奇性と新型インフルエンザへの
対応という観点から一般には流通していない。また、2018年3月にPA阻害剤としてゾフルーザ上梓され、感染後
期でも使用できると期待されているが、いずれは耐性株の出現が懸念されている。当研究室では、インフルエン
ザウイルスに固有な反応であるCap-snatching 反応に着目し効率の良い反応定量法を確立し、北里大学薬学部微
生物薬品製造学教室との共同研究により、新たな抗インフルエンザ薬のシード化合物の探索を行っている。

研究成果の概要（英文）： This cap-dependent endonuclease activity termed as cap snatching may 
provide a unique target for novel anti-influenza viral agents.  For the screening of candidate 
inhibitors for cap-snatching activity, it is essential to establish a method to efficiently produce 
Cap1-RNA substrate and a convenient assay system for cap-snatching activity.  A short 3’
-biotinylated RNA oligonucleotide was prepared by an in vitro transcription system utilizing T7 RNA 
polymerase.  Purified 3’-biotinylated RNA oligonucleotide by C18 cartridge column was subjected to 
a sequential capping reaction with recombinant enzymes of vaccinia virus D1R containing with RNA 5’
-triphosphatase and mRNA guanylyltransferase, yeast
 ABD1 as (guanine-N7)-methyltransferase, and  VP39 as (nucleoside-2'-O-)-methyltransferase.  
Cap-snatching activity could be analyzed a pull-down assay based on the streptavidin-biotin 
interaction, yielding results consistent with those obtained by polyacrylamide gel electrophoresis. 

研究分野：ウイルス学関連

キーワード： cap structure　antiinfluenza drug　cap-snatching
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１．研究開始当初の背景 
毎年分離されるインフルエンザウイル
ス流行株には、ノイラミニダーゼ阻害薬、
M2 チャンネルブロッカーの耐性株が多
数見つかっている。2009 年から 2013 年
までに日本で単離されたA型インフルエ
ンザのほとんどが M2 チャンネルブロッ
カーのアマンタジン耐性を獲得しており、
実質的に抗インフルエンザ薬として使用
できなくなっている。ノイラミニダーゼ
阻害薬のタミフルやリレンザでは、耐性
株の出現は数%にとどまっているが、
年々その割合は増えている(国立感染症
研究所サーベイランス報告による)。また
RNA ポリメラーゼ転写阻害薬ファビピ
ラビルは、その催奇性と新型インフルエ
ンザへの対応という観点から、緊急時に
のみ慎重に使用することが求められてお
り、一般には流通していない。また、本
年 3 月に PA 阻害剤としてゾフルーザ
上梓された。しかしいずれの薬剤に対
しても耐性株の出現が懸念されており、
新たな作用機序に基づく抗インフルエ
ンザ薬の開発は社会的な急務となって
いる。こうした現状を踏まえ、既存薬と
は標的を異にする抗インフルエンザ薬の
開発は社会的な急務である。われわれは、
インフルエンザウイルスに固有な反応で
ある Cap-snatching 反応に着目した。 
インフルエンザ RNA ポリメラーゼ
は、mRNA 5’末端 Cap 構造を合成する
ことはできず、宿主 mRNA より Cap 構
造を含む短鎖 RNA を切り出し、これを
プライマーとしてウイルス mRNA 合成
を行う。Cap-snatching とよばれるこの反
応は、宿主細胞には存在しない反応であ
り、抗インフルエンザ薬の標的として適
している。研究開始当初において、この
反応を特異的に抑える抗インフルエンザ
薬は存在せず、この反応をターゲットに
した抗インフルエンザ薬の開発は社会的
にきわめて意義のあることであった。 

 
２．研究の目的 

1997 年香港で H5N1 亜型の高病原性鳥イ
ンフルエンザウイルスがトリからヒトへの
感染を引き起こし、2009 年にはメキシコか
ら始まった N1N1 亜型の新型インフルエン
ザが世界的流行（パンデミック）を引き起こ
した。さらに、2014 年 3 月には中国上海市

周辺で、H7N9亜型インフルエンザウイルス
が初めてヒトに感染が確認され、ヒトからヒ
トへの感染例も確認された。その後の研究で
2009 年に流行したパンデミック（H1N1）
ウイルスそのものの致死率は季節性のイン
フルエンザとそれほど大差のないことが確
認されているものの、今後トリインフルエン
ザウイルスの変異によってパンデミックを
引き起こす危険性は大きくなっている。 
このような状況の中で、現在治療に使用され
る主な抗インフルエンザウイルス薬は、タミ
フルを代表とするノイラミニダーゼ阻害薬、
アマン taジンに代表されるM2チャンネルの
ブロッカー、2014 年 3 月に製造販売が承認
された RNA ポリメラーゼ阻害薬（ファビピ
ラビル）があるが、アマンタジンは、日本で
単離されるウイルスのほとんどが耐性を獲
得しており現在治療には用いられていない。
またタミフルやザナミビルにおいても、今年
2017 年に東京都内で単離されたウイルスの
耐性速報で数%は、既に耐性のウイルスであ
ったと報告されている。ファビピラビルはパ
ンデミックウイルスに備えるという目的と、
催奇性の問題から、現在一般の治療には用い
られてはいない。今後、耐性ウイルスの増加
に備え、これらの薬剤とは作用点の異なり、
さらに感染後期においても効果が望めるよ
うな抗インフルエンザ薬の開発は、社会的に
も急務であるインフルエンザウイルスは、ウ
イルス RNA ポリメラーゼが宿主の転写産物
のキャップを含むオリゴ RNA を切り出し、
これをプライマーとしてウイルスゲノムを
転写することにより、その mRNA をキャッ
プ化している。この反応は Cap-snatchingと
よばれ、宿主細胞には見られない反応である
ことから、研究新規抗ウイルス薬の標的とし
て有望である。さらに、この反応は、ウイル
スの感染過程ではなく、ウイルスの遺伝子発
現に関与しているため、この反応を特異的に
抑える薬剤は、感染後期(症状がある程度進行
した後)においても効果が期待できる。 
 
３.研究の方法 
われわれは、mRNA の 5'キャップ構造形
成の機構について研究を行い、その過程で出
芽酵母 mRNA キャッピング酵素遺伝子
(CEG1、CET1)、ヒトキャッピング酵素遺伝
子(hCAP1a)、ヒトグアニン-7-メチル基転移
酵素遺伝子(hCMT1a)のクローニング、キャ
ッピング酵素を用いたキャップ化 RNA の合
成の技術を開発してきた。（Shibagaki et al J. 
Biol.Chem.,1992,Tsukamoto et al Biochem. 
Biophys. Res.Commun.,1997, 1998）。この
技術を生かし、インフルエンザウイルス RNA 
ポリメラーゼを標的とした、新たな抗インフ
ルエンザウイルス薬のスクリーニング系を
開発し、特許申請を行った（新規キャッピン
グ酵素並びに、キャップ化 RNA の製造法及
びその用途、特願 2011-289732）。さらに、
スクリーニングのハイスループット化を行



うため、RNA の 3’末端をビオチン標識し、
5'キャップ構造を放射能ラベルした基質
RNA を用いて Cap-snatching 反応をスト
レプトアビジン固相化ビーズへの放射活性
の結合量の変化によって定量する方法を考
案した(Shibagaki et al. J. Virol. Methods, 
2014)。高度に精製した 5'キャップ構造を持
つ短鎖 RNA の合成は、酵素量や精製方法が
難しく、均一な Cap 化 RNA を大量に合成
することが困難であった。現在、平成 27 年
度科学研究費補助金（課題番号 15K08502）
の支援を得て、このプルダウン法により、北
里大学が保有する天然物化合物ライブラリ
ーについてスクリーニングが進行中である。
プルダウン法で活性のあったサンプルにつ
いては、[32P]Cap1-RNA 基質と切断された
RNA プライマーをゲル電気泳動により分離
後、オートラジオグラフィーを行うことによ
り、より正確な切断効率と阻害効率を算定し
た。 
 
４．研究成果 
本研究は、北里大学薬学部微生物薬品製造
学教室との共同研究で、同研究室で管理され
ている、微生物由来の代謝産物ライブラリー
について Cap-snatching 反応阻害活性を指
標にスクリーニングを行った。微生物の代謝
産物は、その培地成分や培養条件によりその
組成や構造が変化することが知られている。
したがって同じ微生物でも様々な培地中で
培養することにより新たな生理活性物質を
見出す可能性がある。そこで我々は、世界中
の土壌より単離した真菌やカビなどの微生
物を様々な培地で培養した培養上清をスク
リーニングに用いた。１次スクリーニングと
して、pull down 法（1st screening ）によって
約1,600サンプルのCap-snatching 反応阻害活
性を調べた。Cap-snatching反応を行わせた後
に、さらに活性のあったものについて 
Urea/PAGE によって分析することにより、偽
陽性を除いて、Cap-snatching反応阻害活性を
再確認（2nd screening）した結果、48 サンプ
ルについて、阻害活性が再確認できた。その
うち 11 種類は、再培養後の培養上清 50% エ
タノール抽出物中に強い Cap-snatching 阻害
活性が確認できた。これについては、大量培
養を行うと同時に、活性化合物の精製を行っ
ている。また、既に構造決定された 151種の
化合物について pull down 法、Urea/PAGE に
よる解析によって 7 種に強い活性が認めら
れた。中でも活性の強かった BN0024につい
て構造決定を行った結果、これまで、抗イン
フルエンザ活性が報告されていない新規化
合物であることが分かった。Cap-snatching反
応に対する IC50 は 71 μM であった。現在
培養細胞を用いて細胞毒性などについて検
討中であるが、細胞に対しては酵素の阻害活
性に比べ、1/100 の量で抗インフルエンザ活
性がみられ、とても良い結果が得られている。 
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