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研究成果の概要（和文）：コロナウイルス(CoV)は、宿主細胞に感染すると、DMVと呼ばれるCoV専用の複製工場
を形成する。我々は、これまでに、承認済み医薬品の小胞体αグルコシダーゼ阻害剤（AGIs）及び一部のステロ
イド系抗炎症剤（SAIDs）が、DMV形成を阻害し、幅広いCoVsに対して抗ウイルス活性を示すことを明らかにし
た。本研究では、この2種類の医薬品に見られたDMVs形成阻害機構の解明を行った。DMVはCoVの非構造タンパク
質であるNSP3、NSP4、NSP6によって形成されるが、SAIDsの一部は主にNSP3またはNSP4に作用し、AGIはNSP4に作
用することで、DMV形成を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Coronaviruses (CoVs) infection induces double membrane vesicles (DMVs) 
derived from the host bilayer membrane as an CoV replication factory. Previous our studies have 
shown that endoplasmic reticulum α-glucosidase inhibitors (AGIs) and some steroidal 
anti-inflammatory drugs (SAIDs) inhibit DMVs formation and that these drugs exhibit antiviral 
activity against a wide range of CoVs. In this study, we elucidated the mechanism of inhibition of 
DMVs formation observed in these two drugs. DMVs are formed by the CoV nonstructural proteins NSP3, 
NSP4, and NSP6, and we found that some SAIDs mainly affect NSP3 or NSP4, and AGIs affect NSP4, 
resulting in inhibition of DMV formation.

研究分野：獣医学

キーワード： コロナウイルス　DMVs　小胞体αグルコシダーゼ阻害剤　小胞体ステロイド系抗炎症剤　ドラッグリポ
ジショニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在も続く新型CoVの世界的大流行により、抗CoV薬の開発が求められている。現在開発中の抗CoV候補薬の多く
は、ウイルス複製酵素やウイルス・宿主の蛋白分解酵素などを標的とし、DMVを標的とするものはほとんど開発
されていない。本研究により見出された、2つの医薬品はin vitroで幅広いCoVsに高い抗ウイルス活性を示し、
その効果はCoVのDMV形成阻害に起因することを明らかにした。残念ながら、このうちSAIDsは、新型CoV患者を対
象とした臨床試験において、有意な治療効果を示すことができなかった。今後は、AGIsのDMV形成阻害メカニズ
ムをさらに解析し、AGIsの臨床応用を目指したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

コロナウイルス（CoV）科は、エンベロープ膜をもつ一本鎖(+)鎖 RNA ウイルスである。本科ウイ

ルスは、ヒトや動物に重篤な病気を引き起こすウイルスを多く含んでおり、医学・獣医学上重要

な存在となっている。特に、2020 年以降、新型 CoV（SARS-CoV2）が世界中で猛威を振るってお

り、治療薬の開発が求められている。CoV は、宿主細胞に感染すると、宿主由来の 2重膜を変化

させて CoV 専用の複製工場である Double Membrane Vesicles（DMVs）を形成する。DMVs は CoV

の増殖に必須であるため、魅力的な薬剤ターゲットであるが、DMVs の形成を阻害する化合物は、

ほとんど見つかっていない。 

 

２．研究の目的 

報告者らはこれまでの研究で、小胞体α-グルコシダーゼ阻害剤（AGIs）及び一部のステロイド

系抗炎症剤（SAIDs）の 2 種類の承認済み医薬品が、CoV の DMVs 形成を阻害し、幅広い CoVs に

対して抗ウイルス活性を示すことを発見している。本研究の目的は、これら 2種類の医薬品で観

察される DMVs 形成阻害のメカニズムを解明するとともに、これら医薬品を CoV の治療薬に応用

することであった。一方、本研究期間中に新型 CoV の世界的大流行が始まり、報告者らが見出し

た医薬品のうち、SAIDs のシクレソニドが、新型 CoV に対して強い抗ウイルス活性を有すること

が判明した。このため、シクレソニドは新型 CoV 治療薬として有望視され、日本で臨床試験が開

始された。このような背景から、本研究では、特にシクレソニドによる DMVs 阻害メカニズムに

焦点を当て解析を行った。 

 

３. 研究の方法 

(1) 新型 CoV（SARS-CoV-2）に対するシクレソニドの抗ウイルス活性の評価 

(2) シクレソニド存在下における MERS-CoV 耐性ウイルスの出現とその解析 

(3) シクレソニド存在下における SARS-CoV-2 耐性ウイルスの出現とその解析 

 

４．研究成果 

(1) 新型 CoV（SARS-CoV-2）に対するシクレソニドの抗ウイルス活性の評価 

 
報告者の以前の研究により、シクレソニドが MHV、HCoV-229E、MERS-CoV、SARS-CoV など様々な

CoV に対して抗ウイルス活性を示すことが明らかになっている。そこで、SARS-CoV-2 に対するシ

クレソニドの抗ウイルス活性を評価した。シクレソニド存在下、SARS-CoV-2 を MOI=0.001 で感

染させ、24時間後にウイルス力価を測定した。その結果、VeroE6/TMPRSS2（図 a,b）およびヒト

気管支上皮 Calu-3 細胞（データ示さず）において、濃度依存的に SARS-CoV-2 の複製が阻害され

(10µM) 



た。 

 

(2) シクレソニド存在下における MERS-CoV 耐性ウイルスの出現とその解析 

シクレソニドの抗 CoV メカニズムを解明するために、以前

から解析を続けていた MERS-CoV を用いて耐性ウイルスの

分離を試みた。薬剤存在下、MERS-CoV を 10 代以上盲継代

し、得られた耐性ウイルスを解析した（図 c）。この耐性ウ

イルスは、非構造蛋白質の NSP15 の 25 番目にアミノ酸変異

（A25V）を有しており、この変異を人工的に導入した組換

え MERS-CoV はシクレソニドに対して 100 倍以上の耐性を

示した。このことから、シクレソニドは NSP15 に作用して

抗 MERS-CoV 活性を示すことがわかった。 

 

(3) シクレソニド存在下における SARS-CoV-2 耐性ウイルスの出現とその解析 

次に、研究対象を SARS-CoV-2 に変更し、同様の実験を行った。新型 CoV 感染者から分離した 43

株の SARS-CoV-2 を用いて、シクレソニド存在下、8 代盲継代し耐性ウイルスの分離を試みた。

その結果、ウイルスゲノムに単一の変異を持つ 15 株(図 d)と複数の変異を持つ 22 株が得られ

た。単一の変異は、NSP3 の 3箇所と NSP4 の 1箇所で確認され、変異を持たない親株に比べ 6〜

50 倍の耐性を示した(図 d)。 

NSP3 と NSP4（さらに NSP6）は CoV の複製工場である DMVs 形成に関与することが知られている。

そこで、シクレソニドが SARS-CoV-2 の DMVs 形成を阻害するか調べるために、DMVs 内部に局在

する二本鎖 RNA と NSP3 の分布を特異抗体を用いて、蛍光顕微鏡で観察した。その結果、シクレ

ソニド存在下では、これらの蛍光強度は濃度依存的に低下した（データは示さず）。これらの結

果から、シクレソニドは NSP3 または NSP4 に作用して DMVs 形成を阻害し、抗 SARS-CoV-2 活性

を示すことが示唆された。 

 

  



国内外におけるインパクト：現在開発中の抗 SARS-CoV-2 候補薬の多くは、ウイルス複製酵素や

ウイルス・宿主の蛋白分解酵素などを標的とし、DMVs を標的とするものはほとんど開発されて

いない。本研究で見つかったシクレソニドは、in vitro で SARS-CoV-2 を含む幅広い種類の CoV

に対して高い抗ウイルス活性を示した。また、SARS-CoV-2 の NSP3 または NSP4 に作用して DMV

の形成を阻害することで、抗 SARS-CoV-2 活性を示すことを明らかにした。しかしながら、シク

レソニドは in vitro では強い抗 SARS-CoV-2 活性を示したものの、残念ながら新型 CoV 患者を

対象とした臨床試験では、有意な治療効果を示すことができなかった。 

 

今後の展望：本報告であまり言及できなかったもう 1種類の医薬品である AGIs は、NSP4 への糖

鎖付加を阻害しその合成を抑制することで、DMVs 形成が阻害されることが示されている。本研

究期間中には、さらに DMVs 形成に関与する他の非構造蛋白質である NSP3 および NSP6 への影響

を調べるために、これらに対する抗体の作製を試みた。抗体の作製には、合成ペプチドや NSP の

抗原部位を大腸菌で発現した組換蛋白質を用いたが、詳細な解析に必要なウエスタンブロッテ

ィングで検出可能な抗体を得ることができなかった。今後は、別の方法で抗体作製を試みながら、

AGIs の DMVs 形成阻害メカニズムをさらに解析し、AGIs の臨床応用を目指したい。 
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