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研究成果の概要（和文）：RNAウイルスに対する治療薬としてRNA依存RNAポリメラーゼを標的とし、化合物の設
計・合成とSARS-CoV-2に対する活性評価を行なった。その結果、in vitroのみならずハムスター感染モデルを用
いたin vivo評価でも極めて有効な化合物を見出すことに成功した。
一方、予防薬としてのワクチン開発研究については、m5SCTPがT7RNAポリメラーゼの良き基質となることを明ら
かとし、それを含む4'-チオmRNAから大腸菌の系でタンパク質発現が誘起されることを確認し、4'-チオmRNAワク
チン開発の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：By targeting RNA-dependent RNA polymerases as therapeutic agents against RNA
 viruses, compounds were prepared and their activity against SARS-CoV-2 was evaluated. As a result, 
we succeeded in finding extremely effective compounds not only in vitro but also in vivo evaluation 
using a model hamster.
On the other hand, for research on vaccine development, we found that m5-4'SCTP is a good substrate 
for T7 RNA polymerase, and confirmed that protein expression is induced from 4'-thio-mRNA containing
 it in the E. coli system, indicating the possibility of developing 4'-thio-mRNA vaccines.

研究分野： 核酸創薬化学

キーワード： RNAウイルス感染症　治療薬　ヌクレオシド　予防薬　mRNAワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルスによるパンデミックは、RNAウイルス感染症の恐ろしさを全世界に知らしめた。従って、RNA
ウイルスに対する治療薬や予防薬の開発研究は、次のパンデミックへの備えとして必須である。
本研究では、この備えに対して取り組み、既存薬よりも有効な抗SARS-CoV-2化合物を新たに見出すことに成功し
た。またその作用機序解析を行い、これまでにはない機構で抗ウイルス活性を発揮していることを明らかとし
た。一方、予防薬開発においても4'-チオmRNAが新たなワクチン開発につながる可能性を示した。これらの結果
は、ウイルス感染症に対する創薬化学の道を切り開くものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 中国湖北省、武漢を発生源とする SARS-CoV-2 は、RNA ウイルス感染症によるパンデミック
の恐ろしさを全世界に知らしめた。このウイルスによる感染症 (COVID-19) が社会不安を煽っ
ている最大の要因は、未だ有効で安全な治療薬や予防薬 (ワクチン) が見出されていないことで
ある。COVID-19 に限らず、RNA ウイルス感染症 (新型インフルエンザ、SARS、MERS、エボラ
出血熱やデング出血熱など) の流行に備え、治療薬および予防薬の開発へ向けた基盤形成は創薬
化学研究の最重要課題の一つである。 
 以上のような背景の下、研究代表者の南川は、分担者の田良島と協働し、RNA ウイルス感染
症に対する治療薬と予防薬の開発へ向けた四つの特筆すべき成果をあげてきた（(1)：ミトコン
ドリア毒性の回避に 4’-チオ誘導化が有効であることを発見、(2)：4’-チオ誘導化とリン酸プロド
ラッグ化 (三リン酸体への代謝活性化促進) を組み合わせることで、抗 RNA ウイルス活性を損
なうことなく宿主毒性を大幅に低減出来ることを証明、(3)：ワクチンの免疫効果を高める 4’-チ
オ核酸アナログの開発に成功、(4)：核酸分解酵素耐性を持つ 4’-チオ DNA/RNA を遺伝情報とし
た高効率タンパク質発現システムの開発に成功）。 
 本研究課題では、以上の研究成果に立脚し、RNA ウイルス感染症の治療薬と予防薬の開発研
究に一石を投じたいとの考えに至り、ウイルス学の専門家 (野間口&駒) とタッグを組み、本課
題を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、RNA ウイルス感染症 (本研究では、対象を SARS-CoV-2 に絞る) の治療薬
ならびに予防薬の開発の迅速化へ向け、新たな創薬基盤の形成である。 
 
３．研究の方法 
 まず治療薬開発については、SARS-CoV-2 の RNA 依存 RNA ポリメラーゼ (RdRp) を標的と
し、その阻害剤開発を、(1) ウイルス
RNA の複製に変異を誘起する誘導体合
成 (5-置換ウリジン誘導体 1)と、(2) ウ
イルス RNA の複製を阻害する chain 
terminator 型誘導体合成 (3-デアザプリ
ン誘導体：2–4) の二つのアプローチで
実現する。なお 5-置換ウリジン誘導体
は、5 位に電子求引性基が導入されると
N1 位の pKa 値が低下し、生理的条件下
でもケト−エノール型の互変異性化が
容易に起こることが予想され、これに
より変異誘導が誘起されることを期待
した。また 3-デアザプリン誘導体につ
いては、3 位窒素原子の欠如が DNA ポ
リメラーゼによる鎖伸長を停止させる
ことが知られており、同様の効果がウ
イルス RdRp でも誘起されることを期
待した。さらに、(1)と(2)の誘導体合成
から見出された抗ウイルス化合物につ
いては、ミトコンドリア毒性回避のた
め 4’-チオ誘導化とリン酸プロドラッグ
化を施す (図 1)。 
 一方、予防薬開発については、4’-チオ
RNA の持つ高いタンパク質発現効率に
基づく SARS-CoV-2 ウイルス抗原の効
率的産生法の確立に加え、アジュバン
トとして自然免疫誘導能を持つ 5 を活用することで、4’-チオ RNA ワクチンの開発をめざす (図
2)。 
 
４．研究成果 
 治療薬の開発 
(１）変異誘導型 5-置換ウリジン誘導体の合成と抗ウイルス活性：図１に示した各種 5-置換ウリ
ジン誘導体を合成し、抗ウイルス活性を評価した。しかしいずれの化合物にも抗ウイルス活性は
観察されなかった。従って、これら誘導体については、更なる構造展開は行わなかった。 
(２）chain terminator 型 3-デアザプリン誘導体の合成と抗ウイルス活性：図 3 に示したように市

図１: 治療薬開発のための分子設計のコンセプト 

図２: 予防薬開発のための戦略 



販のイノシン  (6) を出発
原料としピリミジン環の開
環、ヨード化続くクロスカ
ップリングにより共通中間
体である 9 へと導いた。ま
ず 9 の 4-カルバモイル基を
シアノ基に変換後、封菅中
NH3/MeOH で加熱処理する
ことで 3-デアザアデノシン 
(C3Ado) を合成した。また 9
の TMS エチニル基の化学
変化にによって 3-デアザイ
ノシン (C3Ino) および 3-デ
アザグアノシン  (C3Guo) 
を合成した。すなわち 9 を
メチルアミンの含水エタノ
ール溶液中加熱し、続いて
酢酸水溶液で処理すること
で C3Ino を得た。また TMS
エチニル基をシアノメチル基に変換後、塩基性条件下閉環させることで C3Guo の合成を達成し
た。 
 合成した３種の 3-デアザプリン誘導体について抗 SARS-CoV-2 活性の有無を調べるために
CPE アッセイを行なった (図 4A)。その結果、C3Guo にのみ活性があることが示唆された。そこ
で qRT-PCR によってウイルス RNA 量を定量し、EC50 値を算出した (図 4B)。その結果、C3Guo
は現在臨床使用されている Molnupiravir の
ヌ ク レ オ シ ド ユ ニ ッ ト で あ る N-
hydroxycytidine (NHC) と比較しても遜色
ない抗 SARS-CoV-2 活性を示した (1.14 
M)。また顕著な細胞毒性は観察されず
SARS-CoV-2 に対して有望な治療薬候補を
見出すことに成功した。 
 続いて、更なる活性の向上を目的として
C3Guo をリード化合物とした構造活性相間
研究を展開した。この検討では、4’-チオ誘
導化やリン酸プロドラッグ化についても
実施したが親化合物である C3Guo より強
い抗ウイルス活性を示す化合物を見出す
には至らなかった。上述した in virto での活
性評価では、Vero E6 細胞を用いて実験を
行なっているが他の感染細胞を用いた実
験についても実施し、構造活性相関研究を
展開する必要があると考えている。 
 合成した化合物の中で C3Guo に優れた
抗 SARS-CoV-2 活性を見出すことができた
ので、続いてハムスター感染モデルを用い
た in vivo 活性評価を行なった。図 5A に示
したレジメンに従い、1 日一回、170 mg/kg
の C3Guo をインハレーションにより投与
した。比較として Molnupiravir を同条件で
も投与し、５日目のハムスター肺内のウイ
ルス量を定量した。その結果、Molnupiravir
では薬物未投与群と比較してウイルス力
価を数分の１程度にしか低下させないの
に対して、C3Guo では約 150 分の 1 にまで
低下させることが明らかとなった。また肺
の病理画像を解析した結果、C3Guo は肺炎
による炎症を軽減することも明らかとな
った。 
 以上の結果から、我々は本研究において
既存薬よりもはるかに効果的な抗 SARS-
CoV-2 治療薬候補を見出すことに成功し
た。 
 

図３: 3-デアザプリン誘導体の合成経路 

図４: 3-デアザプリン誘導体の抗SARS-CoV-2活性 

図５: C3Guoのin vivo活性評価 



 本研究を開始した当初、我々は C3Guo を chain terminator 型阻害剤として分子設計した。そこ
で本当に本化合物が chain terminator 型阻害剤としてウイルス RdRp を阻害するかについて検証
することにした。まず C3Guo の三リン酸体 (C3GuoTP) を合成し、SARS-CoV-2 RdRp による RNA
複製が阻害されるかについて調べた。その結果、C3GuoTP 存在下でも RNA 複製は全く阻害され
なかった。この結果から、C3Guo は異なる作用機序で活性を発現していることが示唆された。
種々の解析を行なった結果、C3Guo はウイルス mRNA のキャッピング過程を阻害することで抗
SARS-CoV-2 活性を発揮していることが示唆された。 
 
 予防薬の開発 
 予防薬として計画した 4’-チオ mRNA ワクチン開発については、まず Moderna 社より開示され
ている SARS-CoV-2 スパイクタンパク質を抗原とする mRNA ワクチン (mRNA-1273) の配列情
報を元に、4’-チオ mRNA を調製した。すなわち使用する４種の NTP のうち CTP を 4’-チオ CTP 
(SCTP) に置換した条件下、ARCA (anti-reverse cap analogues) 法による in vitro 転写を行なうこと
で 4’-チオ mRNA を作製した。その 4’-チオ mRNA をマウスに投与し中和抗体の産生を評価した
が顕著な中和抗体の産生は確認できなかった。そこで哺乳動物細胞において 4’-チオ mRNA が期
待通りタンパク質を発現するかを GFP の発現によって確認した。その結果、ポジティブコント
ロールとして調製した 1-メチルシュードウリジン (1mを含む mRNA では GFP の発現が確認
されたが、そこに 4’-チオ体を導入した場合、GFP の発現は確認されなくなった。これは酵素合
成による 4’-チオmRNA調製では、4’-チオ体がランダムに導入されるためと考えられた。一般に、
mRNA への化学修飾の導入は、コドン一番目は許容であるが、コドン二番目、三番目ではタンパ
ク質の発現効率が大きく低下することが知られており、それが原因を考察した。そこで 4’-チオ
体をコドン一番目だけに導入した 4’-チオ mRNA の化学合成を試みたが、希望とする RNA を合
成するには至らなかった。 
 転写効率を向上させる戦略として 1mのような化学修飾体をmRNA 内に導入することが一般
的である。そこで mRNA ワクチンに導入されている化学修飾体の 4'-チオ体を計４種合成し、さ
らに各々を三リン酸体へと誘導した (図 6; 
STP, m1STP, m5SCTP and m6SATP)。これ
らを用いて、T7 RNA ポリメラーゼによる
RNA 合成をモデル配列を用いて検討した。
その結果、m5SCTP は酵素の良い基質とな
り、CTP 存在下の条件に匹敵する転写産物が
得られることが明らかとなった (lane 6)。ま
た m6SATP 存在下でも望みとする転写産物
を確認できたが (lane 5)、STP や m1STP
存在下では殆ど転写産物を確認できなかっ
た (lane 7 and 8) (図 7)。そこで m5SCTP 存在
下で T7 RNA ポリメラーゼを用いて 4'-チオ
mRNA を調製し、大腸菌の系で GFP タンパ
ク質の発現を確認することにした。その結
果、天然の NTP を用いた場合と遜色ない効
率でタンパク質の発現を確認できた。mRNA
の 4'-チオ化は、自然免疫応答の回避や
mRNA に安定性を付与することが期待され
るため、今後、配列を種々検討することでこ
れらの研究結果の一般性を精査し、次世代
mRNA ワクチン開発研究に繋げたい。 
 
 以上の結果から、本研究課題において
SARS-CoV-2 に対して有望な治療薬候補を見
出すことに成功した。また予防薬としての
mRNA ワクチン開発においても 4'-チオ化の
可能性を示すことができ、新興・再興ウイル
ス感染症に対する対抗策を講じる上で重要
な成果をあげた。 
 
 
 
 

図６: 修飾SNTPの構造 

図７: 修飾SNTPを用いた転写反応 
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