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研究成果の概要（和文）：フラーレン派生化合物群にインフルエンザエンドヌクレアーゼ阻害活性と抗インフルエンザ
活性があることを見いだした。また葛根湯、麻黄湯、柴胡桂枝湯、桂枝湯、小柴胡湯、及び麻黄附子細辛湯の漢方薬エ
キスがPAエンドヌクレアーゼ活性を阻害した。竹如温胆湯には阻害活性は見いだされなかった。フラーレン派生化合物
群や漢方薬がPAサブユニットのエンドヌクレアーゼ活性を阻害することを見いだしたのは本研究が世界で初めてである
。さらに天然型バクチオールは、インフルエンザウイルス感染阻害効果を有することを示した。天然型バクチオール処
理により細胞内酸化ストレス応答の遺伝子発現が上昇することも解明した。

研究成果の概要（英文）：To identify potential new anti-influenza compounds, we screened 12 fullerene 
derivatives using an in vitro influenza A RNA polymerase PA endonuclease inhibition assay. We identified 
8 fullerene derivatives that inhibited the endonuclease activity of the PA N-terminal domain or 
full-length PA protein in vitro. In a cell culture system, we found that several fullerene derivatives 
inhibit influenza A viral infection and the expression of influenza A nucleoprotein and nonstructural 
protein 1. These results indicate that fullerene derivatives are possible candidates for the development 
of novel anti-influenza drugs.
Furthermore, the Kampo medicines kakkonto, shosaikoto, saikokeishito, keishito, maobushisaishinto, and 
maoto, but not chikujountanto, inhibited PA endonuclease activity in a dose-dependent manner. Our results 
indicate that Kampo medicines are good sources providing a structural lead for optimization of an 
influenza endonuclease inhibitor.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 インフルエンザはたびたび世界的な大流
行を引き起こしており、1918年のスペインイ
ンフルエンザでは 4000 万人以上の死者を出
した。2009年に新型の豚由来のインフルエン
ザが世界的に流行し、人類全体の重大な脅威
となっている。インフルエンザはインフルエ
ンザウイルスによって引き起こされる病気
である。インフルエンザウイルスはマイナス
鎖の 1 本鎖 RNA ゲノムを有し、その転写と
複製両方に、このウイルスが有する RNA 依
存 RNA ポリメラーゼを必要とする。そのこ
とからこの RNA ポリメラーゼは抗インフル
エンザ薬の良い標的であると考えられる。こ
の RNAポリメラーゼは、3個のサブユニット
PA, PB1, PB2により構成されている。この内、
PB2には病原性の強さと種間の伝播を決定す
る領域がある。申請者はこの領域の立体構造
を決定し、ギリシャ文字 φのような特徴的な
構造を形成していることを発見、φ 構造と名
付けた。病原性を決める 627番目のアミノ酸
は φループ上に存在し、特徴的な立体構造が
ウイルスの病原性の強さを決めていると分
かった。この成果を 2009 年に発表している
(Kuzuhara et al., J. Biol. Chem., 2009)。 
 インフルエンザウイルスは RNA ゲノムか
ら転写する際に、宿主の mRNAの 5’側の 10
数ヌクレオチドを切断してプライマーとし
て用いている。この切断はウイルスの RNA
ポリメラーゼ中に存在するエンドヌクレア
ーゼが行い、増殖にはエンドヌクレアーゼの
活性が必須である。このエンドヌクレアーゼ
は、抗インフルエンザ薬のよい標的となる。
このエンドヌクレアーゼドメインのリコン
ビナントタンパク質を大腸菌にて発現、タン
パク質を精製した。そしてエンドヌクレアー
ゼアッセイ系を確立した(Kuzuhara et al, PLoS 
Curr. Influenza, 2009; Iwai et al, Bioorg. Med. 
Chem., 2010; Iwai et al, PLoS ONE, 2011)。 
 
２．研究の目的 
 
インフルエンザを治療する薬を開発するこ
とは人類にとって火急且つ重大な課題とい
える。現在、抗インフルエンザ薬として用い
られているものはタミフル、リレンザなどの
ノイラミニダーゼ阻害薬が主なものであり、
耐性ウイルスの出現や、副作用などの問題が
ある。よってノイラミニダーゼ以外のウイル
スの標的を阻害する薬を発見することが必
要である。そこで申請者はウイルス株間で保
存性の高いインフルエンザウイルス RNA ポ
リメラーゼの中にあるエンドヌクレアーゼ
を解析し、これに対する阻害剤の探索により、
新規抗インフルエンザ薬を開発することを
目指す。 
 
３．研究の方法 
 

インフルエンザ RNA ポリメラーゼ内のエン
ドヌクレアーゼに対する阻害薬の探索 
１）インフルエンザウイルス RNA ポリメラ
ーゼのエンドヌクレアーゼ・ドメインタンパ
ク質の生化学的性状の解析 
 インフルエンザはそのエンドヌクレアー
ゼ活性により、ホスト細胞の mRNAを分解す
る。その分解したRNAをプライマーにして、
ウイルスの転写を行う。この活性を阻害する
ことにより、抗インフルエンザ薬の候補をス
クリーニングすることができると考えられ
る。現在、このエンドヌクレアーゼドメイン
のタンパク質を精製し、試験管内のアッセイ
の系を確立している (Kuzuhara et al, PLoS 
Curr. Influenza, 2009, Iwai et al., Bioorg. Med. 
Chem., 2010, Iwai et al., PLoS ONE, 2011)ので、
様々な天然物や有機合成化合物を用いて、ウ
イルスのエンドヌクレアーゼの阻害薬をス
クリーニングする。その基礎として先ずエン
ドヌクレアーゼの活性の生化学的な性状を
解析し、最適条件を検討・基質の最適化など
を行う。その上で下記の化合物に対してアッ
セイを行う。 
 
２）サッカーボールの形状をした C60フラー
レン派生化合物群に対するインフルエンザ
エンドヌクレアーゼ活性阻害化合物の探索 
 C60 フラーレンは、サッカーボールのよう
な球状分子であり、その特徴的な構造と性質
から、この発見者にはノーベル賞が授与され
ている。このフラーレンを抗インフルエンザ
薬として使うことができないかと考えた。そ
のような研究はこれまでにない。疎水性が高
いが、親水基を付加した派生化合物は可溶性
になる。複数種類の官能基を付与したフラー
レン派生化合物群を用いて、試験管内でエン
ドヌクレアーゼ阻害アッセイを、細胞系で抗
インフルエンザウイルスアッセイを行う。 
 
３）豆科の天然物や糖関連化合物に対するス
クリーニングを通したインフルエンザエン
ドヌクレアーゼ阻害化合物の探索 
 申請者が所属する徳島文理大学・薬学部に
おいては、徳島という植物資源が豊富な地理
もあり、天然物化合物に対する研究が盛んで
ある。徳島文理大学には数十種類の天然物化
合物を精製・化学構造を決定している。その
精製された天然物化合物に対してエンドヌ
クレアーゼ阻害活性を検定する。特に豆科植
物から非常に興味深い化合物が単離・精製さ
れており有機化学的な合成展開も既に行わ
れている。この化合物群に対して阻害活性を
検討すると共に、他の天然化合物やさらに糖
関連化合物に対してもエンドヌクレアーゼ
阻害のスクリーニングを行う 
 
４．研究成果 
 
フラーレンによる抗インフルエンザ活性 
 フラーレン派生化合物群にインフルエン



ザエンドヌクレアーゼ阻害活性と抗インフ
ルエンザ活性があることを見いだした。 
 
バクチオールによる抗インフルエンザ活性 
 バクチオールは、フェノール系化合物であ
り、オランダビユ（Psoralea corylofolia）の種
子及びソラレア・グランデュロサ・L.の気生
部分から単離された。バクチオールによるウ
イルス感染阻害効果を検討した。天然型バク
チオールは、インフルエンザウイルス感染阻
害効果を有することを示した。また、バクチ
オールのウイルス感染阻害活性において光
学活性が重要であることも示した。バクチオ
ールは、主に細胞側因子を標的とする事が考
えられたため、バクチオールとウイルスを作
用させた MDCK 細胞に対して、次世代シー
クエンサーを用いた網羅的な遺伝子発現解
析を行った。その結果、天然型バクチオール
処置により酸化ストレス応答の際に発現す
る NQO1 と GSTA3 の遺伝子発現が上昇して
いた。これらの遺伝子は、転写因子 Nrf2によ
り発現誘導され、NQO1やNrf2の発現上昇は、
インフルエンザウイルスの増殖を阻害する
ことが報告されている。したがって、バクチ
オールによる細胞内酸化ストレス応答の関
連遺伝子の発現上昇が、抗インフルエンザ作
用のメカニズムの一つであると考えられる。 
 
漢方薬エキスによるインフルエンザウイル
ス・エンドヌクレアーゼ阻害 
 各種漢方薬エキス（葛根湯、麻黄湯、柴胡
桂枝湯、竹如温胆湯、桂枝湯、小柴胡湯、麻
黄附子細辛湯）を使用し、PAサブユニットの
エンドヌクレアーゼ活性を阻害する化合物
を探索した。葛根湯、麻黄湯、柴胡桂枝湯、
桂枝湯、小柴胡湯、及び麻黄附子細辛湯の漢
方薬エキスが PA エンドヌクレアーゼ活性を
阻害した。竹如温胆湯には阻害活性は見いだ
されなかった。そのことにより阻害効果には
選択性がある。また阻害効果は量依存性があ
ることを確認した。漢方薬が PA サブユニッ
トのエンドヌクレアーゼ活性を阻害するこ
とを見いだしたのは本研究が世界で初めて
である。漢方薬エキス中から阻害活性を有す
る成分を同定することが将来にできたら、次
世代の新規抗インフルエンザ薬のシード化
合物になることが期待される。また、漢方薬
の新たな抗インフルエンザウイルス作用メ
カニズムの一つを見出したと言える。 
 
インフルエンザウイルス RNA ポリメラーゼ
PB2のアセチル CoA結合能の解析 
 キャップ（m7GTP）結合ドメインを含む PB2
中央部位の組換えタンパク質の機能解析を
行った．立体構造比較の結果、PB2中央部分
はアセチル化酵素と類似したフォールディ
ングと、アセチル CoAとの結合モチーフであ
るバリン－アルギニン－グリシン（VRG）配
列が存在することを見出した。PB2はアセチ
ル基のドナーであるアセチル CoA との結合

能を持つことが示された。この結合活性は
m7GTP の添加によって濃度依存的に抑制さ
れ、m7GTP とアセチル CoA は同じ結合ポケ
ットを共有することが示唆された。アナカル
ジン酸やガルシノールなどの種々のヒスト
ンアセチル化酵素阻害剤によって抑制され
た。PB2 において VRG配列がアセチル CoA
の結合に重要であることが示された。PB2中
央領域は m7GTP結合能とアセチル CoA結合
能の両方を併せ持ち，ウイルス増殖の過程に
おいて互いの機能を調節し合うことが示唆
された。 
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