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研究成果の概要（和文）：非構造蛋白質NS4Aと相互作用し、抗デング化合物を有する化合物の探索を行った。結局NS4A
では得られなかったものの、同じ非構造蛋白質NS1を用いた実験で抗デング活性を有する化合物がどうていされた。本
化合物サイクロフェニル（CF）はすでに別の用途で臨床現場で使用されていたが、抗ウイルス作用を有するとの報告は
無かった。CFは哺乳動物細胞でのデングウイルス増殖を阻害したが、蚊由来細胞では阻害効果が確認できなかった。ウ
イルス接種後CFを加える試験では、CFがウイルス増殖サイクルの後期過程に作用することが示唆された。また我々は、
CFに対するエスケープ変異体の分離も行った。

研究成果の概要（英文）：Dengue virus (DENV) is the etiologic agent responsible for dengue fever, dengue 
hemorrhagic fever, and dengue shock syndrome. The infections have emerged and continue to spread rapidly. 
Now no effective antiviral drugs exist to treat DENV infection and licensed vaccine is only available in 
a few countries.　We show here that a compound cyclofenil (CF) has an inhibitory effect on growth of DENV 
in mammalian cells in vitro. CF exhibited antiviral activity to DENV in mammalian cells but not in 
mosquito cells, suggesting that CF may interact with a mammalian cell factor. Time-of-addition experiment 
indicates that CF may inhibit the late stage of the life-cycle of the DENV. We also succeeded in 
isolating CF-resistant virus, and several mutations with amino acid substitutions were identified in the 
mutant virus genome.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

デングウイルスにより引き起こされるデ

ング熱・デング出血熱（まとめてデング感染

症）は、ウイルス媒介蚊の生息する世界中の

熱帯・亜熱帯地方において年間数千万～１億

人が発症していると推定され、世界で最も深

刻なヒト感染症のひとつに挙げられる。デン

グ感染症に対するワクチン候補は複数ある

ものの依然として実用化に至っていない。デ

ング蔓延地域は近年拡大傾向にあり、ワクチ

ン以外のデング感染症制圧法および治療法

の開発が世界的にも急務の課題となってい

る。デングウイルスゲノムには10個の遺伝子

がコードされているが、その中のNS4Aに関し

ては、ウイルス増殖に重要であるもののその

作用機序においては不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ウイルス増殖やインターフェ

ロン経路活性化阻害における NS4A、特にその

細胞質ドメインの役割・作用機序解明を目指

し、NS4A の細胞質ドメインに相互作用する低

分子化合物や蛋白質性因子を探索し、そこで

得られた分子を使用して NS4A の機能解析を

進める。得られた低分子化合物がデングウイ

ルスの増殖あるいは宿主自然免疫応答活性

化阻害をブロックすること、さらには化合物

および因子の詳細な作用点および作用機序

が明らかとなれば、この化合物が抗デング薬

開発のためのシーズとなる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

（１）デングウイルス NS4A 細胞質領域蛋白

発現ベクターおよびNS1蛋白発現ベクターを

構築し、これより合成される融合蛋白質を精

製した。最初に以降の各スクリーニングのプ

ローブとして使用する NS4A 細胞質ドメイン

融合蛋白質を調製した。スクリーニングを容

易に進めるため、デング１型ウイルス NS4A

のＮ端側 51 アミノ酸からなる細胞質ドメイ

ン（NS4A(N51)）が、赤色蛍光蛋白質（mRFP）

およびそれに続く Flag タグの N 末端側に連

結した融合蛋白質（NS4A(N51)-mRFP-Flag）

発現プラスミドを構築した。NS1 には Flag タ

グのみ連結した。これらをヒト培養細胞 293T

細胞に導入し、融合蛋白質を発現させた。細

胞抽出液あるいは培養上清から、抗 Flag 抗

体が結合したアフィニティーカラムを用い

て融合蛋白質を精製した。 

（２）低分子化合物アレイを用い、NS4A およ

び NS1に結合する低分子化合物をスクリーニ

ングした。精製した融合蛋白質をプローブと

して化合物アレイをスクリーニングした。実

際のスクリーニングは理研分子ウイルス学

特別研究ユニット間ユニットリーダーにご

協力頂き行った。化合物アレイは理研基幹研

究所ケミカルバイオロジ-研究基盤施設で作

製されたものを使用した。 

（３）（２）で得られた化合物が、ウイルス

の増殖に影響するかを調べた。デングウイル

ス感受性細胞にウイルスを感染させる際、階

段希釈した化合物を添加し、その後ウイルス

による細胞変性効果および培養上清の感染

性ウイルス粒子をプラーク形成法により測

定した。 

 

４．研究成果 

（１）NS4A に結合する化合物のスクリーニ

ングを行った。29,707 化合物中ヒット化合

物として 9化合物がみいだされた。プラー

ク法によりウイルス増殖に対する効果を検

討したが、いずれにおいても 50uM 以下で増

殖抑制効果はみられなかった。 

（２）NS1 に結合する化合物をスクリーニン

グしたところ、4 化合物がヒット化合物とし

て得られた。そのうちの 3種類とそれらの誘

導体 32 種類を用いてプラーク法による増殖

抑制効果を調べたところ、1 種類で抑制効果



が観察され再現性も得られた。この化合物は

長年排卵誘発剤として臨床使用されている

薬剤サイクロフェニル（CF）であった（図 1）。 

      

図 1．プラーク法によるウイルス増殖抑制効果の確認。

左列が薬剤を添加していないもので、右列が 10uM CF を

添加したもの。生細胞は青色に染まる。CF添加によりウ

イルス増殖が抑制され、細胞が生き残り青く染まってい

る。 

 

以降 CF を使用して詳細な解析を進めた。デ

ング 1型から 4型までのウイルス株を使用し

て抑制効果を調べた。血清型間で効果に差異

があるものの、哺乳類由来培養細胞において

デングウイルスの増殖が抑制されることが

明らかとなった（図 2）。 

図 2．CF 添加によるウイルス産生量の変化。横軸はウイ

ルス感染させてからの日数を表している。 

また同じフラビウイルスである日本脳炎ウ

イルスに対しても抑制効果がみられた。一方

C6/36 細胞においては増殖抑制能を示さなか

ったことから、CF は宿主側因子を介して作用

する可能性が示唆された。Time-of-addition

アッセイにより、デングウイルス感染後 18

時間以上経過してから CF を添加してもウイ

ルス粒子及び細胞内ウイルスRNAの合成が有

意に抑制されないことがわかった。一方 CF

添加がデングウイルス感染後 18 時間未満の

場合では、ウイルス RNA 量に比べ、ウイルス

粒子数の方が大きく減少していた。これらの

結果より、CFはゲノム複製、およびゲノム複

製より後期の過程に複合的に作用すること

でデングウイルスの増殖を抑制することが

示唆された。CF 含有培地内でデングウイルス

を継代することにより、CF耐性ウイルスの分

離を得ることに成功した。塩基配列を決定し

たところ、7 ヶ所の塩基配列置換と 5 か所の

アミノ酸置換が認められた。今後耐性獲得に

寄与する責任変異の同定を試みる予定であ

る。 
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