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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでにサイトメガロウイルス(CMV)や水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)の感染を迅速
に検出できるレポーター細胞株を用いて化合物ライブラリーから各ウイルスに有効な化合物を数種類ずつ同定した。本
研究では同定化合物の作用機序を解析し、1)抗VZV化合物45B5がORF54がコードするポータル蛋白を標的とし、カプシド
からウイルスDNAを核内に注入する過程を阻害すること、2)両ウイルスに効果のある133G4がウイルス前初期蛋白による
転写活性化を、おそらく宿主因子を介して阻害すること、3)抗CMV化合物35C10は、CMVの細胞内侵入から前初期蛋白発
現の間の過程を阻害すること、などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously we identified a few anti-cytomegalovirus (CMV) and anti-varicella 
zoster virus (VZV) compounds, respectively, by screening of a 9600 chemical compound library with 
reporter cell lines that can detect each virus quickly.　In this study, we analyzed effects of the 
identified compounds on viral DNA replication and gene expression as well as on viral growth properties, 
and found the followings: 1) anti-VZV compound 45B5 targets the portal protein encoded by ORF54 and 
probably inhibits the process of viral DNA injection into the nuclei. 2) anti-VZV and -CMV compound 133G4 
inhibits the transactivation functions of immediate-early proteins encoded by VZV, CMV, and herpes 
simplex virus, probably through a host factor. 3) 35C10 inhibits a process between the penetration of 
virus into cells and the expression of immediate-early protein.

研究分野： ウイルス学

キーワード： サイトメガロウイルス　水痘帯状疱疹ウイルス　抗ウイルス薬　薬剤耐性
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1.研究開始当初の背景 

(1) 現在用いられている、ないしは承認されている

抗ヘルペスウイルス薬は、サイトメガロウイルス

（CMV）の前初期蛋白 IE2 に対するアンチセンス

RNA であるフォミビルセンを除き、DNA 複製を阻

害する核酸アナログである。これらの核酸アナログ

薬は有効であるが、耐性株の出現、副作用、投与法

などの点で使用上の制約があり、作用機序の異なる

新規薬剤の開発が求められている。水痘帯状疱疹ウ

イルス（VZV）に対しては、アシクロビル（ACV）

が有効ではあるが、単純ヘルペスウイルス（HSV）

に対する効果に比べて弱く、即効性も低い。このた

め、年間 1000 人に 1 人以上発症する帯状疱疹の治

療において、帯状疱疹後神経痛防止には十分な効果

があがっていない。一方で、世界の ACV 消費の 1/4

以上が日本であるという単一薬剤に依存した状況

は、長期的観点から見ると、耐性株の頻度を押し上

げることに繋がる。また、CMV に有効なガンシクロ

ビルは骨髄抑制の副作用のため適用に制約がある。 

 

(2) 感染性のヘルペスウイルスの力価を決定する標

準的方法としては、プラーク数の計測など生物学的

方法が依然として用いられている。そのため、増殖

の遅い CMV 及び VZV では、時間と労力がかかり

すぎ、迅速な対応が求められる耐性株検出やマスス

クリーニングが伴う新規薬剤の検索は困難である。

このため、薬剤開発は、核酸アナログの修飾体を中

心に進められている。近年、新規標的蛋白として、

DNAポリメラーゼ以外に複製に必須なヘリカーゼ・

プライメース、カプシド形成に関与するプロテアー

ゼ、カプシドにユニット単位にゲノム DNA を切断

してパッケージングするターミナーゼ、効率的複製

や粒子成熟に必須なキナーゼ UL97 が同定されて

きた。しかし、第 2相臨床試験を終了し第 3相に進

む CMV ターミナーゼを標的とする AIC246 以外に

は、有力な新規抗 CMV や抗 VZV 候補化合物がな

いのが現状である。 

 

(3) 新たな抗ウイルス化合物の解析は、有用な化合

物を同定するという実用的な側面に加え、同定され

た化合物を用いて、ウイルス増殖の特定のステップ

に関与する蛋白を解析することができる。例えば、

抗 CMV化合物として見いだされた benzimidazole誘

導体 BDCRB の耐性変異の解析から、T4ファージの

ターミナーゼに相同性のある UL89 のみならず、

ATPase 活性を有する UL56 が、パッケージングに重

要であることが明らかになった。 

 

(4) 我々は、ウイルス前初期蛋白により活性化され

る初期遺伝子プロモーターを利用し、酵素反応によ

る化学発光を指標として容易にウイルス力価を測定

できるレポーター細胞株を CMV 及び VZV につい

てそれぞれ樹立し（Wang 他 2006; Fukui 他 2008）、

これらの細胞株を用いて 9600 種類の化合物ライブ

ラリーから両ウイルスの感染を阻害する化合物の検

索を行い、これまでに CMV 及び VZV に効果がある

化合物を数種類ずつ同定した。その中で、抗 CMV 化

合物 1-(3,5-dichloro-4-pyridyl)piperidine-4-carboxamide 

(DPPC)は、細胞へのウイルス侵入から前初期蛋白の

発現までのステップの何処かを阻害すること、マウ

ス個体でも効果があることを報告した(Yamada 他

2010)。また、抗 VZV 化合物 2-[(2,6-dichlorophenyl) 

methylthio]-3H-pyrazolo[1,5-c]1,3,5 triazin-4-one (コー

ド名 35B2)は、主要カプシド蛋白 MCP を標的とし、

カプシドの形成を阻害することを報告した(Inoue 他

2012)。 

 

2.研究の目的 

ウイルス増殖が遅く high-throughput スクリーニン

グができないために遅れていた CMV や VZV に対

する抗ウイルス薬開発を可能にするため、我々は、

迅速に力価が測定できるレポーター細胞株を樹立し

た。これらの細胞株を用いてランダム化合物ライブ

ラリーから両ウイルスに有効な化合物を数種類ずつ

同定した。本研究では、同定した化合物をもとに新

規薬剤開発を行う実用的な側面に加え、化合物の作

用機序の解析を通してウイルス増殖の各過程に関与

するウイルス及び宿主因子を明らかにする。 

 

3.研究の方法 

(1) 抗 VZV 効果から同定した 10 種類の化合物につ

いて、同じアルファヘルペス亜科に属する HSV 及び

ウマヘルペスウイルス（EHV）について、その効果

をプラーク減少法にて検討し 50%有効濃度（EC50）

を決定した。また、HSV については、リアルタイム

PCR 法で産生されたウイルスを定量した。 

 

(2) 抗 CMV 効果もしくは抗 VZV 効果から同定した

10 種類の未解析化合物について、薬剤の標的ステッ

プを明らかにするために以下の検討を行った。 

①感染後に薬剤を添加するタイミングを変え

る”Time of addition”実験により薬剤の標的を推定し



 

 

た。 

②薬剤の標的を推定するために、前初期・初期・後

期にそれぞれ発現するウイルス遺伝子の発現を、リ

アルタイム RT-PCR法によるmRNA量の測定や蛍光

抗体法及びウエスタンブロティング法による蛋白検

出により行なった。 

③感染細胞の核を調製し、DNAを精製後、リアルタ

イム PCR法を行うことでウイルス DNAの複製を検

討した。 

 

(3) スクリーニングで同定された抗 CMV 化合物及

び抗 VZV 化合物のうち選択性のよい化合物につい

て、耐性株の分離を試みた。親株と分離された耐性

VZV 株について、感染 3-4 日後に形成されるフォー

カスを IE62 蛋白に対する抗体を用いて免疫染色し

EC50 を決定した。 

 

(4) EC50 が大きい耐性ウイルス 1株を大量培養し精

製後ゲノム DNAを調製した。得られた DNAを用い

て、全ゲノム配列を決定し、親株との違いから、耐

性変異を同定した。変異が複数のため、各変異遺伝

子の配列を複数株について決定し、耐性株に変異が

共通して見られる遺伝子から耐性の責任遺伝子を推

定した。 

 

(5) 耐性に関与する遺伝子産物を解析するために、

GST 融合蛋白を産生・精製後、ウサギを免疫し特異

抗体を作製した。特異抗体を用いて当該蛋白の発現

や細胞内局在に与える化合物添加の影響を検討した。 

 

(6) 薬剤添加により前初期蛋白の発現が見られるが

初期蛋白の発現が見られなくなった場合には、以下

の検討を行った。 

①前初期蛋白 IE2や IE62を一過性発現させ、各種の

初期遺伝子プロモーターの活性化をレポーターアッ

セイにより測定することで、転写活性化阻害が標的

であるかを検討した。 

②転写活性化因子の結合部位の有無と化合物による

阻害の相関を検討した。 

③ IE2 や IE62 の転写活性化ドメインや TBP, USF, 

Mediator サブユニットなどの宿主転写因子を GAL4

融合蛋白として発現させ、GAL4 結合配列と組み合

わせて転写活性化を検討し、ウイルス特異的な遺伝

子発現に関与すると思われる転写因子が化合物によ

り、阻害されるかを検討した。 

④宿主蛋白とウイルス前初期蛋白にN端側もしくは

C 端側に分割した Kusabira Green 蛋白を融合蛋白と

して発現させ、分割した融合蛋白が近接した場合に

発生する蛍光発現をもとに宿主因子との相互作用を

検討した。 

 

4.研究成果 

(1) 抗 VZV 及び抗 CMV 化合物の活性  

①抗 VZV 化合物 7 種類の中で、3 化合物(133G4, 

31G43、170G4)が VZVと同程度に、3化合物が弱く、

抗 HSV 活性を示した(図 1)。また、1 種類が強く抗

EHV 活性を示した。 

図 1 抗 VZV 化合物の抗 HSV 活性 

②抗 VZV 化合物 45B5 及び 141B3 に対する耐性株

の候補の作出に成功したが、抗 CMV 化合物 DPPC

及び 35C10の耐性株は得られなかった。 

 

(2) 141B3 化合物 

VZV にのみ効果があった 141B3 の類似化合物を

いくつか用意し、チオフェン基側鎖をベンゼン基に

した化合物のみが、EC50が 2-3倍程度悪くなるもの

の抗 VZV 活性を有することを示した。ベンゼン基

のパラ位をフルオロ化もしくはニトロ化した場合、

活性が失われた。 

 

(3) 45B5耐性株の作出と作用点の同定 

①5-chlorobenzo[b]thiophen誘導体45B5は、ACV耐性

VZV株や主要カプシド蛋白を標的とする35B2に対

する耐性株に対しても効果があり、Okaワクチン株

を用いた場合のEC50は、ヒト2倍体細胞で16.9μM、

モルモット線維芽細胞（GPL）で19.0μMであり、CC50

が100μM以上であることから選択係数は少なくとも

5以上であった。また、45B5耐性株10クローンを分離

し、そのうち4株についてEC50を求めたところ、73.4-

101.7μMであり3.9-5.3倍程度の上昇が認められた。 

②EC50が最も高かった45B5耐性株H3について、全

ORFの塩基配列を決定したところ、13箇所の塩基配

列変異が同定され、そのうち6変異がアミノ酸変異を



 

 

伴うもので、それぞれORF16, ORF23, ORF36, ORF48, 

ORF50及びORF54にマップされた。そこで、残りの

株について、それらのORFの塩基配列を解析したと

ころ、ポータル蛋白をコードするORF54に共通して

変異が同定された。そこで、ORF54及びORF54と蛋

白相互作用するscaffold蛋白ORF33を、一過性で単独

もしくは共発現させ、45B5の両蛋白の局在に対する

影響を検討したが、ORF54は単独で細胞質、共発現

で核内の局在性であることに影響を認めなかった。

45B5によりウイルスのDNA複製が阻害されること、

前初期蛋白の発現が低下すること、作用点がポータ

ル蛋白であることから、ウイルスカプシドから核へ

のDNA注入過程の阻害が、作用機序のひとつと考え

られた。 

 

 (4) 133G4及びそれに類似する2化合物 

①HSV, VZV, CMVの増殖を阻害したが、細胞毒性が

比較的強かった。 

②前初期蛋白で転写活性化因子であるCMV IE2及び

VZV IE62による初期及び後期遺伝子の発現誘導を

広範に阻害した。 

③VZV IE62の161アミノ酸残基の活性化ドメインと

GAL4の融合蛋白により、GAL4結合配列以外に特定

の転写活性化因子結合配列を持たずGAL4結合配列

のみのプロモーターで転写活性化が見られ、133G4

はTATA配列特異的にこれを阻害した。TATA結合蛋

白TBPのDNA結合ドメインとGAL4融合蛋白は、

GAL4単独に比して、IE2やIE62によるGAL4結合配列

を持つプロモーターの活性化の程度が上昇したが、

依然として133G4による阻害を受けた。このことは、

USF1とGAL4融合蛋白を用いた場合にも同様であっ

た。従って、TBPを含む複合体形成に対して133G4は

効果を発揮するのではないと考えられた。 

④ポリメラーゼII複合体形成に関与するMediator蛋

白群のうち、VZVやHSVの前初期蛋白及びそれらの

蛋白と相互作用することが知られているMed25につ

いて、Kusabira Greenを用いた相互作用解析を行った

ところ、133G4が結合を阻害しないことが明らかに

なった。 

これらの結果から、133G4は、これまでに知られて

いない作用機序を有するものと予想された。 

 

(5) 35C10及びそれに類似する化合物 

①35C10及び類似化合物の一部は、ヒトCMVのみな

らずマウスCMVの増殖も阻害した。 

②細胞へのウイルス吸着には影響を与えないこと、

前初期蛋白の発現を阻害したこと、から、細胞への

侵入からカプシドの細胞質移動、核内へのDNA注入、

前初期蛋白の発現のいずれかのステップを阻害する

と考えられた。 
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