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研究成果の概要（和文）：SFTS は新しいウイルス SFTSV によるダニ媒介性感染症である。SFTS の致死率は高
齢者で極めて高く，現時点で有効な治療薬が存在しない。そこで，本研究では抗ウイルスアッセイ系の構築を行
うとともに，それを用いて種々の薬剤の抗 SFTSV 効果について検討した。本法を用いて，既に抗 SFTSV 活性が
報告されている，リバビリンおよびファビピラビルについて検討したところ，それらの EC50 値は，それぞれ 
40.1 ± 16.3 および 25.0 ± 9.3 μM であった。さらに，アモジアキンに選択的な抗 SFTSV 効果を認めた
（EC50 = 19.1 ± 5.1 μM）。

研究成果の概要（英文）：SFTS is an emerging tick-borne infectious disease. Its fatality is quite 
high. However, there are no antiviral agents currently approved for clinical use. We have 
established a safe and rapid assay system for screening selective inhibitors of SFTSV and tested 
various compounds in the assay system. When ribavirin and favipiravir were examined for their 
anti-SFTSV activity, their EC50 values were 40.1 ± 16.3 and 25.0 ± 9.3 μM, respectively. Both 
compounds have already been reported as selective inhibitors of SFTSV replication in vitro. 
Furthermore, amodiaquine was found to be effective against SFTSV (EC50 = 19.1 ± 5.1 μM).

研究分野：ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）SFTS は 2011 年に中国の研究者らによ
って報告された，ダニによって媒介されるウ
イルス感染症である 1。原因ウイルスである
SFTSV は，ブニヤウイルス科フレボウイルス
属に分類される。国立感染症研究所の調査に
よると，我が国では 2013 年 1 月に，国内で海
外渡航歴のない人の感染が初めて報告され以
来，研究開始当初には数十名の患者が SFTS と
診断されている。患者の大部分は 60 歳以上の
高齢者であり，そのうちの約 3 割が死亡する
という，きわめて致死率の高い疾患である。
患者の分布は中国，四国，そして九州地方に
多い。主な症状は発熱と食欲低下，嘔気，嘔
吐，下痢，腹痛などの消化器症状で，重症化す
ると意識障害やけいれんなどの中枢神経症状
や，血小板減少による出血傾向があらわれ，
死亡することもある。これまでにウイルス遺
伝子およびウイルスに対する抗体の検査法が
確立され，SFTS の診断が可能となったが，治
療は対症療法しかなく，有効なワクチンや抗
ウイルス薬は存在しない。 
 
（２）研究代表者はこれまで抗ウイルス薬に
関する基礎研究を続けてきた。その中でも，
特に抗エイズ薬の研究に力を注ぎ，非核酸系
逆転写酵素阻害薬の発見と開発 2，HIV-1 のコ
レセプターである CCR5 の拮抗薬に関する研
究 3，そして毒性がきわめて低い核酸系逆転写
酵素阻害薬の同定と開発を行ってきた 4。この
ような実績から，研究代表者の研究室には，
国内外の大学や製薬企業などにおいて，抗ウ
イルス試験の目的で合成された薬剤が多数集
積されている。これらの薬剤については，こ
れまで HIV-1，C 型肝炎ウイルス（HCV），B
型肝炎ウイルス（HBV），そして日本脳炎ウイ
ルス（JEV）などのウイルスに対して，抗ウイ
ルス効果が検討されている。 
 
２．研究の目的 
 最近，西條らは抗インフルエンザウイルス
薬として開発されたファビピラビルが，培養
細胞およびマウスモデルにおいて，選択的な
抗 SFTSV 効果を示すことを明らかにしてい
る。しかし，ファビピラビルの臨床的な効果
の証明はこれからであり，STFS の治療法確立
のためには，ファビピラビルとは異なった作
用機序を有する薬剤の同定と開発が必須であ
る。そこで本研究の目的として，１）急性期の
SFTS 患者の臨床検体よりウイルスを分離し，
培養細胞を用いた抗ウイルスアッセイ系を確
立する。２）確立した抗ウイルスアッセイ系
を用いて，研究代表者の研究室に保管されて
いる薬剤を中心に，それらの抗 SFTSV 効果を
調べ，選択的に SFTSV の増殖を阻害する薬剤
（リード化合物）を同定する。３）さらに可能
ならば，リード化合物を出発点として，その
誘導体を探索もしくは合成し，それらの抗
SFTSV 効果を調べることで，薬剤の最適化を
行う。 

３．研究の方法 
（１）臨床検体からの SFTSV の分離と培養 
 当研究施設に保存されている SFTS 患者か
らの臨床検体（血液など）から，SFTSV に感
受性のある Vero 細胞などを用いて，ウイルス
の分離と培養を行う 5。培養細胞におけるウイ
ルス増殖の確認と同定は逆転写 PCR（RT-PCR）
法を用いる。また，免疫血清を用いた蛍光抗
体法や酵素抗体法により，感染細胞における
ウイルス抗原の発現を確認するとともに，培
養上清中のウイルス感染価を定量する。 
 
（２）薬剤の抗 SFTSV アッセイ法の確立 
 ウイルスの分離と増殖が確認されたら，培
養系をマイクロプレートに移し，抗ウイルス
アッセイに適した条件を検討する。具体的に
は，初期細胞濃度，感染ウイルス量，そして培
養期間を変えることで，培養上清中のウイル
ス感染価の変移や感染細胞に見られる細胞変
性効果（CPE）に与える影響を記録する。これ
らの結果により，抗ウイルスアッセイに適し
た条件を決定する。Multiplicity of infection
（MOI）が 0.1 以下，培養期間が 6 日以内であ
れば理想的である。上清中もしくは細胞内の
ウイルス RNA 量を real-time RT-PCR 法により
定量することで，薬剤の抗 SFTSV 効果の指標
とする。一方，薬剤の宿主細胞に対する毒性
は，非感染細胞の生細胞数について，テトラ
ゾリウムを用いた色素法にて測定する。なお，
培養上清中および細胞内のウイルス RNA の
定量に際しては，検体から RNA を抽出せずに
RT-PCR 法を行うことにより，RNA 定量によ
る実験誤差を回避する。研究代表者は既にこ
の方法を，HCV レプリコン細胞を用いた抗
HCV アッセイに応用しており，再現性が高く，
抗ウイルスアッセイのように一度に多くの検
体を扱う実験を適していることを明らかにし
ている。 
 
４．研究成果 
（１）SFTS 患者からウイルスの分離・同定 
 鹿児島大学病院臨床研究倫理委員会の承認
を得て，異なる 2 名の SFTSV 患者血清から
RNA を分離し，SFTSV を特異的に検出する
primer を用いて，RT-PCR を行った。その結果，
採取された血清中に，SFTSV の RNA を検出
することに成功した（図１）。 
 



図１．SFTS 患者血清からのウイルス RNA の
検出 2 名の SFTS 患者より採取した血清に
ついて，QIAmp Viral RNA Mini キットを用い，
RNA を抽出（1，3），もしくは上清を Sidestep 
Lysis and Stabilization Buffer（2，4）で処理し
た。さらに血清を Vero 細胞に接種し，培養 3
日後の培養上清について，同様に，RNA を抽
出（5，7）もしくはSidestep Lysis and Stabilization 
Buffer にて処理（6，8）した。抽出した RNA
もしくは処理したサンプルについて，SFTSV
特異的 primer を用いた RT-PCR 法により増幅
し，マイクロチップ電気泳動装置（バイオア
ナライザー）を用いて，目的の増幅産物（461 
bp）を確認した。 
 
 患者血清を接種した Vero 細胞は，顕微鏡を
用いてその形態を観察するとともに，細胞を
パラホルムアルデヒド／メタノールで固定後，
SFTSV 特異的免疫血清を用いて免疫染色を行
い，感染細胞を同定した。 
 

 
図２．STFSV による細胞変性効果 患者１の
血清を Vero 細胞に接種し，3 日間培養後，顕
微鏡（×100）にて観察した。 
 

 
図３．SFTSV 特異的抗体を用いた免疫組織染
色 患者１の血清を Vero 細胞に接種し，3 日
間培養後，SFTSV 特異的抗体を用いて免疫組
織染色を行った。 
 
 感染 Vero 細胞を顕微鏡にて観察した結果，
SFTSV による細胞変性効果（CPE）はほとん

ど観察されなかったが，わずかに細胞の形態
が変化している部分が認められた（図２）。ま
た，Vero 細胞と同様に，SFTSV に対して高い
感受性を有する，ヒト肝細胞由来の Huh-7 細
胞においても，SFTSV は明らかな細胞の形態
変化を引き起こさなかった（data not shown）。
一方，SFTSV 特異的抗体を用いた免疫組織染
色では，抗原陽性の感染細胞が観察された（図
３）。なお，患者血清中に SFTSV の存在を同
定した後は，鹿児島大学の病原体等安全管理
規則に基づき病原体等取扱承認の申請を行う
とともに，SFTSV を不活化するまでの全ての
実験については，研究室内に設置されている
バイオセーフティレベル 3（BSL3）室におい
て実施した。 
 
（２）抗 SFTSV アッセイ系の確立 
 先に述べたように，SFTSV は感染しても培
養細胞に CPEなどの顕著な形態的変化を引き
起こさないため，抗ウイルスアッセイにおい
て良く行われている「色素を用いた生細胞の
定量」による方法は適用できない。一般的に
は細胞を固定し，免疫組織染色を行った上で，
感染フォーカス数をカウントする方法が実施
されている。しかしながら，マイクロプレー
トを用いた免疫組織染色は操作がやや煩雑で
あり，SFTSV 感染細胞の場合には培養上清中
に高感染価のウイルスが産生されることから，
多くの薬剤のスクリーニングにおいては安全
性に問題がある。また，感染細胞のフォーカ
スを顕微鏡下でカウントすることから，客観
性および再現性についても改善の余地がある。
そこで我々は，マイクロプレート上の感染細
胞を直接 lysis buffer で融解することで SFTSV
を不活化して感染性をなくした。さらにそれ
らにサンプルに対して直接 real-time RT-PCR
を行うことにより，細胞内のウイルス RNA 量
を定量することで，薬剤の抗ウイルス効果を
評価することにした（図４）。 
 

 
図４．抗 SFTSV アッセイ法 患者血清より
Vero 細胞にて分離した SFTSV を Huh-7 細胞
にて継代し，その培養上清をアッセイ用のウ
イルス液とした。ウイルスの感染価は Vero 細
胞を用いた免疫組織染色により，感染細胞の
フォーカスを数えることにより定量した。ア
ッセイは Vero 細胞（2 × 104 cells/well）をマイ
クロプレートに播種し，24 時間培養後，種々
の濃度の薬剤とウイルスを MOI = 0.01 にて添



加後，37ºCで 3日間培養した。薬剤の抗 SFTSV
効果は，細胞を PBS にて 1 回洗浄後，TaqMan 
Gene Expression Cells-to-CT™ Kit（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて real-time RT-PCR を行い，
各ウェルのウイルス RNA 量を定量した。薬剤
の細胞毒性は，種々の濃度の薬剤を非感染
Vero 細胞に添加し，3 日間培養後に色素法を
用いて，生細胞数を定量した。 
 
（３）抗 SFTSV 効果を有する薬剤の同定 
 確立した抗 SFTSV アッセイ系を用いて，
種々の薬剤のスクリーニング試験を実施した
ところ，抗マラリア薬として臨床的に用いら
れているアモジアキンが選択的に SFTSV の
増殖を抑制することを見出した（図５）。その
際に，既に抗 SFTSV 効果が報告されているリ
バビリンとファビピラビルについても，同時
に試験を行ったところ，アモジアキンの抗
SFTSV 効果はこれらの薬剤とほぼ同等かそれ
以上の抗ウイルス効果を示すことが分かった
（表１）。 
 

 
図５．アモジアキンの化学構造および抗
SFTSV 効果 Vero 細胞に SFTSV を感染させ，
種々の濃度の薬剤とともに 3 日間培養した。
薬剤の抗ウイルス効果は細胞内のウイルス
RNA を real-time RT-PCR 法で，細胞毒性は生
細胞数を色素法で定量した。 
 
表１．主な薬剤の抗 SFTSV 効果 
------------------------------------------------------------ 
薬 剤  EC50 (μM)     CC50 (μM) 
------------------------------------------------------------ 
リバビリン 40.1 ± 16.3 > 100 
ファビピラビル 25.0 ± 9.3  > 100 
アモジアキン 19.1 ± 5.1  > 100 
------------------------------------------------------------ 
EC50：50% 有効濃度． 
CC50：50% 毒性濃度． 
データは 3 回の実験の平均値と SD 値． 
 
表２．アモジアキン誘導体の抗 SFTSV 効果 
------------------------------------------------------------ 
薬 剤  EC50 (μM)     CC50 (μM) 
------------------------------------------------------------ 
誘導体１  36.6 ± 9.3  > 100 
誘導体２  31.1 ± 16.8 > 100 
誘導体３  15.6 ± 4.9  > 100 
------------------------------------------------------------ 
EC50：50% 有効濃度． 
CC50：50% 毒性濃度． 
データは 3 回の実験の平均値と SD 値 
 

 さらに，いくつかのアモジアキン誘導体に
ついて，それらの抗 SFTSV 効果を検討したと
ころ，その中にはアモジアキンよりもやや高
い活性を有する薬剤が存在した（表２）。なお，
誘導体については，現在，特許出願中である
ため，それらの化学構造は開示しない。 
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