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略語一覧 
 

4-MU：4-methylumbelliferone 

A/Aichi/2/68：strain A/Aichi/2/1968 (H3N2) 

A/CA/7/09：strain A/California/7/2009 (H1N1) pdm 

A/PR/8/34：strain A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) 

A/WSN/33：strain A/WSN/1933 (H1N1) 

ANOVA：analysis of variance 

BSA：bovine serum albumin  

CPC：cetylpyridinium chloride 

DAPI：4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

FBS：fetal bovine serum 

Fluc：Firefly luciferase 

HA：hemagglutinin 

Ifn-β：Interferon-β 

MDCK cell：Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell 

MOI：multiplicity of infection 

MTT assay：3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium Bromide (MTT) 

assay 

Mx1：Myxovirus-resistant protein 1 

NA：neuraminidase 

NB：naphthol blue-black 

NP：nucleoprotein 

Nqo1：NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 

Nrf2：Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

NS：non-structural protein 

NS1：non-structural protein 1 
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OC：oseltamivir carboxylate 

P/S：penicillin and streptomycin 

PBS：phosphate-buffered saline 

PFU/mL：Plaque Forming Units per mL  

RdRp：RNA-dependent RNA polymerase 

RLU：Relative Light Unit 

Rluc：Renilla luciferase 

RNP：Ribonucleoprotein 

RT-qPCR：reverse transcription and quantitative polymerase chain reaction 

TEM：Transmission Electron Microscope 

TPCK：L-tosylamido-2-phenyl ethyl chloromethyl ketone 

UI：Uninfected cells 

WHO：World Health Oganization 
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諸 論 
 

インフルエンザウイルス・パンデミックの歴史 

世界保健機関 (WHO) は、年間約 300〜500万件の重症インフルエンザ感染者が発

生し、約 29〜65万人が死亡すると推計している[1]。これまで、インフルエンザウイ

ルスのパンデミックは、1891年ロシアでのH3N8型ウイルスパンデミックに始まり、

1918年の H1N1型ウイルスによるスペイン風邪では世界で 5000万～1億人、1957年

の H2N2型ウイルスによるアジア風邪では 200万人、1968年の H3N2型ウイルスに

よる香港風邪では 100万人もの死者を出した[2]。最近では、1997年の H5N1型鳥イ

ンフルエンザや 2009年の H1N1型豚インフルエンザ、2013年の H7N9型新型鳥イン

フルエンザによるパンデミックが起こっている[3]。このように、インフルエンザは

定期的に変異を繰り返しながらパンデミックを引き起こしており、人類にとって大

きな脅威となっている。 

 

インフルエンザウイルスの型や構造 

インフルエンザウイルスは、A型、B型、C型および D型が存在しており、季節

性インフルエンザの流行を引き起こすのは、主に A型と B型インフルエンザウイル

スである。A型インフルエンザウイルスには、16種類の hemagglutinin (HA) と 9種

類の neuraminidase (NA) が存在し、それぞれの番号の組み合わせにより、144種類も

のサブタイプが存在する。インフルエンザウイルスは、8本に分節したマイナス鎖の

RNA をゲノムとし、ウイルスを構成するタンパク質をコードしている。PA、PB1、

PB2 タンパク質は、RNA 依存性 RNA 合成酵素 [RNA-dependent RNA polymerase 

(RdRp)] を構成し、nucleoprotein (NP) と共に、分節単位である ribonucleoprotein (RNP) 

を構成している。ウイルス表面の膜上には、宿主細胞への吸着に関与する HA、宿主

細胞内で増殖したウイルスの放出に係る NA、マトリックスタンパク質として知られ

る M2 で構成されており、内部には膜を裏打ちする M1、非構造タンパク質の non-

structural protein (NS) が存在している（図 1）。 
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（図 1）A 型インフルエンザウイルスの構造 

A型インフルエンザウイルスは、8本に分節する RNP複合体とウイルスタンパク

質で構成されている。表面にある HA や NA の種類によって流行株の表記が決定さ

れる。 

  

PA （RNA ポリメラーゼ αサブユニット）

PB1 （RNA ポリメラーゼ β1サブユニット）

PB2 （RNA ポリメラーゼ β2サブユニット）

NP   （核タンパク質）

HA   （ヘマグルチニン）

NA   （ノイラミニダーゼ）

M1・M2 （マトリックスタンパク質）

NS （非構造タンパク質）

HA
NAM2

M1

NS

ＲＮＰ

インフルエンザウイルスの
遺伝子群
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インフルエンザウイルスの生活環 

このウイルスの生活環は、ウイルス表面のタンパク質 HA が、宿主細胞膜表面上

の糖鎖に吸着することから始まり、ウイルス粒子がエンドサイトーシスにより細胞

内部へ侵入する。イオンチャネルの役割を果たす M2 が水素イオンを取り込むと、

小胞内部が酸性に変化することで HAが小胞膜と融合し、ウイルス RNPが宿主細胞

質内に放出される。ウイルス RNP は、宿主細胞の核内に移動し、ウイルス RNA 合

成酵素の働きにより、ゲノム複製が起きると共に、ウイルス構成タンパク質の mRNA

も合成され、宿主細胞質内にウイルス構成タンパク質が作られる。そして、核内で作

られた RNP とウイルス構成タンパク質は宿主細胞膜下で集合し、細胞膜上に出芽、

NAにより細胞外に放出される（図 2）。 

 

 

（図 2）インフルエンザウイルスの生活環と抗インフルエンザ薬 

ウイルス生活環と抗インフルエンザ薬の作用機序を示す。 

  

アマンタジン
（シンメトレル）

リバビリン
バロキサビル

（ゾフルーザ）

オセルタミビル

（タミフル）
ペラミビル
（ラピアクタ）
ザナミビル

（リレンザ）
ラニナミビル

（イナビル）
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既存の抗インフルエンザウイルス薬 

現在、一般的に使用されている抗インフルエンザ薬は、このようなウイルス生活

環の一部を標的としている。アマンタジンは、脱殻に関与する M2 チャネルを阻害

して、RNP の遊離および宿主細胞核内への移行を阻害する。脱殻を阻害されたウイ

ルスは増殖することができなくなるが、アマンタジンは A 型インフルエンザウイル

スの複製の初期段階の阻害にのみ有効である。オセルタミビルやザナミビルなどは、

インフルエンザウイルスの NA を特異的に阻害し、宿主細胞からのインフルエンザ

ウイルスの遊離を阻害することで、ウイルスが他の細胞へ拡散するのを防ぐことに

より、ウイルス増殖を抑制する[4]。最近承認されたバロキサビルは、インフルエン

ザウイルス特有の酵素であるキャップ依存性エンドヌクレアーゼの活性を選択的に

阻害し、ウイルスの mRNA合成を阻害することで抗インフルエンザウイルスの増殖

を抑制する[5]。 

 

抗インフルエンザウイルス薬に対する耐性ウイルスの出現 

現在流行しているインフルエンザウイルス株のほぼすべてが、アマンタジンに耐

性を有している[1,2,4]。また、オセルタミビルに耐性を示す季節性 A 型インフルエ

ンザH1N1型ウイルスも出現している[4,6-10]。一方、PA-I38T/M/F変異を有するH1N1

型および H3N2 型インフルエンザウイルスは、バロキサビルに対して耐性を示すこ

とが報告されている[11,12]。国立感染症研究所から報告されているように、これらの

薬剤に対する耐性ウイルス株は、毎年検出されている状況である（図 3）。 

これらの薬剤耐性ウイルス株は、インフルエンザウイルスの遺伝子変異が原因と

なって出現する。インフルエンザウイルスの遺伝子変異は、インフルエンザウイル

スが持つ RdRp の複製エラーにより発生し、薬剤と結合する部分のアミノ酸が別の

アミノ酸に置換されることで薬剤耐性を獲得する。 

したがって、変異を繰り返すインフルエンザウイルスによるパンデミックを予防・

制御するために、新規の抗インフルエンザ薬の開発が急務となっている。特に、イン

フルエンザウイルスのタンパク質ではなく、ウイルス粒子の直接的な破壊やウイル

ス生活環に関連する宿主細胞因子を標的とした、耐性ウイルス株を生み出し難い抗
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インフルエンザウイルス薬の開発が求められている。 

 

 

（図 3）抗インフルエンザ薬耐性ウイルス株の検出状況 

エンドヌクレアーゼ阻害薬、ノイラミニダーゼ阻害薬、M2 阻害薬に対する A 

(H1N1) pdm09株および A (H3N2) 株の耐性株検出状況。（出典：国立感染症研究所ホ

ームページ 抗インフルエンザ薬耐性株サーベイランス） 
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天然由来物質における創薬の歴史と現状 

これまでの創薬の歴史として、20世紀半ばにカビ由来のペニシリンや放線菌由来

のストレプトマイシンが抗生物質として実用化されて以来、多数の生理活性物質が

微生物からスクリーニングされ、製剤化されてきた。脂質異常症治療薬のプラバス

タチンや免疫抑制剤のタクロリムス、抗真菌薬のミカファンギン、駆虫薬のイベル

メクチン、抗がん剤のエリブリンなど、多彩な薬理活性を持った薬が製剤化されて

いる[13-19]。このように、微生物や植物などが産生する天然由来物質は構造の多様

性が高く、生命活動によって産生されるため豊富な生理活性を示すが、その構造が

複雑であるがゆえに、全合成や誘導展開が困難で、開発中止となるものも多い[20]。

1990 年代以降は、コンビナトリアルケミストリーにより、大量の人工的な化合物合

成を行い、ハイスループットスクリーニングにより有効な化合物の同定がなされて

きたが、合成できる化合物の数には限りがあることも明らかとなった[20] 。現在、

販売されている低分子医薬品のうち、およそ 6 割が天然物由来もしくは天然物由来

物質を基に合成された化合物であることが報告されている[21]。以上のことから、天

然物由来物質からの創薬は、再び注目を集めており、新規抗インフルエンザウイル

ス薬のリード化合物の探索を天然由来物質で行うことは、有用であるといえる。 

 

本研究の目的 

本研究では、微生物由来の抽出液であるコメ発酵エキスおよび植物由来化合物で

ある cyclobakuchiol類に着目し、これらが新規抗インフルエンザウイルス薬のリード

化合物としての可能性を秘めているか検討を行なった。 

コメ発酵エキスは、日本酒の醸造に使用される日本古来のコウジカビ (Aspergillus 

oryzae) を用いて日本独自の発酵技術により作製される。ライスパワー®エキスは、

勇心酒造株式会社（香川県、日本）が開発したコメ発酵エキスである。今回検討した

エキスは、A. oryzae、酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 、乳酸菌などの微生物を用いて

糖化・発酵させて得られる新規のコメ発酵エキスであり、様々な生物学的・薬理学的

特性を有している。その中でも、健康食品として販売されているライスパワー®エキ

ス No. 101は、ヘリコバクター・ピロリ菌 (H. pylori) に対する感染抑制作用が報告
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されている[22]。 

一方、cyclobakuchiol類は、中国医学の伝統医学に使用されてきた植物のひとつで

あるオランダビユに含まれる化合物である。この類縁体である bakuchiolは、光学異

性体選択的に抗インフルエンザウイルス活性があることが明らかとなっている[23]。

そこで、cyclobakuchiol類が抗インフルエンザウイルス活性を有するか検討し、類縁

体である bakuchiolとの効果を比較することで、抗インフルエンザ活性に必要な特徴

を検出することが可能である。特徴を検出することができれば、新規抗インフルエ

ンザ薬の開発にもつながると考える。 

本博士論文では、第一章にてコメ発酵エキスの抗インフルエンザ活性とその作用

機序について、第二章にて cyclobakuchiol 類の抗インフルエンザ活性と構造-活性相

関についてそれぞれ示した。 

  



 12 

本 論 
 

第一章 コメ発酵エキス（ライスパワー®エキス）による抗インフルエンザ活性の有

無とその作用機序の検討 

 

第一節 コメ発酵エキス：ライスパワー®エキスとは 

コメ発酵エキスは、H. pyloriに対する感染抑制作用 [22]、胃粘膜における NaClや

メトトレキサートによる細胞毒性の抑制作用 [24,25]、抗酸化作用 [26-29]、腸粘膜や

平滑筋における抗炎症作用 [30,31]、抗腫瘍作用 [32-34]、抗白血病作用 [35]、アルツ

ハイマー病やパーキンソン病における抗神経毒性作用 [36,37]、血中および肝臓中の

コレステロール低下作用 [36]、脂質代謝促進作用 [38]など、様々な生物学的・薬理

学的特性を示すことが報告されている。さらに、A. oryzae を用いたコメ発酵抽出物

は、抗炎症活性 [22] および抗酸化活性 [29] を有しており、抗インフルエンザウイ

ルス活性との関連性が報告されている [39-44]。 

勇心酒造株式会社が開発したライスパワー®エキスは、A. oryzae、酵母 (S. cerevisiae

など) 、乳酸菌などの様々な微生物を用いて糖化・発酵させて得られる新規のコメ発

酵エキスである。菌の種類や数、発酵条件を変えることで、様々な種類のライスパワ

ー®エキスを作製できる。これまでに、32 種類のライスパワー®エキスが作製されて

おり、生物学的および薬理学的な活性を有することが報告されている。例えば、スキ

ンケア商品として、化粧品やシャンプーや介護現場での皮膚保護入浴剤などが製品

化されている。これらは、ライスパワー®エキスによる皮膚の保水力の上昇や、皮膚

の皮脂分泌の減少などの生物学的活性を利用している。さらに、本エキスが胃粘膜

における H. pylori感染時の炎症および上皮細胞増殖を抑制すること[22]や、NaClに

よる胃粘膜の異常な細胞増殖を抑制すること[24]などが報告されている。しかし、ラ

イスパワー®エキスが、抗インフルエンザ活性を有するかどうかは不明である。 

徳島文理大学薬学部生化学研究室は、勇心酒造株式会社との共同研究により、提

供された 30 種類のライスパワー®エキスを用いて、A 型インフルエンザウイルス感

染による細胞死の抑制効果を指標としたスクリーニングを行った。その結果を図 4
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に示す。図 4の 1から 30番は、提供された 30種類のライスパワー®エキスの本実験

における識別番号として割り振った。その結果、2番目および 30番目のライスパワ

ー®エキスが、A型インフルエンザウイルス感染細胞の細胞死を抑制することが確認

できた（図 4）。本章では、感染細胞死の抑制効果が明瞭な 30番目のライスパワー®

エキス (Y30) に着目し、Y30の抗インフルエンザ活性について詳細に検討した。 
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（図４）30 種類のライスパワー®エキスによるインフルエンザウイルス感染細胞の

細胞死抑制効果 

30 種類のライスパワー®エキスを用いた網羅的スクリーニングの結果を示す。

A/Puerto Rico /8/1934 (A/PR/8/34) (10 MOI) と各ライスパワー®エキス (12.5%) を

5%CO2条件下、37℃で 30分間培養した混合液を、Madin-Darby caine kidney (MDCK) 

細胞に添加した。5% CO2条件下、37℃で 3 日間培養し、naphthol blue-black染色（NB

染色）により生存細胞を観察した。生存細胞は青く染まり、生存細胞が存在しない場

合には透明である。ネガティブコントロールとして水を、ポジティブコントロール

として bakuchiol を使用した。その結果、提供されたライスパワー®エキスの 2 番目

および 30番目に青い染色像が観察された。 

  

Baku. :バクチオール
染色 ＋ : 抗インフルエンザ活性 有
染色 ー : 抗インフルエンザ活性 無

8 9 10 11 12 13 14 15

H2O Baku. 1 2 4 5 6 7

16 17 18 19 20 21 22 23

24 25 26 27 28 29 30

3

ウイルス無し
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第二節 Y30 の Madin-Darby caine kidney (MDCK) 細胞に対する毒性の評価 

 

Y30の細胞毒性を評価するために、Y30添加 24時間および 72時間後のMDCK細

胞の生存率を、3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium Bromide (MTT) ア

ッセイにより評価した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

MDCK細胞は、10% FBS/DMEM P/S [10% Fetal Bovine Serum (FBS)、100 units/mL 

penicillinおよび 100 μg/ml streptomycin (P/S)  (Thermo Fisher Scientific (Thermo)社) 、

4 mM L-グルタミン添加高グルコース培養培地 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)  (WAKO 社) ] を用いて、5% CO2条件下、37℃で培養した。 

２）ライスパワー®エキスの調整 

ライスパワー®エキスの 30番目の抽出物である Y30は、勇心酒造株式会社（香川

県）から提供していただいた。A. oryzaeを用いて米を糖化した後、S. cerevisiaeを用

いて発酵させ、85℃加熱して得られた培養濾液を濃縮して Y30を調製した。Y30の

pH は 6.50、比重は 1.05 で、抽出液からの残留物の蒸発率は 6.8%であった。本エキ

スにはエタノールは含まれていない。 

３）MTTアッセイ 

MTT細胞数測定キット（ナカライテスク社）を使用した。説明書に従い、MDCK

細胞に Y30を添加した後、24時間または 72時間後に各ウェルにMTT溶液 10 μlず

つ加え軽く叩いて混和し、5%CO2条件下、37℃で 4時間反応させた。顕微鏡で青色

のホルマザンの生成を確認後、可溶化溶液を 100 μl ずつ加えて、しっかりとピペッ

ティングすることによりホルマザンを溶解した。96 ウェルプレートはマイクロプレ

ートリーダーSpectra MAX 340 (Molecular Devices 社) を用いて 570 nm の吸光度を 

(Reference 650 nm) 測定した。 
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＜実験方法＞ 

MDCK細胞 (1×104 cells/well) を 96ウェルプレートに播種した。Y30 (0.4 - 25％) 

およびコントロールの滅菌水 (dH2O)  (0.4-25%) をそれぞれの濃度になるように、

感染培地[1 % Bovine serum albumin (BSA) (WAKO 社) 、P/S、DMEM]と混合した。こ

の混合液を MDCK細胞に添加し、5% CO2条件下、37℃で 24時間または 72時間培

養した。培養後、MTT細胞数測定キットを使用して吸光度を測定し、細胞生存率を

算出した[23,45]。 

＜統計学的処理＞ 

データは 3 回の実験の平均値±標準誤差で表した。2群間を student - t 検定にて比

較し、p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

Y30の細胞毒性を評価するために、24時間および 72時間培養後の MDCK細胞の

生存率を MTT アッセイにて算出した（図 5）。dH2O のみを投与した MDCK 細胞と

比較して、0.4-12.5%の Y30 を添加した場合には MDCK 細胞の生存率に影響を与え

なかったが、25%の Y30を添加したMDCK細胞は、24時間（図 5A）および 72時間

（図 5B）培養後の生存率が有意に低下した (それぞれ***p < 0.001) 。したがって、

12.5%以下の Y30は、72時間以内であれば MDCK細胞に対して細胞毒性を示さない

ことが明らかとなった。 
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（図 5）Y30 の MDCK 細胞に対する毒性の評価 

MDCK細胞に Y30 (0.4 - 25%) を添加した。24時間 (n = 8) (A) 、72時間 (n = 12) 

(B) 後、MTT アッセイにて細胞生存率を算出した。コントロールとして dH2O を使

用した。データは 3 回の実験の平均値±標準誤差で表した。***p < 0.001 vs dH2O群。 
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第三節 A 型インフルエンザウイルスに対する Y30 の感染抑制効果 

 

Y30が A型インフルエンザウイルスの宿主細胞への感染を抑制するのかを検討す

るために、A型インフルエンザ感染後のMDCK細胞の生存率を NB染色法により観

察した。また、インフルエンザの感染細胞をインフルエンザ NPの免疫染色法により

測定した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）インフルエンザウイルス株 

インフルエンザウイルスは、strain A/Puerto Rico/8/1934 (A/PR/8/34) (H1N1)、strain 

A/California/7/2009 pdm (A/CA/7/09) (H1N1)、strain A/Aichi/2/1968 (A/Aichi/2/68) (H3N2) 

の 3種類を用いた[23]。 

４）NB染色法 

細胞固定には 10%ホルマリン［37%ホルムアルデヒドを 1×PBS (-)で希釈］［1×

PBS (-)：10×PBS (-) ; 1.37 M NaCl、27 mM KCl、100 mM Na2HPO4・2H2O、18 mM 

K2HPO4、MilliQを 10倍に希釈］を使用した。10%ホルマリンを 100 μl/wellずつ添加

し、25℃で 10分間浸透させて細胞を固定した。10%ホルマリンを取り除き、1×PBS 

(-)で 5分間の洗浄を 3 回行った。NB染色液［100% 酢酸 4.5 ml、10% 酢酸ナトリウ

ム 0.5 ml、10%アミドブラック 0.5 ml、1×PBS (-) 44.5 ml］を 50 μl/wellずつ添加し、

遮光条件下、25℃で 30分間反応させた。水道水で洗い、目視にて細胞の染色を確認

した。 
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５）インフルエンザ NPの免疫染色法 

細胞固定には 4%パラホルムアルデヒド［8%パラホルムアルデヒド：パラホルム

アルデヒド（ナカライテスク社）、1×PBS (-) 、2.5M NaClを感染培地と同量加えて

2倍に希釈］を使用した。1×PBS (-) で 5分間の振とう洗いを 3 回繰り返した。続い

て 0.3% Triton X-100 [Triton X-100 150 μl、1×PBS (-) 50 ml] を添加し、25℃で 20分

間反応させた。PBS-T (0.01%) [10×PBS (-) 、Tween 20、dH2O] で 5分間の振とう洗

いを 3 回繰り返した。一次抗体として抗 NP 抗体  (Mouse Anti-Influenza A, 

Nucleoprotein-UNLB; Sonehern Biotech 社) を 1% BSA/PBS-T (0.01%) で 1:500に希釈

したものを使用した。二次抗体として蛍光標識ヤギ抗マウス抗体 (Alexa Flour 488 

goat anti mouse IgG (H＋L) ) (Thermo 社) を 1%BSA/PBS-T (0.01%) で 1:500に希釈し

たものを使用した。一次および二次抗体反応後の洗浄には、PBS-T (0.01%) を使用し

た。細胞核の染色には 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) 液 (Thermo

社) を 1×PBS (-) で 1:1000に希釈して使用した。DAPI希釈液反応後の洗浄には、1

×PBS (-) を使用した。各ウェルを乾燥しないように 1×PBS (-) 100 μl/wellで満たし、

蛍光顕微鏡 BIOREVO BZ-X700 (KEYENCE) を用いて細胞を観察した。 

 

＜実験方法＞ 

１）NB染色法 

MDCK細胞 (1×104 cells/well) を 96ウェルプレートに播種した。Y30 (0.8-12.5 %)

と A/PR/8/34、A/CA/7/09、A/Aichi/2/68のいずれかのウイルスを 10% FBS/DMEM P/S

でウイルス感染力価がすべて 10 MOIになるように混合し、5% CO2条件下、37℃で

30 分間前培養した。ネガティブコントロールまたはポジティブコントロールとし

て、それぞれ dH2O (0.8-12.5%) または (+)-(S)-bakuchiol (bakuchiol) (1.6 - 25 μM [23]) 

を用いた。前培養した混合物をMDCK細胞に添加し、5% CO2条件下、37℃で 72時

間培養した。培養後、前述のように生存細胞を NB染色法にて染色した [23,45,46]。

ウイルス感染から生き残った生存細胞は、NB 染色液により青く染色されるため、

ウェルは青く観察される。一方、ウイルス感染により死滅した細胞は、洗浄過程で

排除されるためウェルは染色されず透明に観察される。 



 20 

２）蛍光免疫染色法 

MDCK細胞 (1×104 cells/well) を 96ウェルプレートに播種した。A/PR/8/34または

A/Aichi/2/68 ウイルスの感染力価が 0.1 MOI になるように調整した感染培地に Y30 

(3.1 -12.5%) を混合し、5% CO2条件下、37℃で 30 分間前培養した。MDCK 細胞を

DMEM培地で洗浄後、前培養した各混合液をMDCK細胞に添加し、5% CO2条件下、

37℃で 24時間培養した。dH2O (3.1-12.5％) または bakuchiol (3.1-12.5 μM) をそれぞ

れネガティブコントロールまたはポジティブコントロールとして使用した。24 時間

後、前述のようにインフルエンザ NP を蛍光免疫染色法にて染色した。MDCK 細胞

を 4％パラホルムアルデヒドにより 4℃で 30分間固定し、続いて 0.3％ Triton X-100

により 25℃で 20 分間透過させた。A/PR/8/34 または A/Aichi/2/68 ウイルスの NP を

検出するために、一次抗体としてマウス抗 NP抗体を 1% BSA/PBS-T (0.01%)で 1:500

に希釈し、25℃で 90分間反応させた。一次抗体液を取り除き、PBS-T (0.01%)で 5分

間の振とう洗いを 3 回繰り返した。続いて、二次抗体として蛍光標識ヤギ抗マウス

抗体を 1% BSA/PBS-T (0.01%)で 1:500に希釈し 25℃、90分間反応させた。二次抗体

液を取り除き、PBS-T (0.01%) で 5 分間の振とう洗いを 3 回繰り返した。その後、

DAPI 液を PBS (-) で 1:1000に希釈し、各ウェルに添加して 25℃で 5分間反応させ

た。DAPI希釈液を取り除き、PBS (-)で 3 回軽く洗浄した後、PBS (-) 100 μl/wellで満

たして観察し、蛍光顕微鏡を用いて染色したMDCK細胞を撮影した。インフルエン

ザ NPは緑色に染色されウイルスに感染していることを示す（NP陽性細胞）。また、

細胞核は DAPI 液により、青く染色される（DAPI陽性細胞）。DAPI陽性細胞あたり

の NP陽性細胞の割合は、BZ-X Analyzer ソフトウェア (Keyence 社)を用いて記録し

た測定値に基づいて算出した。 

＜統計方法＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を analysis of 

variance (ANOVA) を用いて比較し、Ryan 法で p 値が 0.05 未満の場合に有意差あり

とした。 
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【実験結果】 

A型インフルエンザウイルスのMDCK細胞への感染をY30が阻害するかどうか、

NB染色法とインフルエンザ NP 免疫染色法を用いて検討を行った（図 6）。 

A/PR/8/34、A/CA/7/09、A/Aichi/2/68のいずれのウイルスを添加した場合にも、dH2O

を添加したMDCK細胞では、透明に観察されたことから（図 6-1 A左および中央、

図 6-1 B左, dH2O）、使用したすべてのインフルエンザウイルスが感染を引き起こす

ことが示された。3.1-12.5%の Y30を添加した場合には、A/PR/8/34または A/CA/7/09

ウイルスに感染させた細胞が青く染色された（図 6-1 A 左および中央, Y30）。また、

A/Aichi/2/68ウイルスに感染させた細胞も 1.6-12.5%の Y30を添加することによって

青く染色された（図 6-1 B左, Y30）。ポジティブコントロールとして使用した bakuchiol 

(3.1 - 25 μM) を添加した細胞も同様に青く染色された（図 6-1 A 左および中央, 

bakuchiol）。なお、ウイルスを感染させなかった細胞では、Y30の添加によって細胞

はすべて青く染色されていたことから（図 6-1 A右および 6-1 B右, virus-）、使用し

た濃度の Y30がMDCK細胞に対して細胞毒性を示さないことが示された。これらの

結果は、Y30が A型インフルエンザ H1N1および H3N2ウイルス感染によるMDCK

細胞の細胞死を抑制することを示した。 

次に、Y30 のインフルエンザウイルスに対する感染抑制効果を、インフルエンザ

NP 免疫蛍光染色にて定量的に評価した（図 6-2）。Y30 (3.1-12.5%) を A/PR/8/34また

は A/Aichi/2/68ウイルスと混合し、MDCK細胞に添加して 24時間培養後、蛍光顕微

鏡で観察した（図 6-2 Cおよび D上段）。観察画像の NP陽性細胞（緑）と DAPI陽

性細胞（青）を数えて、DAPI陽性細胞に対する NP陽性細胞の割合を算出した（図

6-2 Cおよび D下段）。3.1-12.5%の Y30と A/PR/8/34を添加した細胞では、dH2Oを

添加した場合と比較して、すべての濃度において有意に感染を抑制した (***p < 

0.001)（図 6-2 C下段）。3.1-12.5 %の Y30と A/Aichi/2/68を添加した細胞では、dH2O

を添加した場合と比較して、6.3%, 12.5%の Y30 (***p < 0.001) と 3.1% の Y30 (**p < 

0.01) で抑制効果に差があったものの、有意に感染を抑制した。bakuchiolを添加した

細胞のすべての濃度で、dH2O を添加した場合と比較して、有意に感染を抑制した

(***p < 0.001) 。これらの結果は、Y30が A型インフルエンザ H1N1および H3N2ウ
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イルスのMDCK細胞における感染を抑制することを示した。 

以上の結果から、Y30 は A 型インフルエンザウイルスの MDCK 細胞への感染を

阻害し、細胞死を抑制することが示された。 
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（図 6-1）Y30 は A 型インフルエンザウイルス感染細胞の細胞死を抑制する 

Y30 (0.8-12.5%) を A/PR/8/34 (A) 、A/CA/7/09 (A) 、A/Aichi/2/68 (B) （各 10 MOI）

と混合し、MDCK細胞に添加して 72時間培養した。NB染色液にて培養後の生存細

胞を染色することにより、Y30 によるインフルエンザウイルス感染細胞の細胞死の

抑制効果を定性的に評価した。ネガティブコントロールとして dH2Oを、ポジティブ

コントロールとして bakuchiolを使用した。データは 3 回の独立した実験の代表例を

示した。 
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（図 6-2）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの感染を抑制する 

Y30 (3.1-12.5%) と A/PR/8/34 (C) または A/Aichi/2/68 (D) （各 0.1 MOI）を混合し、

MDCK細胞に添加して 24時間培養した（各 n = 9）。ネガティブコントロールとして

dH2O を、ポジティブコントロールとして bakuchiol を使用した。染色細胞を蛍光顕

微鏡により観察した（C、D上段）。NP陽性細胞（緑）を DAPI陽性細胞（青）の数

で除して NP陽性細胞の割合を算出しグラフ化した（C、D下段）。データは独立した

3 回の実験の平均値±標準誤差。画像は代表例を示す。**p < 0.01、***p < 0.001 vs 

dH2O群。 
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第四節 A 型インフルエンザウイルスに対する Y30 の増殖抑制効果 

 

A 型インフルエンザウイルス感染細胞内におけるウイルスゲノムの複製およびウ

イルス粒子の放出を Y30 が抑制するかどうかを調べるために、ウイルスの増殖に対

する影響をウイルス力価の測定により検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）インフルエンザウイルス株 

第一章、第三節に示すうち、A/PR/8/34および A/Aichi/2/68を使用した。 

４）ウイルス増殖実験 

 サンプル液作製 

 MDCK 細胞のウイルス希釈液添加前後の洗浄には DMEM 培地を使用した。ウイ

ルスは、1% BSA/DMEM P/S［10% BSA/DMEM；BSA 4 g、DMEM 40 mlを 5 ml使用

し、P/S 500 μlと DMEM44.5 mlで tatal 50 mlとした］で希釈した。6.25%の Y30、3 

μg/mL の L-tosylamido-2-phenyl ethyl chloromethyl ketone (TPCK) 添加トリプシン

（TPCK-トリプシン） (Sigma-Aldrich 社) および 1% BSA/DMEM P/S の混合液をウ

イルス感染したMDCK細胞に添加し、24, 48, 72時間培養した。培養したMDCK細

胞をそれぞれの時点で回収し、25℃、3000 rpm、5分間遠心し細胞を除去、上清を回

収し、これをサンプル液とした。トリプシンは、インフルエンザウイルスの HA 開

裂、脱殻、放出といった一連の経路を成立させ、ウイルス複製を促進する作用があ

る。また、TPCKはトリプシンの自己消化による作用低下や、自己消化により生じる

キモトリプシンの実験への悪影響を防ぐために添加されている。 
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 免疫染色法 

細胞固定には 4%パラホルムアルデヒド［8%パラホルムアルデヒドを感染培地と

同量加えて 2倍に希釈］を使用した。固定後の洗浄には 1×PBS (-)を使用した。0.3% 

Triton-Xを 100 μl加えて 25℃で 20分間反応させた。洗浄には PBS-T (0.01%)を使用

した。一次抗体として、第一章、第三節で使用したマウス抗 NP抗体を 1% BSA/PBS-

Tで 1:500に希釈したものを使用した。二次抗体として、Horseradish peroxidase (HRP) 

標識ヤギ抗マウス抗体  (Goat Anti-Mouse IgG1-HRP) (Southern Biotech 社) を 1% 

BSA/PBS-Tで 1:500に希釈したものを使用した。一次および二次抗体後の洗浄には、

PBS-T (0.01%) を使用した。True Blue Peroxidase Substrate (funakoshi 社) で二次抗体

の HRPを青く染色し、顕微鏡で染色具合を確認してから滅菌 MilliQで洗浄した。 

 

＜実験方法＞ 

MDCK細胞 (1×105 cells/well) を 24ウェルプレートに播種し、ウイルス希釈液を

加える前に DMEM培地で 1 回洗浄した。この細胞に、A/PR/8/34または A/Aichi/2/68

ウイルスを、感染培地でウイルス感染力価がすべて 0.001 MOIになるように調整し、

5 % CO2条件下、37℃で 1時間感染させた。感染培地を除去し、DMEM培地で 2 回

洗浄した。感染培地に 3 μg/mLの TPCKトリプシンおよび Y30 (6.25%) を混合し、

ウイルス感染 MDCK 細胞に添加した。Y30 の濃度は、第一章、第三節の結果から、

細胞毒性を示さず感染抑制効果のある 6.25%とした。ネガティブコントロールまた

はポジティブコントロールとして、それぞれ dH2O (6.25%) またはリバビリン (25 μM 

[46]) を用いた。5% CO2条件下、37℃で 24時間、48時間、または 72時間培養した。

3時点で各ウェルから培養液を採取し、サンプル液を作製した。 

96ウェルプレートにMDCK細胞 (1×104 cells/well) を播種し、サンプル液を段階

希釈して添加し、5%CO2条件下、37℃で 16 - 18時間培養した。添加したサンプル液

中のウイルス力価 [Plaque Forming Units per mL (PFU/mL)] は、A型インフルエンザ

ウイルス NPを免疫染色することにより決定し、算出した[23,45]。免疫染色は、前述

のように 96 ウェルプレート内の培養培地と同量の 8%パラホルムアルデヒドを添加

し、4℃、30分間細胞固定した。1×PBS (-) で 5分間、3 回洗浄したあと、0.3% TritonX-
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100 を加えて 25℃、20 分間反応させた。PBS-T (0.01%) で 5 分間、3 回洗浄したあ

と、一次抗体液を加えて 4℃で一晩反応させた。一次抗体液を除去し、PBS-T (0.01%) 

で 5分間、3 回洗浄した。二次抗体液を加えて 25℃、90分間反応させた。二次抗体

液を除去し、PBS-T (0.01%) で 5 分間、3 回洗浄した。二次抗体の HRP に反応して

インフルエンザ NPを青く認識できる True Blue Peroxidase Substrateを 50 μl/wellずつ

添加し、遮光して 25℃、15分を目安に顕微鏡で染色の程度を確認しながら反応させ

た。十分に染色されたことを確認し、滅菌 MilliQにて 5 回程度洗浄した。十分に乾

燥させたあと、染色細胞数の数を数えることにより、ウイルス力価 (PFU/mL) を算

出した。感染前の実験で採取した培養液にはサンプルが含まれているが、ウイルス

力価を測定する際には各培養液を 100 倍以上に希釈している。そのため、ウイルス

力価の測定は、培地に含まれるサンプルの影響を受けないと考えられる。 

＜統計方法＞ 

データは 4 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

Y30が A型インフルエンザウイルス感染細胞内でウイルスゲノムの複製およびウ

イルス粒子の放出を抑制するか検討するために、Y30 添加後のウイルス力価を測定

した。 

まず、Y30を添加した A/PR/8/34のウイルス力価は、dH2Oを添加した場合と比較

して、24時間、48時間 (*p < 0.05) および 72時間 (**p < 0.01) 後のすべてにおいて

有意に低下していた（図 7A）。一方、Y30 を添加した A/Aichi/2/68 のウイルス力価

は、dH2Oを添加した場合と比較して、24時間後のみ有意に低下していた (*p < 0.05) 

（図 7B）。ポジティブコントロールとして、ウイルスゲノム複製を抑制するリバビ

リンを添加した場合には、A/PR/8/34および A/Aichi/2/68のウイルス力価は、それぞ

れ有意に低下した（図 7）。 

以上の結果より、Y30がウイルスに感染した宿主細胞における A型インフルエン

ザ H1N1 および H3N2 ウイルスの増殖を抑制することが示された。さらに、その効



 28 

果がインフルエンザウイルスのサブタイプにより異なることから、Y30の A型イン

フルエンザウイルス増殖抑制作用は、ウイルスサブタイプ選択的であることが示さ

れた。したがって、以降の実験には A型インフルエンザ H1N1ウイルスを使用した。 
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（図 7）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの増殖をウイルス株選択的に抑制する 

A/PR/8/34 (A) または A/Aichi/2/68 (B)  (各 0.001 MOI) で 1時間感染させた後、感

染細胞を洗浄し、Y30 (6.25%) を添加した (各 n = 11) 。ネガティブコントロールと

して dH2O (6.25%) を、ポジティブコントロールとしてリバビリン (25 μM) を使用

した。データは独立した 4 回の実験の平均値±標準誤差。*p < 0.05、**p < 0.01、***p 

< 0.001 vs dH2O群。 
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第五節 A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスの血球凝集活性に対する Y30 の影響 

 

A型インフルエンザウイルス感染抑制実験において、あらかじめ Y30とインフル

エンザウイルスを混合し、MDCK 細胞に添加した場合、Y30 がインフルエンザウイ

ルスの感染を抑制することを明らかにした（図 6）。この結果は、Y30 がウイルスの

HAを標的とすることにより、A型インフルエンザウイルスの宿主細胞への吸着を阻

害する可能性を示している。インフルエンザウイルスの感染は、ウイルス表面にあ

る HA が、宿主細胞表面に存在するシアル酸糖鎖レセプターに吸着することで細胞

内への侵入を開始するが（図 2）[48]、このシアル酸糖鎖レセプターへの結合は赤血

球表面でも起こることが知られている。そこで、A型インフルエンザウイルス HAの

赤血球における、シアル酸糖鎖レセプターへの結合を利用した赤血球凝集法を用い

ることにより、Y30の HAに対する阻害効果について検討した。 

 

【実験材料及び実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）インフルエンザウイルス株 

第一章、第三節に示すうち、A/PR/8/34および A/CA/7/09を使用した。 

４）血球凝集阻害活性試験 

 赤血球はウサギの赤血球 [rabbit red blood cells (rRBCs) ]（コスモバイオ社）を使用

した。 
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＜実験方法＞ 

初めに、A/PR/8/34または A/CA/7/09ウイルスの HA活性を測定した。各ウイルス 

(0.08 - 2.5%) を 1×PBS (-) で段階希釈して 96ウェル丸底プレートに入れ、5% CO2

条件下、37℃で 30分間培養した。rRBCsを PBSで 0.5%の濃度になるように各ウェ

ルに添加した。25℃で 1時間培養した後、プレートを撮影した。この結果から、Y30

の実験には、それぞれ 1.25%の A/PR/8/34 と 2.5%の A/CA/7/09 のウイルス濃度を用

いることとした。 

次に、Y30の HAに与える影響を評価した。Y30 (0.8-25％) を 1×PBS (-) で段階

希釈して 96 ウェル丸底プレートに添加した。コントロールとして dH2O (0.8-25％) 

を用いた。段階希釈した Y30の 96ウェル丸底プレートに、1.25%の A/PR/8/34また

は 2.5%の A/CA/7/09ウイルスを添加し、5% CO2条件下、37℃で 30分間培養した。

PBS で 0.5%の濃度になるように希釈した rRBCs を添加し、25℃で 1 時間培養した

後、プレートを撮影した。 

結果は、ウェルの赤血球の状態で血球凝集活性の有無を判断する。HAが存在する

（赤血球凝集活性がある）場合、HAが赤血球表面に付着することで網目構造を形成

することから、視覚的にウェル全体に均一な赤色の懸濁液が確認できる。HAが存在

しない、または HAの作用が抑制された（赤血球凝集活性がない）場合、HAと赤血

球による網目構造は形成されないため、視覚的にウェルの底に赤血球が沈んだドッ

ト形状が確認できる。 

 

【実験結果】 

A型インフルエンザ H1N1ウイルスに対する Y30の感染抑制効果において、イン

フルエンザウイルスが持つ HA 活性の抑制が関与するかについて、赤血球凝集法を

用いて検討を行った（図 8）。 

まず、A/PR/8/34 または A/CA/7/09 ウイルスの HA 活性を測定した（図 8A）。

A/PR/8/34ウイルスを添加したプレートでは、0.63-2.5%のウイルス濃度でウェルに均

一に広がる赤血球の懸濁液が確認できた（図 8A左）。また、A/CA/7/09ウイルスを添

加したプレートでは、2.5%のウイルス濃度でウェルに均一に広がる赤血球の懸濁液
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が確認できた（図 8A 中央）。ウイルスなしのプレートでは、赤血球凝集活性が起こ

らないため、すべて赤血球がウェルの底に沈んだドット形状を呈した（図 8A 右）。

このことから、A/PR/8/34ウイルスは 0.63-2.5 %で、A/CA/7/09ウイルスでは 2.5%で、

それぞれ赤血球凝集活性を示すことが明らかとなった。以上より、Y30 の赤血球凝

集活性の検討には、1.25%の A/PR/8/34または 2.5%の A/CA/7/09を使用した。 

Y30 を添加した A/PR/8/34 および A/CA/7/09 ウイルスのプレートでは、Y30 のい

ずれの濃度においてもウェルに均一に広がる赤血球の懸濁液が確認できた（図 8B左

および中央）。ウイルスなしのプレートでは、赤血球凝集活性が起こらないため、す

べて赤血球がウェルの底に沈んだドット形状を呈した（図 8B 右）。このことから、

Y30 はいずれの濃度においても、インフルエンザウイルスの HA 活性を阻害しない

ことが明らかとなった。 

以上の結果は、Y30 による A 型インフルエンザウイルス感染抑制効果において、

ウイルスが持つ HA活性は関与していないことが示唆された。 
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（図 8）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの血球凝集活性に影響を与えない 

A/PR/8/34 または A/CA/7/09 の各ウイルス粒子の血球凝集活性の濃度検討 (A) 。

ウイルスを段階希釈し、rRBCs (0.5%) を加えた。丸底プレートは 1時間培養後を撮

影した。 (A) の濃度の H1N1 ウイルスの赤血球凝集活性に対する Y30 の阻害効果 

(B) 。Y30を段階希釈し、A/PR/8/34 (1.25%) または A/CA/7/09 (2.5%) のウイルス感

染または無感染とした。コントロールとして dH2Oを使用した。プレートは 1時間培

養後を撮影した。データは３回の独立した実験の代表例を示した。 
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第六節 A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスの NA 活性に対する Y30 の影響 

 

図 7 に示すように、Y30 を添加すると、A/PR/8/34 ウイルスを吸着させた MDCK

細胞におけるウイルス力価が低下することを示した。この結果は、Y30 がウイルス

の NA 活性を介して、宿主細胞膜からウイルス粒子の放出を阻害したか、ウイルス

RdRp活性を阻害して宿主細胞核内でのウイルスゲノム複製を抑制したか、あるいは

その両方に関与していることを示唆している[48]。 

そこで、第六節では、Y30による A型インフルエンザ H1N1ウイルスの NA活性

に対する影響を、NA蛍光アッセイを用いて検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）インフルエンザウイルス株 

第一章、第三節に示すうち、A/PR/8/34および A/CA/7/09を使用した。 

４）NA活性測定 

 Y30の希釈には assay buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.5) 、5 mM CaCl2、200 mM NaCl] 

を作製し、使用した。NA活性の評価には、NAにより分解されると蛍光を発する 4-

methylumbelliferone (4-MU) を放出する基質である 2ʹ-(4-methylumbelliferyl)-α-D-N-

acetylneuraminic acid (Sigma-Aldrich 社) を使用した。4-MUの蛍光強度は Infinite 200 

PRO (TECAN 社) を用いて測定した。 
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＜実験方法＞ 

Y30 (3.1-25%) を assay bufferで段階希釈し、96ウェルブラックプレート (Thermo

社) に添加した。ネガティブコントロールまたはポジティブコントロールとして、

それぞれ dH2O (3.1-25%) または oseltamivir carboxylate (OC) (3.1 - 25 μM [48]) を用

いた。段階希釈した Y30に、A/PR/8/34または A/CA/7/09ウイルス粒子 (1×104 PFU) 

を添加するか、無添加とし、5% CO2条件下、37℃で 30分間培養した。培養後、96

ウェルプレート内で 12.5 μM の 2ʹ-(4-methylumbelliferyl)-α-D-N-acetylneuraminic acid

と混合した。5% CO2条件下、37℃で 3時間または 24時間反応後、365 nmの励起波

長と 445 nmの蛍光波長でプレートを測定した。 

＜統計方法＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

 

 

  

（図 9）NA 蛍光アッセイの基質と生成される蛍光物質 

蛍光物質を生成する基質である 2ʹ-(4-methylumbelliferyl)-α-D-N-acetylneuraminic 

acid (A) が NAにより分解されると、蛍光物質の 4-methylumbelliferone (B) が生成さ

れる。 
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【実験結果】 

Y30 がインフルエンザウイルスの NA 活性を阻害するかどうか検討するために、

A型インフルエンザウイルス粒子を用いて NA活性を測定した（図 10）。まず、ウイ

ルス粒子存在下 dH2O を添加した場合では、4-MU が生成された（図 10A-D, dH2O, 

virus+）。このことから、使用したすべてのウイルスは、NA活性を有するウイルス粒

子であった。Y30を添加した A/PR/8/34ウイルス粒子の場合、dH2Oを添加した場合

と比較して、3 時間では有意な低下がみられず（図 10A, Y30, virus+）、24 時間では

25%の Y30でのみ有意な低下が見られた (***p < 0.001)（図 10B, Y30, virus+）。また、

Y30を添加した A/CA/7/09ウイルス粒子の 3時間後では、6.25%および 12.5%の Y30

で有意な低下が見られたものの (*p < 0.05)（図 10C, Y30, virus+）、それ以外の濃度や

24時間後ではその差は見られなかった（図 10C, D, Y30, virus+）。一方、ポジティブ

コントロールであるNA阻害剤のOCを添加したウイルス粒子ありの場合では、dH2O

を添加した場合と比較して、3時間および 24時間の両ウイルスで 4-MUの生成を有

意に抑制した (***p < 0.001)（図 10 A-D, OC, virus+）。ウイルス粒子なしの dH2O、

OC、Y30を添加した場合では、NAが存在しないため 4-MUは生成されなかった（図

10A-D, virus-）。これらのことから、Y30 は NA 活性をわずかに抑制するが、その効

果は抗インフルエンザ活性を示す上で、非常に弱いものであることが考えられた。 

以上の結果は、Y30による A型インフルエンザ H1N1ウイルスの増殖抑制効果に

おいて、NA活性の抑制は主作用でないことを示した。 
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（図 10）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの NA 活性をほとんど抑制しない 

Y30 (3.1 - 25%) を 96ウェルプレートで希釈した。ネガティブコントロールとして

dH2O、ポジティブコントロールとして OC を使用した。各ウェルを A/PR/8/34 又は

A/CA/7/09 ウイルス粒子ありまたは粒子なしとした。A/PR/8/34 を添加したウェルの

3時間後 (n = 6) (A) 、その 24時間後 (n = 6) (B) 、A/CA/7/09を添加したウェルの 3

時間後 (n = 6) (C) 、その 24時間後 (n = 6) (D) の相対蛍光度を励起波長 365 nm、蛍

光波長 445 nm で測定した。データは独立した 3 回の実験の平均値±標準誤差を示

す。*p < 0.05、***p < 0.001 vs dH2O群。 
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第七節 A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスの RdRp 活性に対する Y30 の影響 

 

図 7 に示すように、Y30 を添加すると、A/PR/8/34 ウイルスを吸着させた MDCK

細胞におけるウイルス力価が低下することを示した。この結果は、Y30 がウイルス

の NA 活性を介して、宿主細胞膜からウイルス粒子の放出を阻害したか、ウイルス

RdRp活性を阻害して宿主細胞核内でのウイルスゲノム複製を抑制したか、あるいは

その両方に関与していることを示唆している [48]。 

第六節で NA 活性を評価したところ、わずかな抑制効果を示したが、抗インフル

エンザ活性の主作用である可能性は低いと考えた（図 10）。 

そこで、第七節では、Y30が A型インフルエンザウイルスの RdRp活性を阻害す

るかどうかを、ウイルス RdRpミニゲノムアッセイを用いて検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）ミニゲノムアッセイ 

 インフルエンザ RNA ポリメラーゼ (PA、PB1、PB2、NP) のミニゲノムを作製す

るために、ニワトリ由来の β-actin 遺伝子プロモーターおよびサイトメガロウイルス

由来のエンハンサー (CAGプロモーター) によって転写される、pCAGGS ベクター

を使用した。また、ヒト RNAポリメラーゼ Iプロモーターによって駆動される Firefly 

luciferase (Fluc) のマイナス RNA鎖を発現している、pHH21-PolI/NP(0)Fluc(0)を使用

した。これは、インフルエンザウイルスの RdRpによってプラス鎖 (mRNA) に変換

されるベクターである。内部コントロールとして、単純ヘルペスウイルスの thymidine 

kinase (TK) プロモーターで駆動される Renilla luciferase (Rluc) 遺伝子を発現する

pRL-TK-Rluc ベクター (Promega 社) を使用した。トランスフェクション試薬は
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Lipofectamine 2000 (Thermo 社) 、無血清培地は Opti-MEM (Thermo 社) を使用した。 

 

＜実験方法＞ 

インフルエンザウイルスの RdRpの活性を Flucの蛍光度により測定するミニゲノ

ムアッセイを行った [23,50]。 pCAGGS (pCA) ベクターに RNAポリメラーゼ遺伝子

とレポーター遺伝子からなるインフルエンザミニゲノムを作成した (pCA-PA、pCA-

PB1、pCA-PB2、pCA-NP) 。pCA-PA、pCA-PB1、pCA-PB2、pCA-NPは、CAGプロ

モーターによって駆動されるインフルエンザウイルス PA、PB1、PB2、NP 遺伝子を

それぞれ発現するプラスミドであった。内部コントロールとして、pRL-TK-Rluc ベク

ターを用いた。MDCK細胞 (5×104 cells/well) に、pCA-PA、-PB1、-PB2、-NP、pHH21-

PolI/NP(0)Fluc(0)、および pRL-TK-Rlucをそれぞれ 0.12 μgずつトランスフェクショ

ンした。トランスフェクション 6時間後に、Y30 (6.25％) を添加した。dH2O (6.25％) 

またはリバビリン (25 μM) を、それぞれネガティブコントロールまたはポジティブ

コントロールとして使用した。各サンプルを添加して 24時間培養後、トランスフェ

クションした MDCK細胞の Flucおよび Rluc活性を測定した。ルシフェラーゼ活性

は、dH2O を添加した細胞の活性を 100%として、相対発光量 (Relative Light Unit ; 

RLU) で表した。 

＜統計方法＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 
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【実験結果】 

Y30 が、A 型インフルエンザウイルスの RdRp 活性を阻害するかどうかをミニゲ

ノムアッセイにより検討した。 

dH2O を添加した RLU を 100%とした場合、6.25%の Y30 では、MDCK 細胞にお

ける A型インフルエンザ H1N1ウイルスの RdRp活性は阻害されなかった（図 11）。

一方、ポジティブコントロールであるウイルスゲノム複製阻害剤のリバビリンは、

ウイルスの RdRp活性を有意に阻害した (***p < 0.001) （図 11）。このことから、Y30

は、A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスの RdRp 活性を阻害しないことが明らかと

なった。 

以上の結果より、Y30による A型インフルエンザ H1N1ウイルスの増殖抑制効果

において、RdRp活性は関与していないことが示唆された。 
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（図 11）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの RdRp 活性を阻害しない 

A 型インフルエンザウイルスの RdRp 活性に対する Y30 の阻害効果を、A 型イン

フルエンザウイルスミニゲノムアッセイを用いて評価した。Y30 (6.25%) 、ネガティ

ブコントロールの dH2O (6.25%) 、ポジティブコントロールの ribavirin (25 μM) を添

加したミニゲノムトランスフェクション細胞の、溶解液中の Flucおよび Rluc活性を

測定した (各 n = 9) 。ルシフェラーゼ活性は dH2O を添加した場合を 100%として、

これに対する相対値で示した。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で

示した。***p < 0.001 vs dH2O群。 
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第八節 A 型インフルエンザ H1N1 ウイルス粒子への Y30 による直接的影響 

 

Y30は A型インフルエンザウイルス感染抑制作用を示すが（図 6）、HA活性を阻

害しないことから（図 8）、Y30が A型インフルエンザウイルス粒子に対して、直接

的な影響を与える可能性が考えられる。 

そこで、Y30による A型インフルエンザウイルス粒子への直接的な影響を検討す

るために、Y30を添加したウイルス粒子を Transmission Electron Microscope (TEM) で

観察した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。 

３）インフルエンザウイルス株 

第一章、第三節に示すうち、A/PR/8/34ウイルスを使用した。 

４）TEM分析 

ウイルス感染は 1% BSA/DMEM, P/S 中で行った。細胞固定には 1% パラホルムア

ルデヒド［8%パラホルムアルデヒド を 1×PBS(-)で希釈］を使用した。固定後の洗

浄には、NTE緩衝液 [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA] を使用し

た。ウイルス粒子の染色には、2%リンタングステン酸を使用した。写真撮影には、

80 kVの Transmission Electron Microscope (TEM; HT-7700, Hitachi High-Tech) と XR81-

B CCD カメラを使用した。 
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＜実験方法＞ 

A/PR/8/34ウイルスを感染させた MDCK細胞の上清を、感染 3 日目に回収した。

低速遠心で細胞を除去した後、上清を感染培地中の Y30 (12.5％) と混合した。ネガ

ティブコントロールまたはポジティブコントロールとして、ウイルス粒子のみ（未

処理 PR8 株）および dH2O (12.5％) またはインフルエンザウイルス粒子を完全に破

壊する界面活性剤の Cetylpyridinium chloride (CPC) (50 μg/ml) を使用した。各サンプ

ルを添加したウイルス粒子を、5% CO2条件下、37℃で 30分間培養した後、1% パラ

ホルムアルデヒドで固定し、NTE緩衝液で洗浄した。2%リンタングステン酸でウイ

ルス粒子をネガティブ染色し、80 kVの TEMとカメラを用いて画像を取得した。各

サンプルを添加して得られた画像について、約 100 個のウイルス粒子を記録し、そ

の形態変化を目視で評価した。 

各画像から無傷のウイルス粒子と破壊されたウイルス粒子の数をカウントし、破

壊されたウイルス粒子の割合を算出した。 

 

【実験結果】 

Y30 による A 型インフルエンザ H1N1 ウイルス粒子への直接的な影響を TEM 分

析にて検討した。TEM分析の結果、未処理 PR8株（図 12A）および dH2Oを添加し

たA/PR/8/34ウイルス（図 12B）は、完全なウイルス粒子として観察された（図 12A,B、

黒矢印）。しかし、Y30を添加したウイルス粒子（図 12D）は、ウイルス粒子が変形

し、一部欠損や膨張を呈していることから、ウイルス表面膜の性質が変化している

ことが示唆された（図 12D、黄矢印）。CPC を添加したウイルス粒子（図 12C）は、

A/PR/8/34ウイルス表面膜が強く破壊され、ウイルス粒子の原型が失われていた（図

12C、赤矢印）。Y30と CPCを比較すると、異なるウイルス粒子の破壊を示す像が観

察された（図 12C, D）。得られた各画像中の、無傷のウイルス粒子と破壊されたウイ

ルス粒子の割合を算出したところ、Y30 を添加した場合 31.6%（31/98［破壊された

ウイルス粒子/無傷のウイルス粒子］）、CPC を添加した場合 93.7% (119/127) で、そ

れぞれウイルス粒子が変形または破壊された。一方、未処理 PR8 株または dH2O を

添加したウイルス粒子は、それぞれ 6.5% (6/93) または 16.2% (17/105) しか破壊され
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なかった。このことから、Y30 には、ウイルス粒子を直接破壊する効果があるもの

の、CPCとは異なる様式で破壊することを示している。 

以上の結果より、Y30によるA型インフルエンザH1N1ウイルス感染抑制効果は、

Y30 がインフルエンザウイルス表面膜などに作用することで、ウイルス粒子をわず

かに膨張させるというユニークな活性を有することが示された。 
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（図 12）Y30 は A 型インフルエンザウイルスの粒子の変形を引き起こす 

A/PR/8/34ウイルスを感染させたMDCK細胞の上清を、未処理A/PR/8/34株 (A) 、

dH2O (12.5%) (B) 、CPC (50 μg/mL) (C) 、Y30 (12.5%) (D) と混合した。未処理

A/PR/8/34株および dH2Oをネガティブコントロール、CPCをポジティブコントロー

ルとした。30分反応後、固定したウイルス粒子をネガティブに染色し、TEMで画像

を取得した。各サンプルのウイルス粒子を目視で評価し、無傷のウイルス粒子（黒矢

印）と破壊されたウイルス粒子（赤または黄矢印）とした。各画像中のウイルス粒子

を数えて、破壊されたウイルス粒子の割合を算出した。各画像の黒いスケールバー

は 100 nmを示す。データは 2 回の独立した実験の代表例を示す。 

 

 

 

未処理 A/PR/8/34株 dH2O

Y30 (12.5%)

A B

C CPC (50 μg/mL) D
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第九節 A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスに対する Y30 の水画分または酢酸エチ

ル画分の感染抑制作用 

 

Y30 に含まれる抗インフルエンザ活性を有する化合物を同定するため、Y30 から

水画分および酢酸エチル  (EtOAc) 画分を調製した。それぞれの画分による

A/PR/8/34ウイルス感染 MDCK細胞での細胞死抑制効果を、NB染色法で検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）ライスパワー®エキスの製造 

第一章、第二節に示した。Y30の異なるロット [Y30-diffrent. lot (Y30-dif. lot)] も同

様に製造されたものを提供していただいた。 

３）インフルエンザウイルス株 

第一章、第三節に示すうち、A/PR/8/34ウイルスを使用した。 

４）Y30の水または EtOAc画分抽出液の調製 

Y30を EtOAc (WAKO 社) に加えた。抽出液を静置して水層と EtOAc層に分離後、

EtOAc層を回収し、この手順を繰り返した。分離した水層または EtOAc層を、ロー

タリーエバポレーターを用いて減圧下で濃縮した。乾燥した抽出物を水に溶解し、

水 (Y30-water) または EtOAc 抽出物 (Y30-EtOAc) を得た。EtOAc層は完全に乾燥し

たため、抽出液中に EtOAcは存在しない。 

 

＜実験方法＞ 

NB染色法は第一章、第三節に示した。感染細胞に添加するサンプルは、Y30、Y30

の異なるロット (Y30-dif. lot) 、Y30 水画分 (Y30-water) 、Y30 EtOAc 画分 (Y30-

EtOAc) とし、コントロールには dH2Oを使用した。 
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【実験結果】 

Y30 に含まれる抗インフルエンザ活性を有する化合物を同定するために、Y30 か

ら水画分と EtOAc 画分抽出物を同量の dH2O に溶解し、インフルエンザウイルス感

染細胞における細胞死抑制効果を NB染色法にて検討した。まず、A/PR/8/34ウイル

スと dH2Oを添加したMDCK細胞は、ウイルス感染により細胞が死滅したため、す

べて透明であった（図 13左, dH2O）。0.8-12.5%の Y30水画分を添加し、A/PR/8/34ウ

イルスを感染させた細胞は、青く染色された（図 13左, Y30-water）。Y30 EtOAc画分

を添加した場合、3.1-12.5%の濃度で細胞が青く染色された（図 13 左, Y30-EtOAc）。

Y30 (0.8-12.5%) または Y30の異なるロット (1.6-12.5%) を添加した細胞も同様に青

く染色された（図 13左, Y30, Y30-dif.-lot.）。ウイルスを添加していないすべての細胞

は青く染色されたことから、使用したすべてのサンプルは使用した濃度範囲におい

てMDCK細胞に対して毒性を示さないことが示された（図 13右）。 

以上の結果より、Y30の水画分は、EtOAc画分と比較して、より低濃度で A/PR/8/34

ウイルスに感染したMDCK細胞の細胞死を抑制することを示したことから、Y30の

抗インフルエンザ活性を有する化合物は、EtOAc 画分よりも水画分に多く含まれて

いることが示唆された。 
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（図 13）Y30 の水画分および EtOAc 画分の A 型インフルエンザウイルス感染細胞

における細胞死の抑制効果 

Y30、Y30の異なるロット (Y30-dif. lot) 、Y30の水画分 (Y30-water) 、および Y30

の EtOAc 画分 (Y30-EtOAc) （各 0.2-12.5%）を、A/PR/8/34 ウイルス (10 MOI) と

37℃で 30分間前培養し、MDCK細胞へ添加したあと 3 日間培養した。培養後の生存

細胞を NB 染色液にて染色し、サンプルによるインフルエンザウイルス感染細胞の

細胞死の抑制効果を評価した。コントロールとして dH2O (0.2-12.5%) を使用した。

データは 3 回の独立した実験の代表例を示した。 
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第十節 小括および考察 

 

第一章では、コメ発酵エキス Y30の A型インフルエンザウイルスに対する抗イン

フルエンザ活性について検討した。 

Y30は A/PR/8/34、A/CA/7/09、または A/Aichi/2/68ウイルスと培養したMDCK細

胞の細胞死を抑制した（図 6-1）。また、Y30の前処理は、A/PR/8/34または A/Aichi/2/68

ウイルスの感染を抑制した（図 6-2）。さらに、A/PR/8/34または A/Aichi/2/68ウイル

スをMDCK細胞に感染させた後に Y30を添加した実験では、Y30はインフルエンザ

ウイルスの増殖を抑制した。Y30の増殖抑制効果は A/Aichi/2/68よりも A/PR/8/34ウ

イルスに対して有意に強いことから、Y30 の抗インフルエンザ活性はウイルス株に

依存することが示された（図 7）。Y30の A型インフルエンザウイルスに対する感染

抑制および増殖抑制効果が、ウイルス側の因子を標的とするのかを明らかにするた

めに、ウイルスの HA、NAおよび RdRp活性に対する Y30の影響を評価した（図 8, 

10, 11）。しかし、Y30は A型インフルエンザウイルスの HAおよび RdRp活性を抑

制しなかった（図 8, 11）。また、Y30は A/PR/8/34および A/CA/7/09ウイルスの NA

活性を有意に抑制したものの、その抑制作用は弱く、Y30 によるウイルスの感染抑

制作用の主な作用機序であるとは言い難い。これらのことから、Y30 に含まれる抗

インフルエンザ活性を有する化合物は、他のウイルス因子または宿主細胞因子を標

的として、A 型インフルエンザウイルスの感染および増殖を阻害することが示唆さ

れた。これまでの報告では、渡辺らは、ウイルスの複製に関与する宿主細胞側の因子

として、Bcl2-associated athanogene 3、bromodomain-containing protein 8、coiled-coli 

domain-containing protein 135 、 DEAD-box helicase 55 、 dolichyl-phosphate 

mannosyltransferase subunit 3、eukaryotic elongation factor 2、insulin-like growth factor 2 

mRNA-binding protein 2、keratin-14、S100 calcium-binding protein A4の 9種類を同定し

ている[51]。これらのタンパク質は、ウイルス生活環において、HA、NA、M、NSお

よび RdRpなどのインフルエンザウイルスタンパク質と結合して RNP複合体を核内

に結合、内在化、または移動させるなど、重要な役割を果たすことが知られている。

今回、Y30がウイルス因子の HAおよび RdRp活性のいずれも阻害せず、NA活性阻
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害作用も弱いものであったことから考察すると（図 8, 10, 11）、Y30にはこれら 9種

類のタンパク質のような、ウイルス複製に関与する宿主細胞側の因子を阻害する化

合物が含まれている可能性も考えられる。 

Y30は A型インフルエンザウイルスの感染を阻害したが（図 6）、赤血球凝集反応

実験では HAによるウイルス吸着を阻害しなかったことから（図 8）、Y30の直接的

な殺ウイルス効果が推測された。そこで、TEMによる解析をおこなったところ、Y30

は A 型インフルエンザウイルスの表面膜などに作用し、ウイルス粒子の変形や膨張

をもたらすことが明らかとなった（図 12D）。 

TEM解析結果から、Y30はウイルス表面膜を変性させる直接的な殺ウイルス効果

によって、A型インフルエンザウイルスの感染を抑制することを示した（図 12）。ウ

イルスエンベロープを破壊する抗ウイルス剤は幅広い抗ウイルス効果を示す。エン

ベロープはウイルス粒子形成時に宿主細胞膜から誘導され、その形成をウイルスが

選択できないことから、エンベロープに作用する薬剤に対する耐性をウイルスが獲

得することは困難である [52-61]。このことから、ウイルスエンベロープを標的とす

る化合物は薬剤耐性を生じさせない抗ウイルス薬になり得る。インフルエンザをは

じめとするエンベロープを持つウイルスは、ウイルス表面膜の変性、透過、穿孔を誘

導する化学物質 [52,59,60]、ペプチド [54,57,58]、リポタンパク質 [55,61] に感受性

を示すことが報告されている。しかし、表面膜の破壊は、ウイルスだけでなく宿主細

胞にも誘発されるため、これらの薬剤は細胞毒性を有する。今回、高濃度 (25％) の

Y30を添加した場合にはMDCK細胞に対して毒性を示したが、12.5%以下の Y30は

細胞毒性を示すことなく、A 型インフルエンザウイルス表面膜を変性することによ

って殺ウイルス効果を示すことを明らかにした。このことから、Y30は A型インフ

ルエンザウイルスに比較的選択性があり、ウイルス表面膜に直接作用することから、

薬剤耐性を示しにくい特徴をもつ化合物を有していると考えられる。 

TEM解析の際（図 12）、ウイルス表面膜の変性、透過、穿孔を誘導する化学物質

として CPCを使用したが、ウイルス粒子の観察像は粒子の原型を留めておらず、Y30

を添加した場合の観察像とは異なるものであった。Y30 により観察されたウイルス

の膨張作用については、ノロウイルスにおいて加熱変性リゾチームによる不活化作
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用が検出される際に、同様の像が観察されている[62]。この加熱変性リゾチームによ

る不活化作用の標的として、ウイルス RNAを包むカプシドが考えられている。リゾ

チームは卵白などに含まれる低分子の単純タンパク質であり、グラム陽性菌の細胞

壁を構成する多糖類を分解する酵素として知られている[63]。加熱変性リゾチームは、

リゾチームの加熱添加によりタンパク質の立体構造が変化し、抗菌スペクトルがグ

ラム陰性菌にも広がるという報告がされている[64]。これは、含有する特定のアミノ

酸が影響し、抗菌ペプチドのような働きを持つようになるためと推測されている[64]。

したがって、Y30には、宿主細胞に影響を与えず、ウイルス表面膜を変性、透過、ま

たは穿孔し、エンベロープの構造を破壊することによって殺ウイルス効果をもたら

す化合物が含まれている可能性がある。 

Y30 の抗インフルエンザ活性を有する化合物を同定するために、Y30 の水画分と

EtOAc画分を調製して NB染色を行ったところ、Y30の水画分がより強く A/PR/8/34

ウイルスによる細胞死を抑制することが示された（図 13）。以上の結果は、Y30の水

画分に、EtOAc 画分よりも多くの抗インフルエンザ活性成分が含まれていることを

示唆している。エタノールを含まないライスパワー®エキスは、日本酒の製造方法に

似た技術で作られている。日本酒は、麹、モト、蒸した米、水で作られる。麹は、米

のデンプンを糖に変換する A. oryzaeを用いて製造され、モトは、麹と糖をエタノー

ルに変換する S. cerevisiaeを用いて製造される [65,66]。これらの発酵プロセスでは、

いくつかの化学成分や代謝物が生成される。A. oryzaeや S. cerevisiaeから生成される

化学成分や代謝物は、日本酒の風味、味、品質に関係している [65]。赤池らは、20

種類の日本酒に 24種類の化学成分が含まれていることを示したが、特定はしていな

い [65]。清野らは、日本酒における 19 種類のピログルタミルペプチドを同定し、

PyroGlu-Gln と PyroGlu-Leu が主な成分であるとした [67]。PyroGlu-Leu は、小腸で

分泌される抗菌ペプチドのディフェンシンを増加させ、腸内細菌叢を改善させるこ

とによる抗菌活性や、大腸炎モデルマウスにおける抗炎症活性を有することが報告

されている [68,69]。そのほか、[Leu/Ile]-[Leu/Ile]-[Leu/Ile]、Phe-Pro-[Leu/Ile]、[Leu/Ile]-

[Leu/Ile]-Pro および[Leu/Ile]-[Leu/Ile]-[Leu/Ile]-Pro の 4 つのペプチドを同定した報告

や、日本酒「山廃吟醸仕込み」の発酵過程において、C19H28Oと同定されるアンドロ
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ステロンと、C17H26N2O3 と同定されるアンゲロイロキシペニンまたはアセトキシマ

トリンの 2 つの化合物が予測されている[66]。このように、A. oryzaeや S. cerevisiae

で発酵させた米からは、日本酒製造時に特徴的なペプチドが生成されることが明ら

かになっている。さらに、ヒト免疫不全ウイルス、デングウイルス、単純ヘルペスウ

イルス、C型肝炎ウイルス、重症急性呼吸器症候群コロナウイルス、インフルエンザ

ウイルスなどの複数のウイルスに対する植物、節足動物、海洋生物、両生類、哺乳類

由来の抗ウイルスペプチドについてまとめた報告もある [70]。さらに、Y30 の水画

分は、EtOAc 画分と比較して、A 型インフルエンザウイルスに感染した細胞の生存

を大幅に促進したことから、Y30 の水画分には、EtOAc 画分よりも多くの抗インフ

ルエンザウイルス成分が含まれており、これらの成分は水溶性であることが示唆さ

れた。 

以上のことから、Y30 には、水溶性の抗インフルエンザウイルスペプチドや糖な

どのような、複数の成分によって抗インフルエンザ活性を示すと考えられる。これ

らの成分は、インフルエンザウイルスの HA による宿主細胞への吸着に影響を与え

ず、ウイルスのエンベロープを破壊することにより、ウイルス増殖をも抑制する可

能性がある。 

また、インフルエンザ因子側への作用として、チャネルタンパク質の M2 タンパ

ク質がウイルス粒子の変形に関与している可能性も残されている。M2タンパク質は

チャネルの働きをしているため、Y30 の作用によりチャネルが開口するならば、ウ

イルス粒子外の成分がウイルス粒子内に流入することにより、TEM解析の結果のよ

うにウイルス粒子が膨張したような変形をもたらす可能性も考えられる。しかし、

これまでにそのような報告はないので、M2タンパク質の関連についても検討してい

く必要がある。 

今後は、Y30 の抗インフルエンザ活性を示す成分を明らかにし、その成分ごとの

抗インフルエンザ活性について検討していく予定である。 
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第二章 cyclobakuchiol 類の抗インフルエンザ活性の有無とその作用機序の検討 

 

第一節 cyclobakuchiols A-D とは 

bakuchiol（図 14）は、Psoralea corylifolia (P. corylifoli) の種子から単離されたテト

ラアルキル化不斉 4 級炭素を持つフェノール性イソプレノイドである[71]。

cyclobakuchiol A（図 14）および B（図 14）は、Psoralea glandulosaのジクロロメタン

抽出物の生理活性画分から立体異性体の混合物として単離され、抗炎症作用と抗解

熱作用を有することが報告されている [72,73]。cyclobakuchiol C（図 14）は、P. 

corylifolia の種子の非極性画分から単離された [74]。cyclobakuchiol A および B はフ

ェノール基とイソプロペニル基の立体配置が異なるジアステレオマーの関係であり、

cyclobakuchiol C は cyclobakuchiol A のイソプロペニル基が水和された構造をしてい

る（図 14）。徳島文理大学薬学部の江角准教授は、cyclobakuchiol A、Bおよび Cは、

bakuchiol を酸で処理することにより、1 段階で得られることを見出し、さらに、

cyclobakuchiol A、B から 3 段階で効率よく cyclobakuchiol C に導けることも判明し

た。また、マイナー生成物として非天然物である cyclobakuchiol Dも得られることが

わかった（図 15）。 

Backhouseらは、cyclobakuchiol Aと cyclobakuchiol Bの混合物が bakuchiolの単独

化合物よりも強力な抗炎症・解熱作用を有することを報告している[72]。また、

bakuchiol では、抗菌作用[75]、抗酸化作用[76,77]、抗炎症作用[78,79]、抗腫瘍作用 

[80,81]など、さまざまな生物学的・薬理学的作用を示すことが報告されている。 

徳島文理大学薬学部生化学研究室は、bakuchiol が光学異性体選択的に Nuclear 

factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) を活性化することで、Ａ型インフルエンザ

H1N1ウイルスの感染および増殖の阻害に関与していることを報告している（図 16）

[23]。一方、bakuchiolの類縁体である cyclobakuchiol A、Bおよび Cが、抗 A型イン

フルエンザウイルス活性を有するかどうかは不明である。そこで、第二章では、

cyclobakuchiol A、Bおよび C、新規非天然物である cyclobakuchiol D（図 14、図 15 式

B）の 4種類における抗 A型インフルエンザウイルス活性を明らかにするとともに、
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抗ウイルス活性に必要な構造を調べ、構造-活性相関を明らかにすることを目的とし

た。 

 

 

 

 

（図 14）(+)-(S)-bakuchiol と cyclobakuchiols A-D の構造式 

(+)-(S)-bakuchiol (bakuchiol) は抗インフルエンザ活性を有する。cyclobakuchiol Aと

cyclobakuchiol B、cyclobakuchiol Cと cyclobakuchiol Dはそれぞれジアステレオマー

の関係にあり、cyclobakuchiol Aと cyclobakuchiol C、cyclobakuchiol Bと cyclobakuchiol 

Dはそれぞれイソプロピル基が脱水素化または酸素化した関係にある。 
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（図 15）cyclobakuchiols A-D の合成方法 

cyclobakuchiols A-Cは、bakuchiolを酸性条件下にすることで、それぞれ 42、14、

4%で得ることができる（式-A）。さらに、cyclobakuchiol A, Bを無水酢酸 (Ac2O) で

アセチル化後、メタクロロ過安息香酸 (m-CPBA) でエポキシ化し、次いで水素化ア

ルミニウムリチウム  (LiAlH4) を用いて位置選択的に還元することにより、

cyclobakuchiol Cおよび cyclobakuchiol Dがそれぞれ 75、25%の収率で合成できる（式

-B）。上記合成ルートは徳島文理大学薬学部の江角准教授により開発されたものであ

り、また、本研究で使用した cyclobakuchiols A-D は、本反応を利用して合成された

ものを提供していただいた。 
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（図 16）(+)-(S)-bakuchiol は A 型インフルエンザウイルスの感染および増殖抑制

効果を有する 

bakuchiol は、A 型インフルエンザウイルスの感染（左図）および増殖（右図）抑

制効果において、光学異性体選択的に効果が異なることが報告されている[23]。感染

阻害実験では、インフルエンザ NP 免疫染色法を用いて、インフルエンザ NP陽性細

胞数を DAPI陽性細胞数で割った数値をグラフ化した（左図）。ネガティブコントロ

ールとして DMSO (0.5%) 、ポジティブコントロールとしてマルカンチン E (50 μM) 

を使用した[82]。(+)-(S)-bakuchiol および(−)-(R)-bakuchiol は 50 μM の濃度を用いた。

(+)-(S)-bakuchiolは、DMSOおよび光学異性体の(−)-(R)-bakuchiolと比較して有意に感

染を阻害した（左図）。増殖抑制実験では、細胞にウイルスを感染させたあと(+)-(S)-

bakuchiol を添加し、感染細胞でのウイルス増殖抑制効果を、ウイルス力価の測定に

より評価した（右図）。ネガティブコントロールとして DMSO (0.25%) 、ポジティブ

コントロールとしてマルカンチン E (50 μM) を使用した[82]。(+)-(S)-bakuchiol およ

び(−)-(R)-bakuchiolは 25 μMの濃度を用いた。(+)-(S)-bakuchiolは、DMSOおよび (−)-

(R)-bakuchiol と比較して有意に増殖を阻害した（右図）。なお、マルカンチン E は、

インフルエンザ RNAポリメラーゼを阻害し、抗インフルエンザ活性を示す[82]。*p 

< 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001。 
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第二節 cyclobakuchiols A-D の MDCK 細胞に対する毒性の評価 

 

cyclobakuchiols A-Dの細胞毒性を評価するために、cyclobakuchiols A-D添加 24時

間および 72時間後でのMDCK細胞の生存率を、MTTアッセイにより評価した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）MTTアッセイ 

第一章、第二節に示した。 

 

＜実験方法＞ 

MDCK 細胞 (1×104 cells/well) を 96 ウェルプレートに播種した。cyclobakuchiols 

A-D (0.8-100 μM)、ネガティブコントロールおよびポジティブコントロールとして

DMSO (0.008-1%) および bakuchiol (0.8-100 μM) をそれぞれの濃度となるように感

染培地 (1% BSA/DMEM, P/S) と混合した。この混合液をMDCK細胞に添加し、5% 

CO2条件下、37℃で 24時間または 72時間培養した。培養後、MTTアッセイにより

細胞生存率を算出した[23,45]。 

＜統計方法＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 
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【実験結果】 

cyclobakuchiols A-Dの細胞毒性を評価するために、24時間および 72時間培養した

後の MDCK 細胞の生存率を MTT アッセイにて算出した（図 17）。DMSO のみを添

加した MDCK細胞と比較して、0.8-50 μMの cyclobakuchiols A-Dを添加した場合に

はMDCK細胞の生存率に影響を与えなかったが、100 μMの cyclobakuchiol A、Bお

よび bakuchiol を添加した MDCK 細胞は、24 時間後（図 17A）および 72 時間（図

17B）培養後に生存率の有意な低下を示した (***p < 0.001)。したがって、50 μM 以

下の cyclobakuchiols A-Dは、72時間以内であれば、MDCK細胞に対して毒性を示さ

ないことが明らかとなった。よって、以降の実験では 50 μM 以下の cyclobakuchiols 

A-Dを使用した。 
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（図 17）cyclobakuchiols A-D の MDCK 細胞に対する毒性の評価 

MDCK細胞に cyclobakuchiols A-D (0.8-100 μM) 添加した。24時間 (A) 、72時間 

(B) （各 n = 5ずつ）後、MTTアッセイにて細胞生存率を算出した。ネガディブコン

トロールとして DMSO (0.008-1%) を、ポジティブコントロールとして bakuchiol (0.8-

100 μM) を使用した。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差とした。***p 

< 0.001 vs DMSO群。 
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第三節 Ａ型インフルエンザウイルスに対する cyclobakuchiols A-D の感染抑制効果 

 

cyclobakuchiols A-D が抗インフルエンザウイルスの宿主細胞への感染を抑制する

か検討するために、A型インフルエンザ感染後のMDCK細胞の生存率を NB染色法

により観察した。また、インフルエンザ感染細胞をインフルエンザ NPの蛍光免疫染

色法により測定した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

実験には、徳島大学先端酵素学研究所の高橋悦久助教、木戸博教授から提供して

いただいた、A型インフルエンザ H1N1ウイルスの A/PR/8/34株、A/CA/7/09株、ま

たは A/WSN/1933 (A/WSN/33) (H1N1) の 3種を用いた[83]。 

３）NB染色法 

 第一章、第三節に示した。 

４）インフエルエンザ NPの蛍光免疫染色法 

 第一章、第三節に示した。 

 

＜実験方法＞ 

１）NB染色法 

MDCK細胞 (1×104 cells/well) を 96ウェルプレートに播種した。cyclobakuchiols A-

D (0.4-25 μM) と A/PR/8/34、A/CA/7/09、A/WSN/33 のいずれかのウイルスを 10% 

FBS/DMEM P/S培地で感染力価がすべて 10 MOIになるように混合した。5% CO2条

件下、37℃で 30分間培養した。ネガティブコントロールまたはポジティブコントロ

ールとして、それぞれ DMSO (0.004-1%) または bakuchiol (0.4-25 μM[23]) を用いた。

得られた混合物を細胞に加え、5% CO2条件下、37℃で 72 時間培養した。培養後、
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NB染色法にて生存細胞を染色した[23,45,46]。生存している細胞は、青く染色される

ため、ウェルは青く観察される。一方、ウイルス感染により死滅した細胞は、洗浄過

程で排除されるため、ウェルは染色されず透明に観察される。 

 

２）蛍光免疫染色法 

MDCK細胞 (1×104 cells/well) を 96ウェルプレートに播種した。cyclobakuchiols A-

D (3.1-12.5 μM) と A/PR/8/34または A/WSN/33ウイルスを、感染培地にウイルス力

価がすべて 0.1 MOIになるように混合し、5% CO2条件下、37℃で 30分間前培養し

たあと、各混合液をMDCK細胞に添加した。ネガティブコントロールまたはポジテ

ィブコントロールとして、それぞれ DMSO (0.031-0.125％) または bakuchiol (3.1-2.5 

μM) を用いた。以降、細胞固定から検出までは第一章、第三節に示す方法と同様に

行った。 

＜統計学的処理＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

cyclobakuchiols A-Dが A型インフルエンザ H1N1ウイルスのMDCK細胞への感染

を阻害するのか、NB 染色法およびインフルエンザ NP 免疫染色法を用いて検討を

行った（図 18,19）。A/PR/8/34、A/CA/7/09、A/WSN/33のいずれかのウイルスを添加

した場合に DMSOを添加したMDCK細胞では、細胞が透明であったことから（図

18A-C左, DMSO）、使用したすべてのインフルエンザウイルスが感染を引き起こす

ことが示された。6.3-25 μMの cyclobakuchiols A-Dを添加した場合には、A/PR/8/34

ウイルスを感染させた細胞が青く染色された（図 18A 左）。また、0.8-25 μM の

cyclobakuchiols A-D を添加した場合には、A/CA/7/09 ウイルスを感染させた細胞で

青く染色された（図 18B左）。しかし、0.4-25 μMの cyclobakuchiols A-Dを添加した

場合には、A/WSN/33ウイルスに感染させた細胞は透明であった（図 18C左）。ウイ

ルスを感染させなかった細胞では、cyclobakuchiols A-D の添加によって細胞は青く
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染色されていたことから、使用した濃度の cyclobakuchiols A-D が MDCK 細胞に対

して細胞毒性を示さないことが示された（図 18A-C 右）。これらの結果は、

cyclobakuchiols A-D が A 型インフルエンザ H1N1 ウイルスに感染した MDCK 細胞

の細胞死を抑制するが、その効果はウイルスのサブタイプによって異なることが示

された。 

次に、cyclobakuchiols A-Dの A型インフルエンザウイルスに対する感染抑制効果

をインフルエンザ NP 免疫染色法にて定量的に評価した（図 19）。cyclobakuchiols A-

D (3.1-12.5 μM) を A/PR/8/34または A/WSN/33ウイルスと混合し、MDCK細胞に添

加して 24時間培養後、蛍光顕微鏡で観察した（図 19-1Aおよび図 19-2C）。観察画像

の NP陽性細胞（緑）と DAPI陽性細胞（青）を数えて、DAPI陽性細胞に対する NP

陽性細胞の割合を算出した（図 19-1Bおよび図 19-2D）。cyclobakuchiols A-D (3.1-12.5 

μM) とA/PR/8/34ウイルスを添加した細胞では、DMSOを添加した場合と比較して、

すべての濃度において有意に感染を抑制した (それぞれ*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 

0.001)（図 19-1B）。また、6.3 μMの cyclobakuchiols A-Cと A/PR/8/34ウイルスを添加

した細胞では、6.3 μMの cyclobakuchiol Dを添加した場合と比較して、有意に感染を

抑制した (††p < 0.01) （図 19-1B）。しかし、cyclobakuchiols A-Dと A/WSN/33ウイ

ルスを添加したMDCK細胞では、染色された細胞の数に変化はなく（図 19-2C）、イ

ンフルエンザ NP 陽性細胞の割合は、いずれの濃度においても有意な差はなかった

（図 19-2D）。 

以上の結果から、cyclobakuchiols A-Dは A型インフルエンザ H1N1株のMDCK細

胞への感染を阻害し細胞死を抑制するが、その効果は A型インフルエンザ H1N1株

のサブタイプによって異なることが示された。 
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（図 18）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルス感染細胞の細胞死を抑

制する 

cyclobakuchiols A-D (0.4-25 μM) を A/PR/8/34 (A) 、 A/CA/7/09 (B) または

A/WSN/33 (C)  (各 0.1 MOI) と混合し、MDCK細胞に添加して 72時間培養した。

NB染色液を用いて培養後の生存細胞を青く染色することにより、cyclobakuchiols A-

D によるインフルエンザウイルス感染細胞の細胞死抑制効果を定性的に評価した。

ネガティブコントロールとして DMSO (0.004-0.25%) を、ポジティブコントロール

として bakuchiol (0.4-25 μM) を使用した。データは 3 回の独立した実験の代表を示

した。 
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（図 19-1）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルス A/PR/8/34 ウイルス

の感染を抑制する 

cyclobakuchiols A-D (3.1-12.5 μM) と A/PR/8/34 ウイルス (0.1 MOI) を混合し、

MDCK 細胞に添加して 24 時間培養した。培養した MDCK 細胞は A 型インフルエ

ンザウイルス NP の免疫蛍光染色によって可視化し、顕微鏡で撮影した (A) 。NP

陽性細胞（緑）と DAPI陽性細胞（青）を数え、NP陽性細胞数の割合をグラフ化し

た (B) (n = 9) 。各画像の白いスケールバーは 100 μmを表す。ネガティブコントロ

ールとして DMSO (0.031-0.125%) 、ポジティブコントロールとして bakuchiol (3.1-

12.5 μM) を使用した。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。

*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001 vs DMSO群。††p < 0.01 vs cyclobakuchiol D群。 
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（図 19-2）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルス A/WSN/33 ウイル

スの感染を抑制しない 

cyclobakuchiols A-D (3.1-12.5 μM) と A/WSN/33 ウイルス (0.1 MOI) を混合し、

MDCK 細胞に添加して 24 時間培養した。培養した MDCK 細胞は A 型インフルエ

ンザウイルス NP の免疫蛍光染色によって可視化し、顕微鏡で撮影した (C) 。NP

陽性細胞（緑）と DAPI陽性細胞（青）を数え、NP陽性細胞数の割合をグラフ化し

た (D) (n = 9) 。各画像の白いスケールバーは 100 μmを表す。ネガティブコントロ

ールとして DMSO (0.031-0.125%) 、ポジティブコントロールとして bakuchiol (3.1-

12.5 μM) を使用した。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。

*p < 0.05 vs DMSO群。 
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第四節 Ａ型インフルエンザウイルスに対する cyclobakuchiols A-D の増殖抑制効果 

 

A 型インフルエンザウイルス感染細胞内におけるウイルスゲノムの複製およびウ

イルス粒子の放出を cyclobakuchiols A-D が抑制するかを調べるために、ウイルスの

増殖に対する影響をウイルス力価の測定により検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

第二章、第三節に示すうち、A/PR/8/34または A/WSN/33ウイルスを使用した。 

３）ウイルス増殖実験 

第一章、第四節に示した。ポジティブコントロールには bakuchiolを使用した。 

 

＜実験方法＞ 

MDCK細胞 (1×105 cells/well) を 24ウェルプレートに播種し、ウイルス希釈液を

加える前に DMEM 培地で 1 回洗浄した。この細胞に、A/PR/8/34 または A/WSN/33

ウイルスを、感染培地でウイルス力価がすべて 0.001 MOIになるように調製し、5% 

CO2条件下、37℃で 1時間感染させた。1時間後、感染細胞を DMEM培地で 2 回洗

浄した。この感染細胞に cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) と 3 μg/mLの TPCK-トリプシ

ンを混合した感染培地を添加し、5% CO2条件下、37℃で 12, 24, 48, 72時間培養した。

4時点で各ウェルから培養液を採取した。ネガティブコントロールまたはポジティブ

コントロールとして、それぞれ DMSO (0.125％) または bakuchiol (12.5 μM) を用い

た。ウイルス力価 (PFU/mL) は、第一章、第四節に示すように、A 型インフルエン

ザウイルス NP を免疫染色することにより決定し[23,45,83]、ウイルス力価を算出し

た[23,45]。また、感染前の実験で採取した培養液にはサンプルが含まれているが、ウ



 67 

イルス力価を測定する際には各培養液を 100 倍以上に希釈している。そのため、ウ

イルス力価の測定は、培地に含まれるサンプルの影響を受けないと考えられる。 

＜統計学的処理＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

cyclobakuchiols A-D が A型インフルエンザウイルス感染細胞内で、ウイルスゲノ

ムの複製およびウイルス粒子の放出を抑制するか検討するために、ウイルス力価を

測定した（図 20）。cyclobakuchiols A-D を添加した A/PR/8/34 ウイルスの力価は、

DMSOを添加した場合と比較して 12時間 (**p < 0.01) 、24-72時間 (***p < 0.001) 

のすべてにおいて有意に低下していた（図 20A）。一方、cyclobakuchiols A-Dを添加

した A/WSN/33ウイルスの力価は、DMSOを添加した場合と比較して、24時間 (***p 

< 0.001) 後に有意な低下が見られたが、12, 48-72 時間後では有意な低下はみられな

かった（図 20B）。以上のことから、cyclobakuchiols A-Dは、A型インフルエンザウ

イルスの増殖抑制効果を示すが、その効果はウイルスのサブタイプによって異なる

ことが明らかになった。 

よって、以降の実験では、cyclobakuchiols A-D により感染抑制効果が示された

A/PR/8/34 ウイルスを用い、cyclobakuchiol 類による抗インフルエンザ活性の機序に

ついて検討を進めることとした。 
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（図 20）cyclobakuchiols A-D は A/PR/8/34 ウイルスの増殖を抑制する 

MDCK 細胞に A/PR/8/34 (A) または A/WSN/33 (B) (各 0.001 MOI) を感染させた

後、cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) 、bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) をそれぞ

れ添加した (各 n = 9) 。グラフの時間で培養液を回収し、MDCK細胞に添加して 16-

18 時間培養した。培養後の細胞を免疫染色し、染色細胞数からウイルス力価を算出

した。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差とした。**p < 0.01、***p < 

0.001 vs DMSO群。 
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第五節 A 型インフルエンザウイルスに対する cyclobakuchiols A-D の mRNA 発現

抑制効果の検討 

 

cyclobakuchiols A-Dが A型インフルエンザウイルスに対する感染抑制および増殖

抑制効果を示すことから、A型インフルエンザウイルス mRNAの発現を抑制すると

考えられた。そこで、cyclobakuchiols A-Dと A/PR/8/34ウイルスの混合液をMDCK細

胞に添加し、各種ウイルスの mRNA 発現量を reverse transcription and quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) で検出した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

第二章、第三節に示すうち、A/PR/8/34ウイルスを使用した。 

３）RT-qPCR試薬とプライマー 

 RNeasy Mini Kit (QIAGEN 社) を使用して total RNAの精製を行った。まず、各細

胞抽出液に 70% EtOH/DEPC 水（ナカライテスク社）を加えてスピンカラムに乗せ

た。1000 rpm, 25℃, 15秒間遠心し、濾過液は破棄した。スピンカラムに Buffer RW1

を添加し、1000 rpm, 25℃, 15秒間遠心、濾過液は破棄した。続いて Buffer RPEをス

ピンカラムに添加し、1000 rpm, 25℃, 15秒間遠心、濾過液は破棄した。同じく Buffer 

RPEをスピンカラムに添加し、今度は 1000 rpm, 25℃, 2分間遠心、濾過液は破棄し

た。スピンカラムからしっかりと Bufferを除去するため、1000 rpm, 25℃, 1分間空遠

心し、濾過液は破棄した。スピンカラムをコレクションチューブに乗せ、Rnase free

水をスピンカラムに添加した。1000 rpm, 25℃, 1分間遠心し、total RNAを回収した。

NANO DOROP 2000 (Thermo 社) で total RNA 量を計測した。 

この RNAを鋳型として SuperScript VILO (Thermo 社) を用いて cDNAの合成を行

った。total RNAは 100 ng/μlになるように DEPC水で希釈した。そこに DNase (NEB



 70 

社) を加え、サーマルサイクラー (PCR-Thermal Cycler)  (TaKaRa 社) で 37℃、15分

間反応させた。続いて 50 mM EDTAを加え、サーマルサイクラーで 75℃、10分間反

応させたあと、氷上に静置した。SuperScript VILO (Thermo 社) を指示通り添加し、

サーマルサイクラーで 25℃, 10分間→42℃, 60分間→85℃, 15分間反応させ、氷上に

静置した。RNaseH (NEB 社) を添加し、サーマルサイクラーで 37℃、30分間反応さ

せた。精製した cDNAは滅菌 MilliQにて 50倍に希釈した。 

得られた cDNAを鋳型として、SYBR Green real-time PCR Master Mix (TOYOBO 社)

を用いて、表 1 に示す条件を qPCR 用プレートに混合した。使用したプライマーは

表 2に示す。PCRおよびデータ解析は、Applied Biosystems StepOne Plus Real-time PCR 

system (Thermo 社) を用いて行った。 

（表 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 μl 

2×SYBR 10 

Primer F 1 

Primer R 1 

Template (各 Sample) 1 

滅菌 MilliQ 7 

total 20 



 71 

（表 2） 

Primers Nucleotide sequences (5'→3') 

A/PR/8/34 NP forward gaatggtgctctctgcttttga 

A/PR/8/34 NP reverse tccactttccgtttactctcctg 

A/PR/8/34 NS1 forward gcgatgccccattccttg 

A/PR/8/34 NS1 reverse atccgctccactatctgctttc 

A/PR/8/34 PA forward aagtgccataggccaggtttc 

A/PR/8/34 PA reverse cctcatctccattccccatttc 

A/PR/8/34 PB1 forward gacaacaaacaccgaaactggag 

A/PR/8/34 PB1 reverse ccatcgcctccaatacacaatc 

A/PR/8/34 PB2 forward ggtgcttacgggcaatcttc 

A/PR/8/34 PB2 reverse tgttcgtctctcccactcactatc 

A/PR/8/34 M2 forward gaaaggagggccttctacgg 

A/PR/8/34 M2 reverse tcgtcagcatccacagcac 

18s ribosomal RNA forward cggacaggattgacagattg 

18s ribosomal RNA reverse caaatcgctccaccaactaa 

 

＜実験方法＞ 

MDCK 細胞 (1×105 cells/well) を 24 ウェルプレートに播種した。cyclobakuchiols 

A-D (12.5 μM) 、A/PR/8/34ウイルス (0.1 MOI) と混合し、5% CO2条件下、37℃で 30

分間前培養した。ネガティブコントロールまたはポジティブコントロールとして、

DMSO (0.125％) または bakuchiol (12.5 μM) をそれぞれ使用した。また、模擬感染 

(Mock) は、感染していない細胞 [un-infected (UI) ] を用いた。前培養した混合液を

MDCK細胞に添加し、24時間培養後、実験材料に示すように RNeasy Mini Kitを用

いて細胞抽出液から total RNA を抽出した。抽出した total RNA を鋳型として、

SuperScript VILOを用いて cDNAを合成した。合成した cDNAを鋳型にして、SYBR 

Green real-time PCR Master Mix と表 2 に示すプライマーを用いて qPCR を行った。
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PCR およびデータ解析は、Applied Biosystems StepOne Plus Real-time PCR system 

(Thermo 社) を用いて行った。 

＜統計学的処理＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。相対的な発現量は、

ΔΔCt法を用いて算出した。NP、NS1、PA、PB1、PB2、M2 遺伝子をコードするウ

イルス mRNA発現レベルは、宿主細胞の 18sリボソーム RNA (rRNA) 発現レベルで

標準化した[23]。3群間を ANOVA 検定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場

合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

A 型インフルエンザウイルスの mRNA 発現量を RT-qPCR で評価した（図 21）。

cyclobakuchiols A-Dを添加したMDCK細胞では、DMSOを添加した場合と比較して、

すべてのウイルス mRNA発現量を有意に抑制していた (***p < 0.001) （図 21）。特

に、NP mRNA 量においては、その発現量の抑制効果において、cyclobakuchiol Aまた

は bakuchiol を添加した群と、cyclobakuchiol C または D を添加した群とを比較する

と有意な差が検出された (*p < 0.05) （図 21-1A）。一方、PB2 mRNA 量においては、

cyclobakuchiol Aまたは bakuchiolを添加した群と cyclobakuchiol Dを添加した群とを

比較すると有意な差が検出された  (*p < 0.05) （図 21-3E）。このことから、

cyclobakuchiols A-Dはインフルエンザウイルスの mRNA発現量を抑制することが示

された。さらに、一部の遺伝子では cyclobakuchiols A-D 間で効果に差があることが

示された。 

以上の結果から、cyclobakuchiols A-D によって、A 型インフルエンザウイルスの

mRNA発現量が抑制することが示された。 
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（図 21-1）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスの mRNA 発現量を

抑制する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) あるいは bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を

A/PR/8/34 (0.1 MOI) と混合し、30 分間前培養した。前培養液を MDCK 細胞に添加

し、24時間培養後、細胞抽出液から total RNAを抽出した。ウイルスの mRNA [NP(A), 

NS1(B)] (各 n = 9) の相対的な発現レベルを RT-qPCR で測定した。これらの mRNA

レベルを 18sリボソーム RNAで正規化し、DMSOを添加した場合を 1として比較し

た。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。UI; 非感染細胞。*p 

< 0.05 vs bakuchiol or cyclobakuchiol A群、***p < 0.001 vs DMSO群。  
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（図 21-2）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスの mRNA 発現量を

抑制する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) あるいは bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を

A/PR/8/34 (0.1 MOI) と混合し、30 分間前培養した。前培養液を MDCK 細胞に添加

し、24時間培養後、細胞抽出液から total RNAを抽出した。ウイルスの mRNA [PA(C), 

PB1(D)] (各 n = 9) の相対的な発現レベルを RT-qPCR で測定した。これらの mRNA

レベルを 18s リボソーム RNA で正規化し、DMSO 添加した場合を 1 として比較し

た。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。UI; 非感染細胞。

***p < 0.001 vs	DMSO群。  
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（図 21-3）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスの mRNA 発現量を

抑制する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM)あるいは bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を

A/PR/8/34 (0.1 MOI) と混合し、30 分間前培養した。前培養液を MDCK 細胞に添加

し、24時間培養後、細胞抽出液から total RNAを抽出した。ウイルスの mRNA [PB2 

(E), M2 (F) ] (各 n = 9) の相対的な発現レベルをRT-qPCRで測定した。これらのmRNA

レベルを 18sリボソーム RNAで正規化し、DMSOを添加した場合を 1として比較し

た。データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。UI; 非感染細胞。*p 

< 0.05 vs bakuchiol or cyclobakuchiol A群、***p < 0.001 vs DMSO群。  
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第六節 A 型インフルエンザウイルスに対する cyclobakuchiols A-D のタンパク質発

現抑制効果の検討 

 

cyclobakuchiols A-Dが A型インフルエンザウイルスタンパク質の発現量を抑制す

るかについて評価するため、cyclobakuchiols A-D と A/PR/8/34 ウイルスの混合液を

MDCK 細胞に添加した細胞におけるウイルスタンパク質の発現量をウエスタンブロ

ッティング法で検討した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

第二章、第三節に示すうち、A/PR/8/34ウイルスを使用した。 

３）ウエスタンブロッティング法 

サンプルは、10％ポリアクリルアミドゲルを用いて SDSポリアクリルアミドゲル

電気泳動 (15 mA →25 mA) によりタンパク質を分離させた。トランスファーバッフ

ァー (1×TG、20％メタノール) に浸したスポンジとろ紙で、前処理（メタノールに

軽く浸した後、5分間トランスファーバッファーで洗浄）したメンブレン (Immobilon-

P Transfer Membrane)  (Millipore社) と泳動したゲルを挟み、ウェット法により37V 、

90分でメンブレンにタンパク質を転写した。 転写したメンブレンは 5％スキムミル

ク/TBS-T (0.1%)  (スキムミルク、1×TBS、0.1% Tween 20) （ナカライテスク社）に

漬けて一晩ブロッキングを行なった。5％スキムミルク/TBS-T (0.1%) に希釈した一

次抗体（表 3）と室温で 2時間反応させた。一次抗体反応終了後、TBS-T (0.1%) で 5

分間の振とう洗いを 3 回繰り返し、5％スキムミルク/TBS-T (0.1%) に希釈した二次

抗体（表 4）と室温で 1時間反応させた。二次抗体反応終了後、TBS-T (0.1%) で 5分

間の振とう洗いを 3 回繰り返した。 検出試薬の Immobilon Western Chemiluminescent 
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HRP Substrate (Millipore 社) とメンブレンを 1分間反応させ、Amersham Imager 680シ

リーズソフトウェアバージョン 2.0 (GE Heaithcare Life Sciences 社) により検出した。 

（表 3） 

（表 4） 

 

＜実験方法＞ 

MDCK 細胞 (1×105 cells/well) を 24 ウェルプレートに播種した。cyclobakuchiols 

A-D (12.5 μM) と A/PR/8/34ウイルス (0.1 MOI) を混合し、MDCK細胞に添加する前

に 30分間前培養した。ネガティブコントロールおよびポジティブコントロールとし

て DMSO (0.125％) および bakuchiol (12.5 μM) をそれぞれ使用した。前培養した混

合液をMDCK細胞に添加し、4，8，12，24時間後に、緩衝液[125 mM Tris-HCl (pH6.8) 、

5%ドデシル硫酸ナトリウム、25%グリセロール、0.1%ブロモフェノールブルー、10%

メルカプトエタノール]で細胞を溶解し、5分間煮沸した。この細胞抽出液を 10％ポ

リアクリルアミドゲルで分離し、タンパク質をメンブレンに転写した。それぞれの

タンパク質を検出する一次抗体として抗インフルエンザウイルス NP 抗体 

(SouthernBiotech 社) 、または抗インフルエンザウイルス NS1 抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology社) を用いた。内部コントロールとして、β-actin (一次抗体; Cell Signaling

社) を用いた。二次抗体として、抗マウス抗体 (SouthernBiotech 社) 、抗ヤギ IgG抗

体 (sc-2020；Santa Cruz Biotechnology 社) または抗ウサギ抗体を適宜使用した。シグ

文中表記 一次抗体（商品名） 希釈倍率 

抗 NP抗体 Mose Anti-Influenza A, Nucleoprotein-UNLB 1:1000 

抗 NS1抗体 Influenza A ns1 (vC-20) goat polyclonal IgG 1:1000 

抗β-actin抗体 Beta-Actin (BE5) Rabbit mAb 1:1000 

文中表記 二次抗体（商品名） 希釈倍率 

抗マウス抗体 Goat Anti-Mouse IgG1-HRP 1:4000 

抗ヤギ抗体 donkey anti-goat IgG-HRP 1:4000 

抗ウサギ抗体 Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 
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ナルは検出試薬を用いて検出した。シグナル強度は Image J ソフトウェアを用いて測

定し、NPと NS1のタンパク質レベルを β-actinのタンパク質レベルで標準化した。 

＜統計学的処理＞ 

データは 3 回の独立した実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

A型インフルエンザウイルスタンパク質の発現量を cyclobakuchiols A-Dが抑制す

るかどうかをウエスタンブロッティング法で検討した。cyclobakuchiols A-D を添加

し、4-12時間培養したMDCK細胞と、DMSOを添加した場合を比較して 8時間、12

時間で有意に NP および NS1 のタンパク質の発現量を抑制した（図 22-1A）。

cyclobakuchiols A-Dを添加し、24時間培養したMDCK細胞では、DMSOを添加した

場合と比較して、NP および NS1 タンパク質の発現量を抑制した（図 22-1B）。さら

に、NPタンパク質では、cyclobakuchiols A-D間でシグナル強度に差が見られた（図

22-1B, NP）。 

cyclobakuchiols A-Dを添加し、24時間培養したMDCK細胞におけるシグナル強度

から（図 22-1B）、NP または NS1 タンパク質の相対的な発現レベルを解析した（図

22-2C）。cyclobakuchiols A-D を添加した細胞の NP または NS1 タンパク質の発現量

は、DMSOを添加した場合と比較して有意に減少した（それぞれ*p < 0.05、**p < 0.01、

***p < 0.001）（図 22-2C）。また、NPタンパク質の発現量は、cyclobakuchiol Aまたは

bakuchiolを添加したMDCK細胞と比較して、cyclobakuchiol Cおよび Dを添加した

場合と比較して有意に減少した (**p < 0.01) （図 22-2C 上段）。このことから、

cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスタンパク質の発現を減少させ、

その効果は cyclobakuchiols A-D間で差があることが示された。 

以上の結果から、cyclobakuchiols A-Dによって A型インフルエンザウイルスのタ

ンパク質発現量が抑制することが示された。 
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（図 22-1）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスのタンパク質発現

を抑制する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) 、bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を A/PR/8/34 

(0.1 MOI) と混合し、MDCK細胞に添加する前に 30分間前培養した。感染後 4-12時

間 (A) または 24 時間 (B) 後に、細胞抽出液中の A 型インフルエンザウイルス NP

および NS1タンパク質をウエスタンブロッティングで検出した。β-actinは内部コン

トロールとして用いた。データは 3 回の独立した実験の代表を示した。 
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（図 22-2）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルスのタンパク質発現

を抑制する 

感染後 24時間のシグナル強度 (B) を Image J ソフトウェアにて測定し、NP/β-actin

または NS1/β-actinのタンパク質レベルをグラフ化した (C) 。データは 3 回の独立し

た実験の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001 vs DMSO or 

cyclobakuchiol A or bakuchiol群。 
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第七節 A 型インフルエンザウイルス感染細胞における cyclobakuchiols A-D の

interferon-β (Ifn-β) および myxovirus-resistant protein 1 (Mx1) の mRNA 発

現量に及ぼす影響 

 

IFN-βは、A型インフルエンザウイルスの感染・増殖によって引き起こされる宿主

細胞の免疫応答における抗ウイルス性サイトカインとして知られている。また、Mx1

は IFN-β よって上昇する抗ウイルス性のタンパク質として知られている[84-86]。こ

れまでに、A 型インフルエンザウイルスの感染や増殖によって誘導される宿主細胞

の免疫応答において、bakuchiolが Ifn-βおよび Mx1の mRNAの発現を抑制すること

を報告している [23]。したがって、A 型インフルエンザウイルスの感染および増殖

を cyclobakuchiols A-Dが抑制することを示す結果から、cyclobakuchiols A-Dが宿主細

胞における Ifn-βおよび Mx1の mRNA発現量を低下させると仮定した。 

そこで、cyclobakuchiols A-D と A/PR/8/34ウイルスの混合液を添加したMDCK細

胞における Ifn-βおよび Mx1の mRNA発現量を RT-qPCRで解析した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

第二章、第三節に示すうち、A/PR/8/34ウイルスを使用した。 

３）RT-qPCR試薬とプライマー 

 試薬は第二章、第五節に示した。 

 プライマーは表 5に示す。 
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（表 5） 

Primers Nucleotide sequences (5'→3') 

canine Ifn-b forward  ccagttccagaaggaggaca 

canine Ifn-b reverse tgtcccaggtgaagttttcc 

canine Mx1 forward  gaatcctgtacccaatcatgtg 

canine Mx1 reverse taccttctcctcatattggct 

canine b-actin forward tgccttgaagttggaaaacg 

canine b-actin reverse ctggggcctaatgttctcaca 

 

＜実験方法＞ 

第二章、第五節に示した。 

＜統計学的処理＞ 

相対的な発現量は、ΔΔCt法を用いて算出した。Ifn-βおよび Mx1の mRNA レベ

ルは、canine β-actin の mRNA のレベルで標準化した[23]。データは独立した 3 回の

実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検定にて比較し、Ryan 法で p

値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 
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【実験結果】 

A 型インフルエンザウイルスと cyclobakuchiols A-D の混合液を添加した MDCK

細胞における Ifn-β および Mx1 の mRNA 発現量を RT-qPCR で解析した。A/PR/8/34

ウイルスと、DMSOの混合液を添加した MDCK細胞では、Ifn-βと Mx1の相対的な

mRNA 発現量が上昇していることから（図 23）、Ifn-β および Mx1 の mRNA 発現量

は、ウイルス感染によって上昇する因子であることを示した。A/PR/8/34ウイルスと

cyclobakuchiols A-Dを添加した MDCK細胞では、Ifn-βおよび Mx1の mRNA発現量

を有意に抑制した (***p < 0.001) （図 23）。Mx1では、cyclobakuchiol Aまたは bakuchiol

を添加したMDCK細胞と cyclobakuchiol Cまたは cyclobakuchiol Dを添加した場合と

比較して、mRNA発現量を有意に抑制した (*p < 0.05) （図 23B）。 

以上の結果から、cyclobakuchiols A-Dが、A型インフルエンザウイルスの感染・増

殖によって引き起こされる宿主細胞の免疫応答を抑制することを示し、

cyclobakuchiols A-D が A 型インフルエンザウイルスの感染や増殖を阻害することを

示した。 
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（図 23）cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザウイルス感染細胞において 

Ifn-βおよび Mx1の mRNA の発現上昇を抑制する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) 、bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を A/PR/8/34 

(0.1 MOI) と混合し、30分間前培養した。混合液を添加したMDCK細胞を 24時間

培養し、細胞抽出液を回収、total RNAを抽出した。Ifn-β (A) または Mx1 (B) (各 n = 

9) の mRNA の相対レベルを RT-qPCR で測定し、β-actin の mRNA 値で正規化し、

DMSOを添加した非感染細胞を 1として比較した値を示す。データは独立した 3 回

の実験の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、***p < 0.001 vs DMSO or bakuchiol 

or cyclobakuchiol A群。  
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第八節 cyclobakuchiols A-D の Nrf2 活性化経路への影響 

 

これまでに、A型インフルエンザウイルス感染細胞における bakuchiolの細胞内活

性化分子経路を次世代シークエンスにより解析し、bakuchiol が Nrf 経路を活性化す

ることを明らかにしている[23]（図 26）。また、Nrf2 により転写が制御されている

NAD (P) H quinone oxidoreductase 1 (Nqo1) は、酸化ストレスに対する細胞応答に関連

していることが報告されている[87-92]。そこで、cyclobakuchiols A-Dが A/PR/8/34ウ

イルス感染および無感染MDCK細胞において、Nqo1 遺伝子の mRNAの発現を上昇

させるかどうか RT-qPCRで検討した。さらに、cyclobakuchiols A-DがMDCK細胞の

Nrf2活性化を誘導するかどうかを、Nrf2 レポーターアッセイを用いて解析した。 

 

【実験材料および実験方法】 

＜実験材料＞ 

１）細胞培養 

第一章、第二節に示した。 

２）インフルエンザウイルス株 

第二章、第三節に示すうち、A/PR/8/34を使用した。 

３）RT-qPCR試薬とプライマー 

試薬は第二章、第五節に示した。プライマーは表 6に示す。 

４）レポーターアッセイ 

 ベクターは、Nrf2 の活性化によって駆動される Fluc 遺伝子を含む pNQO1-ARE-

Fluc ベクター (antioxidant response element; ARE) と、内部コントロールとして単純

ヘルペスウイルスの TK プロモーターによって駆動される Rluc 遺伝子を含む pRL-

TK-RLuc ベクター (Promega 社) を使用した。pNQO1-ARE-Fluc ベクターは東北大学

大学院山本雅之教授から提供して頂いた。トランスフェクション試薬は

Lipofectamine 2000 (Thermo 社) 、無血清培地は Opti-MEM (Thermo 社) を使用した。

MDCK細胞へのトランスフェクションは、Lipofectamine 2000の説明書に従って行っ

た。トランスフェクション後の細胞に添加するサンプルは 1% BSA/DMEMで希釈し
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た。サンプル添加後 24時間培養した細胞は 4℃の 1×PBS (-) にて 1 回洗浄し、Buffer 

RLT (QIAGEN 社) 350 μl で細胞抽出液を回収、1 分間攪拌した。この細胞抽出液か

ら、第二章、第五節に示す方法で total RNAを抽出、cDNAを合成し、表 6に示すプ

ライマーを使用して、リアルタイム PCRを行った。 

（表 6） 

  

 

 

 

 

 

 

canine b-actin forward tgccttgaagttggaaaacg 

canine b-actin reverse ctggggcctaatgttctcaca 

 

＜実験方法＞ 

１）RT-qPCR 

RT-qPCR の方法は第二章の第五節に示した。Nqo1 の Fluc または Rluc 遺伝子の

mRNA レベルは、canine β-actinのレベルで標準化した。 

２）Nrf2 レポーターアッセイ 

デュアル・ルシフェラーゼ・システムに基づく Nrf2 レポーターアッセイを行った

[23,92]。Nrf2の活性化によって駆動される Fluc 遺伝子を、pNQO1-ARE-Flucを用い

て発現させた。内部コントロールとして pRL-TK-Rluc ベクターを使用した。MDCK

細胞 (1×105 cells/well) を 24 ウェルプレートに播種し、pNQO1-ARE-Fluc (0.25 μg) 

および pRL-TK-Rluc (0.25 μg) を遺伝子導入した。遺伝子導入後 24時間目に、5% CO2

条件下、37℃で感染培地中に 12.5 μM の cyclobakuchiols A-D を添加した。ネガティ

ブコントロールとして DMSO (0.125%) 、ポジティブコントロールとして bakuchiol 

Primers Nucleotide sequences (5'→3') 

Firefly luciferase forward tcgccagtcaagtaacaac 

Firefly luciferase reverse acttcgtccacaaacacaa 

Renilla luciferase forward aacgcggcctcttcttattt 

Renilla luciferase reverse gtctggtataatacaccgcg 

canine NQO1 forward ggcactctgcatttctgtgg 

canine NQO1 reverse caggcgtttcttccatcc 
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(12.5 μM) をそれぞれ用いた。第二節、第五章に示すように、24時間培養後のMDCK

細胞抽出液から total RNAを抽出し、合成した cDNAを鋳型にして qPCRを行った。

PCR およびデータ解析は、Applied Biosystems StepOne Plus Real-time PCR system 

(Thermo 社) を用いて行った。Nrf2 レポーターアッセイでは、Fluc の発現量を Rluc

の発現量で標準化した。なお、bakuchiol にてルシフェラーゼ活性が抑えられたとい

う報告から[23]、cyclobakuchiols A-Dでもその可能性があると考え、本実験では、相

対発光量ではなく RT-qPCRでの mRNA発現量で検討した。 

＜統計学的処理＞ 

データは独立した 3 回の実験の平均値±標準誤差で示した。3 群間を ANOVA 検

定にて比較し、Ryan法で p値が 0.05未満の場合に有意差ありとした。 

 

【実験結果】 

cyclobakuchiols A-D が、Nqo1 の mRNA 発現量を上昇させるかどうかについて、

RT-qPCR法で検討した。まず、A/PR/8/34の感染による Nqo1 mRNA 量の変動を検討

したところ、有意な差は見られなかった（図 24-1A, DMSO, white bar）。 

次に、A/PR/8/34の非感染下における cyclobakuchiols A-Dによる Nqo1 mRNA 量の

変動を検討したところ（図 24-1A, virus-）、DMSOと比較して cyclobakuchiol Aおよび

B において、約 1.4倍上昇していた（図 24-1A, virus-）。一方で、cyclobakuchiol Cお

よび Dでは、上昇傾向は認められたものの、有意な上昇は検出されなかった（図 24-

1A, virus-）。ポシティブコントロールとして使用した bakuchiolでは、約 1.9倍上昇し

ており、これらの bakuchiol化合物のなかでは一番強い Nqo1 mRNA発現量の誘導作

用を示した（図 24-1A, virus-）。 

A/PR/8/34の感染下における cyclobakuchiols A-Dによる Nqo1 mRNA 量の変動を検

討したところ（図 24-1A, A/PR/8/34）、DMSOと比較して cyclobakuchiols A-Dにより、

有意な発現量の上昇を検出した（図 24-1A, A/PR/8/34）。cyclobakuchiols A-D間で比較

したところ、cyclobakuchiol A, Bによる Nqo1 mRNA 量の誘導作用は Dよりも強いこ

とが明らかとなった（図 24-1A, A/PR/8/34）。また、A/PR/8/34 の感染下においても

bakuchiolが強い Nqo1 mRNA発現量の誘導作用を示した（図 24-1A, A/PR/8/34）。 
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cyclobakuchiols A-Dによって Nqo1 mRNA 量が誘導されたので、Nqo1発現を制御

することが知られている転写因子 Nrf2の活性化について、レポーターアッセイを用

い検討した。レポーターアッセイでは、通常は基質であるルシフェリンを使用した

化学発光量を検出するが、cyclobakuchiols A-Dによってルシフェラーゼ活性が阻害さ

れることが懸念されたため、Fluc mRNA 量の検出することにした。cyclobakuchiols A-

Dによる Nrf2の活性化を検討したところ、cyclobakuchiol A, B, Cでは有意な上昇が

検出されたが、cyclobakuchiol Dでは、上昇傾向は見られたものの、有意な差は見ら

れなかった（図 24-2B）。一方、これらの cyclobakuchiols A-Dよりも強い Nqo1 mRNA

誘導作用を示していた bakuchiol（図 24-1A）による Nrf2活性化は、DMSOと比較し

て有意な上昇は検出されたものの、cyclobakuchios A-D とほぼ同等であった（図 24-

2B）。 

以上の結果から、cyclobakuchiols A-Dによって転写因子 Nrf2が活性化されること

で、下流因子である Nqo1の発現量が誘導されることがわかった。しかしながらこれ

らの誘導作用は一様ではなく、cyclobakuchiols A-D間で差があることが示された。 
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（図 24-1）cyclobakuchiols A-D は MDCK 細胞の Nqo1の mRNA 発現を増加する 

cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) 、bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) を A/PR/8/34 

(0.1 MOI) と混合し、MDCK細胞に 24時間添加した。細胞抽出液から total RNAを

抽出し、RT-qPCRにより Nqo1のmRNA発現量を測定した (n = 9) 。β-actinのmRNA

量で標準化し、DMSO を添加した非感染細胞を 1 とした相対値で示した (A) 。ネ

ガティブコントロールとして DMSOをポジティブコントロールとして bakuchiolを

使用した。データは独立した 3 回の実験の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、

**p < 0.01、***p < 0.001。 

 

0

0.5

1.0

DM
SO

ba
ku
ch
io
l

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ex

pr
es

si
on

 
(n

or
m

al
iz

ed
 to

 β
-A
ct
in

)

A B DC
cyclobakuchiols

1.5

2.0

2.5

Nqo1

DM
SO

ba
ku
ch
io
l A B DC
cyclobakuchiols

A/PR/8/34

***

A

*
**

***

***
***

***

**
**

***

*
**
*

－



 90 

 
（図 24-2）cyclobakuchiols A-C は A 型インフルエンザ感染細胞において Nrf2 の

活性化を誘導する 

Nrf2 レポーターアッセイを MDCK 細胞で行なった。MDCK 細胞に Nrf2 活性化

で駆動する Rluc 遺伝子を発現する pNQO1-ARE-Fluc と、単純ヘルペスウイルスの

TKプロモーターで駆動する Rlucを発現する pRL-TK-Rlucを導入した。遺伝子導入

後に cyclobakuchiols A-D (12.5 μM) 、bakuchiol (12.5 μM) 、DMSO (0.125%) で細胞

に添加した。Flucおよび Rlucの mRNA発現量を 24時間後に RT-qPCRで分析し、

β-actin の mRNA で標準化した。Fluc mRNA/Rluc mRNA の相対レベルを算出し、

DMSO を添加した場合を 1 として相対的に示した (B) 。ネガティブコントロール

として DMSOを、ポジティブコントロールとして bakuchiolを使用した。データは

独立した 3 回の実験の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 

0.001 vs DMSO群。 
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第九節 小括および考察 

 

第二章では、cyclobakuchiols A-Dが A型インフルエンザウイルスの感染および増

殖を抑制する（図 19, 20）ことでMDCK細胞の生存率を高めた（図 18）。さらに、A

型インフルエンザウイルス感染細胞におけるウイルスのmRNAおよびタンパク質の

発現を低下（図 21,22）させることを明らかにした。cyclobakuchiols A-Dは、A型イ

ンフルエンザウイルスにより誘導される宿主細胞の免疫応答遺伝子の発現を抑制し

た（図 23）。また、cyclobakuchiols A-Dは、A型インフルエンザウイルス感染細胞に

おいて、転写因子 Nrf2 の活性化に伴い（図 24-2）、下流因子である Nqo1 の mRNA

発現を増加させることを検出した（図 24-1）。 

図 18、19 に示すように cyclobakuchiols A-D が抗インフルエンザ活性を示したこ

と、さらに以前の研究において、フェノール性水酸基を持たない bakuchiolの類似化

合物を作製し、抗インフルエンザ活性を検討したところ、抗インフルエンザ活性は

見られなかったことから（未発表データ）、標的分子への結合には、フェノール性水

酸基の存在が重要であると考えられる。さらに、非天然物の(-)-(R)-bakuchiol におい

て、抗インフルエンザ活性が検出されないことから[23]、1位の絶対配置も必須であ

ると考えられる（図 15 式-A）。 

本研究によって得られた結果を表７にまとめた。NB 染色によるウイルス感染細

胞死の抑制効果、増殖抑制効果、NS1, PA, PB1, M2の mRNA 量の抑制、NS1のタン

パク質量の抑制、Ifn-bの mRNA 量抑制では bakuchiol と cyclobakuchiols A-D の間で

有意な差は無く、これらについての構造-活性相関の議論はできないことがわかる。

感染抑制効果、NP, PB2の mRNA 量の抑制、NPタンパク質量の抑制、Mx1の mRNA

量の抑制、Nqo1の mRNA 量の上昇については、cyclobakuchiol Aおよび Bと比較す

ると、cyclobakuchiol Cおよび Dで低い傾向が観察された。このことから、これらの

作用においては、cyclobakuchiols A-D の 2-ヒドロキシイソプロピル基よりもイソプ

ロペニル基を有している方がより活性を有していることが示唆された。これは、イ

ソプロペニル基と 2-ヒドロキシイソプロピル基の極性の違いが、活性の違いに影響

している可能性が考えられる。さらに、感染抑制効果、NP mRNA 量、タンパク質量



 92 

の抑制効果では、cyclobakuchiol Aは Bより活性が強い傾向が認められた（表 7）。こ

のことは 3R, 4R体が 3S, 4S体よりも活性が強いことを意味している（図 25）。Nrf2

の活性化について着目すると、cyclobakuchiol Cは Dよりも活性が強く（表 7）、ここ

でも 3R, 4R体が 3S, 4S体よりも活性が強い傾向が認められた（図 25）。このことか

ら、3位および 4位の官能基の立体配置は、抗インフルエンザ活性の強弱に重要な意

味を持っていると考えられる。以上のことから、cyclobakuchiols A-D間の抗インフル

エンザウイルス活性の違いには、イソプロピル基が脱水素化された状態のイソプロ

ペニル基であるのか、または酸素化された状態の 2-ヒドロキシイソプロピル基であ

るかの違いと、それら官能基とフェノール基の立体配置が影響していると考える（図

25）。 

cyclobakuchiols A-D は、インフルエンザウイルス H1N1 株の A/PR/8/34 および

A/CA/7/09ウイルスを阻害したが、A/WSN/33ウイルスに対しては阻害作用を示さな

かった（図 18, 19, 20）。これは、ウイルスサブタイプ間のタンパク質の違いや、それ

に対する宿主細胞の反応の違いを反映している可能性がある。H1N1株には、アミノ

酸配列に応じて様々なサブタイプが存在する。A/WSN/33株は、ヒトから分離された

WSN株を様々な宿主に適応させた後、マウスの脳内で培養をして確立されたもので

ある[93,94]。一般に、A/WSN/33ウイルスと A/PR/8/34ウイルスでは、HAと NAの

アミノ酸配列の違いが報告されている[95-97]。A/WSN/33 と A/PR/8/34 ウイルスの

NAでは、58-63番目のアミノ酸が 5個と 6個で数が異なることと、すべて違うアミ

ノ酸に置換されていることを除いてほとんど同じアミノ酸構成であることから、イ

ンフルエンザウイルスの特異性に関与している可能性がある[95]。しかし、以前の研

究で、bakuchiol は A/PR/8/34 または A/CA/7/09 ウイルス HA によるニワトリ赤血球

の血球凝集活性、組換え A/PR/8/34ウイルス HAタンパク質のトリプシン消化、およ

び A/PR/8/34 または A/CA/7/09 ウイルス NA の活性を阻害しないことが報告されて

いる[23]。したがって、cyclobakuchiols A-Dのウイルスサブタイプによる抗インフル

エンザ活性の差は、A/PR/8/34または A/CA/7/09と A/WSN/33ウイルスとの間で、ウ

イルス HA または NA タンパク質もしくは両者の活性に関与しないアミノ酸配列の
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違いに基づいて、宿主細胞の酸化ストレス応答などに影響を与える機序において、

効果に差が生じていると考えられた。 

cyclobakuchiols A-Dを添加したMDCK細胞に A/PR/8/34ウイルスを感染させ、RT-

qPCR解析と Nrf2 レポーターアッセイを行った結果、DMSOを添加した細胞と比較

して、cyclobakuchiols A-Dは Nqo1の mRNA レベルを上昇させ、cyclobakuchiols A-C

は Nrf2活性化を誘導した（図 24）。Nrf2は、通常 Keap1による捕捉されることでユ

ビキチン化を受け分解されている[98]。しかしながら、Keap1の分子中にあるシステ

イン残基のうち、Cys 151, Cys 273, Cys 288が修飾を受けると、Keap1の構造が変化

し Nrf2 が活性化される[99-101]。bakuchiol や cyclobakuchiol 類によって Keap1 が修

飾を受けているかについては明らかになっていないが、cyclobakuchiol類にあるフェ

ノール性水酸基が水素結合を介して Keap1 のシステイン残基に弱い結合をもたらす

可能性が考えられる。 

徳島文理大学薬学部生化学研究室の以前の報告では、bakuchiol と A/PR/8/34 を添

加したMDCK細胞における網羅的な遺伝子発現を次世代シークエンスにより検討し

ている（図 26）[23]。そのネットワーク解析の結果、bakuchiolは Nrf2 経路を活性化

することが明らかとなっている（図 26上段）[23]。一方で、Kesicは、Nrf2の活性化

が A型インフルエンザウイルスの侵入と複製を抑制することを示している[102]。こ

れらのことから考察すると、本研究で明らかとなった cyclobakuchiol 類による Nrf2

の活性化が部分的に抗インフルエンザ活性に貢献していると考えられる。 

bakuchiol は、転写因子 NF-κB の阻害剤として報告されている[103,104]。実際に、

我々の検討から、インフルエンザウイルス感染による Ifn-β の mRNA 量の上昇に対

し、bakuchiolとほぼ同等の抑制効果が cyclobakuchiols A-Dも有していることが明ら

かとなった。Ifn-β の mRNA の発現誘導において NF-κB が関与していることを考え

ると、cyclobakuchiols A-D にも NF-κB 阻害作用があり、そのことが抗インフルエン

ザ活性に関係することが推測された。今後、cyclobakuchiols A-Dによる Nrf2活性化

と NF-κB阻害作用が、抗インフルエンザ活性に寄与しているかについて検討する必

要がある。 
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現在、bakuchiolの抗インフルエンザウイルス活性は、宿主細胞タンパク質への結

合が必要であると仮定し、標的因子を解析中である。bakuchiol の活性を阻害しない

ビオチンリンカーを結合させた分子プローブを徳島文理大学薬学部の江角准教授か

ら提供いただき、磁気ビーズを用いてプルダウンアッセイし、bakuchiol と直接結合

するタンパク質 Xを単離、LC/MS解析により同定した。タンパク質 Xは、ミトコン

ドリア内膜に存在し、類縁体であるタンパク質 Y と複合体を形成している。今回の

博士論文には学術論文の関係で含めることはできないが、現在 bakuchiolによる抗イ

ンフルエンザ活性におけるタンパク質 Xの関与について、siRNAを用いて検討を進

めている。 
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bakuchiol 

cyclobakuchiols 

A B C D 

NB染色による 

感染細胞死の抑制効果 

+ + + + + 

感染抑制効果 +++ ++ ++ + + 

増殖抑制効果 + + + + + 

ウイルス 

mRNA量の 

抑制効果 

NP +++ +++ ++ + + 

NS1, 

PA, 

PB1 

+ + + + + 

PB2 +++ +++ ++ ++ + 

M2 + + + + + 

ウイルス 

タンパク質量の

抑制効果 

NP +++ +++ ++ + + 

NS1 + + + + + 

宿主 mRNA量の 

抑制効果 

Ifn-b + + + + + 

Mx1 +++ +++ ++ + + 

Nqo1 mRNA量

の増強効果 

Virus (-)  ++ + + + + 

Virus (+)  +++ ++ ++ + + 

Nrf2活性化 + ++（注１ + + - 

（表 7）bakuchiol および cyclobakuchiols A-D の抗インフルエンザ活性における効果

の比較 

各活性を半定性的に+の数で比較している。活性に差が無い場合は全ての項目で+、

差がある場合は+の数で表現している。 

注 1）cyclobakuchiol Aが bakuchiolより優れていることを示す。 
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（図 25）cyclobakuchiols A-D の構造と抗インフルエンザ活性の関係性 

cyclobakuchiol Aおよび Bにはイソプロピル基が脱水素化されたイソプロペニル基

（赤枠）が存在し、cyclobakuchiol Cおよび Dにはイソプロペニル基が水和された 2-

ヒドロキシイソプロピル基（青枠）が存在する。cyclobakuchiol Aと Bはイソプロペ

ニル基とフェノール基、cyclobakuchiol Cと Dは 2-ヒドロキシイソプロピル基とフェ

ノール基の立体配置が異なる。  

OH OH

OHOH
OHOH

(1R, 3R, 4R)-
cyclobakuchiol A

(1R, 3S, 4S)-
cyclobakuchiol B

(1R, 3R, 4R)-
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(1R, 3S, 4S)-
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脱水 水付加

ジアステレオマー

ジアステレオマー

脱水 水付加

活
性
低
下
%
傾
向

活性低下の傾向
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rank pathway score score(p) 

1 Transcriptional regulation by Nrf 18.734 2.29E-06 

2 estrogen signaling pathway 16.631 9.85E-06 

3 Transcriptional regulation by vitamin D receptor (VDR) 9.714 1.19E-03 

4 Transcriptional regulation by AP-1 9.642 1.25E-03 

5 Transcriptional regulation by p53 7.877 4.25E-03 

6 Transcriptional regulation by RB/E2F 7.719 4.75E-03 

 

 
 

（図 26）次世代シークエンスによる bakuchiol の包括的遺伝子発現の変化 

徳島文理大学薬学部生化学研究室は、以前に bakuchiol と A/PR/8/34 を添加した

MDCK細胞内における mRNAすべてを解析し、生体細胞内における遺伝子の発現状

況を網羅的に把握するトランスクリプトームの次世代シークエンス解析を行った

(上段、表)[23]。また、bakuchiolによって細胞内で活性化される分子経路を特定する

ため、次世代シークエンス解析結果を用いて分子ネットワーク解析を行った(下段、

図)[23]。その結果、Nrf 経路を特に活性化しているのが分かる。 

  

upstream

downstream

disease-mediator molcule
drug-target molcule

biomarker molcule
disease-state molcule
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総 括 

 
第一章では、Y30 の抗インフルエンザウイルス活性の有無とその作用機序の検討

を行った。その結果、Y30は A型インフルエンザの感染および増殖を抑制するが、

その効果はウイルスのサブタイプによって効果が異なることが示された。このこと

から、A 型インフルエンザ H1N1 ウイルス感染における作用機序として、ウイルス

生活環の中の HA、NA、RdRp活性に何らかの影響を与えているのではないかと考え

られた。そこで、インフルエンザウイルスの感染に関与する HA 活性に対する Y30

の影響を見たところ、Y30は HA活性を阻害しなかった。増殖抑制効果として NAお

よび RdRp活性に対する Y30の影響を検討したところ、RdRp活性を抑制せず、NA

活性では一部の濃度と時間において抑制効果を示した。しかし、これらの結果は、抗

インフルエンザ活性において主作用とは考えられなかった。以上より、Y30 は HA、

NA、RdRp 活性のいずれも抑制しないことが示された。感染は抑制するが HA 活性

に関与しないというこれまでの結果を受けて、Y30 が宿主細胞に感染する前に直接

ウイルス粒子に影響を与えているのではないかと考えた。そこで、Y30 をウイルス

粒子に直接添加したところ、Y30 はウイルス表面膜に作用することで、A 型インフ

ルエンザウイルス粒子をわずかに膨張させ、ウイルス粒子を変形させる作用を持つ

ことが示された。次に、Y30 の抗インフルエンザ活性を有する化合物を明らかにす

るために、Y30 に EtOAc を加えて水層と EtOAc 層に分離することで Y30 の水画分

と EtOAc画分を調製し、ウイルス感染細胞死を抑制するかを評価した。その結果、

Y30の水画分は、EtOAc画分と比較して、A/PR/8/34ウイルス感染細胞の細胞死を抑

制することが示された。このことから、Y30 の水画分には、EtOAc 画分よりも強力

な抗インフルエンザ活性を有する化合物が存在することが示唆された。以上の結果

から、Y30 には水溶性を主とする配糖体やペプチドなどのウイルス表面膜を破壊す

る化合物が含まれていると推察される。最近、抗新型コロナウイルス化合物として、

10 nM レベルで作用する配糖体の化合物が報告されている。それと同様のものが、

Y30 にも含まれている可能性がある。Y30 は抽出液であるため、様々な化合物が混

合された状態である。現在、Y30の詳細な成分は明らかになっておらず、化合物や分
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子量等も不明であるため、今後質量分析などによる分析を進めていく予定である。

以上の結果から、Y30は A型インフルエンザ H1N1ウイルス粒子への直接作用とわ

ずかな NA 活性抑制作用など、複数の作用機序によって抗インフルエンザ活性を示

す非常にユニークなものと考える。これらを総合して、Y30の水画分は、抗インフル

エンザ薬として、また抗インフルエンザ薬開発のための化合物の新しいリード化合

物の可能性を秘めている。 

第二章では、cyclobakuchiols A-D の抗インフルエンザウイルス活性の有無とその

作用機序および構造-活性相関について検討した。まず、cyclobakuchiols A-Dと A型

インフルエンザウイルスをあらかじめ混合してからMDCK細胞に添加する共処理実

験と、A 型インフルエンザウイルスを感染させてから cyclobakuchiols A-D を添加す

る前処理実験を行い、それぞれウイルスの感染と増殖を阻害するかについて評価し

た。その結果、cyclobakuchiols A-D は A 型インフルエンザの感染および増殖を抑制

するが、その効果はウイルスサブタイプによって効果が異なることが示された。合

わせて、cyclobakuchiols A-Dは、A型インフルエンザウイルスの mRNAおよびウイ

ルスタンパク質の発現量を抑制することから、インフルエンザウイルスの感染およ

び増殖を抑制していることが示された。さらに、ウイルス感染によって宿主細胞内

で上昇する Ifn-βおよび Mx1の mRNA発現量も抑制することが明らかとなった。作

用機序を明らかにするために、Nqo1 の mRNA 発現量と、Nrf2 活性化の誘導につい

て検討した。その結果、Nqo1の mRNA発現量は cyclobakuchiols A-Dにおいて有意に

誘導されていたが、Nrf2 活性化では cyclobakuchiols A-C でのみ有意に誘導されてい

た。このことから、cyclobakuchiols A-Dの抗インフルエンザ活性には、Nrf2の活性化

誘導が関与しているが、そのほかの作用も関係している可能性が示唆された。全体

の結果を通して、cyclobakuchiols A-D間の抗インフルエンザ活性の効果に差が見られ

たことから、構造-活性相関を検討した。cyclobakuchiols A-Dは bakuchiolが環化した

フェノール性イソプレノイドである。cyclobakuchiol Aおよび Bにはイソプロペニル

基が存在し、cyclobakuchiol C および D には 2-ヒドロキシイソプロピル基が存在す

る。主に、cyclobakuchiol Aと比較して cyclobakuchiol Cおよび Dの抗インフルエン

ザ活性が劣っていたことから、cyclobakuchiols A-D ではイソプロペニル基と 2-ヒド
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ロキシイソプロピル基の極性の違いが影響している可能性が考えられた。現在、

bakuchiol による宿主細胞内の標的タンパク質の検討を行なっており、未発表データ

としてミトコンドリア内膜に存在するタンパク質 X と結合することで、抗インフル

エンザ活性を示すのではないかと考察している（図 27）。しかしながら、cyclobakuchiol

類での Nrf2 経路活性化が間接的なものか、bakuchiol 同様宿主細胞側のタンパク質へ

の作用が必要なのかは、今後の検討課題である（図 27）。 

本研究では、パンデミックを引き起こす変異株や薬剤耐性株に対する、抗インフ

ルエンザ薬のリード化合物の探索を目的とした。その結果、Y30や cyclobakuchiols A-

Dによる直接的殺ウイルス作用や Nrf2 経路活性化といった、これまでにない新しい

作用機序を介した抗インフルエンザ活性を示すことができた。 

本博士論文は、コメ発酵エキス Y30および cyclobakuchiols A-Dという非常にユニ

ークな性質を持つ抗インフルエンザ化合物について発見、研究し、インフルエンザ

治療薬の開発に利用可能な化合物の構造に関する重要な知見を示し、新規インフル

エンザ治療薬の開発研究に貢献するものと考える。 
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（図 27）本研究で示した Y30 および cyclobakuchiols A-D の作用機序の概略図 

Y30 はウイルス表面膜に作用し、直接的にウイルス粒子を破壊することで、抗イ

ンフルエンザウイルス活性を示す。bakuchiol は、ミトコンドリア膜電位の低下を引

き起こすことから[81]、ミトコンドリアのタンパク質 X に何らかの形で作用するこ

とにより、Nrf2 経路の活性化とそれによる Nqo1の発現を上昇させ、抗インフルエン

ザ活性を示すと考えられる。したがって、cyclobakuchiol類は、bakuchiolの類縁体で

あることから、bakuchiolと同様な作用を示すか、または直接 Nrf2を活性化し、Nrf2

の核への移行を促進させることで抗インフルエンザウイルス活性を示すのではない

かと考える。 
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結 論 

 
天然物由来発酵エキスであるコメ発酵エキス Y30は、抗インフルエンザ活性を有

し、その効果はウイルス表面膜に作用し、ウイルス粒子を膨張させることによる殺

ウイルス作用によって示される可能性を初めて明らかにした。 

また、植物由来化合物の cyclobakuchiols A-Dにも抗インフルエンザ活性があり、

その効果は Nrf2 活性化誘導によるものと予測されたが、Nrf2 活性化誘導は

cyclobakuchiols A-D間で差があることから、他の因子も関与している可能性が示唆さ

れた。cyclobakuchiol類が抗インフルエンザ活性を示すには、共通構造としてフェノ

ール基と 1位の絶対配置が必要であることが示唆された。さらに、cyclobakuchiols A-

Dの効果の差は、イソプロペニル基と2-ヒドロキシイソプロピル基の極性の違いと、

それら 4 位の官能基および 3 位のフェノール基との立体配置が活性の強さに影響し

ていることが考えられた。 

本研究は、コメ発酵エキスの嗜好品としてだけではない、健康食品や薬としての

新たな価値を創出し、植物由来化合物が耐性のない新規抗インフルエンザ薬開発の

有力な候補となる可能性と、その化合物の構造決定に重要な知見を示すものである。 
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