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概要

地球温暖化や輸送手段の広域 ・高速化 によ り、人畜 に有害な病原体 が広汎かつ迅速に伝播 してい る

ことは大きな社会 問題の一つ となってい る。本研 究では、再生産可能な木質 ・森林バイオマスの変換

によ り人の健康や生活 に寄与す る有用 な物質を生産す る とい う新 しい研究領域 を開拓す ることを 目的

とし、木竹酢液 の抗 ウイルス活性 について検討 を進 めてい る。木竹 酢液 は、木竹炭 を製造す る際に副

次的に得 られ 、セル ロース、ヘ ミセル ロースお よび リグニンの熱分解生成物 な どを含 有す る。木竹酢

液 は殺菌をは じめ とす る様 々な生理活性 を有す ることが報告 されてお り、 ウイルスな どの病原体の駆

除 にも有用なバイオマスであ る可能性が考 えられ るが、木竹酢液の抗 ウイル ス活性については十分 な

科学的根拠 が示 されてい るとは言 い難い。本研 究では、近年、 日本や韓 国をは じめとして各 国で猛威

をふ るっている 口蹄疫 ウイル スな どに対す る消毒薬 を木竹酢液か ら生産す るこ とを視野に入れ て、木

竹酢液の抗 ウイルス活性試 験を行 い、木竹酢液の消毒薬へ の応用の可能性 と木竹酢液に含有 され る抗

ウイルス活性物質 の探索 を行 った。平成23年 度 は、口蹄疫 ウイルス と同 じピコルナ ウイル ス科 に属す

る脳 心筋炎 ウイルスEMCVを 用いて、竹酢液 の抗 ウイルス活性成分な どを解析 した。即 ち、竹酢液の ウ

イルス不活化活性 を示す部分精製物 の主要構 成成 分をすべて明 らかに して、化学合成品を用い てウイ

ルス不活化活性 フラクシ ョンを再現 した。 さらに、再構築 した成分再現液 か ら一成分を除 く方法 によ

り、 ウイル ス不活化活性 に影響 を与 える化合物を解析 し、 ウイルス不活化 にフェノール が大 き く関与

してい ることを明 らか に した。 また、フェノール 単独 の ウイルス不活化活性 が、部分精製物 の活性 よ

り低い ことか ら、フェノール と相乗 的にウイルス不活化活性 を高め る物質 の存在 を明 らかに し、酢酸

が フェノール の ウイルス不活化活性 を増強す ることを示 した1)。
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1.研 究 の 背 景 と 目 的

近年、光合成 によるバイオマス資源が再生可能 な持続資源 と して有望視 されてお り、その90%以 上

を占め る木質 ・森林バイオマスか ら得 られ るバイオエネル ギーや化成 品が脚光 を浴びている。注 目す

べ きは、木質バイオマス を資源 として利用す る過程 において産出 され る副次的 な天然物 もまた有用で

あることである。そのひ とつ として、様々な生理活性 を有す る木竹酢液 が挙 げ られ る。木竹酢液の基

となる粗木竹酢液 は、広葉樹や針葉樹、 タケ類 な どの木竹材 を炭化 炉や乾溜炉 によ り炭化す る際に生

じる排煙 を冷却 ・凝縮 させ ることで得 られ る液体で ある。粗木竹酢液 を90日 以上静置す ると三層 に分

離 し、その上層 の軽質油な らびに下層 の沈降 タール を除いた 中間層 が木竹酢液 と呼ばれ るpHl.5～3.7

の液体であ る。 これ には、木竹材 を構成す る主要三成分 であるセル ロース、ヘ ミセル ロースお よび リ

グニ ンの熱分解生成物が溶 け込 んでお り、 これには酢酸 を主 とす る有機酸類、アル コール類 、エーテ

ル類、アルデ ヒ ド類、ケ トン類 、フェノール類 、ア ミン類、スル フォ ン類 な らび にその他 の中性成分

等、200種 類以上が含 まれ る2)。 木酢液の効能にっ いては古 くか ら研究 されてお り、農業 な ど多方面

で利 用 されてきた。木酢液 は、イネ いもち病や トマ ト灰色カ ビ病 をは じめ とした様々な農作物病害生

物の防除に有効 である。また、木酢液 は トマ トモザイ ク ウイルス を完全 に不活性化す ることも見 出さ

れてお り、 ウイルス に対 して も効果 がある点で、木酢液 と農薬は決 定的に異 なる3)。 このよ うに、木

竹酢液の確 かな効能 は認め られ てきたものの、品質の不安定性、燃料革命 による炭需要の減少 、農薬

や化学肥料 の出現 によ り木竹酢液 はあま り注 目され なかった。 しか しなが ら、環境に配慮 した生産活

動が求め られ る現在、バイオマス資源 よ り生産 される木竹酢液の有効性 は再認識 され るべきであろ う。

我々は、木竹酢液の有す る抗 ウイル ス効果 に着 目し、それが 口蹄疫 な どの ウイルス感染症予 防に活用

で きるのではないか と考 えた。

2010年 春、家畜伝染病 である 口蹄疫 が 日本 では10年 ぶ りに宮崎県で発生 し、29万 頭 の牛や豚が殺

処分 された ことは記憶 に新 しい。 口蹄疫は、 ピコルナ ウイルス科の 口蹄疫 ウイルス(foot-and-mouth

diseasevirus:FMDV)に よる牛、豚 、羊 な どの偶蹄 目の感染症であ る。FMDV感 染に よる致死率 こそ

低い ものの、その高い伝播性や罹患 した動物の生産性減少のた め、患畜は全 て速やかに殺処分 され る。

したがって、FMDV感 染においては予防対策 が極 めて重要であ る。現在 、FMDV感 染予防法 としては地面

への消石灰散布 が基本的に推奨 され てい る。木竹酢液 は、農業において植物 の生育 を促進 させ るた め

に使 用す ることか らも環境 への悪影響 は少ない と考え られ、 さらに、その人畜等 に対す る安全性 もラ

ッ トへの経 口投与実験(急 性毒性試験 および90日 反復毒性試験)な どによ り評価 され てい る。基本的

にFMDVはpH7以 下 において不安 定であるため、酸性 の木竹酢液処理 によ りウイルスは感染力 を喪失

す るであろ う。したがって、木竹酢液はFMDV消 毒薬 の候補 とな りうるこ とに疑いの余地 はないが、木

竹酢液の酸以外 の複合的な成分 が直接 ウイルスに作用 、または細胞 に作用す ることで抗 ウイル ス効果

を発揮す る可能性 も十分に考え られ る。 しか しなが ら、上述 した よ うに、FMDVはpH高 感受性 である

た め、酸以外 の抗 ウイルス化合物探索 には適 さない。実際 には、生 ウイル スの使用 自体が 日本 では動

物衛生研 究所 を除いて禁 じられ ている。一方 、脳心筋炎 ウイル ス(encephalomyocarditisvirus:EMCV)

はFMDVと 同 じピコルナ ウイル ス科 であ りなが らpH3～9に て安定 であ り、マ ウス細胞や ヒ ト細胞だ け

で なく、マ ウス個体 を用いた感 染実験 にも使用で きる。すなわち、EMCVを 用い ることで、木竹酢液の

酸以外の抗 ウイルス効果が分子 レベルで解析 可能 となる。本研 究ではEMCVをFMDVの モデル ウイルス

として使 用 し、木竹酢液の もつ潜在 的な抗 ウイル ス作用 を検討 し、その活性物質 を同定す る ことを 目

的 とす る。

2.研 究 の 結 果 お よ び 考 察

木竹酢液は材料 、産地お よび製造法 の違 いによ りその組成 が異 なる。木酢液 を用いたEMCV不 活化

実験では、木竹酢液 と混合 して一時間反応 させたEMCVの 感染性 が低下す るか否 かを検討 した。その結

果 、 ウバ メガ シ(A)、 ミズナ ラ(B)、 モ ウソウチ ク(C)、 アカマツ(D)由 来の木竹酢液(図1a)が
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図1:木 竹 酢液のウイル ス不活化活性 と分画。

a)木 竹酢液原液(A:ウ バ メガシ、B:ミ ズナラ、C:モ ウソウチ ク、D:カ ラマ ツ)な らびに炭酸水素ナ トリウムに より中和 した中性木酢液 のウイ

ル ス不活化活性。EMCVを それぞれの木竹酢液 と混合 し、室温で1時 間反応後 、L929細 胞に感 染 させ た。感染後6時 間で細胞 か らRNAを 回

収 、逆転写後 、EMCV特 異的プライマーならび にSYBRGreenを 用いた定量RT-PCRに より細胞中の相対的 ウイル スRNA量 を算 出した。(b)

竹酢液(bamboopyroligneousacid:BPA)の 分画 スキー ム。蒸留 した竹酢液(distilledBPA:dBPA)を 酢酸エチルな らびにシ リカゲルカ ラムクロ

マ トグラフィー にて分画 した。シ リカゲル カラムクロマ トグラフィーはヘキサン:酢酸エチル7:3、1:1、3:7お よび100%メ タノールで順次溶出

した。(c)竹 酢液画分 のウイル ス不活化活性。竹酢液の画分 価action:FL)4～8を 用いて、上記 と同様 のウイルス不活化実験を行った。*は ス

テユーデ ン ト'検 定によってP<α05で あ ることを示す。

EMCVの 感 染 性 を1/10以 下 に 低 下 さ せ る ウ イ ル ス 不 活 化 活 性 を 有 す る の に 対 し 、 ア カ マ ツ 由 来 の 木 酢

液(図1aD)に は そ の 活 性 が 認 め ら れ な か っ た(図1a)。

そ こ で 、 細 胞 毒 性 が 最 も 低 か っ た 表1・F・5な らびの再構築 したF・5の 構成 因子 とその濃度.

モ ウ ソ ウ チ ク 由 来 の 竹 酢 液(デ ーNα 化合物 一F「5再 鞭 したF「5
__相 対豆(%}濃 度(mglmL)a相 対量(%}濃 度(mglmL)a

タ 示 さ ず)を 図1bに 示 す 通 り に 分1フ ルフラ_ルt610.5ao15.1

画 し、それぞれ の分画の ウイル ス1髭 貌3劣 ペ゚ンテン1オン1:ll:1;:ll:1

不 活 化活 性 を上 記 と同様 の 方法 に4邪 チルフルフラール0・6441・155
5フ エノーノレ35.5155.025.098.0

て 検 討 した。 そ の結 果 、蒸 留竹 酢6。 〃レゾール4323.54333D

液 を酢酸エチル(EtOAc)に て親水 唱 窮導 肇莞は砂 レゾール2;:1111:lll:1男:1

性(Fr.1)と 疎 水 性(Fr.2)に 分10に チルフゴ ール8947・515652B
114一 メチルグアイアコール6.13215.335.2

離 し 、Fr.2を さ ら に0.83M炭 酸12牛 エチルグァィァコール2816.532187

水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 な ら び に 計10α0轄10α04043

EtOAcに て 抽 出 し た 疎 水 性 画 分a内 部標準法にて定量
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(Fr.4)はEMCVの 感 染 性 を1/20

程 度 ま で抑 制 した(図1c)。 ま た 、

シ リカ ゲル カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ

ィー に てFr.4を さ らに4つ の画 分

(Fr.5～8)に 分 画 した とこ ろ、も

っ と も疎 水性 の高 いFr.5の み に

Fr.4と 同 等 の ウイ ル ス 不 活 化 活

性が認 め られ た(図1・)・ そ こで・ 讐;乙i-。

このFr.5に 含 まれ る化 合 物 の 同 ㌍161;;11

定 をGC-MS分 析 にて 試 み た。 そ の;2論1,、112醐 築したR5

結 果 、12種 類 の化 合 物 がFr.5の

主 成 分 と して 同定 され た(表1)。

こ れ ら の化 合 物 を 、 そ れ ぞ れ が

Fr.5内 の 濃 度 に な る よ うに再 構

築 した(表1、 図2再 構 築 したFr.7,1・11

L{k、 」JU隠u」L_一 一 一この 再構 築 したF
r.5は 、Fr.5…'一'雪 一

　ぬ

と同様 にEMCVの 感 染 性 を1/20図2:F・5お よび再構築したF・5のGc-Ms分 析により得られたTlcク ・マトグラム。

程 度 に 低 下 させ た こ と か ら 、

Fr.5の 性 状 を 忠 実 に反 映 して(a)

い る もの と考 え られ る(図3al、

All)。 そ こ で こ の 再 構 築 した 埋1。

F・.5か ら、12種 類 の化 合 物 を そ 藝・8

れそれ一っずっ差 し引いたサ ン 勲6

プル(図3a#1～12)そ れぞれ 讐゜4
を

の 活 性 を検 討 した結 果 、 フ ェ ノ 国゜2

ス 不 活化 活 性 が完 全 に喪 失 したAllか ら_っずっそれぞれの化合物を弓1いたサンプル

(図3a)。 さ らに、 フ ェ ノール

以 外 の化 合 物 を 除い て も ウイル(b)

ス 不 活化 活 性 に大 き な変化 は 見 ・

られ な か っ た(図3a)。 こ の こlE+°1

とか らフェ ノール がFr.5中 で 埋lE+°°
夜1E.01

唯一 ウイル ス不活化瀧 を有す 翼1}。,

る化合物であるこ とが示唆 され 瓢}。3

た 。そ こで 、Fr.5中 に 存 在 す る 乙1脳
を

濃 度 の フ ェ ノ ー ル(EMCVと の 混 ㍉ 騰

い てEMCV不 活 化 実 験 を 行 っ た 酢酸 フエノール フエノールフエノー'レフエノールフエノールフエノールフエノー1レ

とこ ろ、F。.5と 同 様 にEMCVの 図,、 ウィ,レス不活化因子フエ,一,レの同定と冨 絹鷹 欝 加

感 染 性 を1/20程 度 に 低 下 さ せ(。)再 構築 したF。5の ウィノレス不活イヒ活性。 再構築 したF。5(All)、 な らびにAllよ り

た こ と か ら 、 フ ェ ノ ー ル がFr.512種 類の化合物 をそれ ぞれ一っずつ差 し引いたサンプル(#1～12)を 用し・て前述 と同様

の ウ イ ル ス 不 活 化 活 性 に 必 要 ・ にEMCV不 活化実験を行った。(b)フ ェノ_ノレと酢酸の相乗効果。1.4%酢 酸 を含有する

十 分 で あ る こ と が 明 ら か と な っ フェノ_ル の2倍 希釈系列を用いて前述 と同様 にEMCV不 活化 実験 を行 った。*はステユ

た(図3b)。_デ ン ト鹸 定にょってp<o .05で あ ることを示す。
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また、竹 酢液 は、その主成 分である酢酸 によ り酸性 の性質 を有す るため、酢酸が水溶性 フェノールの

ウイルス不活化活性 に影響 を与える可能性があ る。 そこで、まず酢酸のみ の影響 を検討 した ところ、

1.9%以 下の酢酸 はEMCVの 感染性 を変化 させなかった(デ ー タ示 さず)。 そこで酢酸 とフェノールの組

み合わせ が ウイルス不活化活性 に与 える影響を検討 した ところ、1%フェノール のみではEMCVの 感染性

を1/50程 度 まで低下 させ るのに対 し、1.4%酢 酸 との組み合わせに よってEMCVの 感 染性 は検 出限界以

下 になった(図3b)。 また、0.5%フ ェノール はEMCVの 感染性 になん ら影響 を与えなかったが、1.4%酢

酸 との組 み合 わせ によってEMCVの 感染性 を10万 分 の1以 下 に減少 させ た(図3b)。 これ らの結果 は、

酢酸が水溶性 フェノールの ウイル ス不活化活性 を大き く増強す ることを示 してい る。

では、酢酸 とフェノール は どのよ うに相乗 効果 を発揮 してい るのだろ うか?高 濃度のフェノール は

蛋 白質の変性 による沈殿 を引き起 こす こ とで ウイル スを不活化す るが、低濃度の フェノール は ウイル

ス性酵素の活性 阻害 あるいはそれ らをウイルス粒子 か らの漏 出させ ることでワクシニア ウイル スや単

純ヘルペ ス1型 を不活化す ることが報告 され てい る4)5)。 しか しなが ら、EMCVを は じめ としたピコル

ナ ウイル スは ウイルス粒子(キ ャプシ ド)内 には酵素 を含有 してお らず 、まず細胞内でその ウイルス

ゲ ノムRNAか ら蛋 白質が翻 訳 され なければな らない。っ ま り、 ピコルナ ウイルスのゲ ノムRNAが 宿主

細胞の細胞質 に入 りさえすれば、複製が開始 され得 る。 ピコルナ ウイル ス科 のウイルスの中で、メン

ゴウイル スやFMDVは 低pHに よってキャプ シ ドの構造 が変化す ることが報告 されている6)7)。EMCVは

低pH条 件 では細胞 に侵入す る ことがで きないが、pHが 中性付近 に戻 ると感染性 が回復す る8)。 これ

らの報告 と合 わせて考慮す ると、酢酸 による低pHに よってEMCVの キャプシ ドの構造が変化 、そ して

フェノール の変性作用 に対 し脆 弱 とな り、ウイル スゲノムRNAの ウイル ス粒子か らの漏 出が誘 引され、

結果 として ウイルスの感 染性 が失 われてい るのか もしれ ない。

上述 した ように、ウバ メガシ、ミズナ ラ、 表2・木竹酢液に含まれるフェノールおよび酢酸の含有曇

罎 認 瀦;懸 辮 鰹 試料名 樹種 フエ禰 有量 酢鮮 量
喪 失 す る 。 す な わ ち 、 ウ バ メ ガ シ 、 ミ ズ ナAウ バ メ ガ シ0'3611'9

ラ と ア カ マ ツ 由 来 の 木 酢 液 の ウ イ ル ス 不 活Bミ ズ ナ ラ0・072・5

化 活 性 は 、 竹 酢 液 の 場 合 と 同 様 に フ ェ ノ ーCモ ゥ ソ ゥチ1.203.5

ル と 酢 酸 の 相 乗 効 果 に 起 因 す る 可 能 性 が 考Dア ヵ マ ッ0 .051.4

え ら れ た(表2)。

3.今 後 の 展 開

今 後 は 、 ウ イ ル ス 不 活 化 物 質 の 探 索 を 様 々 な 木 竹 酢 液 に つ い て 行 う。 ま た 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス(オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 科)な ど 、 他 の ウ イ ル ス に 対 す る 木 竹 酢 液 の ウ イ ル ス 不 活 化 活 性 試 験 を 行

い 、 有 効 成 分 の 同 定 を 進 め る 。
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