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要約 
 

過去二十年の間に、重症急性呼吸器症候群ウイルス (SARS-CoV)、中東呼吸

器症候群ウイルス (MERS-CoV)、重症急性呼吸器症候群ウイルス2 (SARS-

CoV-2)の3種類のベータコロナウイルス属に属するウイルスがヒトの間でアウ

トブレイク/パンデミックを引き起こしてきた (1, 2)(https://covid19.who.int)。

コロナウイルスの粒子を構成するタンパク質の内、スパイク (S) タンパク質は

細胞侵入において重要な役割を担っており、受容体結合能と膜融合能を有する。 

 三種類の高病原性ヒトコロナウイルスの内、SARS-CoV-2に対しては承認

された治療薬およびワクチンは存在するものの、SARS-CoVおよびMERS-

CoVに対する承認された治療薬等は存在しない。そこで本研究では、これら

三種類の高病原性ヒトコロナウイルス全てに対して広域な感染阻害活性を示

す化合物の同定を目指した。 

初期スクリーニングの結果、MERS-CoVの細胞侵入を阻害する候補化合物を

50種類同定した。また、MERS-CoVのSタンパク質を発現させた細胞を用いて

膜融合阻害実験を行った結果、13/50の化合物は膜融合を阻害した。さらに、

同化合物を用いてSARS-CoVとSARS-CoV-2に対する膜融合阻害も検証したと

ころ、3/50の化合物はSARS-CoVおよびSARS-CoV-2に対しても感染阻害能を

示した。そこで、これら3種類の化合物の構造情報を基に、類似構造を持つ309

の化合物を選抜し、三種類の高病原性ヒトコロナウイルスに対する感染阻害実

験を行った。その結果、ThapsigarginとX-206が三種のコロナウイルス全てに

対して感染阻害能を示した。さらに、ThapsigarginとX-206はSARS-CoV-2の代

表的な変異株であるDelta, BA.5, XBB.1のいずれに対しても感染阻害能を示した

。 

ThapsigarginとX-206の内、阻害活性が強かったX-206の作用機序を理解する

ため、COVID-19治療薬であるレムデシビル (RNA依存性RNAポリメラーゼ阻

害薬) およびニルマトレルビル (3CLプロテアーゼ阻害薬) の耐性株に対する感

染阻害能を評価した。その結果、X-206は耐性ウイルスに対しても抗ウイルス

活性を保つことが分かった。更に、低濃度では複製関連のウイルスRNAとタン

パク質の量が大幅に低下することで複製が阻害され、高濃度ではウイルスの細

胞侵入も阻害することが明らかとなった。従って、X-206は既存の承認薬とは

異なる作用機序であることが示唆された。 
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最後に、既存の承認薬であるレムデシビルまたはニルマトレルビルとX-206

の併用可能性の検証のため薬剤のコンビネーション試験を実施した。その結果、

X-206とレムデシビル、及び、X-206とニルマトレルビルの両組み合わせで相加

的な効果が確認できた。従って、in vitro実験結果からはX-206と既存承認薬と

の併用可能性が期待された。 

以上、本研究では、SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2（変異株や薬剤

耐性株含む）に対して強力かつ広域な阻害活性を示すX-206を同定した。また、

その作用機序として、濃度帯によって2つの感染阻害作用があることが明らかと

なった。 
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第一章：コロナウイルス総論 
 

コロナウイルス科に属するウイルスは、レトウイルス亜科 (Letovirinae)、ピ

トウイルス亜科 (Pitovirinae)、オルソコロナウイルス亜科 (orthocoronavirinae) 

の三つの亜科に分類される(https://ictv.global/report/chapter/coronaviridae) 。

この内、オルソコロナウイルス亜科は、アルファコロナウイルス属, ベータコ

ロナウイルス属, ガンマコロナウイルス属, デルタコロナウイルス属の四つの属

で構成される。ヒトに対して病原性を示すことが確認されているウイルスはオ

ルソコロナウイルス亜科のアルファコロナウイルス属, ベータコロナウイルス

属に属している。風邪の原因ウイルスの一部として知られている 4 種類のヒト

コロナウイルスであるヒトコロナウイルス 229E（HCoV-229E）及び HCoV-

OC43、HCoV-NL63、HCoV-HKU1 の内、アルファコロナウイルス属にはヒ

トコロナウイルス 229E（HCoV-229E）と HCoV-NL63 が属している。ベータ

コロナウイルス属には、HCoV-HKU1 と HCoV-OC43 が属している。ベータコ

ロナウイルス属には、ヒト間でのアウトブレイク/パンデミックを引き起こし

た三種類の高病原性ベータコロナウイルス (SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-

CoV-2)も属しており、本研究ではこれら 3 種類のウイルスに焦点を当てている。

SARS-CoV はアウトブレイクの終息後、新たな感染報告はない。一方で、

MERS-CoV と SARS-CoV-2 は最初の患者報告から現在まで新規感染の報告が

続いている。 

 2003―2004 年の間に流行した SARS-CoV は、重症急性呼吸器症候群（SARS）

の病因ウイルスである。2003 年にアジアで最初の感染報告が確認されて以来、

北米、南米、ヨーロッパ、アジアの 20 か国以上に広がった。感染者は 8098 人

で死者は 774 人だった (https://www.emro.who.int/health-topics/severe-acute-

respiratory-syndrome/)。その後、2012 年には、中東呼吸器症候群(MERS)の病

因ウイルスである MERS-CoV が報告された。MERS-CoV は現在まで中東地域

を 中 心 に発 生 しており 、2015 年 に は 韓国 で 大 規模 な 感 染拡大 が 生 じ た

(http://www.who.int/mediacentre/news/mers/briefing-notes/2-june-2015-

republic-of-korea/en/)。2024 年までに、2613 件の感染報告がされており、死

者は 943 人で、致死率は約 36  である(https://www.emro.who.int/health-

topics/mers-cov/mers-outbreaks.html)。保有宿主はヒトコブラクダで、ラクダ

との接触による感染リスクがあると考えられている(3)。そして、2019 年 12 月

https://ictv.global/report/chapter/coronaviridae
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には、Coronavirus-disease 19 (COVID-19) の病因ウイルスである SARS-CoV-2

が発生した。SARS-CoV-2 もコウモリコロナウイルスに由来する人獣共通感染

症であると考えられる。2024 年 11 月時点で約 7 億 7690 万件の感染が報告され

ており、死者は約 708 万人である。 

 コロナウイルス科のウイルス性状としては、エンベロープを持つ直径 50～

200 nm の楕円形のウイルスであること、ゲノムの大きさは 27～32 kb であるこ

と等が挙げられる。形態が王冠“crown”に似ていることからギリシャ語で王冠

を意味する “corona” という名前が付けられた(4)。 

SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 を含めたコロナウイルスはプラス鎖

一本鎖 RNA ゲノムを保有している。粒子構造は Spike (S) タンパク質、

envelope (E) タンパク質、membrane (M) タンパク質、nucleocapsid (N) タン

パク質の 4 つの構造タンパク質から構成されている。ゲノム上には、これら 4

種類の構造タンパク質の他に Open Rading Frame (ORF) がコードされている

(5)。ORF は複製酵素複合体またはアクセサリータンパク質として機能する。 

コロナウイルスの増殖サイクルは次の通りである。初めに、S タンパク質を

介して宿主の受容体と結合後、ウイルスのエンベロープと宿主の細胞膜間で膜

融合が生じる。これによりゲノム RNA が細胞内に放出される。脱殻後すぐに、

二つの大きな ORF である、ORF1a と ORF1b の翻訳により二つのポリタンパ

ク質 pp1a と pp1ab が生成される。このポリタンパク質は pp1a および pp1ab に

存在するメインプロテアーゼ (Main protease: Mpro) または、パパイン様プロテ

アーゼ (PLpro) によって切断される。上記の切断処理により、複数の非構造タ

ンパク質 (nsp) が放出される。nsp は、Double membrane vesicles (DMVs) や

convoluted membrane (CM) 、そして small open double-mebrane spherules 

(DMSs) で構成されるウイルス複製器官の作製に関わることも知られている(6–

8)。コロナウイルスの RNA 合成は、nsp12 である RNA 依存性 RNA ポリメラ

ーゼ (RNA-dependent RNA polymerase: RdRp) と、その補因子 nsp7 と nsp8 に

よって行われる(9)。RdRp はゲノム複製の役割を担っており、細胞質に放出さ

れたプラス鎖 RNA ゲノムを鋳型にマイナス鎖 RNA ゲノムを合成する。更に、

合成されたマイナス鎖 RNA ゲノムを鋳型にプラス鎖 RNA ゲノムと異なる長さ

のウイルス mRNA が合成される。翻訳されたウイルスタンパク質とゲノムは小

胞体に集合する。出芽後、ゴルジ装置を経てエキソサイトーシスにより細胞外

に放出される(図 1)。 
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 ベータコロナウイルスが細胞に侵入するためには、受容体に S タンパク質が

結合し、エンベロープと細胞膜との間で膜融合が生じなければならない(5)。

MERS-CoV の受容体としては、dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) が報告されてい

る(10) 。SARS-CoV 及 び SARS-CoV-2 の 受 容 体 と し て は Angiotensin-

converting enzyme 2  (ACE2) が報告されている(11, 12)。S タンパク質は受容体

結合能と膜融合能の両方を備えている。S タンパク質はエンベロープ上で三量

体として存在している。受容体への結合に重要なドメインである受容体結合ド

メイン (Receptor binding domain : RBD) が “up（open）” と ”down（closed）”

の二つのコンフォメーションをとることが報告されている(13)。RBD が up コ

ンフォメーションの時、受容体結合モチーフ（receptor-binding motif: RBM）

が外側に露出し、受容体に結合することが出来る。S タンパク質は、出芽時に

宿主プロテアーゼである Furin による開裂を受ける部位（S1 サブユニットと S2

サブユニットの境界：S1/S2）と細胞侵入時に膜貫通プロテアーゼセリン 2 

(TMPRSS2) や Cathepsin によって開裂をうける部位（S2 サブユニット中の

fusion loop の上流：S2’ ）がある。S2’部位の開裂は S タンパク質を介した膜融

合の重要な活性化要因である。受容体結合により、S タンパク質は構造変化を

起こし、S2 サブユニットが prefusion 構造から postfusion 構造へと変化するこ

とで fusion peptide が細胞膜に挿入され、エンベロープと細胞膜との間で膜融

合が生じる(14–16)。生体内におけるコロナウイルスの病原性発現機構として、

一つは、ウイルス感染自体による細胞障害性が挙げられる。一般に、培養細胞

での SARS-CoV-2 感染では、細胞変性効果による細胞死が確認される。この性

質を利用して、抗ウイルスやワクチンの活性評価が行われることが多い。また、

SARS-CoV-2 感染患者の剖検により、滲出性肺胞損傷と組織化性びまん性肺胞

損傷 (diffuse alveolar damage: DAD) の両方の特徴が肺で観察されている(17)。

その他、上皮細胞の脱落や扁平上皮化生、そして肺胞隔壁に顕著な形質細胞を

伴う炎症性細胞浸潤が見られる。更に、肺胞上皮で同定された合胞体の細胞質

で SARS-CoV-2 抗原が観察されている。以上から、個体レベルでも SARS-CoV-

2 による組織障害が生じると考えられている。二つ目に、サイトカインストー

ムが挙げられる。細胞に侵入後、コロナウイルスのゲノムにコードされている

いくつかのウイルスタンパク質はサイトカインの一種であるⅠ型インターフェ

ロン(IFN)の産生を抑制する。例えば SARS-CoV-2 の場合は、IFN 発現抑制に

NSP1、NSP3、NSP6、NSP13、ORF3a、ORF6 等が関与する(18–20)。インタ
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ーフェロン放出の遅延は、急速なサイトカインやケモカインの増加を誘導し、

炎症細胞が多量に産生される。このような、サイトカインの調節不全はサイト

カインストームと呼ばれる。その結果、炎症細胞が全身組織に損傷を与え、多

臓器不全が生じる。実際、COVID-19 患者における疾患の重症度と血清中の

IL-2R および IL-6 のレベルに正の相関関係があることが知られている(21) 

 COVID-19 パンデミックによって、SARS-CoV-2 に対するワクチンや治療薬

の開発が急速に進んだ。現在、mRNA ワクチン、ウイルスベクターワクチン、

不活化ワクチン、組換えタンパクワクチンが WHO に承認されている(22–25)。

治療薬としては、モノクローナル抗体であるバムラニビマブ-エテセビマブ、チ

キサゲビマブ-シルガビマブ、REGN-COV2、ペミビバート、シパビバルトがこ

れまでに承認された(26–30)。また、RdRp を標的とした抗ウイルス薬であるレ

ムデシビルやモヌルピラビルが承認された(31, 32)。更に、Mpro を標的とした

抗ウイルス薬であるニルマトレルビル、エンシトレルビルが承認された(33, 

34)。本邦でも、ワクチンおよび治療薬が緊急承認/承認されている。本邦で承

認されているものについては、第二章：要約の表 1 にまとめている。一方で、

HR1 に結合し膜融合を阻害する peptide (35) や MERS から回復した患者の B

細胞由来のモノクローナル抗体 (36) が論文で報告されているものの、MERS-

CoV に対して承認されたワクチンや治療薬は存在していない。SARS でも同様

に承認された治療薬やワクチンは存在していない。 

本研究では、SARS-CoV、MERS-CoV そして SARS-CoV-2 に対して広範な抗

ウイルス活性と膜融合阻害活性示す化合物として Thapsigargin と X-206 を報告

する。同定した２化合物は MERS-CoV および SARS-CoV、そして SARS-CoV-

2 の variants of concern (VOC)に対しても抗ウイルス活性を示した。最後に、

最も抗ウイルス活性の強かった X-206 を用いて、SARS-CoV-2 の薬剤耐性株に

対する抗ウイルス活性の検証を行った結果、緊急承認された低分子薬とは異な

る作用機序を保有する可能性が示唆された。 
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図 1. コロナウイルスの生活環 

コロナウイルスは、受容体と結合後に膜融合またはエンドサイトーシスにより細胞

内に侵入する(step①)。細胞侵入には S タンパク質が関与しており、受容体結合能と膜

融合能の両方の機能が備わっている。細胞内にウイルスゲノムが放出された後、ゲノム

からポリタンパク質 1a と 1b (図中ポリプロテイン 1a, 1b) が翻訳される。このポリタ

ンパク質はプロテアーゼによる開裂を受け、RdRp といった複製に関与するタンパク質

が合成される(step②)。Step2 で合成されたタンパク質の中には、ゲノム複製の場であ

る小胞体由来の二重膜小胞 (Double membrane vesicles: DMV) を形成に関与するタン

パク質も存在する(step③)。RdRp により、ウイルスのゲノム RNA を鋳型にしてマイ

ナス鎖ゲノム RNA が合成される(step④) 。マイナス鎖ゲノム RNA を鋳型に種々のウ

イルスタンパク質の mRNA が合成、翻訳される(step⑤) 。これらのタンパク質は小

胞・ゴルジ体にて修飾を受け、粒子形成に用いられる。子孫粒子はエキソサイトーシ

スにより、細胞外へ放出される(step⑥)。 
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第二章：ベータコロナウイルスに対して広範な膜融合阻害活性を示

す化合物の同定 

 

要約 

 

ヒトでのアウトブレイクまたはパンデミックを引き起こした代表的なベータ

コロナウイルスとして、SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2の三種類が挙

げられる。これらのウイルスの内、SARS-CoVはアウトブレイクの収束と共に

感染の報告は無い。一方で、MERS-CoVは最初の報告から現在に至るまで感染

報告が続いており、2023年は6件の感染が報告され、内3例は死亡している。ま

た、SARS-CoV-2は現在までエンデミックが続いており、2024年までに累計約

7億7690万人の感染が報告されている。SARS-CoV-2に対しては承認されたワク

チン・抗ウイルス薬が存在しており、本邦において承認されたものを表1に示

す(37)。MERS-CoVやSARS-CoVに対して活性を示すことが報告されたモダリ

ティとしては、第一章：コロナウイルス総論に記述されたものの他にPLproに

対する阻害剤(38)やMproに対する阻害剤(39)の報告があるものの、承認された

ワクチンや治療薬は存在しない。そこで第一章では、これら2種類のウイルス

の内、現在に至るまで散発的な感染報告があり、致死率がヒトコロナウイルス

の中で最も高いMERS-CoVに対する感染阻害剤の同定を目指した。 

標的タンパク質および化合物の構造情報とコンピュータ計算を利用してタン

パク質―化合物間の結合ポテンシャルを評価する手法は近年一般化してきてお

り、こうした手法は in silico 創薬などと呼ばれる。in silico 創薬の利点として、

大規模な化合物ライブラリーを用いたとしてもコンピュータシミュレーション

によって短期間に薬剤の種類を絞り込むことができることが挙げられる。一例

として、SARS-CoV-2 に対する抗ウイルス薬として本邦で承認されたエンシト

レルビル (一般名：ゾコーバ) もスクリーニングの段階でドッキングシミュレー

ションが実施されている(40)。本研究では、標的タンパク質を MERS-CoV S タ

ンパク質の RBD とし、RBD の構造情報と東京大学創薬機構が保有する 23 万

化合物の構造情報を基にしたドッキングシミュレーションを実施した。その後、

ドッキングスコアの上位約 1000 種類の化合物を対象として、VSV シュードタ

イプウイルス系を用いた MERS-CoV の感染阻害実験を行った。最後に、感染

阻害実験にて有意に感染を抑制したヒット化合物を対象に、MERS-CoV S タン
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パク質を介した膜融合の阻害能を評価した。最後に、膜融合阻害能評価にて有

意に感染を抑制したヒット化合物を用いて、SARS-CoV または SARS-CoV-2 S

タンパク質を介した膜融合の阻害能までを検証した。その結果、MERS-CoV・

SARS-CoV・SARS-CoV-2 全ての膜融合を阻害する化合物として、3 種類の化合

物を同定した。 

 

表 1：本邦において緊急承認/承認されたワクチン・治療薬 

ワクチン 製品名 モダリティ 

スパイクバックス (moderna) mRNA ワクチン 

コミナティ (Pfizer) mRNA ワクチン 

コスタイベ (明治製菓ファルマ) mRNA ワクチン 

ダイチロナ (第一三共) mRNA ワクチン 

ヌバキソビッド (Novavax) 組み換えタンパクワクチン 

コブコーズ (塩野義製薬) 組み換えタンパクワクチン 

バキスゼブリア (Astrazeneca) ウイルスベクターワクチン 

ジェコビデン (janssen) ウイルスベクターワクチン 

 

抗ウイルス薬 製品名 標的部位 モダリティ 

ベルクリー(Gilead) RdRp 低分子化合物 

ラブゲリオ (MSD) RdRp 低分子化合物 

ゼビュディ

(GlaxoSmithKline) 

S タンパク質 抗体 

ロナプリーブ  

(Regeneron Pharmaceuticals) 

S タンパク質 抗体 

エバシェルド (Astrazeneca) S タンパク質 抗体 

パキロビッド(Pfizer) Mpro 低分子化合物 

ゾコーバ (塩野義製薬) Mpro 低分子化合物 
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方法・材料 

 

ドッキングシミュレーション 

MERS-CoV  S タンパク質と低分子化合物のドッキングアルゴリズムには、産

総 研 の 福 西 ら が 開 発 し た myPresto (http://presto.protein.osaka-

u.ac.jp/myPresto4/index_e.html)の sievgene29 を in silico スクリーニングに使

用した(41)。まず、化合物ライブラリーの準備として、LigPrep（Schrödinger, 

LLC, NY, USA）を使用して、東京大学創薬機構から提供を受けた約 23 万個の

化合物データベースについて、ドッキングに供するために 2 次元から立体構造

の生成、不要な構造の排除、互変異性体の生成、荷電基の中和、5 - 9 の範囲の

pH に対する配位子構造付加、最適化等を行った。次に、標的とするウイルス

タンパク質側の準備として、POCASA 1.1 を用いて Cavity 検出を行った(42)。

この結果、MERS-CoV  S タンパク質 RBD 上に Cavity を設定した。抽出された

Cavity を 、sievgene に て サ ー チ ポ ケ ッ ト に 設 定 し て 、modeFRONTIER

（ESTECO CO., Trieste, Italy）を用いて Linux ベースのコンピュータークラス

ター上の sievgene にジョブを投入し、並列化計算を実施した。設定したそれぞ

れの化合物ライブラリーについて Cavity にドッキングを行い、ドッキングスコ

ア を 計 算 し た 。 仮 想 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 北 海 道 大 学 情 報 基 盤 セ ン タ ー

（http://www.iic.hokudai.ac.jp/）の XL サーバの 4 プロセッサ Linux ワークス

テーション（合計 40 コア）を用いて行った。化合物の選択には、Multiple 

Target Screening (MTS)法を用いて行った(43–45)。Cavity のそれぞれのエネル

ギースコア上位 10000 個を抽出して、MTS 法での Target protein rank によって

順位付けを行った。解析結果に基づき、それぞれ上位 1000 化合物を統合して重

複する化合物は集約を行った。その結果残った 5790 化合物について、エネル

ギースコアによって再度順位付けを行い、上位約 1000 化合物について生物学的

活性を評価するために東大創薬機構から実化合物の提供を受けた。 

 

MERS-CoV の S タンパク質を外套させた VSV シュードタイプウイルス(VSV-

ΔG-MERS-CoV-S)の作製 

コラーゲンコートされた 6 well プレートに 293T 細胞を 3.0×105 cells/mL の

濃度で 1well あたり 3 mL 播種し、一晩 5  CO2 37 ℃の条件下でインキュベー

トした。この細胞に、ポリエチレンイミン(PEI)-MAX（Polysciences）を用い
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て、MERS-CoV の S タンパク質をコードするプラスミドを 3 g トランスフェ

クションした。24 時間後に上清を除去後、G タンパク質の遺伝子を GFP 遺伝

子に置換した VSV-G タンパク質を外套させた組換え型水疱性口内炎ウイルス

（VSV）シュードウイルスを 15 分毎に細胞表面のウイルス液を振盪させながら

37℃で 1 時間感染させた(MOI 1)。次に、ウイルスを含んだ上清を除去後、2  

Fetal bovine serum（FBS） を 含 む 高 グル コ ー ス Dulbecco's modified eagle 

medium（DMEM）1 mL を用いて 2 回細胞を洗浄した。その後、2  FBS を含

む高グルコース DMEM 1 mL を加え、5  CO2, 37℃でインキュベートした。

24 時間後に、細胞培養上清を 400g, 20℃で 5 分間遠心し、250 L ずつクライ

オチューブに分注して-80℃で保存した。 

 

VSV-ΔG-MERS-S を用いた感染阻害実験 

VSV-ΔG-MERS-CoV-S（MOI 0.02）と 10 M の化合物を、2  FBS を含む

高グルコース DMEM 中で 25℃ 20 分間インキュベートした。96well プレート

に 1well あたり 3.0×104 cells で播種した Vero 細胞に VSV-ΔG-MERS-CoV-S

と化合物の混合液を添加し、37℃でインキュベートした。24 時間後に蛍光顕微

鏡（BZX-710、Keyence）を用いて GFP 陽性細胞を測定した。 

 

ベータコロナウイルスの S タンパク質を介した膜融合阻害実験 

Human Embryonic Kidney (HEK) 293T 細胞をコラーゲンコートした 24 ウェ

ルプレートに 1well あたり 1.5×105 cells 播種した。一晩インキュベーション後、

全長の MERS-CoV S タンパク質をコードするプラスミド（0.4 g）と Enhanced 

GFP（EGFP）（0.4 g）を、PEI-MAX を用いて HEK293T 細胞にトランスフェ

クションした。24 時間後に、HEK 293T 細胞を PBS で 1 回 wash し、0.1 ト

リプシン 0.02 EDTA を含む PBS で剥がした。この細胞を 10  FBS 1 ペニ

シリン/ストレプトマイシンを含む高グルコースの DMEM で懸濁した。1×104 

cells 分の細胞懸濁液と 10 M の化合物と 15 分間インキュベートした。次に、

DPP4 を内在的に発現する Huh7 細胞と 37℃で 24 時間共培養した。cell-to-cell 

fusion は、S タンパク質と受容体がトランスで相互作用することによって起こ

るため、cell-to-cell fusion の程度は、蛍光顕微鏡（BZX-710、キーエンス）を

用いて、1well あたり 5 視野における EGFP 陽性領域の面積の平均値として測

定した。SARS-CoV または SARS-CoV-2 の S タンパク質を介した膜融合阻害実
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験は、SARS-CoV または SARS-CoV-2 の S タンパク質をコードするプラスミド

と EGFP を HEK293T 細胞にトランスフェクトし、ACE2 受容体を内在的に発

現する Vero/TMPRSS2 細胞と共培養した。その他の手順は MERS-CoV の場合

と同じである。統計解析は Graphpad prism 10.0.2（GraphPad Software）を用

いて行った。 

 

化合物 

MERS-CoV の受容体結合部位を標的とした新規感染阻害剤のスクリーニング

には、東京大学創薬機構が所有する約 23 万種の化合物の構造情報を用いた。in 

silico スクリーニングの結果、上位に挙がった約 1000 種類の化合物を実際に東

京大学創薬機構からご分与頂き、実験に用いた。VSV-ΔG-MERS-S を用いた

感染阻害実験に化合物を用いる際には構造情報は伏せられた状態でスクリーニ

ングを行った。二次スクリーニングのヒット化合物についてのみ化合物の構造

情報を取得した。 

 

細胞 

HEK293T 細胞は HEK293 細胞由来の細胞株で SV40 large T 抗原を発現する。

Huh7 細胞は高分化ヒト肝細胞癌細胞株である(46)。Vero/TMPRSS2 細胞は、

Vero 細胞の表面に TMPRSS2 を発現させた安定発現細胞株である(47)。Vero 細

胞はアフリカミドリザルの正常腎由来細胞株である(48)。HEK293 細胞、

HEK293T 細胞、Vero/TMPRSS2 細胞、Vero 細胞は 10 の FBS（Sigma 

cat#172012）、1ペニシリン/ストレプトマイシン（Gibco cat#15070-063）を

添加した高グルコース Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)（Wako 

cat#043-30085）を用いて 37℃、5 CO2 環境下で培養した。Huh7 細胞は 10  

FBS、1 ペニシリン/ストレプトマイシン、2  NaHCO3 を添加した低グルコ

ース DMEM（Wako cat#043-30085）を用いて 37℃、5 CO2 環境下で培養し

た。 

 

プラスミド 

VSV-ΔG-MERS-S の作製に使用した MERS-CoV S タンパク質を発現させる

プラ ス ミ ド は ベ ク タ ー と して pKS336 を 用 い た(49)。 ま た 、MERS-CoV 

EMC/2012 株の S タンパク質全長(1354 アミノ酸)をコードしている。 



15 

 

膜融合阻害実験では、EGFP タンパク質の発現プラスミドを用いた。目的タ

ンパク質を発現させるプラスミドベクターとしてヒト培養細胞発現用ベクター

である pCA7 を用いた(50)。MERS-CoV の膜融合阻害実験では、VSV-ΔG-

MERS-S の作製に使用したプラスミドを用いた。目的タンパク質を発現させる

プラスミドベクターとして pKS336 を用いた。SARS-CoV の膜融合阻害実験で

は、SARS-CoV HKU39849 株の S タンパク質全長(1256 アミノ酸)のプラスミ

ドを用いた。目的タンパク質を発現させるプラスミドベクターとして pCA7 を

用いた。SARS-CoV-2 の膜融合阻害実験では、SARS-CoV-2 S タンパク質の C

末端側の 19 アミノ酸を欠失させた(1256 アミノ酸)プラスミドを用いた。 
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結果 

 

MERS-CoV に対して膜融合阻害活性を保有する化合物の同定 

最初に、MERS-CoV の RBD の構造情報を基に、受容体結合部位に対して化

合物の in silico スクリーニングを行った。化合物ライブラリーには東京大学創

薬機構が保有する約 23 万化合物を用いた。次に、in silico スクリーニングによ

り絞り込んだ上位 1000 位に該当する 1046 種類の化合物を用いてウイルス感染

阻害実験を行った。ウイルスは、MERS-CoV S タンパク質を外套させた

Vesicular Stomatitis Virus（VSV）シュードタイプウイルスを使用した。VSV は

ラブドウイルス科ベシキュロウイルス属の一本鎖マイナス鎖RNA ウイルスで、

自身のエンベロープ遺伝子が欠損している場合でもウイルス粒子を構成できる

性質を持つ(51)。この性質を利用して、VSV-ΔG-MERS-CoV-S を作製した。

VSV-ΔG-MERS-CoV-S はエンベロープ遺伝子を持たない一回感染性のウイル

スであるため、GFP 陽性細胞数を測定することで化合物の感染阻害能を評価す

ることが可能となる。本研究では、ウイルス感染率が DMSO のみを加えた時

と比較して 50 以下であることを感染抑制（ヒット）と定義した。その結果、

50 化合物について VSV-ΔG-MERS-CoV-S 感染阻害を確認した(図 2A)。 

同定した 50 化合物の中から MERS-CoV S タンパク質の機能阻害効果を示す

化合物をさらに絞り込むために、膜融合阻害実験を行った。膜融合阻害実験に

は、MERS-CoV S タンパク質が発現した 293T 細胞と受容体 DPP4 が恒常的に

発現している細胞である Huh7 細胞を共培養する方式を採用した。その結果、

50 化合物の内 13 化合物は DMSO のみと比較した時の膜融合の相対的な比率が

50 以下だった(図 2A, 2B)。13 化合物の内 6 化合物はステロイド骨格を持つ化

合物という共通点が確認された。 

 

MERS-CoV、SARS-CoV、SARS-CoV-2 に対する膜融合阻害の広域性の検証 

次に、MERS-CoV S タンパク質を介した膜融合を阻害した 13 化合物による

他のベータコロナウイルスへの膜融合阻害の広域性を検証することを目的とし

て、SARS-CoV 及び SARS-CoV-2 S タンパク質を用いた膜融合阻害実験を行っ

た。SARS-CoV または SARS-CoV-2 S タンパク質を一過性に発現させた 293T

細胞と SARS-CoV および SARS-CoV-2 の受容体 ACE2 が恒常的に発現している

細胞である Vero/TMPRSS2 細胞を用いた。その結果、13 化合物の内 3 化合物
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は MERS-CoV、 SARS-CoV 及び SARS-CoV-2 S タンパク質を介した膜融合を

全て阻害した (図 3A, 3B)。10 化合物は MERS-CoV と SARS-CoV の膜融合の

み阻害した。3 化合物の内 2 化合物はステロイド骨格を持つ化合物、残り 1 化

合物はポリエタノールイオノフォアの一種である X-206 だった (図 3C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. MERS-CoV-S タンパク質を介した膜融合に対する阻害化合物  (A) MERS-

CoV-S タンパク質に対する膜融合阻害剤を同定するためのスクリーニングフロ

ーチャート。まず、インシリコスクリーニングにより 230000 化合物から選択さ

れた 1046 化合物を用いて VSV-ΔG-MERS-CoV-S の感染阻害実験を行った。

Vero 細胞に GFP 組換え VSV-ΔG-MERS-CoV-S を各化合物の存在下で 24 時間

感染させ、その後蛍光顕微鏡下で GFP 陽性細胞数をカウントした。次に、ウイ

ルスの侵入を 50 以上阻害する 50 種類の化合物を対象として、MERS-CoV-S

タンパク質を用いた膜融合阻害実験を行った。MERS-CoV-S タンパク質を発現

する 293T 細胞と DPP4 を発現する Huh7 細胞を共培養する手法を用いている。

その結果、13 種類の化合物が MERS-CoV-S タンパク質に対する膜融合阻害剤

として同定された。(B）13 種類のヒット化合物による MERS-CoV-S タンパク

質を介した膜融合阻害能を定量した。膜融合の面積 [m2] は、蛍光顕微鏡で撮

影した 1 ウェルあたり 5 枚の画像を用いて、DMSO の群に対する膜融合の相対

比率を算出した。膜融合の相対比率は平均値±SD で示した。 
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図 3. MERS-CoV、SARS-CoV および SARS-CoV-2 による膜融合に対して広域

性を示す阻害剤  (A）MERS-CoV の S タンパク質に対する 3 種類の膜融合阻害

剤は、SARS-CoV および SARS-CoV-2 のそれに対する合胞体形成を阻害した。

EGFP と SARS-CoV または SARS-CoV-2 の S タンパク質をコードするプラスミ

ドを共導入した 293T 細胞を、各化合物の存在下で Vero/TMPRSS2 細胞と共培

養した。24 時間後に蛍光顕微鏡で観察した代表的な画像を示す。(B）MERS-

CoV、SARS-CoV、または SARS-CoV-2 の S タンパク質による細胞間融合の面

積を、各 well 5 枚の画像を撮影して定量した。相対的な膜融合の面積を平均値

±SD で示した。DMSO 処理細胞に対する統計学的に有意な差は、two-way 

ANOVA 検定と Dunnet 多重比較検定によって決定した。(C）SARS-CoV、

MERS-CoV、SARS-CoV-2 の S タンパク質による細胞間融合を阻害した 3 種類

の化合物の構造。 
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第三章：汎ベータコロナウイルス膜融合阻害活性を示す化合物と 

類似構造を保有する化合物の感染阻害能評価 

 

要約 

 

第二章での実験の結果として、我々は SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-

2 に対する広域な膜融合阻害活性を示す 3 種類の化合物 Hellebrin、STOCK1N-

55507、X-206 を同定した。一方で、これらの化合物の VSV-ΔG-MERS-CoV-S

に対する IC50 値とドッキングシミュレーションのスコアの高さに乖離があった

ことから、ドッキングシミュレーションの評価で活性を有しないと判定された

化合物中にも SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 に対する広域な膜融合阻

害活性を示すものがある可能性が想定された。そこで我々は、東京大学創薬機

構が保有する約 23 万種類の化合物から Hellebrin、STOCK1N-55507、X-206

と類似構造を持つ化合物を抽出し、それらを対象としたシュードウイルスおよ

び臨床分離株のウイルスを用いた感染阻害実験を実施した。 

化合物の構造の類似度の評価には谷本係数と呼ばれる指標がよく用いられて

いる。本研究では、谷本係数が 0.6 以上のものを構造類似性の高い化合物と定

義し、Hellebrin、STOCK1N-55507、X-206 の類縁体として 309 種類の化合物

を選択した。次に、VSV-ΔG-MERS-CoV-S および、SARS-CoV または SARS-

CoV-2 の S タンパク質を外套させた VSV シュードタイプウイルス(VSV-ΔG-

SARS-S または VSV-ΔG-SARS-CoV-2-S) を用いた感染阻害実験を実施した。

最後に、VSV-ΔG-SARS-CoV-2-S を用いた感染阻害実験によるヒット化合物と

リード化合物を用いて、実際の SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 を対象

とした感染阻害能評価を実施した。その結果、Thapsigargin と X-206 に二種類

の化合物が SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 の臨床分離株に対する広域

な抗ウイルス活性を示した。従って、Thapsigargin もまた、SARS-CoV、

MERS-CoV、SARS-CoV-2 に対する広域な膜融合阻害能を保有することを解明

した。 
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方法・材料 

 

SARS-CoV (VSV-ΔG-SARS-S) または SARS-CoV-2 (VSV-ΔG-SARS-2-S) の S

タンパク質を外套させた VSV シュードタイプウイルスの作製 

コラーゲンコートされた 6 well プレートに 293T 細胞を 3.0×105 cells/mL の

濃度で 1well あたり 3 mL 播種し、一晩 5  CO2 37℃の条件下でインキュベー

トした。この細胞に、PEI-MAX を用いて、SARS-CoV または SARS-CoV-2 の

S タンパク質をコードするプラスミドを 3 g トランスフェクションした。以降

の手順は第 1 章 方法・材料項目の” MERS-CoV の S タンパク質を外套させた

VSV シュードタイプウイルス(VSV-ΔG-MERS-S)の作製” と同様である。 

 

VSV-ΔG-MERS-S・VSV-ΔG-SARS-S・VSV -SARS-CoV-2-S を用いた感染阻

害実験 

96well プレートに 1well あたり 3.0×104 cells で播種した Vero/TMPRSS2 細

胞にウイルスを感染させた。詳細な手順は、第 1 章 方法・材料項目の” VSV-

ΔG-MERS-S を用いた感染阻害実験” に従う。 

 

MTT 試験 

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide) 試験は、

代謝活性の高い生細胞中での還元作用により、MTT から産生されるホルマザ

ンの量を測定することにより、細胞の生存率と増殖の程度を決定する。

Vero/TMPRSS2 細胞に MERS-CoV および SARS-CoV、SARS-CoV-2 祖先株 

(WK-521)、Delta、BA.5 または XBB.1 (4–10 median Tissue Culture Infective 

Dose (TCID50) )を感染させ、候補化合物および 1 M の P-gp 阻害剤 CP-100356

と 2 FBS を 含 む MEM（Gibco） 中 で 2-3 日 間 培 養 し た 。MTT 試 薬

（5mg/mL；ナカライテスク社製）をウイルス感染細胞に添加した 4 時間後に

上清を除去し、細胞溶解液（10  Triton-X100 および 0.31  HCl を含む 2-プ

ロパノール）を添加した。マイクロプレートリーダー（Multiskan microplate 

reader, Thermo Fisher Scientific）を用いて、細胞溶解サンプルの 570 nm およ

び reference 波長 630 nm の吸光度を測定し、細胞の生存率と増殖を評価した。

50 阻害濃度（IC50）は、GraphPad Prism 10.0.2（GraphPad Software）で算

出した。 
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SARS-CoV・MERS-CoV・SARS-CoV-2 の S タンパク質を介した膜融合阻害実

験 

第二章のベータコロナウイルスの S タンパク質を介した膜融合阻害実験と同

様の手順で行った。本章では、Thapsigargin を 3, 1, 0.1 M の 3 濃度で評価し、

X-206 を 1, 0.1, 0.01 M の 3 濃度で評価した。 

 

化合物 

 谷本係数は、化合物の分子構造をフィンガープリントに直し、フィンガープ

リント同士の類似度を計算した指標である。化合物の分子構造をバイナリビッ

ト (0 または 1) や数値の形式で表示し、それら部分構造の一致率を算出する。

その一例を以下に示す。 

 

fpx (x=1,2,…5) はある部分構造を定義していて、fpx が構造中に存在する場

合は、1。存在しない場合は 0 とフィンガープリントを定義する。 

 fp1 fp2 fp3 fp4 fp5 

化合物 A 1 0 1 1 1 

化合物 B 0 1 1 0 1 

 

谷本係数は、(化合物 A と B 両方に存在する部分構造の数)/ (化合物 A または

B に存在する部分構造の数)と定義される。したがって、上記のテーブルの数値

に従うと、化合物 A と B の間の谷本係数は、2/5=0.4 となる。 

 

第一章の” MERS-CoV、SARS-CoV、SARS-CoV-2 に対する膜融合阻害の広

域性の検証” のパートにて、3 種のベータコロナウイルス全てに対して膜融合阻

害能を示した化合物 3 種類と東大創薬機構が保有する約 23 万化合物の構造を比

較した。それにより、3 種類の化合物それぞれに対して谷本係数が 0.6 以上の化

合物を 309 種類選定した。VSV シュードタイプウイルスによる評価および実際

の SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 を用いた感染阻害能評価を行い、効

果が確認できた化合物についてのみ化合物の構造情報を取得した。 

 

プラスミド 

VSV-ΔG-SARS-S または VSV-ΔG-SARS-2-S の作製に使用したプラスミドは
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膜融合阻害実験に使用した SARS-CoV または SARS-CoV-2 のプラスミドと同様

のものである。SARS-CoV・MERS-CoV・SARS-CoV-2 の S タンパク質を介し

た膜融合阻害実験で用いたプラスミドは、第二章と同様のプラスミドコンスト

ラクトである。 

 

ウイルス 

SARS-CoV ハノイ株は長崎大学から提供された (52) 。MERS-CoV EMC2012

株は、Erasmus University Medical Center (10)から提供された。SARS-CoV-2株

WK-521（Ancestral、Pango 系統：A、GISAID：EPI_ISL_408667）、TY11-927

（Delta、Pango 系統：B.1 .617.2, GISAID: EPI_ISL_2158617）, TY41-702（オ

ミクロン, パンゴ系統：BA.5, GISAID: EPI_ISL_13241867）, TY41-795（オミ

クロン, パンゴ系統：XBB.1、 GISAID:EPI_ISL_15669344)の臨床分離株は国立

感染症研究所 (NIID)から提供された。ワーキングストックを調製するために、

ウイルスを Vero 細胞または Vero/TMPRSS2 細胞で増殖させ、ウイルス力価の

測定には TCID50 値を採用した。 
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結果 

 

VSV シュードタイプウイルスを用いた汎ベータコロナウイルス膜融合阻害活性

を示す化合物の類似構造を保有する化合物の感染阻害能評価 

 MERS-CoV、SARS-CoV 及び SARS-CoV-2 S タンパク質を介した膜融合全て

を阻害した化合物の構造情報に基づき、東京大学創薬機構の保有する化合物ラ

イブラリーから類似の構造を示す 309 化合物を抽出し、類縁体スクリーニング

を行った。VSV-ΔG-MERS-CoV-S、VSV-ΔG-SARS-CoV-S および VSV-ΔG-

SARS-CoV-2-S 感染感受性細胞の Vero-TMPRSS2 細胞を用いて感染阻害実験

（1 次スクリーニングと 2 次スクリーニング）を行い、それぞれ 37 種類、52 種

類、41 種類の化合物で感染阻害能の再現性が確認できた(図 4A, 4B)。この内、

23 種の化合物は VSV-ΔG-MERS-CoV-S、VSV-ΔG-SARS-CoV-S、VSV-ΔG-

SARS-CoV-2-S の全ての感染を阻害した。3 種の化合物は、VSV-ΔG-MERS-

CoV-S の感染のみを阻害した。13 種類の化合物は、VSV-ΔG-SARS-CoV-S の

感染のみを阻害した。1 種類の化合物は、VSV-ΔG-SARS-CoV-2-S の感染のみ

を阻害した (図 4B ) 。 

 

臨床分離株の SARS-CoV・MERS-CoV・SARS-CoV-2 に対する類縁体の感染阻

害効果の評価 

VSV-ΔG-SARS-CoV-2-S を用いた類縁体スクリーニングで感染阻害能を示し

た化合物 41 種の臨床分離株のウイルスに対する感染阻害能を評価するために、

我々は SARS-CoV-2 と Vero/TMPRSS2 細胞を用いた MTT (3-(4,5-Dimethyl-

2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide) 試験を行った。類縁体スクリー

ニングのヒット化合物 41 種類（リード化合物 1 種を含む）とリード化合物 2 種

を合わせた 43 種類の化合物の内、Thapsigargin と X-206 は SARS-CoV-2 感染

阻害能を示した。Thapsigargin は IC50 値が 19.7 nM、X-206 は IC50 値が 6.6 nM

だった (図 5A) 。 

更に、MERS-CoV および SARS-CoV に対する交差反応性も臨床分離株のウ

イルスを用いて検証した。その結果、Thapsigargin と X-206 は、SARS-CoV お

よび MERS-CoV 両方に対しても抗ウイルス活性を示した。SARS-CoV および

MERS-CoV に対する Thapsigargin の IC50 値は、それぞれ 15.3 nM、38.7 nM だ

った。SARS-CoV、MERS-CoV に対する X-206 の IC50 値は、それぞれ 11.5 nM、
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8.9 nM だった。モルヌピラビルの活性体である-D-N4-ヒドロキシシチジン

（NHC）(53, 54) 存在下での上清中のウイルス量を、Thapsigargin および X-

206 存在下での上清中のウイルス量と比較したところ、X-206 は 3 つのベータ

コロナウイルスすべてに対して最も高いウイルス力価低下効果を示した（図 

5C）。一方、Thapsigargin は SARS-CoV と MERS-CoV に対しては NHC より

も高いウイルス力価低下効果を示したが、SARS-CoV-2 に対しては同程度であ

った（図 5C）。Thapsigargin は狭い濃度変化で急激なウイルス力価低下を示し

た。しかし、X-206 は Thapsigargin よりも比較的緩やかな用量依存的なウイル

ス力価低下を示した。 

これらの結果より、Thapsigargin と X-206 は 3 種の臨床分離株のコロナウイ

ルス全てに対して抗ウイルス活性を保有しており、更に感染細胞上清中のウイ

ルス量の減少も示した。また、抗ウイルス活性は X-206 の方がより強い活性を

示した。 

  X-206 のベータコロナウイルスに対する膜融合阻害効果は、この研究で確認

した（図 2B）。しかし、低濃度での膜融合の阻害作用は不明である。そこで、 

1, 0.1, 0.01 M で X-206 を添加した際の膜融合阻害効果を検証した。その結果、

1 M では MERS-CoV, SARS-CoV および SARS-CoV-2 の S タンパク質を介し

た膜融合すべてを阻害した。一方、0.1 M では MERS-CoV および SARS-CoV-

2 のみ阻害した(図 5D)。Thapsigargin は SARS-CoV-2 の膜融合阻害効果が報告

されているが、他のベータコロナウイルスに対する広域性は不明だった(55)。

そこで、同様に膜融合阻害実験を行った。その結果、Thapsigargin は、MERS-

CoV、 SARS-CoV、 SARS-CoV-2 全ての膜融合を阻害した (図 5D) 。従って、

SARS-CoV-2 の感染を阻害した 2 種類の化合物は SARS-CoV-2 細胞侵入時の膜

融合に作用し、かつ、ベータコロナウイルスの膜融合を広範に阻害する可能性

がある。 

 

SARS-CoV-2 懸 念 す べ き 変 異 株(variants of concern: VOC)に 対 す る

Thapsigargin と X-206 の抗ウイルス活性の評価 

Thapsigargin と X-206 による SARS-CoV-2 VOC への抗ウイルス活性を検証

するため、我々は delta、omicron BA.5、omicron XBB.1 の臨床分離株を用いた

MTT 試験を実施した。その結果、Delta、BA.5、XBB.1 それぞれに対する

Thapsigargin の IC50 値は、227.3 nM, 81.8 nM, 73.6 nM だった (表 2)。更に、
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delta、omicron BA.5、omicron XBB.1 それぞれに対する X-206 の IC50 値は、

52.5 nM, 9.4 nM, 30.2 nM だった (表 2)。祖先株に対する Thapsigargin の IC50

値は 19.7 nM であるため、Thapsigargin は祖先株と比較すると VOC に対して

わずかに減弱した抗ウイルス活性を示すことが示唆された。また、X-206 の祖

先株に対する IC50 値は 6.6 nM である。X-206 は祖先株と同程度の活性を BA.5

でも示しており、delta および omicron XBB.1 に対する活性はやや減弱するもの

の十数 nM 程度の活性を有していた。これらの結果は、Thapsigargin および X-

206 が祖先株だけでなく VOC に対しても広範な阻害活性を示すことを示唆して

いる。 

 

図 4. MERS-CoV、SARS-CoV、SARS-CoV-2 に対する広域膜融合阻害剤の誘導

体スクリーニング。(A）MERS-CoV、SARS-CoV、SARS-CoV-2 の侵入を阻害

する誘導体のスクリーニングフローチャート。感染阻害試験は、図 1A に記載

したものと同じ手順で行った。GFP 組換え VSV-ΔG-MERS-CoV-S、VSV-

ΔG-SARS-CoV-S、VSV-ΔG-SARS-CoV-2-S を用いて行った。(B）各シュー

ドタイプウイルスの感染を阻害したヒット化合物の数を、2 つまたは 3 つのベ

ータコロナウイルスの重複を含めて、ベン図に示した。 
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図 5. MERS-CoV、SARS-CoV および SARS-CoV-2 感染に対する広域抗ウイル

ス活性。(A）Thapsigargin の構造。(B）臨床分離株の MERS-CoV、SARS-

CoV、SARS-CoV-2 に対する Thapsigargin と X-206 の IC50値。値は平均値±SD

で示した。Vero/TMPRSS2 細胞を、Thapsigargin または X-206 の存在下で、実

際の MERS-CoV、SARS-CoV、または SARS-CoV-2 に感染させた。IC50 値は、

MTT 試験での同一ウイルス量の 3 つの異なる実験の平均値として算出した。

(C）図 5B で行った実験の細胞培養上清中のウイルス力価を各濃度でプロット

した。(D）Thapsigargin（左）または X-206（右）存在下での膜融合阻害実験

は、図 2B と同じ手順に従い、Vero/TMPRSS2 細胞を用いて、三重条件の実験

として行った。相対的な膜融合の面積 (relative membrane-fusion area [ ])は平
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均±SD で示した。DMSO 処理細胞に対する統計的に有意な差は、two-way 

ANOVA 検定と Dunnet 多重比較検定によって決定した。**, p <0.01, ***, 

p<0.001, ****, p<0.0001. 

 
 IC50 値 [nM] 

 Thapsigargin X-206 

Delta 227.3 ± 9.2 52.5 ± 10.7 

BA.5 81.8 ± 3.8 9.4 ± 1.9 

XBB.1 73.6 ± 5.1 30.2 ± 1.3 

 

表 2 SARS-CoV-2 VOC に対する Thapsigargin と X-206 の抗ウイルス活性 

SARS-CoV-2 変異株である delta、BA.5、XBB.1 に対する Thapsigargin と X-

206 の IC50 値。値は平均値±SD で示した。 
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第四章： X-206 が阻害するウイルス生活環のステップの同
定 

 

要約 

 

 抗ウイルス薬は、様々な阻害機序によって活性を示すことが知られている。

一例として、ヒト免疫不全ウイルス (HIV) の場合は、HIV が細胞内で増殖する

際に必須の酵素である逆転写酵素に対する阻害剤が承認されている。複製に必

須の酵素である逆転写酵素や RdRp を阻害する化合物は、核酸アナログ 

(Nucleoside reverse transcriptase inhibitor: NRTI)と非核酸系の化合物 (Non-

Nucleoside reverse transcriptase inhibitor: NNRTI)の二種類に大別される。また、

ウイルスのプロテアーゼに対する阻害剤も HIV 等で承認されている。そして、

ウイルスの細胞侵入を阻害する抗 HIV 薬として、マラビクロ (CCR5 阻害剤)が

本邦で承認されている。第一章で記述したように、COVID-19 パンデミックに

伴い、SARS-CoV-2 に対しても多くの抗ウイルス薬開発が行われた。実際に承

認に至った化合物は、RdRp に対する核酸系阻害剤と Mpro に対する阻害剤、

そして細胞侵入を阻害する S タンパク質に対する中和抗体の三種類に分類され

る。 

 抗ウイルス薬における課題は、薬剤耐性変異の出現である。特に、HIV のよ

うに抗ウイルス薬の長期服用が必要となるウイルスの場合、薬剤耐性ウイルス

の出現を防ぐために、作用機序の異なる化合物を組み合わせて使用する場合が

多い。本邦では、NRTI 2 剤とインテグラーゼ阻害剤 (Integrase inhibitor: 

INSTI) 1 剤、NRTI 1 剤と INSTI 1 剤、NRTI 2 剤とプロテアーゼ阻害剤 

(Protease inhibitor: PI) 1 剤、NRTI 2 剤と NNRTI 1 剤のいずれかの組み合わせ

の選択が推奨されている(56)。従って、同定化合物の作用機序の解明や既存の

承認薬との併用可能性の検討は効果的な治療法の創出において重要な点である。 

 第三章では、実際の SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 に対する感染阻

害効果を示した化合物として、X-206 と Thapsigargin の二種類を同定した。ま

た、これらの化合物は、数十  nM～1 M の濃度で三種類のベータコロナウイル

スによる膜融合の阻害活性を有することを解明した。一方で、これらの化合物

の内、特に X-206 は数十 nM の IC50 値を三種類のベータコロナウイルスおよび

SARS-CoV-2 変異株である Delta、BA.5、XBB.1 に対して示すことから、より
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低濃度での感染阻害メカニズムの検証が必要である。そこで我々は最初に、既

存の承認薬であるレムデシビルやニルマトレルビルに耐性を示す株に対する X-

206 の抗ウイルス活性を評価した。X-206 と同様に polyether ionophore に属し、

コクシジウムに対する抗菌薬として用いられているサリノマイシンも試験を行

った。次に、X-206 を細胞へ添加するタイミングを変えた感染阻害実験と X-

206 を添加した感染細胞におけるウイルス RNA 量とウイルスタンパク質の量の

解析を行った。その結果、X-206 は、ウイルス RNA の合成またはウイルスタン

パク質の翻訳の阻害活性に加え、高濃度では膜融合阻害による細胞侵入の阻害

活性を保有していた。最後に、X-206 とレムデシビル、または X-206 とニルマ

トレルビルを併用した場合のシナジー効果を培養細胞レベルで評価した。その

結果、いずれの組み合わせにおいても相加的な効果を示していた。 
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方法・材料 

 

薬剤耐性ウイルスを用いた X-206 の感染阻害評価 

感染細胞として、293T-ACE2 細胞を使用した。また、SARS-CoV-2 ガンマ、

nsp5 遺伝子の Mpro に L167F 変異を保有するニルマトレルビル耐性型のガンマ 

(57)、SARS-CoV-2 祖先株、および nsp12 遺伝子の RdRp に C799W 変異を保

有するレムデシビル耐性型の祖先株を感染阻害実験に使用した。感染時のウイ

ルス力価は 2–5 TCID50 とし、実験手順は、第三章 方法・材料項目の ”MTT 試

験“に従った。 

 

X-206 を細胞へ添加するタイミング依存的な感染阻害能の評価 

・タイミング条件 1 の感染阻害実験 

X-206：800 nM・5 M、サリノマイシン：800 nM、ニルマトルビル：500 

nM、レムデシビル：200 nM、REGN10933：0.2 g/mL と、20 TCID50 のウ

イルス力価に調製したウイルスとの混合液を、2 FBS（gibco）を含む MEM

（gibco）を用いて作製し、Vero/TMPRSS2 細胞に 37℃、5 CO2 の条件下で

1 時間感染させた。PBS で 3 回洗浄した後、化合物（X-206：5 M, 800 nM、

サリノマイシン：800 nM、ニルマトルビル：500 nM、レムデシビル：200 nM、

REGN10933：0.2 g/mL）と 2  FBS を含む MEM の存在下で 12 時間培養し、

RT-qPCR で上清中のウイルス量を定量した。 

 

・タイミング条件 2 の感染阻害実験 

PBS での wash 作業より以前は、タイミング条件 1 の感染阻害実験と同様で

ある。PBS での Wash 後は、化合物を含まない培地で 12 時間培養し、RT-qPCR

で上清中のウイルス量を定量した。 

 

 

・タイミング条件 3 の感染阻害実験 

化合物の非存在下で細胞をウイルスに 1 時間感染させ、その後培地を交換し、

化合物（X-206 およびサリノマイシン：800 nM、ニルマトルビル：500 nM、

レムデシビル：200 nM、REGN10933：0.2 g/mL）の存在下で細胞を培養し

た。細胞は 1 M の P-gp 阻害剤 CP-100356 存在下で培養した。培養から 12 時
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間後に、RT-qPCR で上清中のウイルス量を定量した。 

 

RT-qPCR 

異なる濃度の化合物存在下で細胞内のウイルス RNA レベルを測定するため

に、Vero/TMPRSS2 細胞に SARS-CoV-2 祖先株（MOI 0.1）を感染させ、サリ

ノマイシンまたは X-206 の存在下で 24 時間培養した。感染細胞から PureLink 

Pro 96 Viral RNA/DNA Kit（Invitrogen 社製）を用いて全 RNA を抽出し、

QuantStudio 7 Flex Real-time PCR system（Applied Biosystems 社 製 ） で

EXPRESS One-Step Superscript qRT-PCR Kit（Invitrogen 社製）を用いて qRT-

PCR で解析した。霊長類以外の Actb 遺伝子および SARS-CoV-2 N 遺伝子を標

的とするプローブおよびプライマーは、以前に記載されている(58, 59)。ウイ

ルス RNA 量は Actb mRNA 量に対して正規化し、ΔΔCt 法を用いて算出した。 

 

ウエスタンブロッティング 

免疫ブロットのために、感染細胞を溶解バッファー（1  NP-40, 20 mM 

Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, cOmplete ULTRA protease 

inhibitor cocktail [Roche Diagnostics]）で溶解した。ライセートサンプルを

SDS-PAGE を行い、抗 SARS-CoV-2 N 抗体（GTX635679; GeneTex）または抗

-アクチン抗体（PM053-7; MBL）を用いてイムノ ブロッティングを行った。

免疫複合体は Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate (Merck) を

用いて Amersham ImageQuant 800 (Cytiva)上で検出した。 

 

X-206 と SARS-CoV-2 に対する既存薬による感染阻害の相乗効果の検証 

Vero/TMPRSS2 細胞と、96 ウェルプレートで連続希釈した X-206 とレムデ

シビルまたはニルマトルビルを含んだ SARS-CoV-2 祖先株の混合液を共培養し

た。感染から 3 日後、細胞を MTT で染色し、10  Triton X と 0.28  HCl を

含む 2-プロパノールで溶解した。各 well の細胞生存率は、570 nm の吸光度と

630 nm の吸光度に基づいて計算した。化合物による処理がされていない感染細

胞および非感染細胞の吸光度を、それぞれ 0 と 100 の細胞生存率のベース

ラインとした。組み合わせ指数（CI）値は以下の式で計算した： CI＝（DA／A＋

B） ／DA＋ （DB／A＋B） ／DB＋ （DA／A＋B×DB／A＋B） ／ （DA×DB）。DA は 、X-

206 の IC50 値、DB は、レムデシビルまたはニルマトレルビルの IC50 値、DA／A＋
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B は、レムデシビルまたはニルマトレルビルと組み合わせた際の X-206 の IC50

値、DB／A＋B は、X-206 と組み合わせた際のレムデシビルまたはニルマトレルビ

ルの IC50値である(60, 61)。アイソボログラムプロットでは、（DA／A＋B）／DAを

x 軸にプロットし、（DB／A＋B）／DB を y 軸にプロットした。併用効果は以下の

基準で判定した： CI≦0.8、相乗作用；0.8＜CI＜1.2、相加作用；CI≧1.2 拮抗

作用。 

 

化合物 

ニルマトルビルおよびサリノマイシンは塩野義製薬株式会社で合成された。

Remdesivir は MedChemExpress から入手した。REGN10933 は Cell Sciences 社

から入手した。P-gp 阻害剤 CP-100356 は Santa Cruz Biotechnology 社から入

手した。X-206 は東京大学創薬機構から取得した。 

 

細胞 

ヒト ACE2 を安定的に発現する 293T-ACE2 細胞は、以前に記載されたよう

に樹立され (62)、10  FBS および 1  ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶

液を含む DMEM 中で維持された。 

 

ウイルス 

COVID-19 患者からの臨床分離株である TY7-501(Gamma, Pango Lineage: 

P.1, GISAID: EPI_ISL_833366)は国立感染症研究所(NIID)から提供された。 
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結果 

 

SARS-CoV-2 のレムデシビル耐性株およびニルマトレルビル耐性株に対する X-

206 の抗ウイルス活性評価 

複数の SARS-CoV-2 変異株に対して強力な感染阻害活性を示した X-206 の作

用機序を解明するために、我々は X-206 および X-206 と同じ polyether 

ionophore であるサリノマイシンを用いた COVID-19 既存薬に対する耐性株の

感染阻害実験を行った(図 6A)。本研究では、RdRp に作用するレムデシビルの

耐性株および Mpro に作用するニルマトレルビルの耐性株を使用している。レ

ムデシビル耐性株は祖先株、ニルマトレルビルはガンマ由来の株である。X-

206 のレムデシビル耐性株に対する IC50 値は 9.3 nM だった。さらに、祖先株に

対する IC50 値は 10.3 nM だった(図 6B)。同様の結果はサリノマイシンでも得ら

れた。サリノマイシンのレムデシビル耐性株に対する IC50 値は 18.4 nM だった。

祖先株に対する IC50 値は 18.6 nM であった。一方で、レムデシビルの祖先型に

対する IC50 値は 5.0 nM であるのに対し、レムデシビル耐性株に対する IC50 値

は 28.8 nM だった。従って、X-206 はレムデシビル耐性変異による抗ウイルス

活性の減弱を示さないことが分かった。同様の実験をニルマトレルビル耐性株

で実施した。その結果、X-206 のニルマトレルビル耐性株に対する IC50 値は 7.3 

nM だった(図 6C)。ガンマに対する IC50 値は、10.2 nM だった。サリノマイ

シンも同様の結果であり、ニルマトレルビル耐性株に対する IC50 値は 19.8 nM

だった。ガンマに対する IC50 値は、23.9 nM だった。一方で、ニルマトレルビ

ルのガンマに対する IC50 値は 32.4 nM であるのに対し、ニルマトレルビル耐性

株に対する IC50 値は 68.7 nM だった。これらの結果は、polyether ionophore が

既存の治療薬と異なる経路で感染を阻害することで、高い抗ウイルス活性と広

域性を実現していることを示唆している。 

 

X-206 の添加タイミング依存的な SARS-CoV-2 に対する抗ウイルス活性評価 

X-206 がウイルスの生活環のどの過程に作用して強力な抗ウイルス活性を発

揮しているのかを解明するため、様々な化合物添加タイミングの条件で実際の

SARS-CoV-2 を用いた感染阻害実験を実施した。培養上清中のウイルス RNA 量

をもとに、３パターンの添加タイミングにおける感染阻害率を算出した。3 つ

の添加タイミングの条件は次の通りである(図 6D)。条件 1：細胞への感染前に
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X-206 とウイルスを常温で 15 分間静置後に、ウイルスを 1 時間細胞に感染させ

る。その後、X-206 の含まれていない培地に交換する。条件 2：細胞への感染

前に X-206 とウイルスを常温で 15 分間静置後に、ウイルスを 1 時間細胞に感

染させる。その後、X-206 が含まれた培地に交換する。条件 3：感染前の X-206

とウイルスの反応処理は行わずウイルスを 1 時間細胞に感染させる。その後、

X-206 が含まれた培地に交換する。条件 1 から条件 3 全てで、培養上清中のウ

イルス RNA 量の測定は感染から 12 時間後とする。細胞侵入の段階を阻害する

化合物の場合は、条件 1 で強い感染阻害能が見られる。一方で、複製ステップ

を阻害する化合物の場合は、条件 2 または 3 の条件で強い感染阻害能が見られ

る。本研究では、細胞侵入阻害剤のコントロールとして中和抗体 REGN10933

を用いた。また、複製以降のステップを阻害する化合物のコントロールとして、

レムデシビルおよびニルマトレルビルを用いた。添加時の化合物の濃度は、そ

れぞれ次の通りである。X-206 は 5 M または 800 nM で添加した。サリノマイ

シンは 800 nM で添加した。ニルマトレルビルは 500 nM で添加した。レムデ

シビルは 200 nM で添加した。中和抗体 REGN10933 は 0.2 g/mL の濃度で添

加した。X-206 (800 nM) とサリノマイシンは条件 1 では感染阻害を示さなかっ

た(図 6E)。一方で、条件 2 および 3 では感染阻害を示した。このような阻害傾

向は、複製以降のステップを阻害するレムデシビルやニルマトレルビルと同様

であった。また、X-206 を 5 M 添加した場合、X-206 は条件 1 でも感染阻害を

示した。この結果は、X-206 が高濃度では膜融合阻害活性を示す結果と一致し

ている。一方で、低濃度ではむしろ複製以降のステップを阻害していた。我々

は、複製以降のステップのどの過程が阻害されているのかを評価するために、

化合物処理された感染細胞を用いて細胞内のウイルス RNA およびウイルスタ

ンパク質の量を測定した(図 6F)。その結果、ウイルス RNA とウイルスタンパ

ク質の両方が減少していた。従って、X-206 はウイルス RNA の転写またはタン

パク質の翻訳、あるいはその両者の過程を阻害することで抗ウイルス活性を発

揮している可能性が示唆された。 

 

ニルマトレルビルまたはレムデシビルと X-206 の併用による相乗効果の検証 

最後に我々は X-206 と承認された SARS-CoV-2 に対する抗ウイルス薬との併

用可能性を検討するために、これらを組み合わせた場合の感染阻害実験を実施

した(図 7)。感染細胞として Vero/TMPRSS2 細胞、ウイルスには SARS-CoV-2
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祖先株を使用した。 

その結果、X-206 とレムデシビル、X-206 とニルマトレルビルいずれの場合

でも相加的な効果を in vitro レベルで確認した。従って、X-206 は他の承認薬と

の併用可能性が示唆された。 
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図 6. SARS-CoV-2 に対して承認されている抗ウイルス化合物とは異なる X-206



37 

 

の作用機序。(A）サリノマイシンの構造。(B、C）レムデシビル（B）とニル

マトルビル（C）の薬剤耐性分離株を用いた MTT アッセイ。X-206 またはサリ

ノマイシンの存在下で 293T-ACE2 細胞に薬剤耐性分離株を感染させた。薬剤

耐性分離株の IC50 値は、プロトタイプの IC50 値と比較した相対値で示した。承

認 さ れ た 薬 剤 で 処理 し た 細 胞 に 対 する 統 計 学 的 に 有 意な 差 は 、one-way 

ANOVA 検定と Dunnet 多重比較検定によって決定した。***, p<0.001, ****, 

p<0.0001. (D) Vero/TMPRSS2 細胞を用いた感染阻害アッセイの模式図であり、

3 つの異なる条件で行われた：(1); 細胞を化合物の存在下で SARS-CoV-2 に感

染させ、1 時間後に上清を除去し、その後培地のみでインキュベートした。(2); 

最初の部分は(1)と同じであるが、ウイルスを除去した後、同じ濃度の化合物を

含む培地で培養した。(3) 化合物非存在下で細胞に SARS-CoV-2 を感染させ、1

時間後に上清を除去した後、化合物を含む培地とインキュベートした。ウイル

ス感染から 13 時間後に上清中のウイルス力価を測定した。(E）図 6D の実験結

果は、条件を重複させた 3 つの異なる実験として行った各化合物の阻害率とし

てまとめた。化合物非存在下でのウイルス感染（ウイルス対照）は 100 を示

す。(F）感染細胞における SARS-CoV-2 N 遺伝子のタンパク質および RNA の

発現レベル。N タンパク質はウェスタンブロットにより解析し、ウイルス RNA

は RT-qPCR を用いて定量した。DMSO 処理細胞に対する統計的に有意な差は、

one-way anova 検定と Dunnet 多重比較検定により決定した。 

 

図 7. X-206 とレムデシビル（左）またはニルマトルビル（右）の併用試験。DA

および DB は、それぞれ X-206 とレムデシビルまたはニルマトルビル単独の IC50

値である。DA/A＋B は、レムデシビルまたはニルマトルビル存在下での X-206 の
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IC50 値であり、DB/A＋B は、X-206 と組み合わせたレムデシビルまたはニルマト

ルビルの IC50 値である。破線は相加効果の基準線を示す。データは 2 回の独立

した実験の代表値である。 
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結論 
 

X-206 は、膜融合とウイルス侵入後の２つの段階において別々の阻害作用を

示し、野生型と同様にニルマトルビルまたはレムデシビル耐性の SARS-CoV-2

変異株にも有効であることから、承認薬とは異なる作用機序で感染を阻害する

ことが示唆された。従って、X-206 と SARS-CoV-2 感染症治療薬を併用するこ

とで、薬剤耐性ウイルスを抑制できる可能性がある。今回の知見より X-206 は、

宿主因子を標的とする可能性があるため、今後の新規コロナウイルスにも有効

性の期待できる、ベータコロナウイルスに対する広域抗ウイルス薬の開発に資

するものと考えられる。 
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考察 
 

本研究では当初、MERS-CoV の細胞侵入阻害剤の同定を試みた。まず、

MERS-CoV S タンパク質 RBD の構造情報を基にした in silico スクリーニング

により化合物を絞り込み、続いて培養細胞とシュードタイプウイルス系を用い

た細胞侵入阻害能解析、そして膜融合阻害実験を行った。その結果、MERS-

CoV に対する膜融合阻害活性を保有する化合物 13 種類を同定した。さらに、

13 種類の化合物の中から、SARS-CoV および SARS-CoV-2 の膜融合阻害の交

差反応性を保有する化合物を 3 種類同定した。この 3 種類の化合物の類縁体ス

クリーニングによって得られたベータコロナウイルスの膜融合を阻害する化合

物中から、臨床分離株の MERS-CoV・SARS-CoV・SARS-CoV-2 の感染に対し

て培養細胞上で高い抗ウイルス活性を示す化合物として、Thapsigargin と X-

206 を同定した。 

Thapsigargin は ER ストレスを誘導することで、コロナウイルス属のウイル

スの細胞内複製を広範に阻害することが知られている (63)。Thapsigargin が 3

種類のベータコロナウイルス (MERS-CoV、SARS-CoV、SARS-CoV-2) 全ての

cell-to-cell fusion を阻害したことから、ベータコロナウイルス属感染に対する

Thapsigargin の新たな阻害機序として膜融合の阻害を提案する。実際、SARS-

CoV-2 では既に Thapsigargin の合胞体形成阻害能が報告されている(55)。 

Thapsigargin が添加された細胞では、細胞内膜の構成要素を制御する因子の

発現が亢進していることが報告されている。更に、Thapsigargin は、ニューキ

ャッスル病ウイルス (Newcastle disease virus: NDV)の細胞侵入を阻害し、受容

体への付着は阻害しないことが知られている(64)。従って、Thapsigargin は、

Ca2+振動を消失させることによって細胞膜成分の再編成に影響を与えることに

より、ウイルス非特異的な膜融合の阻害を示す可能性がある。 

X-206 は、以前 SARS-CoV-2 に対する抗ウイルス活性が報告されていたが、

その作用機序は不明であった(65)。高濃度での作用機序として我々は膜融合の

阻害を提案する。実際、X-206 と同じ polyether ionophore に属するサリノマイ

シンは合胞体形成を阻害することで SARS-CoV-2 の感染を阻害することが報告

されている。一方で、X-206 とサリノマイシンは細胞侵入後に低濃度で添加し

た場合にも、ベータコロナウイルス感染に対して強い阻害活性を示した。この

ことは、侵入後のウイルス複製段階も効果的に阻害できることを示唆している。
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呼吸器合胞体（RS）ウイルスに対するサリノマイシンの抗ウイルス活性は、X-

206 が細胞侵入後に作用するメカニズムを示唆している。サリノマイシンは細

胞からのカリウムイオンの流出を引き起こし、RS ウイルスの細胞内への侵入に

は影響しないが、侵入後の過程を阻害する(66)。 

(67)(68, 69)(68)コロナウイルス科のウイルスはウイルスタンパク質をコード

する mRNA の鋳型を DMVs 内で合成している。複製の場である DMVs を細胞

内で形成する際、オートファジーに必要な構成要素を利用していることが知ら

れている(67)。実際、MERS-CoV および SARS-CoV-2 のいくつかのウイルスタ

ンパク質はオートファジー経路の阻害活性を保有していることが明らかとなっ

ている(68, 69)。オートファジーが誘導されてから実際にタンパク質が分解さ

れる一連の過程であるオートファジーフラックスをサリノマイシンは増大させ

ることが報告されている(68)。したがって、同じ polyether ionophore である X-

206 も同様の活性を保有している可能性がある。すなわち、X-206 やサリノマ

イシンは自身の保有するオートファジー促進活性により MERS-CoV や SARS-

CoV-2 のオートファジー阻害活性を間接的に抑制し、ウイルスゲノム複製の場

である DMVs 形成を妨害していると考えられる。 

Thapsigargin と X-206/サリノマイシンは、作用様式は異なるものの、細胞内

のイオン振動に影響を与えることにより、ベータコロナウイルス感染に対する

阻害効果を発揮する可能性がある。 

我々の発見は、宿主因子を標的とした汎ベータコロナウイルス治療薬の発見

と開発、およびベータコロナウイルスのウイルス学的特性の理解に役立つと考

えられる。 
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