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要 旨 
 

目的 

ファビピラビル（T-705）は，既存薬耐性インフルエンザウイルスを含むインフルエンザウイ

ルスに対して抗ウイルス活性を示す RNA ウイルスの RNA依存性 RNA ポリメラーゼ

（RdRp）阻害剤である。RdRpは，多くの RNA ウイルスが共通して保有するウイルス特

有の酵素であることから，ファビピラビルは幅広い RNA ウイルスに対して選択的に抗ウイルス

活性を示す（ブロードスペクトラム）。私は本研究で，ファビピラビルがブロードスペクトラムを

示す作用機序の詳細解析，及びそのブロードスペクトラムを活かすことを目的とした最適な

併用薬剤を見出すため，各種 in vitro試験系を用いて評価を行った。 

 

方法並びに成績 

ファビピラビルの標的作用分子が RNA ウイルスの RdRp であることは既に報告されている

が，ファビピラビルがブロードスペクトラムを示す作用機序は明らかにされていないことから，

標的作用分子である RNA ウイルスの RdRp のアミノ酸配列を用いて系統樹解析を実施し

た。ファビピラビルの抗ウイルス活性は最も高い活性を示すインフルエンザを中心とした系統

樹の分岐に伴い，概ね活性が低下する傾向が確認された。また，インフルエンザウイルスな

らびに系統樹的に近いアレナウイルス科，ブニヤウイルス科のウイルスに着目し，RdRp のア

ミノ酸配列をアライメント解析したところ，ポリメラーゼモチーフが保存されていた。ポリメラーゼ

モチーフ内にあるアミノ酸のうち，共通保存されていた箇所に着目し，インフルエンザウイル

スのポリメラーゼサブユニット PB1 タンパク質のアミノ酸変異体を用いた Influenza 

virus/A/PR/8/34株のレプリコンシステムによるファビピラビルの標的作用部位解析を行った。
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作製した 30 アミノ酸変異体のうち 10 アミノ酸変異体が，野生型に対して 10%以上のレプ

リコン活性を保持していた。この 10 アミノ酸変異体に対するファビピラビルのレプリコン阻害活

性を確認したところ，Pre-Motif A（Motif F とも言われる) に位置する PB1 K229R

（PB1 の 229番目のアミノ酸をリジンからアルギニンに変換したもの) のみが，低感受性を

示した。さらに 229番のアミノ酸に着目し，すべての種類のアミノ酸変異体を作製し，レプリ

コン活性を確認したところ，レプリコン活性を維持したのは，野生型 K229及び K229R体

のみであった。 

 

ブロードスペクトラムを示すファビピラビルの抗ウイルス活性を高めることを目的に，複数の

代謝拮抗剤を用いてインフルエンザウイルスのレプリコンシステムによる併用薬スクリーニングを

実施した。その結果，チオプリン系薬剤である 6-メルカプトプリン，アザチオプリン，チオグア

ニン，葉酸代謝系薬剤であるメトトレキサート，プララトレキサート併用下でファビピラビルに

よるレプリコン阻害活性が増強された。このうち，もっとも増強効果が強かった 6-メルカプトプ

リンに着目し，in vitro抗インフルエンザウイルス活性を評価したところ，6-メルカプトプリン単

剤では抗インフルエンザウイルス活性は確認されなかったが，6-メルカプトプリン併用下でファ

ビピラビルの抗ウイルス活性が増強された。また，この活性増強効果はブニヤウイルス科の

Punta Toro ウイルスでも同様に確認された。さらに，本増強効果の機序を明らかにするた

め，6-メルカプトプリン併用下の細胞内のファビピラビル活性体であるファビピラビル RTP

（ribofuranosyl-5ʼtriphosphate）量を LC/MS/MS解析で測定した。その結果，6-メルカ

プトプリン併用により，ファビピラビル RTP の増加効果が確認された。 
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総括 

ファビピラビルの抗ウイルス活性は，RNA ウイルスの RdRp の Pre-Motif A のリジン残基

との相互作用が必要であることが示唆された。このリジン残基は，RdRpの活性維持のため

に必要不可欠であることから，ファビピラビルは in vitro で耐性化誘導しにくいことが示唆さ

れた。また，ファビピラビルが多くの RNA ウイルスで保存されている RNA ポリメラーゼモチーフ

を標的とする機序を有することで，RNA ウイルスに対してブロードスペクトラムを示すことにつ

ながっていることが考えられた。さらに，ファビピラビルの標的作用部位を標的とした薬剤開発

をすることで，新規のブロードスペクトラム性を持つ薬剤が開発できることが期待される。 

 

ファビピラビルをモデルに，他方の薬剤の活性を高める目的での併用薬スクリーニング方

法を確立した。本研究で見出された 6-メルカプトプリンによるファビピラビル RTP量を増加さ

せる効果は，in vitro で検証しただけではあるが，ファビピラビルのブロードスペクトラム性にも

反映され，汎用性が高いと考えられることから，ファビピラビル単剤ではインフルエンザウイル

スに比べて効果が不十分かつ治療薬のない致死性ウイルス疾患への臨床応用が期待され

た。本研究結果を踏まえ，ファビピラビルを新たな RNA ウイルス治療薬として結びつけるた

めの更なる研究開発が望まれる。さらに，今回確立した併用薬スクリーニング方法で，他

の承認薬や開発薬剤との併用をすることで新たなファビピラビルとの併用薬を見出せる可能

性を示すとともに，他の核酸アナログ薬剤の活性を高める薬剤をスクリーニングする目的に

応用されることが期待される。 
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第 1章 序論︓本研究の目的と背景 
 

ウイルスによる新興・再興感染症が世界的問題になっている。1997年から東南アジアを

中心に継続的に発生している鳥インフルエンザウイルスのヒトへの感染 (1)，2014年に西ア

フリカで発生した大規模なエボラウイルス集団感染 (2)，そして，2019年 12月より中国

湖北省武漢市で発生し，またたく間に世界に流行した新型コロナウイルス感染症に現在も

直面している (3)。これらの要因としては，エンデミックでしか確認されなかったウイルス疾患

が人口の増加や行動範囲の拡大，新型コロナウイルス感染症のように交通機関の発達に

より短時間で世界に広がることが大きいと考えられる。また，地球温暖化要因により，デン

グ熱，ジカ熱，SFTS (severe fever with thrombocytopenia syndrome; 重症熱性血小

板減少症候群) 等の原因ウイルスを媒介する昆虫やラッサ熱，エボラ出血熱，狂犬病等

の原因ウイルスを媒介する動物の生息地域が拡大していることが影響していると考えられ

る。 

このように多くのウイルス感染症が報告されているが，細菌感染症とは異なり，未だに薬剤

による治療法やワクチンによる予防法が確立されておらず，対症療法に依存せざるを得な

い状況である。 

ファビピラビル（T-705，6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazine carboxamide）は，富山化学

工業株式会社 (現:富士フイルム富山化学株式会社) で開発された抗インフルエンザウイ

ルス剤である (4, 5, 6)。細胞内に取り込まれたファビピラビルが HPRT (Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase) を含む細胞内酵素により糖付加・リン酸化されて，ファビピラビ

ル-ribofuranosyl-5ʼtriphosphate (ファビピラビル RTP) に変換され，これが ATP/GTP と競

合的にウイルス RNA ポリメラーゼの基質となり，ウイルス鎖 RNA伸長時に取り込まれ，チ
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ェーンターミネーションを引き起こすことが明らかとなっている (Fig. 1) (7)。一方で，遺伝子

複製に関連するポリメラーゼは哺乳類細胞等で知られているが，ファビビラビル RTPはヒト

DNA依存性 DNA ポリメラーゼ（α，β，γ）並びに DNA依存性 RNA ポリメラーゼに対

してはほとんど阻害作用を示さない (8, 9)。 

また，ファビピラビルはインフルエンザウイルス以外の様々な RNA ウイルスに対しても in 

vitro及び in vivo で薬効を示す (ブロードスペクトラム) が，この要因としては，ウイルス

RNA ポリメラーゼが RNA ウイルス間で共通保存されているためと考えられる。そのため治療

法の確立されていない RNA ウイルス感染症の薬剤として期待され，SFTSや新型コロナウ

イルス感染症を対象とした臨床研究や臨床試験が進められている。 

しかしながら，ファビピラビルがブロードスペクトラムを示す詳細な機序は不明である。ま

た，インフルエンザウイルス以外のウイルスに対しては，抗ウイルス活性がインフルエンザウイ

ルスよりも劣ることから，治療薬のない致死性ウイルスへの臨床応用を考えた場合に，ファ

ビピラビルの活性を高めるアプローチを見出すことが急務であると私は考えた。 

 

本研究では，ファビピラビルがブロードスペクトラムを示す作用機序の詳細を明らかにする

ことを目的に，ファビピラビルの標的作用部位の解析 (第 2章) 及びそのブロードスペクト

ラムを活かすことを目的とした併用薬剤を見出すため，ファビピラビルの活性増強薬の探

索 (第 3章) を各種 in vitro試験系で評価を実施した。 

 

なお，本学位論文の 2章及び 3章は，それぞれ学術雑誌にて公表された原著論文

（参考文献 1）及び国際出願番号WO2020138067 A1（参考文献 2）の内容を基礎

として作成した。 
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Figure 1. Schematic representation of the activation mechanism of favipiravir. 

Favipiravir is incorporated into cells and converted to favipiravir ribofuranosyl 

phosphates by host cell enzymes. The triphosphate form, favipiravir-RTP, inhibits the 

influenza viral RNA polymerase activity. 
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第 2章 ファビピラビルの標的作用部位の解析 
 

第 1節 目的 

ファビピラビル（T-705）は，富山化学工業株式会社（現:富士フイルム富山化学株

式会社）によって開発された抗インフルエンザウイルス剤である（4, 5, 6）。ファビピラビルは

A 型から C 型のインフルエンザウイルスの複製を強力に阻害し，アレナウイルス科，ブニヤウ

イルス科，フラビウイルス科，ピコルナウイルス科，フィロウイルス科，ラブドウイルス科等の

様々な RNA ウイルスに対して抗ウイルス活性を示す（4, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17）。

さらに，ファビピラビルはノイラミニダーゼ阻害剤よりも，薬剤除去後のウイルスの再増殖を許

容する可能性が低い（6）。 

これまでに寒川及び私は，ファビピラビルの活性体であるファビピラビル RTP が，プリンアナ

ログとして ATP/GTP の代わりに競合的に組み込まれ，ファビピラビル RTP の 1 分子が新生

RNA 鎖に組み込まれることを示した（7）。インフルエンザウイルスの RdRP （RNA-

dependent RNA polymerase; RNA依存性 RNA ポリメラーゼ）は，3 つのサブユニットタン

パク質（PB1，PB2，及び PA）で構成されている。これらのタンパク質は，ポリメラーゼ活

性に必要であり，インフルエンザウイルスのRNA重合に関わる多機能を持つ（18）。インフ

ルエンザウイルス RdRP のうち，PB1 サブユニットには 2 つの NTP 架橋領域が存在する

（19）。 

富士フイルム富山化学株式会社において，ファビピラビル存在下で Influenza A/PR/8/34

（H1N1）を in vitro で最大 30 継代まで行ったが，ファビピラビル耐性ウイルスの獲得がで

きなかった（4，9）。 
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一方で，2018 年に Goldhill らは 2009 H1N1 パンデミック（pdm09）からの初期分離

株である Influenza A/England/195/2009（H1N1）を用いてファビピラビル存在下で in vitro 

で 10継代することで，PB1 K229R変異を持つウイルスを獲得し，ポリメラーゼ活性を犠牲

にしながらもファビピラビルに対して感受性低下を示したと報告した。このウイルスは，PA 

P653L の変異を同時に獲得することで，ポリメラーゼ活性を回復した（20）。また， 

K229R 変異は，pdm09（H1N1），A（H3N2）及び A（H7N9）株においてファビピラ

ビル感受性を低下させることを示した。 

上記の富士フイルム富山化学株式会社の研究グループと Goldhill らのグループの相反

する知見に基づいて，本研究では私はK229R変異と PB1のK229隣接領域に焦点を当

て，実験株として長きに渡りバリデートされている株である Influenza A/PR/8/34 において

K229R変異がファビピラビル耐性をもたらすかどうかを確認した。 

PB1 K229は，NTP架橋領域の最初のアミノ酸に位置していた。このことは，インフルエン

ザウイルス RdRP のファビピラビル標的作用部位が PB1 の NTP架橋領域に存在する可能

性が高いことを示唆した。そこで私は NTP架橋領域の部位特異的変異誘導によって作成

された 30 の PB1変異体を，Influenza A/PR/8/34 レプリコンシステムを使用して評価した。 
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第 2節 実験材料ならびに実験方法 

 

2-1使用細胞 

ヒト胎児腎臓 293T細胞（名古屋医療センター臨床研究センターから入手）は，10％ウ

シ胎児血清（FBS），100 μg/mL ストレプトマイシン及び 100 ユニット/mL ペニシリン

（Sigma-Aldrich Inc., St. Louis，MO，USA）を添加した DMEM（Sigma-Aldrich 

Inc.）を使用し，37°C，5%二酸化炭素条件下で培養した。 

 

2-2被験化合物 

ファビピラビルは，富士フイルム富山化学 (富山，日本) で合成された。リバビリンは，

Sigma-Aldrich Inc.から購入した。 

 

2-3系統樹解析 

RdRP遺伝子に関する系統樹解析を実施するにあたり，本遺伝子がコードするタンパク質

名が RNA ウイルス種間で異なるものの，いずれもポリメラーゼ活性をもつタンパク質であると

いう共通項があることを考慮し，塩基配列ではなく，アミノ酸配列を対象とした系統樹解

析を実施した。 

様々な RNA ウイルスの RdRP遺伝子のアミノ酸配列は，ClustalW を用いてアライメント

後（21），近接結合法を用いた系統樹作成（22, 23），及び系統樹の信頼性を確認

するために 1000回のリサンプリングを行う Bootstrap解析を実施した（24）。その後，取

得した ClustalW output data を Genetyx ソフトウェア (Genetyx Corporation，日本) を用

いて系統樹を表示させた。使用した RNA ウイルス配列は，以下のウイルス (accession 
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number) を使用した (25)。 

WestNile (NC_003908); Yellow Fever (NC_002031); Punta Toro (DQ363408); Rift 

Valley Fever (X56464); Sandfly Fever Naples (HM566172); Western Equine Encephalitis 

(NC_003908); Influenza A (J02151); Influenza B (M20479); Influenza C (M28060); 

Junin Candid (AY8190707); Machupo (NC_005079); Tacaribe (J04340); Guanarito 

(NC_002554); Pichinde (NC_006439); Polio (NC_002058); Rhino (NC_009996); 

FMDV (NC_002554); LaCrosse (U12396); Human Respiratory Syncytial Virus 

(M75730) 

 

2-4インフルエンザレプリコンシステムによるレプリコン活性及び薬剤による阻
害活性測定 
 

2-4-1 PB1 タンパク質変異体の作製 

PB1 タンパク質をコードする遺伝子は，Influenza A/PR/8/34 (H1N1) 株から逆転写 PCR 

(RT-PCR) 法により増幅し，pcDNA3.1 ベクター (インビトロジェン社製) のマルチクローニン

グサイトにクローニングした。構築した pcDNA3.1/PR8_PB1 プラスミド DNA を野生型 PB1 

DNA と命名した。また，PB1 タンパク質の 229位，230位，232位，233位，237

位，239位，256位，305位，308位，309位，444位，445位，446位，491位

又は 492位のアミノ酸残基をアラニン残基へ置換するために，PCR法により野生型 PB1 

DNA に変異を導入した。得られた DNA をそれぞれ，K229A DNA，D230A DNA，

E232A DNA，R233A DNA，K237A DNA，R239A DNA，E256A DNA，D305A 

DNA，K308A DNA，W309A DNA，S444A DNA，D445A DNA，D446A DNA，

E491A DNA，及び F492A DNA と命名した。 

また，アラニン残基へ置換した変異体と同じ位置について，野生型のアミノ酸パターンと

性質の近いアミノ酸 1種類へ置換 (保存的アミノ酸置換) するために変異を導入した。得
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られた DNA を，それぞれ，K229R DNA，D230E DNA，E232D DNA，R233K 

DNA，K237R DNA，R239K DNA，E256D DNA，D305E DNA，K308R DNA，

W309F DNA，S444T DNA，D445E DNA，D446E DNA，E491D DNA，及び

F492Y DNA と命名した。 

 

2-4-2 レプリコン活性の評価 

インフルエンザウイルスの RdRP タンパク質のレプリコン活性に対する PB1 タンパク質変異

体の影響は，細胞を用いたレポーターアッセイ系で検出した。このアッセイ系では，レプリコン

活性をレポータータンパク質であるルシフェラーゼ (Luc) の活性が増加することを指標に検

出した。インフルエンザウイルスの RdRP のレポーターアッセイ系は，公知の方法 (26) を参

考に構築した。 

 

2-4-2-1 PA, PB2，及び NP タンパク質のプラスミド DNA構築 

上記 2-4-1 に記載の方法で，PA，PB2，NP タンパク質をコードする遺伝子は，

Influenza A/PR/8/34 (H1N1) 株及び Influenza A/Osaka/1480/96 (H3N2) から RT-PCR

法により増幅し，pcDNA3.1 ベクターにクローニングした。得られた pcDNA3.1/PR8_PA プラ

スミド DNA，pcDNA3.1/PR8_PB2 プラスミド DNA及び pcDNA3.1/PR8_NP プラスミド 

DNAは，それぞれ野生型 PA DNA，野生型 PB2 DNA及び野生型 NP DNA と命名し

た。 

 

2-4-2-2 レポーター遺伝子のプラスミド DNA構築 

レポーター遺伝子を含むプラスミド DNA を作製した。具体的には，5’末端から 3’末端にか

けて，ヒト由来ポリメラーゼ I プロモーターをコードする領域 (27)，Influenza A/PR/8/34 
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(H1N1) 株の N-terminal region (NTR) で挟まれた Luc遺伝子，マウス由来ポリメラーゼ

I ターミネーターをコードする領域 (28) でつなげた DNA を作製し，pcDNA3.1 ベクターにク

ローニングし，レポータープラスミド pcDNA3.1/polI_NTR_RhLuc を得た。 

 

2-4-2-3 レプリコン活性の測定 

レプリコン活性の評価のために，SV40 large T 抗原を発現しているヒト胎児腎細胞 293T

細胞 (以下，293T細胞とする) に，インフルエンザウイルスの RdRP，NP及びレポーター

プラスミドを形質導入し，Luc活性を測定した。以下の 1）～ 3）の流れで実施した。 

 

１）293T細胞の培養 

10%ウシ胎児血清添加 DMEM培地中，5%二酸化炭素条件下，37℃で継代培養さ

れている 293T細胞は，エチレンジアミン四酢酸トリプシン法によって剥離され，同培地で

100 μL に 2×104個の細胞を含むように調製した。得られた懸濁液を 96 ウェルプレート

(white) に播種し，5%二酸化炭素条件下，37℃で 1夜培養し，単層の 293T細胞を

得た。 

 

２）DNAの導入 

DNA導入のために，1 ウェルあたり，野生型 PA DNA 2 ng，野生型 PB2 DNA 20 ng，

野生型 NP DNA 20 ng，レポータープラスミド 20 ng及び野生型 PB1 DNA又は PB1変

異 DNA を含むプラスミド DNA液 0.2 μL，DNA の導入試薬 TransIT-LT1 (タカラバイオ

社製) 0.3 μL を DMEM に添加し，トータルで 10 μL とし，ピペットで穏やかに混合後，

室温で 30分放置した。上記混合液を 1) で調整した各ウェルへ 10 μL/ウェル添加した。ブ

ランクウェルには，レポータープラスミド 20 ng のみを添加した。 
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3) レプリコン活性の測定及びその評価 

Luc活性の測定には，Renilla-Glo Luciferase Assay System (プロメガ社製) を用いた。

2~3夜培養後に，培養上清を吸引除去後，当該 System に添付の Assay Buffer を各

ウェルへ 50 μL/ウェル添加し，10分以上室温で作用させ，細胞を溶解した。その後，当

該 System に添付の Assay substrate (Assay Buffer で 100倍希釈) を 50 μL/ウェル添加

し，攪拌後，マイクロプレートリーダー (Tecan社製，infinite M200) で発光度を測定し

た。例数は 2 で実施し，平均値を用いてブランクウェルの値を差引いた数値を発光度とし

た。また，各 PB1 タンパク質変異体の野生型に対するレプリコン活性を下記数式で算出し

た。 

 

レプリコン活性 (%) = [(PB1 タンパク質変異体の平均発光度) - (ブランクウェルの平均発光

度)] / [(野生型の平均発光度) - (ブランクウェルの平均発光度)] × 100 

 

2-4-3 レプリコン阻害活性測定 

各 PB1 タンパク質変異体のうち，野生型に対して 10%以上のレプリコン活性を保持した変

異体について，下記方法で，ファビピラビルに対する感受性を測定した。 

 

2-4-3-1 DNAの導入及び薬剤添加 

1 ウェルあたり，野生型 PA DNA 2 ng，野生型 PB2 DNA 20 ng，野生型 NP DNA 20 

ng，レポータープラスミド 20 ng及び野生型 PB1 DNA又は PB1変異 DNA を含むプラス

ミド DNA液 0.2 μL，DNA の導入試薬 TransIT-LT1 0.3 μL を DMEM に添加し，トー

タルで 10 μL とし，ピペットで穏やかに混合後，室温で 30分放置した。上記混合液を 10 
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μL/ウェルで 2-4-2-3 1) で調整した各ウェルへ添加した。その後，薬剤添加ウェルに 12倍

濃度の薬液を 10 μL/ウェルで添加し，5%二酸化炭素条件下，37℃で 2~3夜培養した 

(薬液の最終濃度:2，4，8，16，32，64 μg/mL)。ブランクウェルには，レポータープラスミ

ド 20 ng のみを添加した。 

 

2-4-3-2 Luc活性の測定及びレプリコン活性の評価 

Luc活性の測定には，Renilla-Glo Luciferase Assay System (プロメガ社製) を用いた。

2~3夜培養終了後に，培養上清を吸引除去後，当該 System に添付の Assay Buffer

を 50 μL/ウェル添加し，10分以上室温で作用させ，細胞を溶解した。その後，当該

System に添付の Assay substrate (Assay Buffer を 100倍希釈) を 50 μL/ウェル添加

し，攪拌後，マイクロプレートリーダー (Tecan社製，infinite M200) にて発光度を測定

した。例数は 2 で実施し，平均値を用いてブランクウェルの値を差引いた数値を発光度とし

た。 

 

レプリコン反応率 (%) = [(薬剤添加ウェルの平均発光度) - (ブランクウェルの平均発光

度) ]/[ (薬剤非添加ウェルの平均発光度) - (ブランクウェルの平均発光度)]×100 

 

EC50 (50% effective concentration︔50%有効阻害濃度) の算出には，Microsoft 

Office Excel 2003 の FORECAST関数 (一次回帰法) を用いた。 

 

2-5 リバビリンの交差耐性の確認試験 

抗 HCV剤であるリバビリンは，抗インフルエンザ作用を示すことが知られている。そこで， 

野生型及びファビピラビルに対して感受性が低下した変異体に対するリバビリンの交差耐性
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を確認するため，2-4-3 に記載の方法で試験を実施した。 

 

2-6 ファビピラビル RTPのポリオウイルス 3Dpol への結合の 3D モデル 

ポリオウイルス 3Dpol と RNA との複合体の立体構造である poliovirus polymerase 

elongation complex with CTP（PDB 3OL7）をベースとして，Schrodinger suite の

Maestro を用いてファビピラビル RTP を作成し，Gilde を用いて活性中心に配置するように

ドッキングモデルを作成した。その後，Discovery Studio Viewer を使用して表示用モデルを

作成した。 
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第 3節 実験結果 

 

3-1各種 RNA ウイルスに対するファビピラビル感受性とその RNA ポリメラ

ーゼの系統樹解析 

インフルエンザウイルス RdRP の PB1配列とファビピラビル感受性ウイルスの RdRP の系統

樹を分析した（Fig. 2）。各ウイルスのファビピラビルに対する感受性データの EC50 値又は

EC90 (90% effective concentration︔90%有効阻害濃度) は，図中の右端に記載した。 

その結果，RNAウイルスのファビピラビルに対する感受性は，系統的にインフルエンザウイ

ルスに密接に関連するウイルス，特にアレナウイルス科とブニヤウイルス科の中で高かった

（Fig. 2）。さらに，ポリメラーゼモチーフは NTP 架橋領域の近くに存在し，13 のウイルス

間で保存されており（29），Fig. 3 に示したとおりである。その中には，15 個の高度に保

存されたアミノ酸があることが確認された。ファビピラビル RTP の標的部位はこれらのアミノ酸

の中にあることが推測された。  
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Figure 2. Sequence-based relationship among favipiravir-sensitive RNA viruses. 

Phylogenetic relationships among RNA viruses analyzed with RdRP genes trees were 

generated by the neighbor-joining method. Bootstrap support values are indicated at the 

respective branches. Virus abbreviations are as follows: WEE, Western Equine 

Encephalitis; INFA, Influenza A; INFB, Influenza B; INFC, Influenza C; FMDV, Foot-

and-mouth disease virus; HRSV, Human Respiratory Syncytial Virus. The EC50 and EC90 

values of favipiravir against the evaluated RNA viruses are indicated and are cited in the 

paper following Furuta, 2002 (4) , 2017 (17); Gowen, 2007 (11); Julander, 2009 (12); 

Mendenhall, 2010 (13); Morrey, 2008 (14); Sakamoto, 2011 (30). 
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Figure 3. Sequence-based relationship among favipiravir-sensitive RNA viruses. 

Structure-based sequence alignment of RdRP motifs pre-motif A and A to E. Amino acid 

sequence alignments of RdRP modules of selected segmented negative-sense RNA 

viruses. Yellow highlights refer to identical residues among all compared viruses, and 

blue highlights refer to identical residues among almost all viruses. Virus abbreviations 

are as follows: INFC, Influenza C; INFB, Influenza B; INFA (H1N1), tested Influenza 

A/PR/8/34; INFA (H3N2), tested Influenza A/Osaka/1480/96; CCHF, Crimean–Congo 

Hemorrhagic Fever; DUG, Dugbe; BUN, Bunyamwera; LAC, La Crosse; HTN, Hantaan; 

DOB, Dobrava; AND, Andes; RVF, Rift Valley Fever; LAS, Lassa. The distances between 

each motif are highly conserved. This figure is partially modified with reference to 

Kinsella, 2004 (29). 

 

3-2各 PB1変異体のインフルエンザウイルスレプリコン活性 

本研究では，高度に保存されたアミノ酸（Fig. 3）に焦点を当て，インフルエンザウイル

スのレプリコン活性を評価した。簡潔にいえば，PB1 タンパク質の 229，230，232，233，

237，239，256，305，308，309，444，445，446，491，及び 492 位（15 か所）
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が選択された。 15 か所のアミノ酸残基をアラニン残基で置換（アラニンスキャニング）する

か，同様の性質を持つアミノ酸残基に置換し，PB1の 30変異体を評価した。評価した 30

の PB1変異体のうち，K229R，D230A，D230E，K237A，K237R，K308R，S444A，

E491D，F492A，及び F492Y を含む PB1 の 10 変異体は，WT PB1 に対して 10％以

上のレプリコン活性を維持したが，他の 20 の PB1 変異体はレプリコン活性を失った（Fig. 

4）。 以上のことから，NTP 架橋領域の近傍がウイルスポリメラーゼ活性を維持するための

重要な活性部位であることが示唆された。  

 
 

Figure 4. Influenza virus relative replicon activity by site-directed mutagenesis. 

The polymerase activity of each PB1 mutant was assessed in 293T cells by quantifying 

the luciferase activity in cell lysates transfected with PB1 (WT or mutant), PB2, PA, and 

NP protein expression plasmids along with a reporter plasmid expressing an influenza 

virus-like RNA construct for luciferase. Luciferase activity levels were expressed as the 

percentages of WT PB1. 
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3-3 ファビピラビルのインフルエンザウイルスのレプリコン阻害活性 

WT PB1 に対して 10％以上のレプリコン活性を維持した PB1 の 10変異体について，フ

ァビピラビルの EC50値が評価された。WT と比較して，9 つの PB1変異体は，ファビピラビ

ルに対して同等又は高感受性を示した（Fig. 5）。特に，PB1 E491D変異体はWT より

も約 5倍感受性が高かった [Fig. 5; WT の EC50 = 5.98 μg/mL（38.1 μM）及び E491D

の EC50 = 1.19 μg/mL（7.57 μM）]。しかし，PB1 K229R変異体のみが，ファビピラビル

に対する感受性を有意に低下した [Fig. 5，Table 1; WT の EC50 = 5.98 μg/mL（38.1 

μM）及び K229R の EC50 = 44.1 μg/mL（281 μM）]。この結果は，Goldhill らの報告

と一致した（20）。 

 
Figure 5. Inhibitory activity of favipiravir against influenza virus replicon of 

mutant PB1. 

The inhibitory activity of favipiravir against each PB1 mutant was assessed in 293T 

cells by quantifying the luciferase activity in cell lysates transfected with PB1 (WT or 

10 PB1 mutants, which maintained ≥10% replicon activity of WT PB1), PB2, PA, and 

NP protein expression plasmids along with a reporter plasmid expressing an influenza 

virus-like RNA construct for luciferase. EC50 of favipiravir against mutant PB1 was 

calculated using the FORECAST function (linear regression) of Microsoft Office Excel 

2003. 
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次に，インフルエンザウイルスのレプリコン活性における 229位のアミノ酸の役割を明らかに

するために，229位のアミノ酸を変化させた 19種のレプリコン活性（K229A/R/I/Q/H/E 

/N/F/M/D/S/T/G/V/L/Y/W/C/P）を評価した。相対活性が 33.2％であった K229R を除い

たすべての変異体は，レプリコン活性を完全に喪失した（Fig. 6）。これらのデータは，イン

フルエンザウイルスの PB1の 229位のアミノ酸がポリメラーゼ活性において極めて重要な役

割を果たすことを示唆した。 

 
Figure 6. Relative replicon activity of each mutant on the 229th amino acid in the 

PB1 region of influenza virus.  

Relative replicon activity was calculated by comparing the activity of the WT replicon 

in influenza virus (set as 100%). The labels of the x-axis indicate the mutants on 229th 

amino acid in PB1. 

 

さらに，Influenza A/PR/8/34（H1N1）株に加えて，別のサブタイプである Influenza 

A/Osaka/1480/96（H3N2）株について K229R変異体を作成し，感受性を評価した。そ

の結果，A/PR/8/34株の場合と同様に，ファビピラビルに対する感受性の低下が K229R

変異体で確認された [Table 1; WT の EC50 = 4.83 μg/mL（30.7 μM）及び K229R の

EC50 = 53.9 μg/mL（343 μM）]。この結果は，K229R変異が少なくとも 2 つのインフルエ

ンザウイルスのファビピラビルに対する感受性を低下させることを示した。 
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Table 1. Inhibitory activity of favipiravir against influenza virus replicon of WT and 

mutant PB1. 

Influenza Virus EC50 µg/mL (µM) Ratio (WT/K229R) 

PB1 WT PB1 K229R  

A/PR/8/34 (H1N1) 5.98 (38.1) 44.1 (281) × 7.37 

A/Osaka/1480/96 (H3N2) 4.83 (30.7) 53.9 (343) × 11.16 

 

3-4 PB1 K229R変異体に対するリバビリンの交差耐性の評価 

インフルエンザウイルスは抗 HCV剤であるリバビリンに感受性を示し，リバビリン三リン酸

体はインフルエンザウイルス RdRP に対して阻害活性を示す（31）。リバビリンがファビピラビ

ルと同じ標的部位を介してインフルエンザウイルス RdRP を阻害するかどうかを調べるため

に，WT及び K229R PB1変異体に対するリバビリンに対する感受性を評価した。その結

果，リバビリンの EC50値は，WT及び PB1 K229R変異体でそれぞれ 14.84及び 16.45 

μg/mL（60.8及び 67.4 μM）であった。これは，リバビリンがファビピラビルに対して交差耐

性を示さず，別の作用部位で RdRP を阻害したことを示唆した。Goldhill らは PB1 

K229R / PA P653L二重変異を含む A/England/195/2009 (H1N1) に対してリバビリンは

交差耐性を示さないことを報告しており（20），これらの結果は，本研究における

A/PR/8/34 K229R変異体の結果と一致した。 

以上より，リバビリンは，ファビピラビルとは異なるメカニズムでインフルエンザウイルス RdRP

を阻害することが示された。 
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第 4節 考察 

 

本研究は，ファビピラビルの作用機序の知識に基づいて Influenza A/PR/8/34 レプリコン

システムを使用して標的作用部位を体系的に特定した最初の報告である。この研究により，

私は以下の 3 つのポイントを明らかとした。 

(1) ウイルス RNA ポリメラーゼの NTP 結合領域の近傍は，ウイルスのポリメラーゼ活性を

維持するための重要な活性部位の 1 つであること  

(2) Influenza A/PR/8/34 の PB1 の K229はファビピラビルの標的作用部位であり，K229R

変異体のみがファビピラビルに対する感受性が低かったが，他の変異体ではそのレプリコ

ン活性が失われたこと 

(3) K229R単一変異体はリバビリンに対して交差耐性を示さないこと 

 

これまで，ファビピラビルの作用機序として，ファビピラビルRTPはプリン塩基との競合的拮

抗作用を示し，インフルエンザウイルスの新生 RNA 鎖に組み込まれることでウイルス RNA

の伸長阻害を示すことを明らかにしてきた（7）。本研究では，K229R変異と PB1のNTP

結合領域の近くに焦点を当て，K229R 変異が Influenza A/PR/8/34 株に対してファビピラ

ビル耐性をもたらすかどうかを確認した。 

評価対象とした NTP 結合領域の中で，K229 を含む領域は Pre-motif A と呼ばれ，

Fig. 3 に示すように他の RNA ウイルスでも保存されている（29）。K229R 以外の K229X

変異体は，レプリコン活性を失った。一般に，ウイルスのレプリコン活性が失われると，ウイ

ルスの複製能力が失われることから，ウイルスにとっては致命的であると推測される。  

SDD motifは PB1 のMotif C にあり，Fig. 3 に示すように NTP架橋領域 1 と 2 の間に
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あり，S444，D445，及びD446で構成されている。SDD motifはタンパク質の安定性と機

能性のために重要である（32）。 S444A を除く 5 つの変異体（S444T，D445A，

D445E，D446A，及び D446E）は，レプリコン活性を完全に失ったことから，ポリメラーゼ

活性を維持するためには SDD motif が重要であることを示した。 

Pre-motif A は，NTP トンネルの入り口を形成する高度に保存されたモチーフである。負

に帯電したNTPがトンネル内に入ろうとする際に，正に帯電したアミノ酸と順次相互作用す

ることで，HCV NS5B ポリメラーゼの NTP トンネル内の活性部位に到達する（33）。イン

フルエンザウイルス PB1の Pre-motif A内には，本研究の変異解析の対象となったK229，

R233，K237，R239 等の正に帯電したアミノ酸が豊富な領域が存在する。 K229R，

K237A，及びK237R変異体のみが，WTの 10％以上のレプリコン活性を維持しており，

この領域のわずかなアミノ酸変異のみがポリメラーゼ活性を維持できることを示唆した。 

興味深いことに，229位のアミノ酸がアルギニン置換の場合を除く 19の変異体は，レプリ

コン活性を完全に失ったことから，ファビピラビル耐性を達成するには，ウイルスの生存戦略

に大きな影響を与える選択肢がほとんどない変異獲得が必要であることが示唆された。 

Goldhill らは，PB1 K229R変異体は，A/England/195/2009 (H1N1) と比較してレプリ

コン活性が 30 分の 1 に減少したと報告した（20）。しかし，本研究の結果は，PB1 

K229R変異体が A/PR/8/34 (H1N1) WT の 30％以上のレプリコン活性を維持していること

を示した。このことから，レプリコン活性に対する K229R 変異の影響はウイルス株に依存す

ることが示唆された。  

3000 人以上が参加したファビピラビルの臨床試験では，ファビピラビル耐性ウイルスは検

出されていない。高下らは，季節性インフルエンザを対象とした日本国内第 3 相臨床試験

において，ファビピラビル投与の前後に患者から分離された 57 対のインフルエンザウイルスは，
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ファビピラビルに対する感受性に変化がなかったと報告している（34）。さらに，インフルエン

ザウイルスデータベース（https://www.fludb.org/brc/home.spg?decorator=influenza）を使

用して SNP (single nucleotide polymorphism) 解析を実施したが，これまでに PB1K229R

変異をもつウイルスは登録されていない。  PB1 K229R 及び PA P653L を保有する

A/England/195/2009 (H1N1) は，ファビピラビルの存在下で増殖するウイルス集団全体の

中で優勢にはならないが，フェレットに感染する可能性がある（35）。これらのことから，フ

ァビピラビルの臨床使用において，ファビピラビル耐性ウイルスの出現動向に注意を払う必要

がある。 

インフルエンザウイルス PB1 K229R に対応するウイルス変異に関する多くの知見が，他ウ

イルスでは次のように報告されている。 

Hass らは，PB1の K229Rに対応するラッサウイルス RdRPの K1127R変異体でレプリコ

ンアッセイを実施したところ（36），レプリコン活性は減少したと報告している。また，

Iglesias らは，PB1 の K229 に対応するデング熱ウイルス RdRP の K456A 変異体は，

K456（WT）変異体と同等のポリメラーゼ活性を持っていたが，K456A の鋳型特異性は

大幅に変化することを報告している（37）。さらに，Delang らはチクングニアウイルスの

RdRP K291R 変異は，ファビピラビルに対する低レベルの耐性化の原因であると報告してい

る（38）。逆に，Abdelnabi らはコクサッキーウイルス B3 RdRP K159R変異がポリメラーゼ

活性を有意に減弱させ，A239G 変異を導入することで回復し，K159R/A239G 二重変

異体は，WT ウイルスに比べてファビピラビルに対して感受性が高まった（39）と報告してい

る。 

ポリオウイルスはファビピラビルに感受性を示し（Fig. 2），ポリオウイルス RdRP（3D pol）

の 3次元（3D）構造が明らかとなっている。そこで，K229に対応する部位に，ファビピラビ
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ル RTP を使用してポリオウイルス 3D pol に挿入したドッキングモデルを構築した（Fig. 7）。

その結果，インフルエンザウイルス PB1 の K229 に対応する K159 が NTP トンネル入口に

配置することが確認された。したがって，この部位に変異が生じることで，ファビピラビル RTP

の NTP トンネルへの入りやすさに変化が生じ，ファビピラビル RTP と RdRP 間の親和性にも

影響を与える可能性があることが示唆された。このことは，他の RNAウイルスの K229相当

部位での変異が，インフルエンザウイルスの場合のように，ファビピラビルへの親和性を変化

させることによってウイルスポリメラーゼ活性とファビピラビルに対する感受性を著しく変化させる

極めて重要な部位であることを示唆した。さらに，ファビピラビルは様々な RNA ウイルスで保

存されたポリメラーゼモチーフ内の活性部位を阻害することにより，ブロードスペクトラムの抗

ウイルス活性を示すことが考えられた。 

近年，新たなウイルスによる感染が報告されている。ブニヤウイルス科に属する SFTS ウイ

ルスを起因とする SFTS が，2013年に日本で確認された。ファビピラビルは，SFTS ウイルス

に対して in vitro及び in vivo で抗ウイルス活性を示す（40，41）。興味深いことに，イン

フルエンザウイルス RdRP の PB1 の K229 に該当する SFTSV RdRP の K913 でもリジン残

基が保存されている。 

また，新規の重症急性呼吸器症候群コロナウイルス-2（SARS-CoV-2）の流行は，

2019 年 12 月に武漢で最初に発生し，中国全土及び世界中に広がった。このパンデミック

は，まだ進行中である。ファビピラビルは，in vitro及び in vivo で SARS-CoV-2 に対して抗

ウイルス活性を有することが確認されている（42，43，44）。 SARS-CoV-2 RdRP のアミ

ノ酸配列に注目すると，Pre-motif A に相当する motif F は SARS-CoV-2 RdRP に存在

し，SARS-CoV-2 の K545 の位置は，インフルエンザウイルス RdRP の PB1 の K229 に対

応すると推定された（45）。この保存性のために，ファビピラビルは抗 SARS-CoV-2活性を
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示すと考えられる。 

本研究ではインフルエンザウイルスのレプリコンシステムのみを使用しており，Influenza 

A/PR/8/34 PB1 K229R変異体によるウイルスの感染動態とウイルス特性は評価していない

ことから，リバーズジェネティクスによって生成された組換えウイルスを使用した研究が，将来

的に期待される。最後に，本研究の知見は将来のポリメラーゼ阻害を標的とする核酸ベー

スの「ブロードスペクトル」を示す抗ウイルス薬の開発に役立つと考える。 

 
Figure 7. 3D model of the binding of favipiravir RTP to Poliovirus 3D pol.  

The Docked model of the structure of the predicted complex between favipiravir RTP and 

poliovirus 3D pol (PDB code 3OL7). Favipiravir RTP is represented as sticks. 3D pol is 

represented as light blue ribbons. The magnesium ion is represented as green balls. The 

residues predicted to form an amino acid bond with favipiravir RTP are also shown as 

ball-and-stick models. This model was constructed using a Schrodinger suite and 

processed using a DS visualizer. 
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第 5節 小括 

 

本章では，Influenza A/PR/8/34 のレプリコンシステムを用いて，ファビピラビルのウイルス

RNA ポリメラーゼの標的作用部位を確認した。その標的作用部位はポリメラーゼの活性中

心であり，変異獲得によりポリメラーゼ活性を喪失すること，この部位は多くの RNA ウイル

スに共通で保存されていることが確認された。以上のことから，ファビピラビルの標的作用部

位は，薬剤耐性を誘導しにくい，かつ幅広い RNA ウイルスに対して効果を期待できる魅

力的な薬剤標的であることが示唆された。本研究が，将来的にポリメラーゼの活性中心を

標的とした核酸アナログ薬開発等のツールとなることが期待される。 
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第 3章 ファビピラビルの活性増強薬の探索 
 

第 1節 目的 

ファビピラビルは，RNA ウイルスに共通保存されている RNA ポリメラーゼを選択的に阻

害する薬剤であり，既存薬の効果が不十分の場合の新型・再興型インフルエンザの治療

薬として日本国内で承認されている。また，SFTS等のインフルエンザ以外の致死性ウイル

ス感染症への適応拡大が期待されている。インフルエンザウイルス以外の RNA ウイルスに対

するファビピラビルの in vitro活性及び in vivo治療効果は，インフルエンザウイルスに比べ

弱く，現行の処方のままでは不十分の可能性がある。その場合，他の作用機序を有する

抗ウイルス剤との併用をすることにより対応することも一案として考えられるが，致死ウイルス

感染症を対象に承認された薬剤はない。ファビピラビルは細胞内酵素によりファビピラビル

RTP に変換されるが，その過程のうち，細胞内酵素の HPRT (Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase) によるファビピラビルからファビピラビル糖一リン酸体への変換が

律速であることが分かっていることから (46)，私は，この律速過程を克服する施策を見つけ

ることができれば，ファビピラビルの薬効向上に寄与すると考えた。 

本研究では，ブロードスペクトラムを示すファビピラビルの活性を高めること及びその効果を

速やかに臨床応用につなげることを目的とし，私は FDA承認薬ライブラリーのうち，ファビピ

ラビルの活性体への変換に影響が出ると考えられる複数の代謝拮抗剤を用いてインフルエン

ザウイルスレプリコンシステムによりファビピラビルの薬効を高める併用薬をスクリーニングした。

また，ヒット薬剤との併用下での抗インフルエンザウイルス活性評価及びその活性増強機序

について検証した。 
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第 2節 実験材料ならびに実験方法 

 

2-1使用細胞 
2-1-1 293T細胞 

 細胞は，ヒト胎児腎細胞 293T細胞 (以下 293T細胞とする) を用いた。10%ウシ胎児

血清添加 DMEM培地中，5%二酸化炭素条件下，37℃で継代培養されている 293T

細胞を，エチレンジアミン四酢酸トリプシン法によって剥離し，2.4×107 cells/225cm 2フラス

コとなるように播種した。その後，5%二酸化炭素条件下，37℃で一夜培養し，単層の

293T細胞を得た。 

 

2-1-2MDCK細胞 

 培養液 10%ウシ胎児血清添加イーグルMEM培地中，5%二酸化炭素条件下，

37℃で継代培養されているマージンーダービー イヌ腎 (Madin-Darby Caine Kidney; 以

下，MDCK細胞とする) 細胞をエチレンジアミン四酢酸トリプシン法によって剥離し，同培

地で 100 μL に 2×104個の細胞を含むように調製した懸濁液を 96 ウェルプレートに播種し

た。5%二酸化炭素条件下，37℃で一夜培養し，単層のMDCK細胞を得た。 

 

2-2被験化合物 

ファビピラビルは，富士フイルム富山化学 (富山，日本) で合成された。代謝拮抗剤と

して葉酸拮抗剤のメトトレキサート（MTX; Methotrexate）及びプララトレキサート (PTX; 

Pralatrexate) を，チオプリン系代謝拮抗剤として 6-メルカプトプリン（6-MP; 6-

mercaptopurine），アザチオプリン (AZA; Azathioprine) 及びチオグアノシン (TG; 
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Thioguanosine) を選択し，富士フイルム株式会社所有の FDA承認薬ライブラリー及び

東京化成工業からの購入品を用いた。 

 

2-3 インフルエンザレプリコンシステムによるレプリコン阻害活性評価 

2-3-1 293T細胞への形質導入 

 Opti-MEM (サーモフィッシャーサイエンティフィック社製) 3 mL に対し野生型 PA DNA を

0.96 μg，野生型 PB1 DNA を 9.6 μg，野生型 PB2 DNA を 9.6 μg，野生型 NP DNA

を 9.6 μg及び 2種のレポータープラスミド pcDNA3.1/polI_NTR_RhLuc を 9.6 μg，DNA

導入の成否を確認するための pGL4.54 (プロメガ社製，#E5061) を 9.6 μg となるように調

整し，Lipofectamine LTX Reagent with PLUS Reagent (サーモフィッシャーサイエンティフィ

ック社製) に添付の PLUS Reagent 49 μL を添加した。また Opti-MEM 2.9 mL に

Lipofectamine LTX Reagent 0.23 mL を添加し 5分間放置した。その後，二液を体積比

で 1対 1 となるように混ぜ合わせ，室温で 15分放置した。上記混合液を，6 mL / 225 

cm2フラスコとなるように 293T細胞の培養フラスコへ添加し，約 6時間放置してインフルエ

ンザウイルスの RdRP (PA，PB1，PB2)，NP及びレポータープラスミドを細胞に導入した。 

 

2-3-2 ファビピラビルと代謝拮抗剤の組み合わせによるレプリコン阻害活

性の測定 

   2-3-2-1細胞への薬剤添加及び培養 

形質導入した 293T細胞をエチレンジアミン四酢酸トリプシン法によって剥離し，以下

(A) ~ (D)いずれかの試験液を 10 μL/ウェルで添加した 384 ウェルプレート (コーニング社

製，#3707) に 1.5×104 cells/ 10 μL/ウェルとなるように播種した。また，細胞を添加しない
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ブランクとして，以下(A)又は(D)の液をウェルに添加したブランクウェルを設けた。その後，

5%二酸化炭素条件下，37℃で約 20時間培養した。 

 

(A) 10 μM ファビピラビル及び 0.1%DMSO含有培地 

(B) 代謝拮抗剤単剤(最終濃度:10 μM~0.08 μM，10 μM から公比 5 で 5段階希釈)

及び 0.1% DMSO含有培地 

(C) ファビピラビル(最終濃度:10 μM)，代謝拮抗剤 (最終濃度:10 μM~0.08 μM，10 

μM から公比 5 で 5段階希釈) 及び 0.1% DMSO含有培地 

(D) 0.1% DMSO含有培地 

 

(A)~(D)のいずれも，10%ウシ胎児血清添加 DMEM培地で希釈及び混合した。 

 

2-3-2-2 Luc活性の測定及びレプリコン阻害活性の評価 

Luc活性の測定には，Dual-Glo Luciferase Assay System (プロメガ社製) を用いた。

約 20時間の培養後に，当該 System に添付の Dual-Glo Reagent を 20 μL/ウェル添加

し，10分以上室温で撹拌させ，細胞を溶解した。その後，マイクロプレートリーダー (パー

キンエルマー社製，2104 EnVision) にて発光強度を測定した。続いて，当該 System に

添付の Stop & Glo Reagent を 20 μL/ウェル添加し，10分以上室温で攪拌後，マイクロ

プレートリーダーにて発光強度を測定した。例数は 1 で実施した。以下に示す式から，レプ

リコン反応率 (%)及びレプリコン阻害率 (%) を算出した。 
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[ファビピラビル非添加時レプリコン反応率 (%)] = [(代謝拮抗剤添加ウェルの平均発光強

度) - (0.1% DMSO含有培地添加ウェルの平均発光強度)] / [(薬剤非添加ウェルの平均

発光強度) - (0.1% DMSO含有培地添加ウェルの平均発光強度)] × 100 

 

[ファビピラビル添加時レプリコン反応率 (%)] = [(代謝拮抗剤とファビピラビル添加ウェルの平

均発光強度) - (10 μM ファビピラビル及び 0.1% DMSO含有培地添加ウェルの平均発光

強度)] / [ファビピラビル添加ウェルの平均発光強度) - (10 μM ファビピラビル及び 0.1% 

DMSO含有培地添加ウェルの平均発光強度)] × 100 

 

レプリコン阻害率 (%) = 100 - [レプリコン反応率(%)] 

 

2-3-2-3 ファビピラビルと代謝拮抗剤の組み合わせによるレプリコン 50%阻害濃度

の測定 

 2-3-2-1 と同様に，以下(E)~(H)の試験液を用いて，細胞への薬剤添加と培養を行っ

た。2-3-2-2 と同様に，レプリコン阻害活性を評価した。 

 

(E) ファビピラビル単剤 (最終濃度:1.4 μM ~ 1000 μM，1000 μM から公比 3 で 8段階

希釈)及び 0.1% DMSO含有培地 

(F) 代謝拮抗剤単剤 (最終濃度:0.03 μM~200 μM，200 μM から公比 3 で 10段階

希釈，又は 20 μM から公比 2 で 10段階希釈) 及び 0.1% DMSO含有培地 

(G) ファビピラビル (最終濃度:1.4 μM ~ 1000 μM，1000 μM から公比 3で 8段階希

釈)，代謝拮抗剤 (最終濃度:0.03 μM ~ 200 μM，200 μM から公比 3 で 10段

階希釈，又は 20 μM から公比 2 で 10段階希釈)及び 0.1% DMSO含有培地 
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(H) 0.1% DMSO含有培地 

 

 IC50 (50% inhibition concentration; 50%阻害濃度) の算出には，XLfit (version 

5.3.1.3) の Dose Response One Site (Sigmoidal Dose-Response Model; [fit = (A+((B-

A)/(1+((C/x)^D))))]) を用いた。 

 

2-4 抗インフルエンザウイルス活性評価 

2-4-1 インフルエンザウイルス感染及び薬剤添加 

 試験培地として，カナマイシン 60 μg/mL を加えたイーグルMEM培地に 1 μg/mL となる

よう L-1-トシルアミド-2-フェニルエチルクロロメチルケトン (TPCK) 処理トリプシンを加えた培

地を用いた。2-1-2 で得られたMDCK細胞の培養上清を取り除き，イーグルMEM培地

ですすいだ後，各ウェルに，以下(A)~(C)を加えた。薬剤添加後，5%二酸化炭素条件

下，35℃で 3~4日間培養した。 

 

(A) カナマイシン 60 μg/mL を加えたイーグルMEM培地を 100 μL 

(B) 試験培地の 4倍濃度の TPCK処理トリプシンを含むイーグルMEM培地で

4.0×10 3 PFU/mL に調整したインフルエンザウイルス A/PR/8/34 (H1N1) 液を 50 

μL 

(C) 設定濃度の 4倍濃度のファビピラビル及び 6-MP の各設定濃度の組み合わせを含む 

イーグルMEM培地を 50 μL 

 

 ファビピラビル設定濃度 (μM): 0，0.1，0.3，1，3，10，30 

 6-MP設定濃度 (μM): 0，0.1，0.3，1，3，10 
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2-4-2細胞変性効果 (CPE) の判定 

 インフルエンザウイルスの増殖に伴って認められる細胞変性効果 (cytopathogenic effect;  

CPE) を，以下の方法で判定した。 

 培養終了後，各ウェルに 100%ホルマリン液を 50 μL加え，ウイルスの不活性化及び細

胞固定した。2時間以上室温で静置後，0.005%メチレンブルー液を 100 μL/ウェルを加え

1時間室温で静置した。0.005%メチレンブルー液を除去し，水で軽く洗浄した後，風乾さ

せた。その後，マイクロプレートリーダー (Tecan社製，infinite M200) にて吸光度 (660 

nm) を測定した。非感染コントロールは，インフルエンザウイルス液の代わりに試験培地の 4

倍濃度の TPCK処理トリプシンを含むイーグルMEM培地 50 μL を加え，試験群と同様

の操作を行い，吸光度を測定した。ブランクには，MDCK細胞を播種しないウェルに非感

染対照と同様の操作を加え，吸光度を測定した。 

 試験は例数 1 で 3回 (感染コントロールは例数 8) 実施した。平均値を用い，ブランク

の値を差引いた数値を吸光度とした。非感染コントロールの吸光度から感染コントロールの

吸光度を差引いた値をウイルス増殖の完全抑制値とし，以下に示す式から各試験の CPE

阻害率を算出した。 

 

 ウイルス増殖抑制率 = [(単剤及び併用作用時の吸光度) - (感染コントロールの吸光

度)] / [(非感染コントロールの吸光度) - (感染コントロールの吸光度)] 

 

 IC50の算出には，Microsoft Office Excel 2007 の FORECAST関数 (一次回帰法) 

を用いた。 
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2-5抗 PuntaToro ウイルス活性評価 

インフルエンザ以外のウイルスの細胞感染モデルとして，ブニヤウイルス科のウイルスである

Punta Toro ウイルスを用いて，6-MP又はそのプロドラックとして知られている AZA との併用

効果を検証した。 

 

2-5-1 293T細胞の培養 

細胞は，293T細胞を用いた。10%ウシ胎児血清添加 DMEM培地中，5%二酸化

炭素条件下，37℃で継代培養されている 293T細胞を，エチレンジアミン四酢酸トリプシ

ン法によって剥離し，同培地で 1 mL に 1×105個の細胞を含むように調製した懸濁液を

24 ウェルプレートに播種し，5%二酸化炭素条件下，37℃で一夜培養した。 

 

2-5-2 Punta Toro ウイルス感染及び薬剤添加 

2-5-1 で得られた 293T細胞の培養上清を取り除き，イーグルMEM培地ですすいだ

後，各ウェルに 1.0×103 PFU/mL に調整した Punta Toro ウイルス液を 0.1 mLずつ添加

し，5%二酸化炭素条件下，37℃で 1時間培養した。ウイルス液を除去後，ファビピラビ

ル単剤 (最終濃度:20 μM)，代謝拮抗剤単剤 (最終濃度:10 μM) 又はファビピラビル単

剤 (最終濃度:20 μM) と代謝拮抗剤 (最終濃度:10 μM) を混合した 1%ウシ胎児血清

添加イーグルMEM培地を加え，5%二酸化炭素条件下，37℃で 3日間培養した。ま

た，感染コントロールとして，薬剤を含む培地の代わりに，1%ウシ胎児血清添加イーグル

MEM培地を加えた。 
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2-5-3 Punta Toro ウイルスの定量 

2-5-3-1 Vero細胞の培養 

 培養液 10%ウシ胎児血清添加イーグルMEM培地中，5%二酸化炭素条件下，

37℃で継代培養されているサル腎 Vero細胞をエチレンジアミン四酢酸トリプシン法によって

剥離し，2%ウシ胎児血清添加イーグルMEM培地で 100 μL に 2×104個の細胞を含む

ように調製した懸濁液を 96 ウェルプレートに播種した。5%二酸化炭素条件下，37℃で一

夜培養し，単層となった Vero細胞を得た。 

 

2-5-3-2 ウイルスの定量 

2-5-3-1 で得られた Vero細胞に 2-5-2 で取得したウイルス培養液をイーグルMEM培地

で公比 10，5段階に希釈し，原液及び希釈液を 50 μLずつ添加した (n=4)。5%二酸

化炭素条件下，37℃で 3~4日間培養した。 

 

2-5-3-3 ウイルス量の計算 

 培養終了後，各ウェルに 100%ホルマリン液を 50 μL加え，ウイルスの不活性化及び細

胞固定した。2時間以上室温で静置後，0.005%メチレンブルー液を 100 μL/ウェルを加え

1時間室温で静置した。0.005%メチレンブルー液を除去し，水で軽く洗浄した後，風乾さ

せた。その後，各サンプルの 50%感染量の対数値 (Log TCID50) を以下の Bohrens-

Karber法の式を用いて算出した (47)。 

感染コントロールに対するウイルス量低下効果を⊿LogTCID50で示した。 

 

LogTCID50 = D + h × d + 0.5 × d 

D: 全ウェル (n = 4)が CPE陽性 (陽性率 = 1)であった最高希釈倍率の常用対数 
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h: 各ウェルの CPE陽性率 (<1 の場合) 

d: 試料の希釈倍率の常用対数 

 

2-6 代謝物解析 
2-6-1 293T細胞における 6-MP処理下でのファビピラビル RTP量   
測定 
 2-6-1-1 細胞内ファビピラビル RTPの抽出 

6 ウェルプレートの各ウェルに 5×105 cells播種した 293T細胞を vehicle (0.3% DMSO)  

又は様々な濃度の 6-MP，ファビピラビル，又は両薬剤存在下で 5%二酸化炭素条件

下，37℃で 24時間培養した。 

培養後，2 mL PBS で洗浄した後に，300 μL トリプシンを入れて 37℃，5 min静置して

細胞を剥がした。次に細胞に 400 μL トリプシンインヒビターを加えて懸濁し，1.5 mL チュー

ブに回収した。細胞懸濁液を 1,000rpm，4℃，2 min (MX-301，TOMY) 遠心し，500 

μL上清を除いた。次に細胞に 1mL PBS を加えて再懸濁し，このうち 60 μL を 1.5 mL チ

ューブに取り分け細胞数測定用のサンプルとした。残りの細胞懸濁液から 1 mL をファビピラ

ビル RTP抽出用に 1.5mL チューブに取り分けた。取り分けた細胞懸濁液を 2,000×g，

4℃，2 min遠心し上清 900 μL を除いた。次にファビピラビル RTP を抽出するために，懸

濁液に 500 μL メタノールを加えてよく懸濁した。遠心エバポレーター (CVE-3100，

EYELA) を用いて 37℃で蒸発乾固させた。サンプルはその後 LC/MS/MS分析に用いた。 

 

2-6-1-2細胞数の測定及び LC/MS/MS分析 

 細胞数の測定及び LC/MS/MS分析を行い，各サンプル中のファビピラビル RTP量を測

定した。試験方法は，松田らの報告に従って実施した (48)。  
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第 3節 実験結果 

 

3-1代謝拮抗剤との併用薬スクリーニング解析 

インフルエンザウイルスレプリコンシステムを用いてファビビラビル濃度が 0又は 10 μM存在

下における各種代謝拮抗剤のレプリコン阻害活性を確認した。評価に用いた代謝拮抗薬

として，葉酸拮抗剤のMTX及び PTX を，チオプリン系代謝拮抗剤として 6-MP， 

AZA及び TG を選択した。 

 その結果，Fig. 8 で示すように，ファビピラビル単剤では阻害しない濃度であっても葉酸

拮抗剤もしくはチオプリン製剤を添加することにより，ファビピラビルのレプリコン阻害率を向上

させることが確認された。なお，TGは 6-チオグアニンにリボース環が結合した化合物である。

細胞内で，6-チオグアニンは TG (又はチオグアニンの代謝産物) に代謝されると考えられる

ので，6-チオグアニンも TG と同様，ファビピラビルのレプリコン阻害率を向上させると考えら

れた。 
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Figure 8. Replicon inhibition rate (%) of favipiravir in combination with  

Antimetabolites. 

The change in inhibition rate of influenza replicon under (A)MTX，(B)6-MP，

(C)PTX，(D)AZA or (E)TG treatment is indicated by the blue line.The change of the 

inhibition rate under the combination of favipiravir 10 μM is indicated by the orange 

line. FAV: favipiravir 

 

次に，代謝拮抗剤のMTX，PTX又はチオプリン製剤の 6-MP と併用した際のファビピラビ

ルの IC50を Fig. 9及び Table 2 に示す。ファビピラビルと代謝拮抗剤の組み合わせにより，

ファビピラビル単剤より低い IC50を示すことが分かった。3剤のうち，6-MP において， 22 
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µM の 6-MP併用時のファビピラビルの IC50は，2.3 µM であり，ファビピラビルの単剤時より

135倍低値となった。 

 
 

Figure 9. Change in 50% inhibitory concentration (IC50) of favipiravir against 

influenza replicon in combination with antimetabolites. 

Changes in IC50 values in combination with of (A)6-MP，(B)MTX, or (C)PTX are 

shown. FAV: favipiravir 
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Table 2. Change in IC50 of favipiravir against influenza replicon in combination 

with antimetabolites (calculated value). 

6-MP (μM) 0 0.03 0.09 0.27 0.82 2.5 7.4 22 67 200 

FAV IC50 (μM) 310 303 275 219 163 67 16 2.3 5.1 23 

           

MTX (μM) 0 0.08 0.16 0.31 0.63 1.25 2.5 5 10 20 

FAV IC50 (μM) 314 46 43 41 47 40 38 39 28 30 
           

PTX (μM) 0 0.08 0.16 0.31 0.63 1.25 2.5 5 10 20 

FAV IC50( μM) 304 32 31 25 29 18 24 25 22 23 

FAV: favipiravir 

 本試験系では，6-MP単剤 (<200 μM)，MTX単剤 (<20 μM)，PTX単剤 (<20 

μM) では，レプリコン阻害率が 50%に至らず，阻害活性が認められなかった。ファビピラビ

ル及び代謝拮抗剤の組み合わせにより，ファビピラビル単剤の場合に比べ，レプリコン阻害

活性が著しく増強された。 

 

3-2 ヒット薬剤との併用下での抗インフルエンザウイルス活性評価 

6-MP，MTX及び PTX のうち，もっとも増強効果が強かった 6-MP に着目し，インフル

エンザウイルスレプリコンシステムではなく，インフルエンザウイルスを用いた抗インフルエンザウ

イルス活性評価系を用いて併用効果を評価した。 

 6-MP添加時のファビピラビルの 50%CPE阻害濃度変化を Table 3 に示す。ファビピラビル

単剤と比較し，6-MP との組み合わせにより，ファビピラビルの IC50は低値となった。6-MP 

10 µM併用下では，ファビピラビルの IC50は 0.38 µM であり，単剤時に比べ 5.2倍の活

性向上が確認された。なお本試験系では，6-MP (10 μM) 単剤で，CPE阻害効果は全

く示さなかった (-3%阻害)。 
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Table 3. Change in IC50 of favipiravir by 6-MP addition in anti-influenza virus 

activity evaluation. 

6-MP Concentration. 

(μM) 
0 0.1 0.3 1 3 10 

FAV IC50(μM) 1.97 1.83 1.32 0.73 0.70 0.38 

FAV: favipiravir 

 

3-3抗 Punta Toro ウイルス活性評価 

次に，インフルエンザウイルス以外のウイルスで，ファビピラビルが感受性を示すことが知られ

ているブニヤウイルス科の Punta Toro ウイルスを用いて 6-MP及び AZA添加時のファビピラ

ビルの抗ウイルス活性を Yield Reduction法で評価した。結果を Fig. 10及び Table 4 に示

す。ファビピラビルと 6-MP又は AZA を併用することで，⊿LogTCID50が単剤時に比べ大

幅に増加しており，抗ウイルス活性の増強が認められた。 

 
Figure 10. Changes in ⊿LogTCID50 in combination of favipiravir with 6-MP or 

AZA against Punta Toro virus. 

The virus loads (Log TCID50/mL) of the FAV 20 μM treatment, 6-MP 10 μM treatment , 

FAV (20 μM) and 6-MP (10 μM) treatment, AZA 10 μM treatment group, FAV (20 μM) 

and AZA (10 μM) treatment were calculated as ΔLog TCID50 compared with the 

amount of virus (TCID50/mL) when not treated with the drug. FAV: favipiravir 
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Table 4.  Changes in ⊿LogTCID50 in combination of favipiravir (FAV) with 6-

MP or AZA against Punta Toro virus (calculated value). 

 FAV 6-MP AZA 

Monotherapy 1.0* 0.2 1.0 

Combination with FAV ― 5.5 5.0 

* The ⊿LogTCID50 value, which indicates the viral load-lowering effect  

against infected controls, is shown. 

FAV: favipiravir 

 

インフルエンザウイルスに加え，Punta Toro ウイルスにおいても，ファビピラビルと 6-MP又は

AZA との併用で抗ウイルス活性が増強されることを確認できた。 

 

3-4 6-MP との併用下での細胞内代謝物解析 

ファビピラビルは細胞内で糖付加・リン酸化され，得られたファビピラビル RTP がウイルス

の RdRP タンパク質を阻害することによって抗ウイルス作用を示すことが知られている（17, 

46）。6-MP によるファビピラビルの活性増強効果は，ファビピラビル RTP量の変化によるも

のかどうかを確認するため，293T細胞における 6-MP処理下でのファビピラビル RTP量を

測定した。ファビピラビル RTP量の変化を Fig. 11 に示す。6-MP により，ファビピラビル処理

後の細胞内ファビピラビル RTP量が増加した。 

特に，細胞内のファビピラビル RTP量が，ファビピラビル 200 µM単剤処理の場合とファ

ビピラビル 10 µM +6 -MP 20 µM併用下で同等であることから，6-MP処理により 20倍の

ファビピラビル RTPの増加効果があることが確認された。 
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Figure 11. Changes in the amount of favipiravir RTP in 293T cells in combination 

of favipiravir with 6-MP  

293T cells were incubated with 0, 10, 50, and 200 μM. Favipiravir alone or in 

combination with 1, 4, and 20 μM 6-MP for 24 hours, and intracellular favipiravir RTP 

was analyzed by LC/MS/MS. The measured value of favipiravir RTP was expressed as 

pmol per 106 cells. FAV: favipiravir 

  

FAV (μM) 

6-MP (μM) 
0 1 4 20 

Favipiravir RTP 
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第 4節 考察 

 

本研究では，すぐに使用可能な承認薬剤の中からファビピラビルの活性を高める作用の

ある薬剤を取得することを目的に，FDA承認薬の代謝拮抗剤を用いたスクリーニングを行

い，複数の薬剤候補を取得することに成功した。 

 特に，6-MP について単剤では抗インフルエンザウイルス活性を示さなかったが，ファビピラ

ビルとの併用により，ファビピラビルの活性を高めることに成功した。6-MPは，1948年にジョ

ージ・ヒッチニグスらが発見し，1952年にはエリオンらが，ヒポキサンチンから合成に成功した

薬剤であり，急性骨髄性白血病治療薬として現在も，維持療法に使用されている。ま

た，適応外処方ではあるが，炎症性大腸炎にも使用されている。薬剤の作用機序として

は，HPRT及び IMPDH (Inosine-5’-monophosphate dehydrogenase) により代謝された

活性代謝物が，白血病細胞の DNA/RNA合成を阻害することが言われている（49）。

また，HPRT及び TPMT (Thiopurine methyltransferase) により代謝された活性代謝物

が，de novo プリン合成を阻害することが知られている (Fig. 12) (49, 50)。この代謝活性化

に使用される細胞酵素のうち，HPRTはファビピラビルの代謝活性化の律速酵素であり

(46)，細胞内でファビピラビルと 6-MP が競合することが考えられたため，当初は 6-MP によ

るファビピラビルの活性増強効果は，6-MP によるプリン合成阻害による影響でファビピラビル

の競合相手を減少させることで相対的に抗ウイルス活性が増強したものであり，6-MP によ

るファビピラビル RTP量の減少のリスクを上回ったものと考えていた。ところが，予想に反し

て，6-MP併用下では，ファビピラビル RTPの増加効果が確認された。本研究では，この

ファビピラビル RTPの増加効果のメカニズムの特定には至らなかったが，私は以下 2 つの仮

説を考えた。 
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仮説１︓6-MP との併用により，両薬剤が共通して代謝活性化に必要であり，かつサ

ルベージ経路に関わる HPRT の酵素活性あるいはその基質のホスホリボシルピロリン酸

（PRPP）が増大することにより，通常時より相対的な HPRT の活性が高まり，結果とし

て，ファビピラビル RTP の生成能が高まった。 

 

仮説２︓ファビピラビル RTP の細胞内の半減期が 5時間程度であることが知られている

が（51），その分解に関わる酵素活性が，6-MP による細胞内の代謝酵素活性に影響

を与えた，又は，6-MPの代謝活性体のうち，リン酸化体が，ファビピラビル RTP の“身代

わり”となって優先的に分解酵素の基質となったことにより，ファビピラビル RTP が分解抑制

され，結果として細胞内のファビピラビル RTP濃度が維持された。 

 

2021年の Soto-Acosta R らによる報告によれば，6-MP の類縁物質である 6-メチルメル

カプトプリン（6-MMPr）との併用により，ファビピラビルの脱フッ素体である T-1105 の抗ウイ

ルス活性が増強すること，そのメカニズムとして，6-MMPr が phosphoribosyl 

pyrophosphate amino transferase (PPAT) を阻害することで，その基質となる PRPPの蓄

積を誘導する（52）。PRPPは HPRT の基質であることから，T-1105 の糖リン酸化を促

進したと考察している。 

上記知見を踏まえると，6-MP の活性代謝物の一部が 6-MMPr と一致することから，

本研究におけるファビピラビルと 6-MP併用時のファビピラビル RTP増加効果は，PRPP蓄

積による HPRT の活性増加によるものであることが推察され，仮説 1 を支持するものと考

える (Fig. 13)。 
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本研究で確認された 6-MP によるファビピラビル RTP の増加効果は，ファビピラビルの活性

体の増加をもたらすことで，ファビピラビルの薬効効果の増強に直接的に寄与することを合

理的に説明できる。 

今回，インフルエンザウイルスや Punta Toro ウイルスについて 6-MP によるファビピラビルの

活性増強効果を検証したが，ファビピラビルの効果がこれら以外の RNA ウイルスで確認さ

れることが期待される。 

例えば，狂犬病ウイルスについて，山田らの報告では，狂犬病ウイルス感染マウスモデ

ルで感染直後にファビピラビル 300 mg/kg/day で限定的な治療効果を示しているとの報告

があり（16），さらに投与量を高めることで治療効果が改善するとの報告がある（53）。

しかしながら，現在のファビピラビルのヒト臨床での最高用量（初日 1800 mg BID，2日

目以降 800 mg BID）相当のマウス投与量は，フリーAUC ベースで 200 mg/kg/day とさ

れており（41），狂犬病ウイルス感染マウスモデルで薬効が確認されたファビピラビルの投

与量は臨床投与量を大幅に上回っている。 

 これらのファビピラビル単剤での治療効果が不十分と考えられるウイルスで，他に治療薬が

ないウイルス疾患での効果の検証が望まれる。 

また，注意すべき点としては，6-MPはその薬効が示すように，副作用として骨髄抑制

による免疫低下作用が挙げられる。6-MP の併用によるファビピラビルの増強効果が，6-MP

による免疫低下による感染増悪リスクを上回るかどうかの精査も併せて必要である。 

今後，これらの課題を明らかにすることで，ファビピラビルと 6-MP による併用療法によ

り，治療薬の致死ウイルス疾患に新たな治療オプションを提供することが期待される。 
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また，本研究で確認されたファビピラビルと 6-MP によるファビピラビル RTP量増加効果の詳

細メカニズムを明らかにすることで，他の核酸アナログへの応用や新規核酸アナログ薬の創

製に貢献することが期待された。 

 

 
Figure 12. Metabolic pathway of 6-MP and Favipiravir. 

Favipiravir is converted to Favipiravir RMP by HPRT and then to favipiravir RTP by 

nucleotide kinase. Favipiravir RTP inhibits viral RNA synthesis by polymerase. 

Favipiravir RTP is also degraded to favipiravir RMP by nucleotidase. Favipiravir is 

metabolized to Favipiravir M1 by AO and XO. 6-MP is converted to TIMP by HPRT. 

TIMP is converted to 6-MP Active metabolite by IMPDH or TPMT and inhibits host cell 

DNA/RNA or Purine (ATP/GTP) synthesis. 6-MP is metabolized by XO or TPMT to 6-

Thiouric acid or 6-methylmercaptpurine. 
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Figure 13. Presumed mechanism for 6-MP effects on nucleobase and purine 

nucleoside conversion to favipiravir RTP 

6-MP inhibits phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase (PPAT) resulting in an 

inhibition of de novo purine synthesis. PPAT inhibition causes PRPP accumulation and 

increases nucleobase conversion to the ribonucleoside-5′-monophosphate form by 

cellular phosphoribosyl transferases and kinases. Blue arrows pointing upwards indicate 

an increased accumulation and red arrows pointing downwards a decreased 

accumulation. 
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第 5節 小括 

 

私は本章で，インフルエンザウイルスレプリコンシステムを用いて，FDA承認された代謝

拮抗剤から，ファビピラビルの活性体であるファビピラビル RTP増加効果を示し，抗インフル

エンザウイルス活性及び抗 Punta Toro ウイルス活性を増強する承認薬の 6-MP を取得した

ことを示した。 

6-MP併用によるファビピラビル RTPの増加効果は，汎用性が高く，ファビピラビルのブロ

ードスペクトラムをそのまま活かせる可能性がある。 

 今後は，6-MP による骨髄抑制による免疫低下作用リスクも考慮しつつも，このリスクを

上回るファビピラビル活性増加効果を示すかを精査する必要があるが，その課題を乗り越

え，治療薬のない致死ウイルス疾患に新たな治療オプションを提供することにつながることが

期待される。 

また，今回，ファビピラビルをモデルに，他方の薬剤の活性を高める目的での併用薬ス

クリーニング方法を確立した。今回確立した併用薬スクリーニング方法で，他の承認薬や開

発薬剤との併用をすることで 6-MP に続くファビピラビルとの新たな併用薬を見出せる可能性

を示したとともに，他の核酸アナログ薬剤の活性を高める薬剤をスクリーニングする目的にも

応用可能と考える。 
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なお，本知見に関しては，富士フイルム富山化学株式会社として特許出願済みで，  

2020年 7月 2日に公開済みである（以下に示す）。 
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ピラジン誘導体と細胞内におけるピラジン誘導体リボース三リン酸体の量を増加させる化合

物とを組み合わせてなる RNA ウイルス感染症治療剤 
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総括 
 

ファビピラビルのブロードスペクラム性は，RNA ウイルスの RNA ポリメラーゼの Pre-Motif 

A (Motif F とも言われる) のリジン残基が共通保存されていることが一因であることが示唆さ

れた。また，このリジン残基は，RNA ポリメラーゼ活性維持のために必要不可欠であるため

に，ファビピラビルは in vitro で耐性化誘導しにくいことが示唆された。さらに，ファビピラビル

がこの保存されている部位を阻害する機序を有することで，各種 RNA ウイルスに対してブ

ロードスペクトラムを示すことにつながっていることが考えられた。 

ファビピラビルをモデルに，他方の薬剤の活性を高める目的での併用薬スクリーニング方

法を確立した。本研究で見出された 6-メルカプトプリンによるファビピラビル RTP量を増加さ

せる効果は，in vitro で検証しただけではあるが，ファビピラビルのブロードスペクトラム性にも

反映され，汎用性が高いと考えられることから，ファビピラビル単剤ではインフルエンザウイル

スに比べて効果が不十分かつ治療薬のない致死性ウイルス疾患への臨床応用が期待され

た。本研究結果を踏まえ，ファビピラビルを新たな RNA ウイルス治療薬として結びつけるた

めの更なる研究開発が望まれる。さらに，今回確立した併用薬スクリーニング方法で，他

の承認薬や開発薬剤との併用をすることで新たなファビピラビルとの併用薬を見出せる可能

性を示すとともに，他の核酸アナログ薬剤の活性を高める薬剤をスクリーニングする目的に

応用されることが期待される。 
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略語表 
 

AZA; Azathioprine 

CPE; cytopathogenic effect 

EC50; 50% effective concentration  

EC90; 90% effective concentration 

HPRT; Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 

IC50; 50% inhibition concentration 

IMPDH; Inosine-5’-monophosphate dehydrogenase 

MTX; Methotrexate 

PTX; Pralatrexate 

RdRP; RNA-dependent RNA polymerse 

SFTS;severe fever with thrombocytopenia syndrome 

SNP; single nucleotide polymorphism 

TG; Thioguanosine 

TPMT; Thiopurine methyltransferase 

6-MP; 6-mercaptopurine 
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