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研究要旨 
マウスのインフルエンザ感染モデル実験により、平成 25 年度は以下の結果を得た。➀イン

フルエンザ感染による致死性重症化は、「サイトカインー代謝不全」サイクルと「インフル

エンザーサイトカインープロテアーゼ(Trypsin)」のサイクルが、サイトカインを共通の因

子として連動して引き起こされる病態であると証明された。即ち、インフルエンザ感染で引

き起こされるサイトカインストームにより代謝不全が引き起こされ、血管内皮細胞障害と多

臓器不全に進展する機序が明らかになった。➁体内代謝の中でも糖代謝と脂質代謝が合流し

てエネルギー産生系に伝達される Acetyl-CoA の産生の係わる酵素として特に Pyruvate 

Dehydrogenase(PDH) 活性が重要であることが明らかとなった。そこでエネルギー代謝破綻

を示すバイオマーカーとして乳酸/ATP 比が検討され、その Flu Alarmin としての有用性が

明らかになった。他の Flu Alarmin バイオマーカーとして、血中 Trypsin、MMP-9、サイト

カイン群の検討を引き続き検討している。➂重症化の治療薬と予防薬の提案：重症化に先立

つ PDH の活性低下、これを導く PDH Kinase(PDK) 4 の選択的増加が糖代謝破綻と脂質代謝破

綻を導くことを見出し、安全な PDK4 阻害剤を既存薬（Diisopropylamine dichloroacetate、DADA）

に新たに見出すことに成功した。これにより、糖代謝と脂質代謝が補正されることで、サイ

トカイン産生量が低下して、インフルエンザーサイトカインープロテアーゼサイクルの回転

が抑制され、生存率の改善に極めて効果的であると判明した。現在、DADA よりもさらに効

果的な PDK4 阻害剤の検索を開始している。一方、インフルエンザ脳症の患者で見られる熱

不安定性 Cannitine Palmitoyltransferase II(CPT II)の治療薬として、Bezafibrate を長

鎖脂肪酸代謝酵素の転写促進因子として見出しており、その有効性をミトコンドリア機能、

エネルギー代謝の改善を指標に確認した。  
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A. 研究目的 
重症インフルエンザ感染による肺炎・脳

症・心筋炎の主要な病因は、血管内皮細胞障

害による透過性亢進、多臓器不全である。本

年度の研究により図１に示すように、“イン

フルエンザ―サイトカイン―プロテアーゼ”

サイクルの回転を制御する機構として、“サ

イトカインー代謝不全”サイクルが初めて明

らかになった。これらの発見を基盤に、新規

診断・治療に関する提案のための検証を実施

した。 

インフルエンザ脳症、肺炎の病態解明から、

図１に示すインフルエンザ―サイトカイン

―プロテアーゼサイクルが、血管内皮細胞障

害と多臓器不全の主要原因であることをこ

れまでに解明してきており(J Infect Dis 

202:991, 2010、Cardiovasc Res 89:596, 

2011)、重症化の治療にはこのサイクルの回

転を抑制する以下の項目を想定して研究を

進めた。                                                  

➀インフルエンザ―サイトカイン―プロテ

アーゼサイクルの個々の因子の抑制による

重症化防止の可能性。抗インフルエンザ薬、

プロテアーゼ阻害剤、抗サイトカイン療法を

検証する必要がある。なお、プロテアーゼ阻

害剤は、trypsinと高病原性鳥インフルエン

ザのMSPL/TMPRSS13が標的となる。                      

➁ インフルエンザ感染により、代謝破綻に

伴ってミトコンドリア機能の低下とエネル

ギー代謝の阻害、ATP産生低下が起きる。そ

のため、糖代謝のPDHの活性低下の調節薬と、

Cannitine Palmitoyltransferase (CPT II)

の活性低下の調節薬を中心に検討する。 

➂モデル実験動物で各種Flu Alarmin候補を

検索して、重症化に先立つ生体のSOSマーカ

ーを同定する。 

 

 

B. 研究方法 
 マウスの重症化モデル動物実験では、重症

化しやすい離乳期直後の３週齢マウス

（C57BL/6CrSlcまたは、BALB/c）雌を用いて

実験した。インフルエンザウイルス株によっ

て感染重症化の程度が異なるため、重症化し

やすいInfluenzaA/PR/8/34(H1N1)株を用い

た。 

 

（倫理面への配慮） 
動物実験に当たっては、徳島大学動物実験

委員会の承認を得て、動物実験ガイドライン

に沿って実施した。 

 
 
C. 研究結果 
 PR/8 インフルエンザ感染モデルマウスの

実験による代謝破綻の機序とその治療法の

開発。 

 

➀抹消血の代謝不全に現れるインフルエン

ザ感染の重症化 

 インフルエンザ感染後の生体応答として

各種サイトカインの誘導が感染2-3日目より

生じ、生体防御系としての液性免疫誘導が感

染４日目より開始されるが、代謝不全が明ら

かになる時期は感染７日目前後で、この時期

から個体の死亡が出始める。図２は、死亡例

が出る直前の感染７日目の血液中の代謝因

子の変動をモニターした結果である。マウス

は感染によって極端な食欲の低下が現れ、血

糖値は低下して、これに伴って乳酸値が増加

する。さらに糖代謝に連動してケトン体が急

上昇するが、これらの変化は感染するウイル

ス量に比例した変化を示した。血液中の ATP

量はミトコンドリアの無い赤血球のATP値を

表しており、比較的減少傾向はマイルドであ

った。このことから、抹消血の糖、ケトン体、
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乳酸値は、肝臓、筋肉などの各臓器の糖代謝、

脂質代謝不全、特に Acetyl-CoA の産生に係

わるエネルギー代謝不全の現れと推定され

た。 

 

②インフルエンザ感染は、脳を除く各臓器の 

Pyruvate Dehydrogenase Complex (PDC)の中

で、Pyruvate dehydrogenase 4 (PDK4)を増

加させてPyruvate Dehydrogenase (PDH)活性

の低下を導いた。 

 図２から全身各臓器の糖代謝、脂質代謝不

全、特に Acetyl-CoA の産生に係わるエネル

ギー代謝不全と推定され、その標的酵素とし

て、PDHの活性調節因子の影響が推定された。 

表１はPDH活性をリン酸化によってネガティ

ヴに調節する Pyruvate dehydrogenase 1-4 

(PDK 1-4)と、脱リン酸化によって PDH 活性

をポジティブに調節する、 Pyruvate 

Dehydrogenase phosphate phosphatase (PDP)

の mRNA レベルの変化を示している。感染 0

日の値を1としたときに、感染３日目、感染

7 日目の値を示しているが、感染７日目に

PDK4の著明な誘導が脳を除く心臓、肺、肝臓、

筋肉で観察された。 

 

③インフルエンザ感染後のエネルギー代謝

不全の誘導 

インフルエンザ感染によるPDK4の増加は、

PDH をリン酸化して PDH 活性の低下を引き起

こすと同時に、ミトコンドリアでのATP産生

の低下を引き起こすことが明らかになった。

図３に示すように、脳を除く肺、心臓、肝臓、

筋肉でPDH活性の低下とほぼ平行して各臓器

のATPレベルの低下が見られた。初感染部位

の肺では、感染３日目より PDH、ATP の有意

な低下が、心臓、肝臓、筋肉では感染後７日

目に有意な低下が観察された。 

 

④既存薬中に見いだされた新規PDK4阻害剤 

以上の結果から、インフルエンザ感染時の

ミトコンドリアのエネルギー代謝の中で、糖

代謝と脂質代謝の合流する Acetyl-CoA 量を

調整する PDH 活性とその調節因子の PDK4 が

極めて重要であることが明らかになった。そ

こで PDK4 阻害剤の検索を実施した。これま

でPDK4阻害剤として知られていた化合物に、

副作用はあるものの古くよりしられていた

dichloroacetate (DCA)、その他 AZD7545、

radicicol 等が知られていた。これらの中で

副作用の報告があるものの先天性PDH酵素欠

損症患者に使用されていた化合物がDCAであ

る。我々は、従来 PDK4 阻害活性の報告の無

かった DCA 誘導体、diisopropylamine 

dichloroacetate (DADA)にDCAとほぼ同等の

PDK4阻害活性を見出した。表２にその結果を

示す。DCA の PDK4 に対する IC50 は 57.8 μM
であるのに対して、DADAのPDK4に対するIC50 

は 50.9 μM でほぼ同等の阻害活性を認めた。
DADA は従来肝臓保護剤として、約 50 年間臨

床で使用されてきた薬剤で、副作用の報告は

無い。さらに古くはvitamin B15のpangamic 

acid の有効成分として広く安全に使用され

てきた経緯のある化合物である。 

 

⑤インフルエンザ感染重症化に対する DADA

の治療効果 

 DADAがPDK4を選択的に抑制することから、

インフルエンザ感染重症化への DADA の治療

効果の検討が行われた。図４に示すようにイ

ンフルエンザ感染と同時にDADAを１日２回、

１日量 50 mg/kg 投与して感染後７日目の各

臓器での PDH 活性と ATP レベルを測定した。

DADA投与群では、生理食塩水投与の感染群に

比べて、PDH 活性と ATP レベルは非感染群の

レベルにまで回復していた。なお脳では、PDH

活性、ATPレベルにDADAは影響しなかった。 
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➅DADAのサイトカインストーム抑制効果 

 図１に示すようにサイトカイン誘導は体

内代謝の破綻を誘導するが、体内代謝の回復

はサイトカインレベルを正常化すると推定

された。そこで、DADAの投与に伴う肺内の各

種サイトカインの変動を調査した。図５に示

す如く、感染２日目のTNF-α、IL-6、IL-1β、
IL-2、IFN-α、IFN-β、IFN-γはインフルエン
ザ感染で著明な誘導を引き起こして、サイト

カインストーム状態であることが判る。一方 

DADAの投与群では各種サイトカインの誘導

は抑制されていた。特に、DADAのTNF-α、

IL-6、IL-2、IFN-α、IFN-γ の抑制効果は著
名であった。 
 

➆DADAによるインフルエンザ―サイトカイ

ン―プロテアーゼサイクルの抑制効果 

図1に示す如く、インフルエンザの増殖サ

イクルは、インフルエンザ―サイトカイン―

プロテアーゼサイクルで調整されている。サ

イトカインレベルが、DADAによって低下した

場合、プロテアーゼレベル、インフルエンザ

ウイルスの増殖レベルに影響すると推定さ

れる。図６は、初感染部位の肺の２日目、心

臓、肝臓、筋肉では感染４日目で、trypsin が

誘導され、ピークに至る。この条件下で、

trypsin 誘導へのDADAの効果を検証した。 

いずれの臓器のtrypsin mRNA 量もDADAの

投与で有意に減少した。なお、図３、４に示

すPDH 活性、ATP 量の場合、脳への影響は見

られなかったが、trypsin mRNA量の場合、イ

ンフルエンザ感染で脳の trypsin mRNA は有

意に増加して、DADAはその増加を良く抑制し

た。脳のtrypsinが多く局在する部位として

脳の血管内皮細胞があり、内皮細胞ではイン

フルエンザ感染で増加したサイトカインに

直接触れるため、内皮細胞ではtrypsin mRNA

が増加したと推定された。脳の血管内皮細胞

では、血液・脳関門をウイルスもサイトカイ

ンも通過できないため、神経細胞では感染に

よる影響から免れていると考えられる。 

 「インフルエンザ―サイトカイン―プロテ

アーゼ」サイクルの中で、サイトカインとプ

ロテアーゼレベルが低下した結果、インフル

エンザウイルスの増殖が抑制されると推定

された。そこで、ウイルス増殖の著明な肺で

ウイルス増殖を検討した。ウイルス遺伝子

NS-1 の定量的 RT-PCR でモニターした結果を

図７に示す。インフルエンザウイルスは感染

後４日目をピークに増加したが、DADAの投与

はウイルス増殖を感染後４日目と６日目で

有意に抑制した。 

 

➇DADAの生存率改善効果 

以上の結果から、図１に示す DADA の PDK4

抑制効果は、代謝破綻、特にエネルギー代謝

障害を抑制してサイトカインレベルを改善

し、その結果インフルエンザ―サイトカイン

―プロテアーゼサイクルの回転を抑制した。

そこで、これらの結果が生存率の改善にどの

ように影響するかを検証した。図８に示すよ

うに、マウスが感染後１０日目までに全例死

亡する120 pfu の致死量のウイルス感染でも、

DADA の投与により半数のマウスが生存した。

体重減少、摂食量、摂水量の減少の程度も生

理食塩水投与の感染群に比較して軽度に推

移した。また図には示していないが、60 pfu 

（半数致死量）のウイルス感染の場合、50%

の生存率を示したが、DADAの投与はマウスを

全例生存させた。この場合、体重減少、摂食

量、摂水量の減少が生理食塩水投与の感染群

で明確に観察されたが、DADA投与群ではほと

んど観察されなかった。  
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初感染部位の肺の炎症をDADA投与群と、

生理食塩水投与の感染群で比較した。 60 pfu 

のインフルエンザウイルスを経鼻感染させ

た後、２日目、４日目、６日目の肺の炎症を

モニターした。図９に示すように、感染２日

目以後６日目まで急速に炎症性細胞が肺に

浸潤したが、DADAの投与は炎症性細胞の浸潤

を抑制していることが明らかとなった。 

 

➈Flu Alarminの検討 

 昨年につづいてFlu Alarminとして

Lactate/ATP比が有用であることが確認され

たが、本年度の研究から、血液中のPDK4 mRNA

レベルとPDH活性について検討を開始した。  

 

➉インフルエンザ脳症の患者の熱不安定性

CPT II遺伝子を導入したモデルマウスの作

成 

 熱不安定性CPT II遺伝子、F352Cの遺伝子

改変したマウスを作成して、感染動物実験が

可能なレベルにまで増殖を試みているが、

F352Cのホモマウスは生まれてこず、全てヘ

テロマウスとワイルドタイプマウスのみで

あった。なお、ヒトでは稀ではあるが、F352C

ホモを患者の中に認めることができる。また

BezafibrateをCPT IIの転写促進因子として

見出しており、その有効性をミトコンドリア

機能、エネルギー代謝の改善を指標に確認し

た。 

 
 
D. 考察 
平成 25年度の研究により、インフルエン
ザ感染重症化機序で新たな発見がなされた。

即ち感染重症化の重要な引き金の因子とし

てエネルギー代謝不全があり、この代謝不全

はサイトカインレベルと密にリンクしてい

る。さらにこのサイトカインを介して、ウイ

ルス増殖を制御する「インフルエンザ―サイ

トカイン―プロテアーゼサイクル」に大きな

影響を与えていることが明らかとなった。従

来、インフルエンザ感染の治療の主体として 

抗ウイルス剤が使用されていたが、これらの

治療薬は、感染から4-5日目までが有効期間

で、5日を過ぎた感染者、特に重症化の始ま

った感染者には無効とされ、有効な治療薬が

これまで無かった。そのため、本プロジェク

トにおいて、代謝不全の治療薬としてDADA

が見いだされたことは極めて大きな意義を

持つ。DADAが最も有効に作用するためには、

できるだけ早期から抗インフルエンザ薬と

併用して用いることが有効と考えられる。 

 図１に示す「感染重症化のカスケードを構

成するインフルエンザ―サイトカイン―プ

ロテアーゼサイクルにカップルしたサイト

カインー代謝不全サイクル」は、インフルエ

ンザ以外の各種感染症の治療、さらには「サ

イトカインー代謝不全」サイクルが関与する

様々な疾患、例えば癌の悪液質、心不全、糖

尿病治療への応用が可能と推定される。 

今後、これまでの成果を基盤に、抗インフ

ルエンザ薬との併用効果、感染重症化が始ま

ってからでも効果が期待できるか否かの検

討が必要である。またDADAのPDK4に対する

IC50 は50.9 μMと比較的弱く、今後より強力
なPDK4阻害剤をスクリーニングすることが

強く望まれる。 

 
 

E. 結論 
 インフルエンザ感染重症化機序として、

「インフルエンザ―サイトカイン―プロテ

アーゼサイクルにカップルしたサイトカイ

ンー代謝不全サイクル」が見いだされた。こ

のネットワーク機構の中で、インフルエンザ

感染による代謝不全を誘導するターゲット
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分子としてPDK4 が明らかになり、PDK4 阻害

剤として新たに DADA が見いだされた。DADA

は、PDK4活性の阻害効果から糖代謝、脂質代

謝不全を正常化し、サイトカインストームへ

の治療効果を示した。サイトカインストーム

の治療効果はさらに、「インフルエンザ―サ

イトカイン―プロテアーゼ」サイクルの回転 

を抑制して、著明なウイルス増殖阻害効果を

示すことが初めて明らかになった。 

 今後PDK4を分子標的としたDADAを超える

より有効で安全な薬剤の開発が期待される。 
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表１．インフルエンザ感染後のPDP、PDK mRNA レベル 

 

 

表２．PDK2、PDK4に対するDCAとDADAのIC50 値 
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  図１．感染重症化のカスケードを構成するインフルエンザ―サイトカイン―プロテアーゼ

サイクルにカップルしたサイトカインー代謝不全サイクル 

 

 

 

 

 

   図２．致死量に近い 120 pfuと致死量 200 pfu のインフルエンザ感染に伴う感染第７病日目の血液中の

Glucose、Lactate、Free fatty acids、b-Hydroxybutyric acid、ATP レベルの変化 
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図３．インフルエンザウイルス感染後0, 3, 7 日目の各臓器のPDH活性とATPレベルの変化 

 

 

 

 

 

 

 

図４．インフルエンザ感染によるPDH活性、ATPレベルの低下に対するDADAの治療効果 
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図５．インフルエンザ感染に伴う各種サイトカイン誘導のDADAによる抑制効果 

 

 

 

図６．インフルエンザ感染に伴う各種臓器のtrypsin mRNA レベルの変動に対するDADAの効果 
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図７．肺におけるインフルエンザウイルスの増殖に対するDADAの抑制効果 

 

 

 

 

 

図8．インフルエンザ感染による生存率のDADAの改善効果 
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図９．インフルエンザ感染による肺の炎症へのDADAの抑制効果 

 


