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研究要旨 
我々はインフルエンザ感染における重症化は血管内皮と各臓器で誘発される
“インフルエンザ―サイトカイン―プロテアーゼ”サイクルが主要原因で、こ
のサイクルを介する血管内皮細胞障害が多臓器不全の根底にあることを明らか
にした。MSPL は、II 型の膜結合型セリンプロテアーゼとしては初めて連続し
た塩基性アミノ酸を基質として認識し、特異的に加水分解する唯一の酵素であ
った。また、全身臓器での発現解析から MSPL がヒトと鳥に広く分布すること
が明らかとなったことから高病原性鳥インフルエンザ（HPAI）ウイルス HA の
解列に関与することが示唆された。HPAI ウイルスは HA の切断部位配列として
R-X-K/R-R と K-K/R-K/T-R（P4 位に R 又は K）の２型を持つことより、
A/crow/Kyoto/53/2004 をもとにリバースジェネティクス法を用いて２種類の切
断部位配列を持つ HPAI ウイルス株を作成した。この変異株を用いて、ウイル
スの増殖性を蛍光染色で見ると、MSPL が発現していない細胞株では増殖性が
低いことが明らかとなった。この結果より、これまで高病原性鳥インフルエン
ザウイルス HA の解列に関与すると言われてきた Furin や PCs は、P4 位が K
の場合 processing しないが、MSPL は P4 位が R/K のいずれに対しても作用す
るため、全ての高病原性鳥インフルエンザウイルスの増殖への関与が示唆され
た。更に MSPL-KO マウスに解列部位の異なる２型の HPAI を感染させて感染
３日後と６日後の肺を HE 染色した結果 P4 位を K に置換したウイルスをノッ
クアウトマウスに感染させたときの炎症が軽度であることが明らかとなった。
また肺のホモジネート中では IL-1beta、INF-gamma の減少が確認された。こ
れらの結果より MSPL の特異的阻害剤を用いることで高病原性鳥インフルエン
ザの重症化が阻止できると考えられる。（２）インフルエンザ感染によりイン
フルエンザ―サイトカイン―プロテアーゼ”サイクルを介するプロテアーゼと
して MMP-9 の発現上昇が認められている。本研究でクラリスロマイシン(CAM)
を経口投与したマウスでは、ゼラチンザイモグラフィーとウエスタンブロッテ
ィングで確認した結果 MMP-9 の発現が低下することが明らかとなった。また、
インフルエンザウイルスの活性化酵素であるトリプシンとともに MMP-9 の発
現調節に関与している NF-kappaBの発現が感染６日目の肺において低下するこ
とが明らかとなった。更に、肺の HE 染色で炎症が軽減したことが確認された。 
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Ａ．研究目的 
インフルエンザ脳症、多臓器不全の

病態解析から、重症化は血管内皮と各
臓器で誘発される“インフルエンザ―
サイトカイン―プロテアーゼ”サイク
ルが主要原因で、このサイクルを介す
る血管内皮細胞障害が多臓器不全の
根底にあることを明らかにした(J. 
Infect. Dis. 202:991-1001, 2010、
Cardiovasc. Res. 89:596-603, 2011)。
また、我々はインフルエンザ治療薬と
して使われているクラリスロマイシ
ン(CAM)が免疫増強作用を有すること
(J. Virol. 2012 Oct;86 (20): 
10924-34) を報告してきた。本プロジ
ェクトでは(1)高病原性鳥インフルエ
ンザの活性化酵素として見出された
MSPL についての酵素学的性状解析と
MSPL-KO(knock-out)マウスの解析か
ら本酵素の阻害剤を用いた重症化の
治療を検証する。(2) インフルエンザ
感染により誘発される心筋炎などの
心機能低下に関与すると考えられる
MMP-9 の発現を CAM 投与により抑制が
可能かどうかを調べることにより重
症化阻止につなげる。 
 

Ｂ．研究方法 
(1)高病原性鳥インフルエンザウイル
スが活性化されるかを調べるため、
MSPL-KO マウスに、ヘマグルチニン
(HA)の解列部位を高病原性鳥インフ
ルエンザウイルスの感染に関わると
されている Furin が認識できる RKKR
タイプから Furin が認識出来ない
KKKR タイプに変異させ、感染による体
重変化、致死率、組織の HE 染色像を
確認した。また感染マウスから採取し
た肺ホモジネートを培養細胞(MDCK)
に添加することで増殖したウイルス
を蛍光染色で確認した。更に、肺ホモ

ジネート中の炎症性サイトカインを
調べた。 
(2)マウスに季節性インフルエンザ
(PR8)を感染させて CAM を経口で投与
した。感染３日目と６日目の血液・
肺・心臓を採取し MMP-9 の発現をゼラ
チンザイモグラフィー、ウエスタンブ
ロッティングにより評価した。更に、
MMP-9 に関与する転写因子である
NF-kappaB の発現についてもウエスタ
ンブロッティングにて確認した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1)MSPL-KO マウスに高病原性鳥イン
フルエンザを感染させたとき、感染３
日後と６日後の肺で増殖したウイル
スは WT マウスに Furin 認識タイプの
RKKR 株を感染させた時より MSPL-KO
マウスが有意に減少することが明ら
かとなった(図 1)。また KKKR 株でも同
様に KO マウスにおいて感染細胞数の
減少が認められた。この時採取した肺
の HE 染色像でも、ウイルスの増加と
相関して炎症が広がっていることが
確認された(図 2)。更に MSPL-KO マウ
スでは炎症性のサイトカインである
IL-1beta、TNF-alpha、IFN-gamma、
MIP-1-alpha が減少していることが明
らかとなった（図３）。 
(2) PR8 を感染させて CAM を経口投与
したマウスではコントロール群と比
べてMMP-9の発現が低下することがゼ
ラチンザイモグラフィーによる解析
により明らかとなった(図４A)。この
時、活性型への変換効率が低下してい
ることが示された(図４B)。また、感
染3日後の肺の気管近傍でメチルセル
ロース（MC）に比べて CAM を投与する
ことで炎症が軽減されることを HE 染
色像で示す（図５)。エバンスブルー
を静脈にインジェクションして肺組
織への漏出を確認した結果CAM投与群
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で軽度であった。更に感染６日目の肺
では転写因子NF-kappaBの発現低下も
認められた（図６）。 

 
Ｄ．考察 
(1)高病原性鳥インフルエンザ感染に
おいて MSPL は RKKR、KKKR タイプの株
共に HA 解列に大きく関与しているこ
とが示唆された。したがって MSPL の
酵素学的性状を明らかにし、新たな阻
害剤を探索することが高病原性鳥イ
ンフルエンザ感染の重症化の治療に
有用であると考えられる。  
(2)季節性インフルエンザ感染で CAM
の服用でMMP-9の発現が低下すること
が確認できた。更に NF-kappaB の低下
も認められていることからMMP-9の活
性化酵素であるトリプシンの発現低
下も示唆される。今後、心臓のエコー
解析によりインフルエンザ重症化に
より引き起こされる心筋炎の治療に
関して CAM の有用性を検証する。 
 
Ｅ．結論 
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図１ MDCK 細胞に感染させた肺ホモジネート中のウイルス 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染マウスの肺の HE 染色像  
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図３ 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染マウスの肺ホモジネート中の各 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ CAM 投与による MMP-9 の発現変化 
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図５ 感染 3日目の肺の HE 染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ウエスタンブロッティングによる CAM 投与マウスの NF-kappaB と MMP-9
の発現変化 
 
 
 
 


