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研究要旨  
A 型インフルエンザウイルス(IAV)感染の成立、重症化の機序には、ウイルス側、宿
主側双方の因子が複雑に関与し、多様性が示されている。宿主側の因子のひとつとし
てトリプシン様タンパク質分解酵素が IAV 感染の成立、重症化に重要な役割を果たし
ていることが明らかになっている。我々は消化酵素として十二指腸上皮で発現しトリ
プシノーゲンを活性化するエンテロキナーゼ(EK)が、一般のいろいろな培養細胞でも
発現しており、トリプシノーゲンを切断、活性化することで、IAV-HA(ヘマグルチニ
ン)のプロセッシングを促進するという、IAV 感染の新たな経路の存在を明らかにした。
特に、EK の新しいアイソフォームとして発見した EK-v2 の IAV 感染における役割を明
らかにし、その機構を標的とした抗ウイルス薬の開発につながる可能性が示唆された。 
 
Ａ．研究目的 
我々は消化酵素として十二指腸上
皮で発現しトリプシノーゲンを活性
化するエンテロキナーゼ(EK)が、一般
のいろいろな培養細胞でも発現して
いることを明らかにした。この EK が
トリプシノーゲンを切断、活性化する
ことで、IAV-HA(ヘマグルチニン)のプ
ロセッシングを促進するという、IAV
感染の新たな経路が存在する可能性
を示してきた。その際、従来から報告
のある EK(ここでは簡便性のため
EK-v1 と呼ぶことにする)に加え、その
酵素活性を有する細胞膜外ドメイン
に 30 アミノ酸の挿入がある新規アイ
ソフォーム（EK-v2 と呼ぶことにする）
をクローニングした。IAV 感染におけ
るEK-v1、EK-v2の役割を明らかにし、
その機構を標的とした抗ウイルス薬
の開発につなげることが本研究の目
的である。 
 

Ｂ．研究方法 
１）ヒトの培養細胞からmRNAを調整、
cDNA に変換し、I~IV 型トリプシノー
ゲ ン (PRSS1, PRSS2, PRSS3-v2, 
hPRSS3-v1)、及びその活性化する酵素
として知られるエンテロキナーゼ
(EK)、さらに、細胞膜上に発現しこれ
までに IAV-HA を切断、活性化するこ
とが知られている HAT、TMPRSS2、及び
TMPRSS4 の役割を調べるため、それら
の cDNAs をクローニングした。 
２)ヒトのいろいろな培養細胞におけ
る I~IV 型トリプシノーゲン(PRSS1、
PRSS2、PRSS3-v2、PRSS3-v1)、エンテ
ロキナーゼ(EK-v1、v2)、及び細胞膜
貫通型セリンプロテアーゼ(HAT、
TMPRSS2 、 TMPRSS4) の 発 現 量 を
Real-time PCR、及びウェスタンブロ
ットで、調べた。 
３)293T 細胞に、EK-v1、 EK-v2、
hPRSS3-v2 を強制発現させた、安定細
胞 株 (293T-EK-v1 、 293T-EK-v2 、
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293T-PRSS3)を作成し、IAV を感染させ、
一定時間後に細胞内、及び培養上清に
放出されたIAVの量をIAVに対する特
異的抗体を用いて測定した。 
４) in vitro において EK-v1、EK-v2
が PRSS3-v2 を切断し、そのトリプシ
ン活性を上げるか、293T-EK-v1、
293T-EK-v2、293T-PRSS3 細胞株のライ
セートを使い、GPR-pNA を基質として
トリプシン活性を測定した。 
５) in vitro において EK-v1、EK-v2
により切断、活性化された PRSS3 が、
TPCK 処理トリ放出された IAV の量を
IAV-HA に対すプシンと同様の IAV-HA
のプロセッシングを行うか、IAV を感
染、増殖させた U937 細胞ライセート
と 293T-EK-v1 、 293T-EK-v2 、
293T-PRSS3 細胞株のライセートを使
って調べた。コントロールとして TPCK
処理トリプシン(TPCKT)、あるいは N
末端-アセチル化トリプシン(NAT)で
処理した後、IAV-HA に対する特異的抗
体を使ったウェスタンで調べた。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、長崎大学組み換え DNA 実験
安全委員会の承認を受け、その指針に
従い実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
１）ヒト培養細胞から、従来から報告
のあった25エクソンからなるEK遺伝
子(EK-v1)に加え、26 エクソンからな
る新たな EK 遺伝子アイソフォーム
(EK-v2)の cDNAs をクローニングした
(図１)。 
２)EK の十二指腸上皮以外での発現や
役割については不明な点が多かった
が、Real-time PCR 法で調べたほとん
どの培養細胞で EK mRNA の発現が観察
されたが、HAT、TMPRSS2 及び TMPRSS4
の発現はある程度限られていた(図

２)。また、PRSS1 及び PRSS3 も多くの
細胞に発現がみられた(図３)。 
３) EK-v1、EK-v2、PRSS3-v2 を強制発
現させた 293T 安定細胞株(図４)に、
IAV を感染させ、80 時間後に培養上清
に放出された IAV の量を IAV-HA に対
する特異的抗体を用いて測定したと
ころ、他の細胞に比べ、293T-EK-v2
細胞内、及び上清に放出されたウイル
スを調べたところ、IAV の顕著な増殖
と IAV-HA プロセッシングの更新がみ
られた（図５）。 
４ ) 293T-EK-v1 、 293T-EK-v2 、
293T-PRSS3 細胞株、及び TMPRSS2、
TMPRSS4、HAT を一過性に強制発現させ
た 293T 細胞のライセートを使い、
GPK-pNA を基質としてトリプシン活性
を測定した。この in vitro の系で
EK-v1、EK-v2 は PRSS3-v2 トリプシノ
ーゲンを活性化したが、TMPRSS2、
TMPRSS4、HAT は PRSS3 を活性化できな
かった(図６、７)。 
５) vitro で U937 細胞に由来する IAV
 ライセートを TPCK 処理トリプシン
(TPCKT)、あるいは N末端-アセチル化
トリプシン(NAT)で室温30分処理する
と、65-kDa の IAV-HA0が消失し、代わ
りに 25-kDa の IAV-HA2 が出現し、
IAV-HA のプロセッシングが確認され
た(図８)。PRSS3-v2、EK-v1、EK-v2
のみでは IAV-HA のプロセッシングが
みられなかったが、PRSS3-v2 により
EK-v1 あるいは EK-v2 を活性化させる
と、トリプシン処理した場合同様に
65-kDa の IAV-HA0が消失し、代わりに
25-kDa の IAV-HA2が出現し、IAV-HA の
プロセッシングが確認された。これら
のことから、従来から報告されていた
TMPRSS2、 TMPRSS4、HAT を介した
IAV-HA の活性化径路に加え、PRSS（ト
リプシノーゲン）の EK（エンテロキナ
ーゼ）による活性化が、IAV-HA のプロ
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セッシングを促進する新たなIAVの感
染経路の存在が示唆された(図９)。 
Ｄ．考察 
EK が IAV 感染の成立、重症化に関わ
る新たなトリプシン様タンパク質分
解酵素の一つと考えられた(図９)。in 
vitro においては EK-v1,EK-v2 とも
PRSS を活性化する酵素活性、および
IAV のプロセッシング能は同程度有し
ていたが、in vivo では EK-v2 が顕著
なIAV感染促進作用を示した(図５)こ
とから、新たに発見した EK-v2 が、IAV
感染の成立、重症化に強く関わってい
る可能性がある。EK-v2 と EK-v1 の違
いは30アミノ酸の挿入の有無だけで、
その部位は細胞の外からアクセスで
きるため、今後、この 30 アミノ酸部
位を中心に EK 分子をターゲットとし
て、IAV 感染の抑制ができるかどうか
検討したい。 
 
Ｅ．結論 
新たな EK-v2→PRSS→HA プロｾシン
グの経路が、IAV 感染の成立、重症化
に関わる可能性が高いことが示唆さ
れた。この経路をターゲットとした新
たなIAV感染治療薬の開発につながる
ことが期待される。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし。 
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