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研究要旨 
インフルエンザウイルス肺炎およびインフルエンザ脳症が進行したことによる
最終的な結果として血管透過性の亢進による多臓器不全が原因である。このこ
とは高病原性鳥インフルエンザウイルスの感染でも同様であると考えられる。
しかし、インフルエンザウイルス感染により血管内皮細胞の透過性亢進を引き
起こす正確な分子メカニズムは解明されていない。我々は、ヒト臍帯静脈内皮
細胞(HUVEC)にインフルエンザウイルス（IAV）/Puerto Rico/8/34(PR8)(H1N1）
を感染させて透過性亢進のメカニズムを調べた。血管内皮においてカドヘリン
とβカテニンのレベルは細胞接着複合体を形成するための重要な分子であるが、
IAV 感染後にタンパクレベルでβカテニンの発現が減少することが明らかとな
った。更に、透過性の評価の指標として transendo-thelial electrical 
resistance (TEER)を用いて測定したところ、血管透過性が亢進したことにより
抵抗値の減少が認められた。次に、プロテアソーム阻害剤であるラクタシスチ
ンを添加するとβカテニンの分解が抑制された。プロテアソームによる分解の
開始段階で GSK-3βが示唆されたことから、我々は、HUVEC において GSK-3βを
ノックダウンしたときのβカテニンの抑制の効果を調べた。 その結果、IAV 感
染によって誘発されるβカテニンの分解は、GSK-3β-ノックダウン細胞で有意
に抑制された。また、βカテニンを細胞にトランスフェクションすることで IAV
感染時の透過性亢進が抑制された。この結果は、IAV 感染がアドヘレンスジャン
クションにおける GSK-3βを介してβカテニンの分解を誘導し、血管の透過性亢
進を誘導することを示唆している。更に、マウスをモデルとした動物実験にお
いても同様で、IAV 感染後 0日目から 6日目の肺を経時的に調べたところβカテ
ニンの分解と GSK-3βの活性化が確認された。これらの知見から、アドヘレンス
ジャンクションにおいて GSK-3βを介したβカテニン分解がインフルエンザ重
症化を引き起こす血管透過性亢進の重要な機構の1つであることが示唆された。 
 
 

Ａ．研究目的 
 

これまでに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
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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
てきた(J. Infect. Dis. 202:991-1001, 
2010、Cardiovasc. Res. 89:596-603, 
2011)。IAV 感染により血管内皮細胞の
透過性が亢進するが、相互作用のメカ
ニズムについては解明されていない。 
本研究では、アドヘレンスジャンクシ
ョンにおける細胞間接着分子であるVE
カドヘリンとβカテニンについて IAV
感染との関与を明らかとする。 
 

Ｂ．研究方法 
感染：（１）ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)に IAV(PR8)を MOI=1 で１時間
感染させて、培地交換後２８時間培養
した。(2)C57BL/6CrSlc マウスに PR8
を 100 PFU で経鼻感染させて体重をモ
ニターした。動物実験に関しては徳島
大学の規定に基づき行った。 
 
ウェスタンブロッティング：培養細胞
及びマウス肺のホモジネートは RIPA
バッファーで作製し、使用した。 
 
RT-PCR：HUVEC より RNA を抽出し、
One-Step RT-PCR Kit を用いて、それ
ぞれの遺伝子発現を検出した。 
 
Ｃ．研究結果 
 
(1) IAV 感染により、血管内皮細胞の
アドヘレンスジャンクションにおいて
βカテニンが有意に減少した 
アドヘレンスジャンクションにおいて
重要な分子である β カテニンと VE カ
ドヘリンの発現をウエスタンブロッテ
ィングによって検出した。その結果、

βカテニンの発現は非感染コントロー
ルと比べて 24％まで低下した（図 1A）。
一方、VE カドヘリンの発現に有意な変
化は認められなかった。また、遺伝子
発現に関しては β カテニンの発現に
有意な差は認められていない（図１B）
ことから、タンパク合成後にプロテア
ソームによる分解の可能性が示唆され
た。 
 
（２）IAV 感染細胞においてプロテア
ソーム阻害剤により β カテニンの分
解が抑制された 
IAV に感染させた HUVEC 細胞にプロテ
アソーム阻害剤であるラクタシスチン
を添加することで、βカテニンの分解
が抑制され、未処理と比べて 1.8 倍ま
で回復した（図２）。この結果より、
IAV 感染で、プロテアソームによる分
解が増強されることが明らかとなった。 
 
（３）IAV 感染により GSK-3β が活性
化される 
βカテニンは、活性化した GSK-3βに
よってリン酸化されることでユビキチ
ン化されてプロテアソームの分解を受
けるが、IAV に感染することで不活性
型である phospho-GSK-3βの発現が有
意に低下（図３）したが全体の GSK-3
βの発現には有意差は認められなかっ
た。更に、GSK-3βをノックダウンする
とβカテニンの発現が回復した（図４）。
これらの結果から PR8 に感染した
HUVEC において、アドヘレンスジャン
クションでの VE カドヘリンとβカテ
ニンの複合体形成の制御には GSK-3β
が関与していることが明らかとなった。 
 
（４）IAV 感染マウスの肺における VE
カドヘリンとβカテニン及びGSK-3β
の発現変化 
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マウスに PR8 を経鼻感染させた時、非
感染コントロールと比べて 3 日目より
体重の減少が認められた。また、NP 抗
体で検出した肺のウイルス量は 2 日目
から増加し始めて 3 日目にピークを迎
えた（図５-A）。肺におけるβカテニ
ンは2日目から6日目まで減少が続き、
それに伴い不活性型の phospho-GSK-3
βの減少が認められた（図 5-B）。 
 
Ｄ．考察 
 
現在、一般的にノイラミニダーゼ阻害
剤がインフルエンザ治療薬として使用
されている。しかし、“インフルエン
ザウイルス-サイトカイン-プロテアー
ゼ（トリプシン、MMP-9）”サイクルを
通して起こる循環不全、低酸素血症、
内皮細胞における血管透過性の亢進に
よる重症化の治療には適していない。
そこで、重症化の新たな治療法のター
ゲットとして血管透過性亢進機序の解
明を行った。血管内皮細胞では VE カド
ヘリンが発現しており、細胞間接着に
おいて β カテニンと複合体を形成す
ることで重要な役割を果たしている。
本研究では、IAV 感染によりβカテニ
ンの分解が亢進されることを明らかと
し、その制御が GSK-3β の活性化によ
り起こることを証明した（図６）。更
にGSK-3βノックダウンによりβカテ
ニンの分解が抑制されたことから
GSK-3β に対して新たな阻害剤を探索
することがインフルエンザ重症化の治
療につながると考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 
インフルエンザに感染させた HUVEC で
VEカドヘリンと複合体を形成するβカ

テニンが減少することが明らかとなっ
た。IAV 感染によってβカテニンのプ
ロテアソームによる分解が亢進された
ためであった。これらの結果から、VE
カドヘリン-βカテニンの結合がイン
フルエンザ重症化発症機序の一つであ
る可能性が示唆された。ユビキチン-
プロテアソーム経路の GSK-3βによっ
て調節されることが明らかとなったこ
とで、新たな創薬ターゲットになり得
ると考えられる。 
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図１ インフルエンザ感染によるアドヘレンスジャンクションのβカテニンの
発現変化 
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図２ プロテアソーム阻害剤による β カテニンの分解抑制 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ インフルエンザ感染による GSK-3βの活性化 
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図４ GSK-3βノックダウンによるβカテニンの発現回復 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ インフルエンザ感染マウスの肺におけるVE-カドヘリンとβ-カテニン及
び GSK-3βの発現変化 
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B 

 
図６ 急性脳症における血管内皮細胞のアドヘレンスジャンクションの崩壊機序 
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