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A. 研究目的 
重症のインフルエンザによる肺炎・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である。これまでの

インフルエンザ感染の治療は、感染による

臨床症状が出てから４日以内に抗インフル

エンザ薬を５日間投与することだけで、感

染後４日を過ぎた患者には対症療法だけで

あった。そのため感染後４日を過ぎた頃か

ら始まる感染重症化への対策、サイトカイ

ンストームへの対策は、これまで有効な治

療法の提案がされていなかった。国際的な

研究開発状況においても、インフルエンザ

の増殖を抑制する抗インフルエンザ薬の開

発に企業は凌ぎを削っているが、重症化へ

の対策、サイトカインストームへの対策に

関しては、その発症機序の解析が不十分な

ことからほとんど実施されていないと言っ

ても過言ではない。このような現状から、

本研究では重症化に発展する可能性をいち

早く捉えて対処できるバイオマーカー、Flu 

Alarmin の検索を実施すると同時に、重症化

の発症機序の解明に根差した有効な治療法

の開発、サイトカインストームの治療法の

開発、血管内皮細胞の透過性亢進の抑制剤

の開発、これらの研究目的の解決を目指し

た研究を推進する。なお研究推進の基盤と

なるこれまでの成果に、重症化の機序とウ

イルス増殖機序を世界に先駆けて解明した

「インフルエンザ―サイトカイン―プロテ

アーゼ」サイクル説 (J Infect Dis 202:991, 

2010、Cardiovasc Res 89:596, 2011)を発

表しており、これを基盤に重症化機序の解

明とその治療法、Flu Alarmin の検索を進め

る。具体的には下記の３課題に絞った研究

を進める。                                 

1) インフルエンザ重症化（肺炎、脳症）発症機

序の解明 

2) 早期に重症化診断するためのバイオマー

カー、Flu Alarmin の検索 

3) 重症化治療薬の検索 

 
B. 研究方法 
1. 【重症化モデル動物実験による“インフ

ルエンザ―サイトカイン―プロテアーゼ”

サイクルの検証、重症化の発症機序の解析、

Flu Alarmin 検索、治療薬の検証】 

マウスの重症化モデル動物実験では、重症

化しやすい離乳直後の３週齢マウス

（C57BL/6CrSlc または、BALB/c）雌を用い

研究分担者  

・木戸博：徳島大学疾患酵素学研究セン

ター・生体防御・感染症病態代謝研究部

門・特任教授 

・林日出喜：長崎大学大学院医歯薬学総

合研究科感染防因子解析学分野・準教授 

・奥村裕司：徳島大学大学院ヘルスバイ

オサイエンス研究部生体栄養学分野・準

教授 

・高橋悦久：徳島大学疾患酵素学研究セ

ンター・生体防御・感染症病態代謝研究

部門・特任助教 

・西村匡司：徳島大学大学院ヘルスバイ

オサイエンス研究部救急集中治療医学

分野・教授 

・久保田雅也：国立成育医療研究センタ

ー神経内科・医長 

・佐々木信一：順天堂大学医学部附属浦

安病院呼吸器内科・準教授 

・山口清次：島根大学医学部小児科学・

教授 

・西村秀一：国立病院機構仙台医療セン

ター・臨床研究部ウイルス疾患研究室長 

 



- 8 - 
 

て実験した。インフルエンザウイルス株で

は感染重症化しやすい InfluenzaA/PR/8/ 

34(H1N1)株を用いた。 

2. 【培養細胞実験系による“インフルエン

ザ―サイトカイン―プロテアーゼ”サイク

ルの検証】 

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、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。 

3. 【MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウスで

の感染実験】による、高病原性鳥インフル

エンザウイルス感染におけ MSPL/TMPRSS13

プロテアーゼ遺伝子の意義解明を実施した。  

4.【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の解析実験】  

１）感染：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 ２ ８ 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。 

２）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。 

３）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。 

5.【インフルエンザ脳症患者臨床検体を用

いた Flu Alarmin の解析】 

１）血中乳酸／ATP 比について：血中 ATP 測

定は急性脳症急性期 20 例、熱性けいれん重

積急性期 16 例、各種ミトコンドリア病 13

例に対して既報告の方法により測定が行わ

れた。乳酸は ATP 検体採取時に最も近い時

刻の値を解析に用いた。 

２）急性脳症、AESD に対する早期 3剤（ビタ

ミン B1, B6,および Lカルニチン）投与：国

立成育医療研究センターにおいて 2008 年 1
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月から 2013 年 12 月までに感染を契機とし

た急性脳症として入院加療を行った症例を

リストアップしたところ 6年間で合計 82名

を数えた（図２）。脳症の診断としては，イ

ンフルエンザ脳症ガイドラインを参考に，

二相目も含め“初期症状発症 24 時間以降の

意識障害の遷延を認めた”症例とした。基

礎疾患がなく，有熱時けいれんで発症し，

AESD の可能性が考慮されて発症早期より当

院で対応し，結果的に急性脳症と診断され

た症例に限定すると(1)2008-2010 年１０名

と(2)2011-2013 年１１名が該当した。この

２１名に関して以下を比較した。 

３）評価項目：早期ビタミン B1, B6,および

Lカルニチン投与の有無（けいれん発症 24

時間以内から投与開始），二相目のけいれん

の有無、および画像変化(bright tree 

appearance, BTA)。投与量はビタミン B1  

10mg/kg, ビタミン B6 20mg/kg, L-カルニチ

ン 30-100mg/kg である。 

6．【ICU 入室患者の臨床検体からの Flu 

Alarmin 解析】 

集中治療部に入室した重症患者から血液を

経時的に採取し、血液ガス測定装置で pH, 

PaO2, PaCO2, ヘモグロビン値とともに乳酸

値を測定した。同時に ATP 測定用の血液を

EDTA 含有チューブで‐20℃で保存した。重

症度評価としては集中治療部に入室24時間

での APACHE II スコアを計算し用いた。 

7．【呼吸器内科の臨床検体を用いた Flu 

Alarmin の検索】 

患者の鼻腔もしくは咽頭ぬぐい棒検体から

インフルエンザ迅速キットで検査し、イン

フルエンザと診断された症例を対象に、同

意を得られた患者より血液もしくは肺胞洗

浄液を採取し検査を施行した。ATP の測定は、

和光純薬工業株式会社の ATP 測定キット

（AMERIC-ATP Kit）を用いて、患者検体（血

液・気管支肺胞洗浄液）から測定。同時に

採取した検体から各種検査（アルブミン、

グルコース、乳酸、LDH、尿酸、ケトン体、

トリプシン、CRP、IL-6、IL-33、MMP-9、TNF-

α等）を測定した。具体的には、ATP は当院

で患者検体から ATP 抽出溶液を作成し凍結

保存後、SRL 社に委託してルミノメーターで

測定。同時に採取した血清から、他の項目

も SRL 社に委託し測定した。 

 さらに国立病院機構仙台医療センター臨

床研究部が収集した検体を用いて、

Toll-like Receptor の下流のシグナルや各

種サイトカイン、プロテアーゼ等の測定を

試みた。また、重症化にかかわる遺伝子候

補の検索においては、脳症を含む多臓器不

全の遺伝子解析をCPT2を対象としていたが、

重症肺炎症例についても、インフォームド

コンセントのもと CPT2 検査を試みた。 

8．【脂質代謝異常の in vitro probe assay】
１）インフルエンザ脳症の発症機序を視野
に、患者の Fibroblast 培養細胞のβ酸化能
を評価するために in vitro probe (IVP) 
assay を用いた。IVP assay では、培養皮膚
線維芽細胞を特殊なメディウム（ブドウ糖、
遊離脂肪酸欠乏かつカルニチン過剰）で培
養し、β酸化を亢進させた状態で、パルミ
チン酸などの脂肪酸を添加してメディウム
中に分泌されるアシルカルニチンをタンデ
ムマスで測定した。これにより培養細胞の
β酸化能、および障害部位を評価した。ア
シルカルニチンはタンデムマスによって測
定した。 
２）環境温度の影響：培養環境を、高温下

（41℃）と低温下（33℃）、および 37℃環境

下で培養して IVP assay を行った。正常お

よびβ酸化異常症の細胞におけるβ酸化能

の変化を検討した。 

３）解熱剤によるβ酸化への影響：小児の

感染症ではライ症候群等の危険性のために

使用されなくなっている解熱剤がある。解
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熱剤のβ酸化系に対する影響を調べるため

に、正常細胞を用いてサリチル酸（アスピ

リン代謝産物）5 mM、ジクロフェナク 0.3 mM、

およびアセトアミノフェン 7.5 mM の存在下

で IVP assay を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

各実施機関毎に、倫理委員会の承認、そ

の他倫理面での配慮の上で実施した。 

 
C. 結果 

  1. 【重症化モデル動物実験によるインフル

エンザ感染重症化の機序の解析と治療法の

検索】  

マウスのインフルエンザ感染モデル実験

により以下の結果を得た。➀インフルエン

ザ感染による致死性重症化は、C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

病態であると確認された。➁体内代謝の中

で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、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た

が、これらは重症化の過程に関与する因子

で、しかも様々な因子の影響下にあるため、

Flu Alarminとして評価することは困難であ

ると判定した。重症化を的確に示す Flu 

Alarmin はエネルギー代謝の最終産物の

ATP と、貯蔵される中間代謝産物の乳酸との

組み合わせが的確なバイオマーカーと判定

された。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。さらに、DADA

よりも効果的なPDK4阻害剤の検索を開始し

て、少なくとも数十倍強力な新規 PDK4 阻害

剤を見出した。一方、インフルエンザ脳症

の患者で見られる熱不安定性 Carnitine 

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。 

従来から CPT II の熱不安定性 SNP が発症

リスク因子になることを見出して発表して

きたが、インフルエンザ脳症が日本人に特

有な疾患では無く、東アジア人種に特徴的

な疾患で、その発症も CPT II の熱不安定性

SNP が原因になることを、中国人の患者を対

象とした中国の研究者との共同研究で確認

して論文発表を行った。 

2. 【培養細胞実験系による“インフルエン

ザ―サイトカイン―プロテアーゼ”サイク

ルの検証】 

１）ヒト培養細胞から、従来報告のあった

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。 
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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。また、PRSS1 及び PRSS3 も多くの

細胞で発現がみられた。 

３) EK-v1、EK-v2、PRSS3-v2 を強制発現さ

せた 293T 安定細胞株に、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。 

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。 

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。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。 

3. 【MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウスで

の感染実験】による、高病原性鳥インフル

エンザウイルス感染の感染実験。KKKR モチ

ーフを持つ遺伝子改変(Mut)ウイルスの場

合、ノックアウトマウスではウイルスの増

殖がほとんど検出できなかったことから、

Mutウイルスの増殖にはTMPRSS13/MSPLが主

として関与していると推定された。 

4.【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の解析実験】 

１）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。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 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。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）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した

が全体の GSK-3β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
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ンするとβカテニンの発現が回復した。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）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。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。 

5. 【インフルエンザ脳症患者臨床検体を用

いた Flu Alarmin の解析】 

１）乳酸／ATP 比について：各疾患の乳酸／

ATP 比を検討した。急性脳症 20 例の急性期

(5.65±5.55)は熱性けいれん重積16例急性

期(1.65±1.01)よりも有意に乳酸／ATP 比

は高値であった。また急性脳症急性期の乳

酸／ATP 比はミトコンドリア病 13 例のそれ

(5.65±5.85)と比較し有意差は認めなかっ

た。 

２）AESDに対する早期3剤（ビタミンB1, B6,

および Lカルニチン）投与：2008-2013 年を

(1)2008-2010年と(2)2011-2013年に分けて

比較すると通常の脳症治療に加えた早期 3

剤（ビタミン B1, B6,および Lカルニチン）

投与によりAESDの割合が減少し軽症タイプ

の脳症の数が増加していることがわかった。

つまりAESDの予防および軽症化に上記３剤

投与が有効である可能性が考えられた。こ

の２群に男女比や発症月齢に有意差はなか

った。 

6．【ICU 入室患者の臨床検体からの Flu 

Alarmin 解析】 

これまで臨床で使用されてきた APACH II 

等の重症度スコアは必ずしも患者予後を反

映しない。そこで、重症患者の重症度の変

化を簡便に経時的、客観的にとらえること

が可能となれば、重症患者の治療効果を早

期に把握することができ、予後改善にも役

立つ可能性がある。本研究では ATP、乳酸／

ATP 比(A-LES, ATP-lactate energy risk 

score）を測定し、重症患者の予後および

APACH II スコアとの関連を検討した。   

その結果、平均年齢、性別、基礎疾患には

死亡患者と生存患者で差はなかった。死亡

患者は生存患者と比較して有意に入室24時

間での APACHE II スコアが高いと言う結果

が得られた。 

7．【呼吸器内科の臨床検体を用いた Flu 

Alarmin の検索】 

順天堂大学倫理委員会の承認（浦倫２４

－４３号：「重症のインフルエンザによる肺

炎・脳症の診断・治療に関する研究：新規

診断・治療に関する提案と検証」）を元に、

計23例のインフルエンザ患者等から同意を

得、患者血液検体から各種 marker を測定し

た。検討対象は A 型インフルエンザ：5 例、

B型インフルエンザ：3例、対称として各種

呼吸器疾患：細菌性肺炎：4例、間質性肺炎

急性増悪：5 例、PCP：1 例、CVD-IP：2 例、

過敏性肺炎：1例、薬剤性肺炎：1例、放射

線肺炎：1例で検討した。多くの症例でIL-6、

MMP-9 や TNF-αといったサイトカインの高

値が認められた。血中の乳酸を ATP の値で

割った ATP-lactate energy risk score

（A-LES）の値は、正常者の既報値（＜2.00）

より高値を示した。特に B 型インフルエン

ザ症例2例で著明な高値を示した（値：91.7、

40.4）。A-LES 値と各種サイトカインの比較

検討では、CRP と IL-6 で弱い相関が認めら

れた。重症度別での検討では、重症度が高

いほど、ATP 低値、A-LES 値高値の傾向が
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認められた。 
国立病院機構仙台医療センター・臨床研

究部ウイルス疾患研究室では、以下の結果

が得られた。 

1) 臨床検体としてのインフルエンザ罹患

者由来の発症急性期の気道分泌液や血液の

収集： 前回の 2013-2014 年インフルエンザ

シーズンは、A/H1N1pdm09 亜型の再出現があ

り、このウイルス感染による成人の肺炎症

例が全国で見られ、その中で当院に寄せら

れたいくつかの症例について、ペア血清な

らびに急性期全血を確保し、それらについ

てToll-like Receptor の下流のシグナルや

各種サイトカイン、プロテアーゼ等の測定

ならびに、CPT2 についての遺伝子解析のた

め徳島に送付できたが、本シーズンは、既

往症を有する高齢者の肺炎が多く、全シー

ズンのような健康成人での重症肺炎例は少

ない（毎年検体を送ってくれる臨床医の印

象）。そのためか、ほとんど検体の確保がで

きなかった。 

一方、比較的高齢者でヒトパラインフルエ

ンザ 3 型やヒトメタニューモウイルスや RS

ウイルスによる肺炎入院例は多数経験して

おり、それらの検体の気管支洗浄液や血清

の確保はできている。 
2) 病理解剖由来のヒト気管支細胞の初代

培養とその不死化の試み： 

 昨年度は協力研究者の山谷がつくった 3

人のドナー由来の、気管支上皮細胞でレン

チウイルスベクターを用いて SV40 の Large 

T 抗原遺伝子等の導入による不死化を何度

か試みたが、結果的に成功しなかった。こ

の不成功を受け、本年度はさらに Large T

抗原遺伝子に加えて、c-myc あるいは H-ras

遺伝子の導入による不死化を試みた。しか

し、また一時的には成功したかのように見

えることがしばしばあったものの、最終的

にはどれも培養を継続できず、現在に至る

まで成功していない。 

3)外科手術材料由来の十二指腸および扁桃

腺上皮細胞の初代培養と、その不死化の試

み： 昨年度から本年度にかけ、外科手術で

摘出された組織を材料に十二指腸上皮細胞

の培養の試みを 3 度行い、うち 2 回で培養

に成功し、十二指腸上皮細部の培養法を習

得した。 

それらの細胞についても凍結保存をする

とともに、レンチウイルスベクターを用い

て SV40 の Large T 抗原遺伝子の導入による

不死化と、それらの細胞のウイルス感受性

の検討を試み成功している。本年度、本細

胞については、インフルエンザウイルスを

含む種々のウイルスに対する感受性を検討

してきたが、残念ながら未だインフルエン

ザを含めた特定のウイルスに対する感受性

は見出せていない。 

 さらに本年度開始した、扁桃腺上皮細胞

の培養は、一応初代培養まで成功したが、

その不死化には至らず、また継代培養して

いるうちに最終的に繊維芽細胞に置き替わ

ってしまった。 

4) インフルエンザウイルスに感染性を与

えるセリンプロテアーゼ TMPRSS2 の初代ヒ

ト気管上皮細胞における発現を、蛍光抗体

法で確認した。さらに、培養上清を材料と

する ELISA で調べたところ、膜結合型であ

る同酵素が、前立腺がん細胞での所見と同

様、培養上清中に 50－100ng/ml という濃度

で検出された。また、同細胞に対するイン

フルエンザウイルス感染によって IL6 が誘

導され、その IL6 自体が同細胞に障害を引

き起こすことを見出した。 

8．【脂質代謝異常の in vitro probe (IVP) 

assay】  

１）IVP assay によるβ酸化能評価の有効性
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の確認:IVP assay によって正常コントロー

ルと種々のβ酸化異常症の細胞をテストし

た。正常コントロールでは C2（アセチルカ

ルニチン）のみが有意なピークとして観察

された。MCAD 欠損症では、C4、C6、C8、お

よび C10(短鎖・中鎖のアシルカルニチンの

増加がみられた。VLCAD 欠損症では、C12、

C14、および C16（長鎖アシルカルニチン）

の増加がみられた。CPT2 欠損症では、長鎖

アシルカルニチン（C16）のみが増加してい

た。以上のように、IVP assay によってβ酸

化の障害の有無、障害部位が評価できるこ

とを確認した。 

２）培養環境の温度によるβ酸化能の変化: 

33℃(低温下)、37℃、および 41℃(高温下)

の環境下で細胞を培養して IVP assay を行

った。その結果、VLCAD 欠損症では、41℃(高

温下)で、C12、C14、C16 のアシルカルニチ

ンが増加した。一方 33℃では、C14、C16 は

低下した。広範囲のβ酸化障害の起こる GA2

では、高温下では C12～C16 アシルカルニチ

ンは増加し、C4～C10 の中鎖アシルカルニチ

ンは低下した。一方、低温下(33℃)では、

長鎖を含むすべての炭素鎖長のアシルカル

ニチンが低下した。 

高温環境と低温環境で対照的な結果を示

した。すなわち、VLCAD 欠損症も GA2 も長鎖

脂肪酸のβ酸化は高温下ではむしろ悪化し

た。GA21 においては中鎖短鎖のβ酸化は改

善しているかのような所見を示した。すな

わち高温環境では長鎖脂肪酸のβ酸化障害

は悪化し、低温下ではすべての鎖長のβ酸

化障害が緩和すると推測された。 

３）解熱剤のβ酸化能への影響:IVP assay

の実験系では、サリチル酸とジクロフェナ

クを添加した時、中鎖～長鎖のアシルカル

ニチン（C6～C12）の増加が認められた。こ

の結果は、サリチル酸とジクロフェナクは

β酸化を障害する可能性があることを示し

た。一方、安全とされているアセトアミノ

フェンではβ酸化への影響はなく、経験的

な情報を裏付ける結果を示した。 

 

D. 考察 

1. 【重症化モデル動物実験によるインフル

エンザ感染重症化の機序の解析と治療法の

検索】 

インフルエンザ感染重症化機序では、発

症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、“サイトカイ

ンー代謝不全”サイクルを形成している。

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確認された。本

プロジェクトにおいて、“サイトカインー代

謝不全”サイクルの中核となっている PDK4

阻害剤として DADA が見いだされ、さらに強

力な PDK4 阻害剤が見いだされ、その薬効が

確認されている。今後、前臨床試験を実施

して治験を目指す。なお、サイトカインス

トームの治療にPDK4阻害剤が有効なことか

ら、インフルエンザ以外の各種感染症の治

療、さらには癌の悪液質、心不全、糖尿病

治療への応用も可能と推定される。一方、

インフルエンザ脳症の発症リスク因子とし

て発見していたCPT IIの熱不安定性SNPが、

日本以外に中国でも脳症のリスク因子とし

て確認された。この遺伝子を高い頻度で保

有する東アジア人種に共通なリスク因子と

言える。 

2. 【培養細胞実験系による“インフルエン

ザ―サイトカイン―プロテアーゼ”サイク

ルの検証】 

EK が IAV 感染の成立、重症化に関わる新
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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。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。 

3. 【MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウスで

の感染実験】から、高病原性鳥インフルエ

ンザ KKKR 配列 H5N1 ウイルスの増殖には主

に TMPRSS13/MSPL が、RKKKR 配列 H5N1 ウイ

ルスの増殖には TMPRSS13/MSPL と Furin が

係わっていると推定された。  

4.【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の解析実験】 

 ノイラミニダーゼ阻害剤がインフルエン

ザ治療薬として一般的に使用されている。

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効果は期待

できない。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。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。  

5.【インフルエンザ脳症患者の病態解析と

診断バイオマーカー】の検索。 

 乳酸／ATP 比は急性脳症急性期では高値、

回復期で正常化した。また急性脳症との鑑

別が常に問題となる熱性けいれん重積と比

較すると有意差を持って高値であり発症初

期の病態の違いを反映している。その値は

重症例の予後と相関した。 

 乳酸／ATP 比が急性脳症急性期と種々の

ミトコンドリア病の患者での値と有意差が

なかったことはミトコンドリアを場とする

共通の energy failure が起こっている可能

性を示唆する。  

 AESD の発症の遺伝的素因として，CPTII

や ADORA2A の遺伝子多型，SCN1A の遺伝子変

異などが判明してきており，患者により発

症の引き金となる病因が異なる可能性があ

る。今回の検討では一般的な抗けいれん薬

に加えて，CPTⅡが関与する代謝障害に対す

る治療（ビタミン B1, L ｶﾙﾆﾁﾝ），および

ADORA2A に関連してはテオフィリンにより

アデノシン受容体同様に抑制性の影響を受

けるビタミン B6 を，間接的な効果を期待し

て投与を行った。ビタミン B6 に関しては，

既に AESD 予防効果として推奨されており，

AESD の病態の一つとされる興奮毒性に関し

て，グルタミン酸脱炭酸酵素を介してのグ

ルタミン酸減少効果も期待した。 

 AESD の早期治療介入に関しては，ビタミ

ンB6投与，脳低温療法が報告されているが，

現時点は早期診断が難しいことから，その

介入効果の判断も難しい。通常の脳症治療

に加えた早期 3 剤（VB1, VB6, L-カルニチ
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ン）投与により AESD の割合が減少し軽症タ

イプの脳症の数が増加した。AESD の予防お

よび軽症化に有効である可能性が考えられ

た。今回の３剤はミトコンドリアレスキュ

ーにもなっており興味深い。脳の血管内皮

（脳血管関門）のミトコンドリア密度は他

の臓器よりも高く、小児期の体重あたりの

血管内皮のミトコンドリア密度は成人より

も高い。そのため種々の energy failure に

より小児の脳血管内皮は機能低下に陥りや

すい。急性脳症の最初の障害はニューロン

ではなく血管内皮に起こるとするのが我々

の仮説である。ただし厚生労働科学研究・

水口班の調査結果からは，2010 年までの統

計では急性脳症の中でAESDの頻度が最も高

かったとされているが，それ以降の疫学は

不明であり，今回の結果の解釈は注意を要

すると思われる。 

6．【ICU 入室患者の臨床検体からの Flu 

Alarmin 解析】 

インフルエンザ感染症では重症化機序に

熱不安定性フェノタイプによる ATP 産生不

全が関与していると報告されている。熱中

症患者の重症化にも同様の機序の関与が示

唆されている。これら以外の疾患でも同様

に重症化の機序に ATP 産生不全が関与して

いる可能性は十分にある。ICU に入室する患

者は呼吸・循環動態が不安定なことが多い。

肺での酸素取り込み、心不全による酸素供

給の問題から、組織での酸素利用が障害さ

れる。一般的に末梢組織での酸素不足を見

るには嫌気性代謝の産物である乳酸を測定

する。しかし、理論的には乳酸よりも ATP

は酸素供給に対し、より鋭敏な反応を示す

はずである。  

今回、ICU 入室患者の ATP および A-LES の

予後判定効果を検討した。ATP、A-LES とも

に対象患者全員では生存患者と死亡患者で

差を認めなかった。基礎疾患により酸素供

給、末梢組織での酸素利用が異なることが

原因と考えられる。従来用いられている重

症度評価スコアである。APACHE II スコアは

死亡患者で高く、ICU 入室患者の予後判定と

しての APACHE II スコアの精度を示す結果

となった。しかし、APACHE II スコアの計算

には24時間を要するという欠点がある。ATP

及び A-LES の測定は入室時に可能であり、

その後も経過を追って変化をとらえること

ができる。入室時と翌日の検査値の変化を

評価した結果でも生存患者と死亡患者で有

意差は認めなかったが、生存患者では ATP

は増加傾向、A-LES は減少傾向、死亡患者で

は反対の傾向が認められた。患者数を増や

すことで経時的変化の意義が明らかになる

と期待できる。 

感染症患者を対象とすると A-LES の予後

判定予測値は最も良好であった。敗血症は

集中治療室で管理する患者群の中では予後

不良の疾患である。敗血症は細菌感染が原

因で臓器不全が起きる病態である。抹消組

織での酸素利用障害が病態生理の一つとし

て考えられている。敗血症患者で発症する

多臓器不全に ATP 産生不全が関与している

か可能性は高い。これが感染症患者で A-LES

の予後判定予測が良好であった理由の一つ

と考えられる。全ての患者に当てはまるわ

けではないが、A-LES は簡便に測定できると

ともに、経時的変化を追うことができる点

で優れている可能性がある。 

7．【呼吸器内科の臨床検体を用いた Flu 

Alarmin の検索】 

Chida らは、ICU 入室した症例に対して、血

中 ATP と乳酸値を測定し、その比である

Lactate/ATP Ratio（A-LES 値）が real time

の予後因子として有用であることを報告し

た。（Chida J, et al. Blood lactate/ATP 
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ratio, as an alarm index and real-time 

biomarker in critical illness. PLoS One 

2013; 8: e60561.）本研究におけるインフ

ルエンザ患者の A-LES 値は、他の呼吸器疾

患と同等かそれ以上に上昇傾向が認められ、

バイオマーカーとしての有用性が示唆され

た。今回の検討では、症例数が少なく、正

常コントロールが取られていないという

limitation がある。今後、検討症例を増や

すと供に、健常者のコントロールも確認し、

詳細に解析予定である。 

また臨床応用可能な、最適な Flu Alamin

の同定は、インフルエンザ等の急性感染症

罹患者由来の発症急性期の気道分泌液や血

液等の臨床検体の収集と解析を今後も粘り

強く継続していくことが必要である。 
ヒトの気管支上皮ならびに十二指腸と扁

桃腺上皮の初代培養細胞に成功し、一部は

今後の応用のために凍結保存を完了してお

り、また通常種々の実験に頻繁に使えるよ

うに不死化を試みている。だが、不死化に

成功した小腸上皮と思われた細胞は、未だ

インフルエンザを含め特定のウイルスに対

する感受性は見出せておらず、また気管上

皮と扁桃腺上皮の不死化は未だ成功してい

ない。これらの試みは、あきらめることな

く継続していく必要がある。 
8．【脂質代謝異常の in vitro probe (IVP) 
assay】 
それまで正常と変わらぬ生活をしていた

小児が発熱を契機に電撃的に発症し、急性

経過をとる点でインフルエンザ脳症と先天

性β酸化異常症の発症形態に類似点がある。

前年度に引き続いて、培養細胞を用いる IVP 

assay の手法によって、培養環境のβ酸化へ

の影響を調べた。 

 環境温度はβ酸化に影響を与えることが

分かった。すなわち①高温下では長鎖脂肪

酸のβ酸化障害が増強する；②高温下では

全体としてβ酸化そのものは促進される；

③低温下では長鎖β酸化障害は緩和され

る；④低温下では一部はアセチル-CoA 産生

が改善するが、他方では長鎖も短鎖もβ酸

化自体が抑制されることもある 

 解熱剤の一部が小児でライ症候群のリス

クがあることは知られていた。本研究によ

って、アスピリン（代謝産物のサリチル酸）

とジクロフェナクはβ酸化を抑制する傾向

があり、アセトアミノフェンはβ酸化に影

響を与えないことが観察された。これは疫

学的情報と一致する。 

 本年度の研究成果によって、小児の後天

的要因に基づくインフルエンザ脳症などの

急性脳症が、発熱ストレスや解熱剤、或い

は細菌毒素によるβ酸化障害を介して発症

する可能性を示した。これらの事実をふま

えた対策によって急性脳症の予防、重篤化

予防に役立つ可能性がある。 

 

E. 結論 

【重症化モデル動物実験によるインフルエ

ンザ感染重症化の機序の解析と治療法の検

索】 

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”サイクルの重要性が確認さ

れた。このネットワーク機構の中で、代謝

不全を誘導するターゲット分子として PDK4

が明らかになり、PDK4 阻害剤として DADA と

新規化合物が見いだされた。これらの阻害

剤は、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。また、従来我

が国でのみインフルエンザ脳症が発症する

と言われていたが、その発症リスク因子が
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CPT II の熱不安定性 SNP であることを発見

したことから、日本以外に中国でもインフ

ルエンザ脳症のリスク因子として確認され、

東アジア人種に共通なリスク因子として明

らかになった。 

【培養細胞実験系による“インフルエンザ

―サイトカイン―プロテアーゼ”サイクル

の検証】 

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。 

【MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウスでの

感染実験】から、高病原性鳥インフルエン

ザ H5N1 ウイルスの増殖には TMPRSS13/MSPL

の阻害剤開発が必要と推定された。 

【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の解析実

験】 

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。 

【インフルエンザ脳症患者の病態解析と診

断バイオマーカー】の検索 

乳酸／ATP 比は急性脳症急性期の有用なバ

イオマーカーの可能性がある。また急性脳

症急性期の早期 3剤（VB1, VB6, L-カルニ

チン）投与により AESD の予防および軽症化

に有効である可能性が考えられた。いずれ

も急性能症の病態として特に脳血管内皮の

ミトコンドリア機能不全が病態と深く関連

することを示唆すると思われる。 

【ICU 入室患者の臨床検体からの Flu 

Alarmin 解析】 

重症患者で ATP、A-LES を測定した。重症患

者ではいずれも正常範囲を逸脱していた。

さらに感染症患者では予後との相関が高く、

重症患者の予後予測因子として重要な役割

を果たす可能性が示唆された。 

【呼吸器内科の臨床検体を用いた Flu 

Alarmin の検索】 

血中 ATP 値、ならびに乳酸値との比である
A-LES 値は、インフルエンザのバイオマーカ
ーとして、その有用性が示唆された。また、
今回行ったヒト気管上皮初代細胞を用いた
解析のような、蛋白分解酵素や IL6 に関す
る仕事は、治療薬の選択も視野に入れつつ、
今後も in vitro, in vivo で継続していく
必要がある。 
【脂質代謝異常の in vitro probe (IVP) 
assay】 
インフルエンザ脳症など小児の急性脳症発

症に、後天的要因によるβ酸化障害が関与

をしている可能性があることが明らかにな

った。一方低温下ではβ酸化障害が緩和さ

れる可能性がある。また一部の解熱剤は小

児に対して急性脳症（またはライ症候群）

を引き起こす可能性のあることが示された。 
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