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（資料１） 

重症化モデル動物実験によるインフルエンザ肺炎・脳症診断・治療に関する研究： 
新規診断・治療に関する提案と検証 

 
研究分担者 木戸博 （徳島大学疾患酵素学研究センター 特任教授） 

研究協力者 高橋悦久（徳島大学疾患酵素学研究センター 特任助教） 

      山根一彦（徳島大学疾患酵素学研究センター 大学院生）  

      Irene Lorinda Indalao（徳島大学疾患酵素学研究センター 大学院生） 

      桝本奈緒子（徳島大学疾患酵素学研究センター 研究員） 

 
研究要旨 
平成２４年度～２６年度にかけて、１）インフルエンザ重症化（肺炎、脳症）の発症機序解

明、２）早期に重症化を診断するためのバイオマーカー、Flu Alarmin の検索、３）重症化

治療薬開発についての研究が進められた。重症化機序の全容が解明されると共に、重症化バ

イオマーカーが明確になり、具体的な治療薬が提案され、大きな成果を挙げることができた。 
１）インフルエンザ重症化（肺炎、脳症）発症機序解明では、生体内のインフルエンザウ

イルス増殖のメカニズムとして、これまでに“インフルエンザ─サイトカイン─プロテアー

ゼ（Trypsin, MMP-9）”サイクルを提案していたが、感染重症化はこのサイトカインを介してさ

らに“体内代謝障害―サイトカイン”サイクルが共役した時に発症することを発見した。そのため、基

礎疾患としての体内代謝障害が重症化の発症リスク因子になることが判明した。両サイクルが血管

内皮細胞で回転すると、肺では肺水腫、脳では脳症、各種臓器で回転すると多臓器不全とし

て表れる。体内代謝障害の中でも、最も主要な代謝がミトコンドリアでのエネルギー代謝で、

糖代謝と脂質代謝がこれに深く関与する。糖代謝障害の糖尿病、肥満、先天性脂質代謝障害

者が重症化のハイリスク者として挙げられていることの理論的背景が明確になった。 
2) 早期に重症化診断するためのバイオマーカー、Flu Alarmin の検索では、多様な候補因

子の中から、インフルエンザ脳症患者、ICU 入室した感染重症化患者を対象にして評価を進

めた。その結果、多くの Flu Alarmin 候補因子の中で、サイトカインやシグナル伝達物質の

場合、多くの影響因子の支配下にあるため、それらの数値の増減で単純に重症化を示すには

至らないことが判明した。重症化がエネルギー代謝破綻と密接にリンクしていることから、

検討した中で血中 ATP の減少、糖代謝不全時に蓄積される乳酸から、乳酸/ATP 比が最も的

確な重症化のリアルタイムバイオマーカーと判定された。 

ま た こ れ ま で に イ ン フ ル エ ン ザ 脳 症 の リ ス ク 因 子 と し て 、 熱不安定性 Carnitine 

Palmitoyltransferase II(CPT II)遺伝子多型を見出して提案してきたが、中国でも大規模

な遺伝子解析と脳症の発症調査が行われ、当初日本人種に特徴的疾患と言われてきたインフ

ルエンザ脳症が東アジア人種に特徴的な疾患として位置付けられた。熱不安定性 CPT II 遺

伝子多型を診断する方法として、理化学研究所が開発した SMART AMP を使用して、外来で３

０分以内に診断する方法が確立されて早期治療が可能となった。 
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3) 重症化治療薬研究では、目覚ましい進展があった。感染重症化が代謝破綻をきっかけ

として発症することから、重症化促進因子が網羅的に検索され、各種サイトカインによって

誘導される Pyruvate Dehydrogenase (PDH) kinase 4 (PDK4)が同定された。PDK4 が増加す

ると、PDH がリン酸化されてミトコンドリアの糖代謝が著しく低下し、ATP クライシスを招

く。PDK4 阻害剤の検索から、既存薬中に Diisopropylamine Dichloroacetate (DADA)の阻害

効果が新たに同定され、これを発端に DADA の約 100 倍強力な新薬候補が見いだされた。DADA

の使用で致死量のウイルス感染でも生存率 100%が証明され、サイトカインストームの改善

効果と各種臓器 ATP 量の正常化が確認された。一方小児のインフルエンザ脳症が、エネルギ

ー産生を脂肪酸代謝に依存している血管内皮細胞の ATP クライシスの結果であることが解

明された。多臓器不全の治療では、血管内皮細胞の Adherens junction の崩壊を引き起こす

GSK-3の活性化阻害剤が有効であることを発見することができた。  

 

 
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

害による血管透過性亢進と多臓器不全にあ

る。発症機序として、これまでに本研究グル

ープでは“インフルエンザ―サイトカイン―

プロテアーゼ”ウイルス増殖サイクルを見出

し、さらに昨年度の研究によりウイルス増殖

サイクルと重症化の発症を結びつける“サイ

トカインー代謝不全”サイクルを見出した

（図１）。この２っのサイクルがサイトカイ

ンを介して共役したときに重症化が発症す

ると考えられることから、早期重症化診断と

具体的な治療薬に関する検討を実施した。 

小児のインフルエンザ重症化にインフル

エンザ脳症がある。この疾患が日本で最初に

発見されたことから、従来日本人に特有な疾

患として位置付けられてきた。しかし、この

疾患の発症リスク因子として、ミトコンドリ

アの脂肪酸代謝酵素のCannitine 

Palmitoyltransferase (CPT II)の熱不安定

性SNPが原因であることを突き止めたことか

ら、日本人に特徴的な疾患では無く、東アジ

ア人種のCPT II SNPを背景とする可能性が

考えられた。そこで、中国人でのインフルエ

ンザ脳症の発症と、CPT II SNPを調査した。

さらにインフルエンザ脳症は、脳の血管内皮

細胞の機能不全が病気の本態であると推定

されるため、機能不全になる前に早期に診断

して治療に着手する必要がある。そこで、高

熱が持続することで障害の起きやすい患者

に、診療の現場で熱不安定性CPT II SNPを

調べる方法の開発に取り組んだ。                                 

 

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Influenza A/PR/8/34(H1N1)株を用い

た。なお、タミフルとDADAとの併用実験で

は、半数致死量と半数致死量の20倍を示す

極めて高濃度のウイルスの経鼻投与で検討

した。  

 DADA より強力な PDK4 阻害剤の検索では、

北里大学生命科学研究所の創薬ライブラリ

ーを動員して、北里大学生命科学研究所が共

同で実施した。中国のインフルエンザ脳症患

者のFibroblast を用いた熱不安定性 CPT II 



- 39 - 
 

SNP の性状解析は、南通医学院との共同研究

として実施された。 

（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 
➀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（図２）、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。マウス

は感染重症化によって、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（図３）。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)があるが、インフルエン

ザ感染後 PDK4 の増加が特に著しいことが判

明した（図4）。PDK4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。

図5に示すように、脳を除く肺、心臓、肝臓、

筋肉でPDH活性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。 

 

➁既存薬中に見いだされた新規PDK4阻害剤 

以上の結果から、PDK4阻害剤の検索が実施さ

れた。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。

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。 

a)インフルエンザ感染重症化に対する DADA

の治療効果:図 6 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。 

b)DADAのサイトカインストーム抑制効果: 

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7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。 

c)DADA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7

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。脳を除くいず

れの臓器のtrypsin mRNA 量もDADAの投与で

有意に減少した。さらに、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抑制が明確となった。 

 

➂DADAの生存率改善効果 

DADA の PDK4 抑制効果が生存率の改善にどの
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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。  

 さらに半数致死量の 20 倍量、致死量 120 

PFU の 10 倍量の高濃度ウイルス(1200 PFU)

を経鼻感染させてDADAの効果を検討した（図

9）。この過酷な感染条件でも DADA 単独で生

存率 50%が得られた。またこの条件でヒト治

療量のタミフル (10 mg/kg/day) はマウスに

対して生存率 70%を示したが、タミフルの量

を増やしてもさらなる効果は期待できなか

った。この条件下で、タミフルと DADA を併

用するとマウスの生存率は100%を達成した。 

 

➃新規PDK4阻害剤のスクリーニング 

 DADAは、PDK4に対して IC50 = 50.9 µM を
示し、類似アイソマーの PDK2 には IC50 = 

636.0 µM を示して、PDK4 に対する高い特異

性を示した。これらの値は、従来PDK阻害剤

として知られていた Dichloroacetate (DCA)

の示す IC50 = 57.8 µM (PDK4)、IC50 = 676.0 

µM (PDK2)とほぼ同等の阻害効果と考えられ

る。そこで、これまでに報告されているPDK4

のX線結晶構造解析データから、活性中心の

立体構造とATP結合部位の構造を参考に、活

性中心部位に入りうる化合物のサイズを推

定して、Protein Kinase阻害剤とその類縁体

をスクリーニングして、誘導体作成に適した

リード化合物をスクリーニングした。毒性が

低くより強い PDK4 阻害活性を示す４種の化

合物が選択されたが、これらの中で、各種誘

導体の作成に有利なKIS-012 (Vit K3)を選択

して、各種誘導体の作成を実施し、DADAの約

100倍強力なPDK4新規阻害剤を数種類見出す

ことに成功した（図10）。 

 

⑤中国におけるインフルエンザ脳症のリス

ク因子、熱不安定性 CPT II SNP の再現性の

検証 

インフルエンザ脳症は日本で発見された

ことから、日本人に特有な疾患として位置付

けられてきた。しかし、この疾患の発症リス

ク因子として、ミトコンドリアの脂肪酸代謝

酵素のCPT IIの熱不安定性SNPが原因であ

ることを突き止めたことから、東アジア人種

に特徴的な疾患の可能性を推定して、詳細な

検討を中国で実施した。中国、南通医学院で

インフルエンザ脳症と診断された12名の患

者の白血球から、遺伝子診断でこれまでに日

本で報告されていた３型のCPT II SNPを確

認できた。具体的には、[c.1102 G˃A 
(p.V368I)] (heretrozygous)、[c.1102 G˃A 
(p.V368I)](homozygous)、[c.1055T˃G 
(p.F352C)] (heretrozygous)+ [c.1102 G˃A 
(p.V368I)](homozygous)の3型であった。患

者のファイブロブラストを用いて、酵素の熱

不安定性、細胞内 Half-life、ミトコンドリ

アでの-酸化とATP産生量の測定を実施した。 

その結果、図11に示すように、F352C 

(heterozygous) + V368I (homozygous)では、

37 °CではControlのwild type に比較し

て約63%に酵素活性は減少し、さらに41 °C

の高熱条件下では、32%に減少した。V368I 

(homozygous)、V368I (heterozygous)では、

37 °Cにおいてwild type (WT) に比較して

有意な減少は観察されず、41 °Cの高熱条件

下で僅かに減少して約82%を示した。以上の

ことから、F352C (heterozygous) + V368I 

(homozygous)の熱不安定性SNPが確認された。

さらに、細胞内の蛋白を[35S]-methionineで

2時間Pulse ラベルした後、細胞を洗浄して

Chase実験を実施した。図12に示すように、

WT CPT IIは half-life=18 時間を示したが、

V368I (homozygous) は10時間を、F352C 

(heterozygous) + V368I (homozygous)の
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half-lifeは4時間を示した。このような状

況下における細胞内ミトコンドリアの酸化

とATP産生レベルを測定した結果を図13に

示す。F352C (heterozygous) + V368I 

(homozygous)では、酸化とATP産生レベル

は共に37 °CでWTの75%を、41 °CでWT

の52%を示した。ATPレベルは、40-50%以下

で致命的であり、F352C (heterozygous) + 

V368I (homozygous)のSNPを持つ細胞では

41 °Cの条件下では危険な状態にあることが

判る。 

 

⑥CPT II SNPの迅速診断  

CPT IIの熱不安定性に係わる因子は、F352C 

であることから、F352C (heterozygous)、

F352C (homozygous)とWTを迅速に外来で判

定する方法の開発を検討した。これまでに理

化学研究所では、全血を用いてDNAの抽出操

作なしに30-40分以内に遺伝子増幅する

SMART AMPシステムを開発している。そこで

本プロジェクトではこの迅速性と簡易性に

注目して、F352Cの遺伝子解析をSMART AMP

システムで検討した。図14に示すように、

F352C とF352のhomozygous と

heterozygous を30-40分以内に解析が可能

であることが確認された。 

 

⑦Flu Alarminの検討 

Flu AlarminとしてLactate/ATP比が有用

であることがマウスの実験系で確認された。  

 
D. 考察 
平成 24-26 年間の研究により、サイトカイ

ンを介して共役する“インフルエンザ―サイ

トカイン―プロテアーゼ”サイクルと“サイ

トカイン―代謝不全”サイクルが、重症化発

症の主要な原因であることが確認され、治療

薬としてPDK4阻害剤のDADAを介する糖代謝

の改善が、有効であることが確認された。こ

れらを基盤に、抗インフルエンザ薬とDADA

の併用効果が検討され、感染早期からの両薬

剤の併用で著明な重症化阻止効果を示すこ

とが判明した。 

さらに小児のインフルエンザ重症化の代

表的疾患であるインフルエンザ脳症におい

て、日本人種に特徴的な疾患といわれていた

が、この疾患の発症原因がCPT IIの熱不安

定性SNPにあることを、中国人のインフルエ

ンザ脳症患者でも確認することができた。 

インフルエンザ脳症は、脳の血管肺皮細胞

の血液脳関門が開いてからでは治療が困難

になるため、早期の診断が重要である。そこ

で外来でインフルエンザ脳症のリスク因子

の熱不安定性SNP 、F352Cを患者の全血で

30-40分以内に診断する方法を明らかにして

おり、今後の医療現場での応用が期待される。 

 
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

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。 

 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。

またこのネットワーク機構の中で、抗インフ

ルエンザ薬と糖代謝不全の治療薬の DADA と

の併用による著明な治療効果が確認された。 

従来インフルエンザ重症化の発症リスク

因子として見出していた CPT II の熱不安定
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性SNPが、中国のインフルエンザ脳症患者で

も共通して見いだされたことから、東アジア

人種に共通したリスク因子になることを確

認し、その迅速診断法を確立した。 
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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”、こ

のサイクルとリンクする細胞機能障害 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．インフルエンザ感染で誘発される気道の応答 
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図3．エネルギー産生系とPDH、PDK4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4. インフルエンザ感染に伴う各種臓器のPDK4の誘導効果 
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図５．インフルエンザ感染による各種臓器のPDK4の誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図6. PDK4阻害剤のDADAによる各種臓器のPDH活性とATPレベルの回復 
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図7.  PDK4阻害剤の“インフルエンザ―サイトカインープロテアーゼ”サイクル

に与える影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図8. DADAによるインフルエンザ感染マウス生存率への改善効果 
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図 9．20 × LD50=1200 pfu の高濃度インフルエンザ感染に対する抗インフルエンザ薬

Tamifulと糖代謝改善薬DADAの単独効果と併用効果 

 

 

 

図10．PDK4の活性中心立体構造に結合可能な新規PDK4阻害剤開発のためのリード化合物 
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図11．中国のインフルエンザ脳症患者に検出された熱不安定性CPT II SNP とその熱不安定性 

 

 

 

 

図12．WT、中国脳症患者ファイブロブラストにおける熱不安定性CPT II SNPのHalf-life 

 

 

 


