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（資料 2） 
 

インフルエンザの重症化とサイトカイン、特にインターフェロン産生の機序解明 
に関する研究 
 

研究分担者 林日出喜 長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 准教授 
 
研究要旨  
インフルエンザウイルス(IFV)感染の成立、重症化の機序には、ウイルス側、宿主
側の因子が複雑に関与し、多様性が示されている。まず、重症化の早期診断マーカー、
SOS シグナルとしての Flu Alarmin の候補を絞り込み、治療標的となりうる分子を推
定した。また、ウイルスの感染成立、及び重症化に関わ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 
A 型インフルエンザウイルス（IAV）
初期感染、及びその後の感染拡大の防
止に宿主細胞のインターフェロン・シ
グナル伝達経路が重要な役割を果た
しているが、この中心にある分子が
IRFs (Interferon regulatory 
factors) である。我々は IRF2-KO 
(knock-out)マウスの解析からIRF2が
トリプシノーゲン遺伝子発現、及び細
胞内輸送、分泌にかかわることを明ら
かにしたが、宿主細胞のトリプシン活
性は IAV 感染、及びその重症化におい
て重要な働きをしている。そのため、
特に IRFs とトリプシン活性化が、IAV
の感染成立・拡大、あるいは感染防御
にどのように関わるか検討し、重症化
の早期診断マーカー、SOS シグナルと
しての Flu Alarmin を同定し、適切な
治療につなげることを目的とする。 
その過程で、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も本
研究の目的である。 
 
Ｂ．研究方法 
１）IAV 感染の主たる標的細胞である
肺胞細胞由来の培養細胞株、A549 細胞
と H292 細胞は IAV 感染後のウイルス
増殖に関して際立った相違が報告さ
れている。A549 細胞ではウイルスが増
殖を続けるが、H292 細胞では最初増殖
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したウイルスが時間経過に伴いより
速やかに排除される。ウイルスの排除
に関する宿主側の反応の違いによる
と考えられ、その原因分子を特定する
ことは、重症化の早期診断マーカー、
SOS シグナルとしての Flu Alarmin を
同定することにつながると考えられ
た。そのため、インターフェロン(IFN)
シグナル伝達遺伝子、IFN 誘導遺伝子
群(ISGs)、Toll-like receptor シグ
ナル伝達遺伝子、トリプシノーゲン関
連遺伝子、炎症性サイトカイン・ケモ
カイン類、約 100 種類の遺伝子をクロ
ーニング（表１）して、Real-time PCR
法で各遺伝子の発現量を定量した。 
２）ヒトのいろいろな培養細胞での
I~IV 型トリプシノーゲン(PRSS1、
PRSS2、PRSS3-v2、PRSS3-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(ヘマグ
ルチニン)を切断活性化することが知
られている HAT、TMPRSS2、TMPRSS4 の
調べるため、それらの cDNAs をクロー
ニングした。 
３)これらの培養細胞に IAV を感染さ
せ、ウイルス増殖の程度を IAV-HA の
発現量で、宿主のインターフェロン
(IFN)、及び ISGs の誘導を Real-time 
PCR で、調べた。さらに 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、
EK-v2)、及び細胞膜貫通型セリンプロ
テアーゼ(HAT、TMPRSS2、TMPRSS4)の
発現量も Real-time PCR、及びウェス
タンブロットで検討した。 
４)293T 細胞に、EK-v1、 EK-v2、
PRSS3-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。 
５) 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。 
６) in vitro において EK-v1、EK-v2
により切断、活性化された PRSS3 が、
TPCK 処理トリプシン(TPCKT)、あるい
はN末端-アセチル化トリプシン(NAT)
と同様に IAV-HA のプロセッシングを
行うか調べた。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。 
 
（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）まず、IAV 感染感受性 A549 細胞と
抵抗性 H292 細胞での IAV ウイルス量
を継時的に測定し、H292 細胞ではウイ
ルスがより速やかに排除されること
を確認した（図 1）。次に表 1にあげた
遺伝子の定量を継時的に行い、IAV 感
染により3倍以上の変化がみられた遺
伝子を以下3つのグループに分けるこ
とができた。 
i) 両細胞で同程度発現の上昇がみら
れた分子：ADAR1、GBP1、GBP2、IFIT1、
IFIT2, IFIT3, IFIT5、IFNL3、IRF1、
IL6、IRF7、IRF9、ISG15、MDA5、MX1、
MYD88、OAS1、OAS2、PKR、RIG-I、TLR3、
TNFA(図 2）。 
ii) IAV 感染感受性 A549 細胞で、より
顕著な発現の上昇がみられた分子：
CCL5、IFNB1、IFNL1、IFNL2、IL17F、
STAT1(図 3)。 
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iii) IAV 感染抵抗性 H292 細胞で、よ
り顕著な発現の上昇がみられた分
子：AIM2、CXCL10、IFITM1、IFITM2、
IFITM3、MX2、PYHIN1、STING(図 4）。 
２）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)もクローニン
グした(図５)。 
３)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
６)。また、PRSS1 及び PRSS3 も多くの
細胞に発現がみられた(図７)。 
４) EK-v1、EK-v2、PRSS3-v2 を強制発
現させた 293T 安定細胞株(図８)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９）。 
５ ) 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 10、11)。 
６) 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 12)。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(図 13)。 
８)これらの細胞に IAV を感染させ、
その増殖の程度を IAV-HA の発現量で
見たところ、前述のように H293 細胞
に比べA549細胞ではIAV-HAの発現が
確認できた(図 14)。さらに、Huh7 と
293T 細胞ではより顕著な IAV-HA の発
現がみられた。これらの細胞では
polyI:C をトランスフェクトして
RIG-Iを活性化した際のIFNの反応が
弱かった(図 15)。特に 293T 細胞では、
IFN刺激に比べ、polyI:C トランスフ
ェクトによる IFIT1 等の ISGs の発現
上昇が充分見られなかった(図 16)。 
iii)IAV 感染の際には、図 17 に示すよ
うに、IAV RNA を RIG-I が検知し、ス
トレス顆粒(SG)と複合体を形成し、
IPS-1 を介し、IFN誘導、さらに
ISGs(IFN 誘導遺伝子群)の発現を上昇
させ、ウイルスの排除を行うと考えら
れている。293T 細胞にいろいろなイン
ターフェロン・シグナル伝達分子を強
制発現させ、IAV 感染への影響をみた
ところ、活性化型の RIG-I(RIG-I-CA)、
IPS-1、IKK、IFITM3 及び IRF1 を発現
させると、IAV の増殖が明らかに抑制
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さ れ た ( 図 18) 。 活 性 化 型 の
RIG-I(RIG-I-CA) 、 IPS-1 、 IKK は
IFNの発現を誘導することにより、
IRF1 は多くの ISGs 発現を誘導するこ
とにより、IFITM3 は直接 IAV に作用し
て、IAV の感染を抑制していると考え
られた。したがって、293T細胞はIPS-1
以降、IFN発現誘導、それに続く
ISGs 発現誘導、IAV 排除の過程は正常
に機能しているものの、RIG-I と SG
の複合体形成の段階での機能異常が
示唆された。 
 
Ｄ．考察 
１）重症化の早期診断マーカー、SOS
シグナルとしての Flu Alarmin の候補
遺伝子としては、IAV 感受性 A549 細胞
で、より顕著な発現の上昇がみられた
分子：CCL5、IFNB1、IFNL1、IFNL2、
IL17F、STAT1 が第一候補と考えられた。
一方、IAV 感染抵抗性 H292 細胞で、よ
り顕著な発現の上昇がみられた分
子：AIM2、CXCL10、IFITM1、IFITM2、
IFITM3、MX2、PYHIN1、STING は、むし
ろIAVの排除により関わる分子の可能
性があると考えられた。実際に、293T
細胞を使った IAV 感染系で IFITM3 に
よる IAV 感染増殖抑制が確認された
(図 18)。 
２）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 13)。
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９)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 
重症化の早期診断マーカー、SOS シ
グナルとしての Flu Alarmin の候補分
子をある程度絞り込むことができた。
また、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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図 14．各培養細胞に．各培養細胞に．各培養細胞に IAV を感染させ、を感染させ、24
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図 15．各培養
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図 17． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18．293T

IAV を感染させ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

293T 細胞にいろいろなインターフェロン・シグナル伝達分子を強制発現させ

を感染させ、抗

 

細胞にいろいろなインターフェロン・シグナル伝達分子を強制発現させ

抗 IAV-HA 抗体を用いてウイルスの増殖を調べた。

 

細胞にいろいろなインターフェロン・シグナル伝達分子を強制発現させ

抗体を用いてウイルスの増殖を調べた。
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