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研究要旨 

我々はインフルエンザ感染における重症化は血管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
としてきた。(1) MSPL は、II 型の膜結合型セリンプロテアーゼとしては初めて
連続した塩基性アミノ酸を基質として認識し、特異的に加水分解する唯一の酵
素であった。また、全身臓器での発現解析から MSPL がヒトと鳥に広く分布する
ことが明らかとなったことから高病原性鳥インフルエンザ（HPAI）ウイルス HA
の解列に関与することが示唆された。HPAI ウイルスは HA の切断部位配列として
R-X-K/R-R と K-K/R-K/T-R（P4 位に R 又は K）の２型を持つことより、
A/crow/Kyoto/53/2004 をもとにリバースジェネティクス法を用いて２種類の切
断部位配列を持つ HPAI ウイルス株を作成した。この変異株を用いて、ウイルス
の増殖性を蛍光染色で見ると、MSPL が発現していない細胞株では増殖性が低い
ことが明らかとなった。この結果より、MSPL は全てのタイプの高病原性鳥イン
フルエンザウイルス HA の解列に関与することが示唆された。更に MSPL-KO マウ
スに解列部位の異なる２型の HPAI を感染させて感染３日後と６日後の肺を HE
染色した結果、P4 位を K に置換したウイルスをノックアウトマウスに感染させ
たときの炎症が軽度であることが明らかとなった。肺ホモジネート中の
IL-1beta、INF-gamma の減少が確認された。これらの結果より MSPL の特異的阻
害剤を用いることで高病原性鳥インフルエンザの重症化が阻止できると考えら
れる。(2) インフルエンザ感染により発現が上昇するプロテアーゼとして MMP-9
が確認されている。一方、クラリスロマイシン(CAM)が MMP-9 の発現を抑制する
ことが知られていることからインフルエンザ感染マウスに CAM を経口投与して
MMP-9 の発現の変化を調べた。ゼラチンザイモグラフィーとウエスタンブロッテ
ィングで確認した結果、MMP-9 の発現が低下することが明らかとなった。また、
インフルエンザウイルスの活性化酵素であるトリプシンとともに MMP-9 の発現
調節に関与しているNF-Bの発現が感染６日目の肺において低下することが明
らかとなった。更に、肺の HE 染色で炎症が軽減したことが確認された。(3) イ
ンフルエンザ感染重症化は血管透過性の亢進による多臓器不全が原因であり、



- 66 - 
 

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。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/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、インフルエンザ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。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ことから、プロテアソー
ムによる分解の開始段階での GSK-3βが示唆された。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結果、インフルエン
ザ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。マウスをモデルとした動物実験においても同様で、インフ
ルエンザ感染後 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 
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た(J. 
Infect. Dis. 202:991-1001, 2010、
Cardiovasc. Res. 89:596-603, 2011)。
また、インフルエンザ治療薬として使
われているクラリスロマイシン(CAM)
が免疫増強作用を有すること(J. 
Virol. 2012 Oct;86 (20): 10924-34) 
を報告してきた。本プロジェクトでは
(1)高病原性鳥インフルエンザの活性
化酵素として見出された MSPL につい
て の 酵 素 学 的 性 状 解 析 と
MSPL-KO(knock-out)マウスの解析か
ら本酵素の阻害剤を用いた重症化の
治療を検証する。(2)インフルエンザ
感染により誘発される心筋炎などの
心機能低下に関与すると考えられる
MMP-9 の発現を CAM 投与により抑制が

可能かどうかを調べることにより重
症化阻止につなげる。(3)インフルエ
ンザ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。そこ
で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カテニンについてインフル
エンザ感染において重症化の発症機
序について解明する。 
 

Ｂ．研究方法 
(1)高病原性鳥インフルエンザウイル
スには大きく分けて Furin や PC が認
識できるRKKRタイプとKKKRタイプの
株が存在する。両方の株について活性
化するか否かを調べるため、MSPL-KO
マウスに、ヘマグルチニン(HA)の解列
部位が異なる高病原性鳥インフルエ
ンザウイルスをそれぞれ感染させて
体重変化、致死率、組織の HE 染色像
を確認した。また感染マウスから採取
した肺ホモジネートを培養細胞
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(MDCK)に添加することで増殖したウ
イルスを蛍光染色で確認した。 
(2)マウスにインフルエンザウイルス
(PR8)を感染させて CAM を経口で投与
した。感染３日目と６日目の血液・
肺・心臓を採取し MMP-9 の発現をゼラ
チンザイモグラフィー、ウエスタンブ
ロッティングにより評価した。更に、
MMP-9 に関与する転写因子である
NF-kappaB の発現についてもウエスタ
ンブロッティングにて確認した。 
(3) ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)に
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。細胞を回
収し、VE カドヘリンとβカテニンの発
現をウエスタンブロッティングと
RT-PCR により確認した。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すると共に臓器
を摘出し、細胞間接着分子の発現を確
認した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1)MSPL-KO マウスに高病原性鳥イン
フルエンザを感染させたとき、感染３
日後と６日後の肺で増殖したウイル
スは WT マウスに Furin 認識タイプの
RKKR 株を感染させた時より MSPL-KO
マウスが有意に減少することが明ら
かとなった(図 1)。また KKKR 株でも同
様に KO マウスにおいて感染細胞数の
減少が認められた。この時採取した肺
の HE 染色像でも、ウイルスの増加と
相関して炎症が広がっていることが
確認された(図 2)。更に MSPL-KO マウ
スでは炎症性のサイトカインである
IL-1beta、TNF-alpha、IFN-gamma、
MIP-1-alpha が減少していることが明
らかとなった（図３）。 
(2) PR8 を感染させて CAM を経口投与
したマウスではコントロール群と比
べてMMP-9の発現が低下することがゼ

ラチンザイモグラフィーによる解析
により明らかとなった(図４A)。この
時、活性型への変換効率が低下してい
ることが示された(図４B)。また、感
染3日後の肺の気管近傍でメチルセル
ロース（MC）に比べて CAM を投与する
ことで炎症が軽減されることを HE 染
色像で示す（図５)。エバンスブルー
を静脈にインジェクションして肺組
織への漏出を確認した結果CAM投与群
で軽度であった。更に感染６日目の肺
では転写因子NF-kappaBの発現低下も
認められた（図６）。 
(3)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７
A）。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７B）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。感染細胞にプロテア
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８）。これによりイン
フルエンザ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。 
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。感染した HUVEC では不活性
型である phospho-GSK-3βの発現が有
意に低下（図９）したが、全体の GSK-3
βの発現は有意差が認められなかっ
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
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10）。アドヘレンスジャンクションに
おいて VE カドヘリンとβカテニンの
複合体形成には GSK-3βが関与し、制
御していることが示唆された。 
次に、マウスに PR8 を経鼻感染させて
生体分子での比較を行った。体重変化
では非感染コントロールと比べて3日
目より減少が認められ、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
11-A）。また、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（図 11-B）。 
 

 
Ｄ．考察 
(1)高病原性鳥インフルエンザ感染に
おいて MSPL は RKKR、KKKR タイプの株
共に HA 解列に大きく関与しているこ
とが明らかとなった。また、以前の結
果から炭疽菌毒素の解列にも関与す
る可能性も考えられる。更に、最近世
界的に問題となっているエボラウイ
ルスも解列部位の配列が高病原性鳥
インフルエンザウイルス HA と類似し
ており、MSPL の関与が示唆される。し
たがって MSPL の酵素学的性状を明ら
かにし、新たな阻害剤を探索すること
が高病原性鳥インフルエンザ感染及
び新興感染症の治療に関しても有用
であると考えられる。 
(2)季節性インフルエンザ感染で CAM
の服用でMMP-9の発現が低下すること
が確認できた。更に NF-kappaB の低下
も認められていることからMMP-9の活
性化酵素であるトリプシンの発現低
下も示唆される。インフルエンザ重症
化により引き起こされる心筋炎の治
療やインフルエンザ肺炎に関して CAM
の有用性を検証する。 

(3)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。インフル
エンザ感染により β カテニンの分解
が亢進され、その制御に GSK-3βが関
与することを証明した（図 12）。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 
MSPL が高病原性鳥インフルエンザウ
イルスの活性化酵素の一つであるこ
とが明らかとなり、本酵素の特異的な
阻害剤の探索は高病原性鳥インフル
エンザの世界的流行の阻止に役立つ
と考えられる。免疫増強効果のある
CAM が MMP-9 の発現を抑制したことで
インフルエンザ重症化に伴う肺炎や
心筋炎の予防に対して有用であるこ
とが示唆された。更に、重症化発症機
序の一つである血管透過性に関わる
VE カドヘリン-βカテニンを調節する
GSK-3βは、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 MDCK 細胞に感染させた肺ホモジネート中のウイルス 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染マウスの肺の HE 染色像  
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図３ 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染マウスの肺ホモジネート中サイ
トカイン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ CAM 投与による MMP-9 の発現変化 

A 
 
 

     B 
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図５ 感染 3 日目の肺の HE 染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ ウエスタンブロッティングによる CAM 投与マウスの NF-kappaB と MMP-9
の発現変化 
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図７ 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８ プロテアソーム阻害剤による β カテニンの分解抑制 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ インフルエンザ感染による GSK-3βの活性化 
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図１０ GSK-3βノックダウンによるβカテニンの発現回復 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１１ 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１２ 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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