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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

（総括）研究報告書 

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 
 

研究代表者 木戸 博    徳島大学疾患酵素学研究センター・特任教授 

研究要旨 

インフルエンザ重症化（肺炎、脳症）発症機序の解明、重症化を早期に診断するためのバイ

オマーカー、Flu Alarmin の検索、重症化治療薬の検索、の３課題について昨年に続いて解

析が行われ、大きな進展があった。中でもインフルエンザの重症化機序については、これまで

の機序に加えて新たに多臓器不全の原因となる血管内皮細胞の Adherens junction の崩壊

が GSK-3の活性化が鍵になって発症することを発見して、新たな創薬ターゲット分子を提唱

した。これまで提唱してきた「インフルエンザ─サイトカイン─プロテアーゼ（Trypsin, 

MMP-9）」サイクルに共役する「体内代謝障害―サイトカイン」サイクルでの治療標的酵素に

GSK-3が加わることで、重症化阻止の戦略が充実された。各項目の進展を具体的に示す。 

1)重症化機序：インフルエンザウイルスの体内増殖は、「インフルエンザ─サイトカイン─プロ

テアーゼ」サイクルによるが、このサイクルのサイトカインを介して「体内代謝障害―サイトカイ

ン」サイクルが共役した時に重症化が発症することを確認した。体内代謝障害の中でも、生命

活動に直結しているエネルギー代謝（糖代謝と脂質代謝）が重要で、中でも Pyruvate 

Dehydrogenase と Pyruvate Dehydrogenase Kinase 4 (PDK4) がサイトカインと密接に関係して

いる。PDK4 がサイトカインストーム治療薬の創薬ターゲット分子として注目される。さらに「イン

フルエンザ─サイトカイン─プロテアーゼ」サイクルの中で、感染で増加する Trypsinogen と共

に、Enterokinase (EK: EK-v1, EK-v2) も増加して、速やかに活性型 Trypsin に変換している

ことが確認された。また、血管内皮細胞の Adherens junction の崩壊機序の解析では、インフ

ルエンザ感染後極めて早期の感染２日目から GSK-3の活性化による-Catenin の分解が観

察されることから、早期の脳浮腫、多臓器不全の発症機序に大きく関与していることが推定さ

れた。糖代謝の改善薬に関しては、PDK4 阻害剤のスクリーニングが開始され、有望な新規化

合物が同定され、特許申請がなされた。 

2)インフルエンザ感染重症化に伴う Flu Alarmin として、これまで血液中に各種サイ

トカイン、Trypsin、MMP-9、等が検討されたが、最も重症化を的確に示す指標として、

乳酸/ATP 比に絞り込まれてきた。ICU 入室した感染症重症患者の予後予測因子、さら

に重症患者の経過を的確に捉えるスコアーとしての有用性が確認された。インフルエ

ンザ脳症を代表とする急性脳症では、乳酸/ATP 比が熱性痙攣重責症例に比較して有意 
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に増加して、鑑別診断に有用であることを明らかにした。従来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

出してきた。この疾患が当初日本人種に特徴的と言われてきたが、熱不安定性 CPT II

遺伝子多型が東アジア人種に特徴的と推定されたことから、大規模な遺伝子と脳症の発

症調査が中国で実施され、この事実が確認され、国際的に注目されている。インフルエ

ンザ脳症の場合、後天性の CPT II 欠損症と PDC の活性低下が重なった結果、重篤なエ

ネルギー危機状態であることが判明した。 

3)重症化治療薬の検索では、PDK4 が重症化の創薬ターゲット分子であることを発見したこと

からさらなる検証が行われ、PDK4 阻害剤がサイトカインストームの治療薬、ウイルス増殖抑制

剤として使用できることが示唆された。熱不安定性CPT II遺伝子多型を持つインフルエンザ

脳症の治療薬として PPARδを介して CPT II の転写を促進する Bezafibrate を提唱して

いたが、患者の繊維芽細胞を用いた詳細な解析から、高熱下に低下した β酸化を回復さ

せることを明らかにした。また、これまで解熱作用の強い Aspirin、ジクロフェナック、

メフェナム酸がライ症候群を引き起こすとして、小児での使用が禁忌とされていたが、

本年度の研究で、これらの薬剤が脂肪酸の β酸化を阻害してATP産生を抑制することを、

脂肪酸の中間代謝産物を解析することで明らかにした。 
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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とそ

の治療法、Flu Alarmin 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

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

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 

・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 
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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. 【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。 

4.【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

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
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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。 

５．【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。 

６．【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。 

７．【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

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。 
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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、“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。 

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
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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. 【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

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。 

4. 【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
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(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。 

５．【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。 

６．【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
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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。 

７．【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

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
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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

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. 【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。
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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。  

4.【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

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。 

５．【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
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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。 
６．【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 

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
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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。 
７．【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

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。 

【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
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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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分担研究報告書 

平成２４年度厚生労働科学研究費補助金「重症のインフルエンザによる肺炎・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」 
分担研究報告書 

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 
インフルエンザ重症化（肺炎、脳症）発症機序の解明、重症化を早期に診断するためのバイオマ

ーカー、Flu Alarmin の検索、重症化治療薬の検索について、昨年に続いて解析が行われ、これま

で提唱してきた「インフルエンザ─サイトカイン─プロテアーゼ（Trypsin, MMP-9）」サイクルに共役

する「体内代謝障害―サイトカイン」サイクルが確認され、重症化阻止の戦略が明確になった。体

内代謝障害の中でも、生命活動に直結しているエネルギー代謝の中で、特に Pyruvate 

Dehydrogenase と Pyruvate Dehydrogenase Kinase 4 (PDK4) がサイトカインと密接に関係しており、

PDK4 阻害剤の治療効果が確認された。抗インフルエンザ薬とこの PDK4 阻害剤の併用で、半数

致死量の 20 倍の極めて高濃度のウイルス感染でも生存率 100%が達成され、その治療効果が注目

された。昨年報告した PDK4 阻害剤の Diisopropylamine Dichloroacetate 以外のより強力な PDK4

阻害剤がスクリーニングされ、有望な新規化合物が数種同定された。 

従来インフルエンザ脳症リスク因子として、熱不安定性 Carnitine Palmitoyltransferase 

II(CPT II)遺伝子多型を見出してきた。インフルエンザ脳症が当初日本人種に特徴的と言わ

れてきたが、大規模な遺伝子解析と脳症調査が中国で我々との共同研究で実施され、熱不安

定性 CPT II と脳症との関係が海外でも確認された。この事から熱不安定性 CPT II によるイ

ンフルエンザ脳症は、東アジア人種に共通する疾患と考えられた。さらに、全血を用いて診

療の現場で熱不安定性 CPT II SNP を 30-40 分以内に診断する方法として、理化学研究所が

開発した SMART AMP 法を用いて検証することで、実用化が可能と判定された。  

 

 
 
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―
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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に示す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、早期重症化診断と治

療に関する検討を実施した。昨年までの研究

から、エネルギー代謝を改善する図２に示す

Pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) 阻

害剤がこの２っのサイクルを効果的に阻害

して、サイトカインストームを治療すると共

に、“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抑制する

ことが判明している。これらを基盤に、➀     

抗インフルエンザ薬のタミフルとPDK4阻害

剤のdiisopropylamine Dichloroacetate 

(DADA) との併用効果を検討した。➁ DADAは

肝臓保護薬として約50年前から使用されて

きた既存薬であるが、DADAより強力なPDK4 

阻害剤の検索を実施した。➂ 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。➃ 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 

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抗インフルエンザ薬のタミフルと DADA と

の併用によるインフルエンザ感染重症化の

阻止効果 

 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、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。図３は、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。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
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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（data not shown）。

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。なお、

タミフルと DADA の併用療法は、感染初日か

ら投与した時の効果を示しており、できるだ

け早期の治療開始が好ましいと推定された。 

 

②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。 

 

③中国人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最初に発見

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Cannitine Palmitoyl- 

transferase (CPT II)の熱不安定性SNPが原

因であることを我々が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５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６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

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７に示
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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。 

 

➃ CPT II SNPの迅速診断  

CPT II の熱不安定性に係わる因子は、図

5、６、7に示すように、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8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。 

 
D. 考察 
平成 26 年度の研究により、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、CPTII発現を促進するBezafibrateに

よる長鎖脂肪酸代謝の改善が、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」が確認された。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

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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ン」サイクルの調節下にある：PDK4 阻害剤

の有効性 第１９回日本病態プロテアーゼ

学会学術集会。平成２６年８月８日―８月９

日（千里ライフサイエンスセンター） 

     

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定も含

む） 
該当なし。 

 

 

 

 

 



- 34 - 
 

 
   

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” 

 

 
 

図2．エネルギー産生系とPDH、PDK4 
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図 3．20 × 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３．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４．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５．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 
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図６．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と 

ミトコンドリア内の-酸化とATP産生量 

 

 

図７．SMART AMPを用いた熱不安定性CPT II SNPの迅速診断システム 
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厚生労働科学研究費補助金 
（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

分担研究報告書 
（H26 年度） 

 
 

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  
A 型インフルエンザウイルス(IAV)感染の成立、重症化の機序には、ウイルス側、宿

主側双方の因子が複雑に関与し、多様性が示されている。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 IAV 感染の成立、重症化に重要な役割を果たし
ていること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 
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が本研究の目
的である。 
 

Ｂ．研究方法 
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 、
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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。 
 
（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）ヒト培養細胞から、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)の cDNAs をクローニングした
(図１)。 
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(図

２)。また、PRSS1 及び PRSS3 も多くの
細胞に発現がみられた(図３)。 
３) EK-v1、EK-v2、PRSS3-v2 を強制発
現させた 293T 安定細胞株(図４)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５）。 
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(図６、７)。 
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(図８)。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
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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９)。 
Ｄ．考察 

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９)。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５)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 
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。 
 

Ｇ．研究発表（平成 26 年度） 
(ア) 論文発表 

1. Kakoki K, Kamiyama H, Izumida M, 
Yashima Y, Hayashi H, Yamamoto N, 
Matsuyama T, Igawa T, Sakai H, 
Kubo Y.   Androgen-independent 
proliferation of LNCaP prostate 
cancer cells infected by xenotropic 
murine leukemia virus-related virus.  
Biochem Biophys Res Commun. 447, 
216-22 (2014). 

2. Shigematsu S, Hayashi H, Yasui K, 
Matsuyama T. SAM domain- 
containing N-terminal region of 
SAMHD1 plays a crucial role in its 
stabilization and restriction of HIV-1 
infection. Acta Med Nagasaki, 58, 
103-111 (2014). 

3. Kakoki K, Shinohara A, Izumida M, 
Koizumi Y, Honda E, Kato G, Igawa T, 
Sakai H, Hayashi H, Matsuyama T, 
Morita T, Koshimoto C, Kubo Y. 
Susceptibility of muridae cell lines to 
ecotropic murine leukemia virus and 
the cationic amino acid transporter 1 
viral receptor sequences: implications 
for evolution of the viral receptor. 
Virus Genes. 48, 448-56 (2014). 

 
(ア) 学会発表                                                               

１．インターフェロンによるレトロ 
ウイルス感染抑制に関与する新規
細胞性因子の同定、久保嘉直、泉
田真生、安井潔、林日出喜、松山
俊文、第62回日本ウイルス学会学
術総会、平成26年11月10~12日 (パ
シフィコ横浜) 

 
Ｈ．知的所有権の出願・登録状況（予
定を含む） 

(ア) 特許取得 
    なし 

(イ) 実用新案登録 
なし 
(ウ) その他 

なし 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 42 - 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 43 - 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 44 - 
 



- 45 - 
 

平成２６年度厚生労働科学研究費補助金 
（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

分担研究報告書 
 
 

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  
 
 

研究分担者 高橋 悦久（徳島大学疾患酵素学研究センター 特任助教） 
研究協力者 Irene Lorinda Indalao（徳島大学疾患酵素学研究センター 大学
院生） 

 
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。 
 
Ｇ．研究発表（平成 26 年度） 
論文発表 

(1) Toshihiro Maekawa, Takashi 
Kimoto, Dai Mizuno, Yuichi Furukawa, 
Masayuki Ida, Etsuhisa Takahashi, 
Takayuki Izumo, Yoshiko Ono, Hiroshi 
Shibata, Hiroshi Kido;  Oral 
Administration of Lactobacillus 
pentosus Strain S-PT84 Enhances 
Anti-Influenza Virus-Specific IgG 
Production in Plasma after Limited 
Doses of Influenza Virus Vaccination 
in Mice, Journal of Vaccine & 
Immunotechnology, Vol.2, Issue 1. 
2015.1  

(2) Hiyoshi M, Indalao I.L, Yano M, 
Yamane K, Takahashi E, Kido H; 
Influenza A virus infection of 
vascular endothelial cells induces 
GSK-3b-mediated b-catenin   
degradation in adherens junctions, 
with a resultant increase in 
membrane permeability, Archives of 
Virology,10.1007/s00705-014-2270-5. 
2014.11
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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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分担研究報告書 

平成２６年度厚生労働科学研究費補助金「重症のインフルエンザによる肺炎・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」 
分担研究報告書 

急性脳症の病態：急性脳症とミトコンドリア病の急性期病態の類似性について 

 
研究分担者 久保田雅也 （国立成育医療研究センター 神経内科医長） 

研究協力者 寺嶋宙（国立成育医療研究センター 神経内科医員） 

      柏井洋文（東京大学 大学院生）  

       

 
研究要旨 
 インフルエンザ脳症の病態解明のため血中 ATP, 乳酸、乳酸／ATP 比について急性脳症、熱性けいれ

ん重積での解析を行い、病初期バイオマーカーとしての有用性の検討を行った。またミトコンドリア病

における解析も行い急性脳症との病態の異同を検討した。乳酸／ATP 比は急性脳症急性期では高値、回

復期で正常化するパターンが確認された。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。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。 

 また通常の脳症治療に加えた早期 3 剤（VB1, VB6, L-カルニチン）投与により遅発性拡散低下をとも

なう急性脳症(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急性脳症とミ

トコンドリア病の急性期病態の類似性を示唆する。 

 
 
A. 研究目的 
 急性脳症は我が国の小児に多く、各種のウイル

ス感染症を契機として急激に発症し、遷延する意

識障害を特徴とする。その臨床像は多彩で重症の

病型はしばしば難治で、予後も不良である。近年

臨床像に加え MRI 所見を加味して細分類が進み、

急性壊死性脳症（ANE）、遅発性拡散低下をとも

なう急性脳症（AESD）などの病態解析がなされ

つつある。病初期に熱性けいれん重積との鑑別が

困難で感度の高いバイオマーカーの検索が重要

な課題となっている。昨年に引き続き血中 ATP, 

乳酸、乳酸／ATP 比について急性脳症、熱性けい

れん重積での解析を行い病初期バイオマーカー

としての有用性の検討を行った。また各種ミトコ

ンドリア病における解析も同様に行い急性脳症

との病態の異同を検討した。 

 

B. 研究方法 
➀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木戸研究室に

おいて測定が行われた。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。 
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②AESD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

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。 

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。 

 

（倫理面への配慮） 
 研究及び研究結果の発表にあたっては、患者の

プライバシー保護に十分配慮した。 

 
C. 研究結果 
➀乳酸／ATP比について 

 図１に各疾患の乳酸／ATP 比を示す。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ず。 

 

②AESD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。（表１、２、図３、４）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

齢に有意差はない。 

 
D. 考察 
 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-カルニチン）投与によりAESD
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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． 

 
E. 結論 
 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。 

 
F. 健康危険情報 
なし 

 
G. 研究発表 
論文発表 
1.論文発表 

(1) Shiihara T, Miyake T, Izumi S, Sugihara S, 
Watanabe M, Takanashi J, Kubota M, Kato M. 
Serum and CSF biomarkers in acute pediatric 
neurological disorders. Brain Dev 
2014;36:489-95. 
(2) Nakashima M, Kashii H, Murakami Y, Kato 
M, Tsurusaki Y, Miyake N, Kubota M, Kinoshita 

T, Saitsu H, Matsumoto M. Novel compound 
heterozygous PIGT mutations caused multiple 
congenital anomalies-hypotonia-seizures 
syndrome 3. Neurogenetics 2014 DOI 
10.1007/s10048-014-0408-y 
(3) Shimada S, Shimojima K, Okamoto N, Sangu 
N, Hirasawa K, Matsuo M, Ikeuchi M, 
Shimakawa S, Shimizu K, Mizuno S, Kubota M 
et al. Microarray analysis of 50 patients reveals 
the critical chromosomal regions responsible for 
1p36 deletion syndrome-related complications. 
Brain Dev 2014 in press. 
(4) Saitoh M, Shinohara M, Ishii A, Ihara Y, 
Hirose S, Shiomi M, Kawaguchi H, Kubota M et 
al. Clinical and genetic features of acute 
encephalopathy in children taking theophylline. 
Brain Dev 2014 in press. 
(5) Tanuma N, Miyata R, Nakajima K, Okumura 
A, Kubota M, Hamano S, Hayashi M. Changes in 
Cerebrospinal Fluid Biomarkers in Human 
Herpesvirus-6-Associated Acute 
Encephalopathy/Febrile Seizures. Hindawi 
Publishing Corporation Mediators of 
Inflammation Volume 2014, Article ID 
564091,http://dx.doi.org/10.1155/2014/564091 
(6) Hoshino H, Kubota M. Canavan disease: 
Clinical features and recent advances in research. 
Pediatrics International 2014;56:477-483. 
(7) Haga N, Kubota M, Miwa Z. Hereditary 
sensory and autonomic neuropathy types IV and 
V in Japan. Pediatrics International. 2014 (in 
press) 
 
２．学会発表 

なし 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定も含

む） 
【特許取得】 
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なし 

【特許出願】 

なし 
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図１ 各疾患の乳酸/ATP 比 
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図２ 成育医療研究センターにおける急性脳症・脳炎の患者数 6 年間で合計 82 名 

 

表１ 対象となった患者のプロファイル (2008-2013 年) 
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 21 例。青枠はAESD であった症例。 
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表２ けいれん重積型２相性脳症における早期のVB１、VB６、カルニチン投与による軽症化 

 BTA (bright tree appearance), PB (Phenobarbital), PHT (phenytoin), FPHT (fosphenytoin) 
 

 

 
図３ 2008-2010 年および 2011-2013 年における脳症のタイプ別人数。早期 3 剤（VB1, VB6, L-
カルニチン）投与を行った 2011-2013 年ではAESD が減少した。 
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図４ 薬剤投与別脳症タイプ分布。３剤投与ではAESD発症（２相目のけいれんとBTA(bright tree 

appearance)）を認めず。 
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厚生労働科学研究費補助金 
（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

分担研究報告書 
 

ICU 入室患者における末梢血アデノシン三リン酸(ATP)と転帰との関係に関する研
究 
 

研究分担者 西村匡司 徳島大学大学院救急集中治療医学 教授 
 
 

研究要旨  
重症度スコアは必ずしも患者予後を反映しない。また、多くのスコアは経時的な変

化をとらえることができない。簡便に重症患者の変化を経時的、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、A-LES（ATP-lactate energy risk score）を
測定し、重症患者の予後および従来のスコアとの関連を検討した。特に予後の悪い敗
血症患者についても検討した。ATP、A-LES は重症患者ではいずれも正常範囲を逸
脱していた。特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。 
 

  
研究協力者  
・小野寺 睦雄 
徳島大学大学院救急集中治療医学 
講師 

 
Ａ．研究目的 
集中治療を必要とする患者では、重

症度を評価するためさまざまな指標
が用いられる。普及率の高いものに
APACHE（acute physiology and 
chronic health evaluation）II スコア
や SAPS（simplified acute physiology 
score）があり、集中治療室に入室し
た際の重症度評価は予後と良い相関
を示す。これらのスコアと予後が相関
しない症例も稀ではない。わが国では
APACHE II スコアが一般的であるが、
これは集中治療室（ICU）入室後 24
時間の検査値やバイタルサインから
算出するものである。しかし、重症患
者のバイタルサインは時々刻々変化
していく。簡便、客観的かつ継時的に
重症度を評価できる指標があれば、患
者管理に有用である。重症患者では呼

吸・循環不全のため抹消組織への酸素
供給が悪化することが多い。そのよう
な病態では ATP 産生が低下している
可能性がある。しかし、末梢血におけ
る ATP 濃度の意義は明らかでない。
抹消循環不全、抹消での酸素利用の悪
化の指標として乳酸値が良く用いら
れている。この二つを組み合わせるこ
とにより、重症患者の重症度評価がよ
り正確になることが推測される。本研
究では判定することが。本研究では末
梢血 ATP 濃度、乳酸値、ATP/乳酸比
（ATP-lactate energy risk score：
A-LES）が重症患者における重症度や
予後予測の指標となり得るか検討し
た。 

 
Ｂ．研究方法 
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
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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。 
（倫理面への配慮） 
本研究は、徳島大学病院倫理委員会

の承認を得た上で、対象者には研究内
容を説明し、同意を得た上で実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
表‐1 に対象となった患者の基本情

報を示す。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
スコアが高かった。 

 
1. 入室時の ATP および A-LES 
図 1 に示すように、入室時の ATP

および A-LES は生存患者、死亡患者
で統計学的に有意差を認めなかった。
末梢血 ATP は赤血球内に存在すると
考えられる。ICU に入室する患者では
ヘモグロビン値が正常範囲にない場
合が多い。ヘモグロビン値で ATP 値
を補正することで標準化する方法を
とった。ヘモグロビン 10g/dL あたり
で補正した結果を図 2 に示す。入室時
の ATP（ヘモグロビン補正後）および
A-LES は生存患者、死亡患者で差を認
めなかった（それぞれ 0.430.13 vs. 
0.400.28、9.68.6 vs. 16.817.2）。 

 
2. ATP 及び A-LES と APACHE II

スコアの相関 
図－3 に ATP 及び A-LES と従来利

用されているAPACHE IIスコアの相
関を示す。有意な相関を認めなかった。
M 抗原間では、ルシフェラーゼ活性に
変化は無く、プラトーに達していると
判定した。  

 
3. ATP 及び A-LES の経時的変化 

ATP の特徴は経時的な変化を見る

ことができる点にある。時間経過を生
存患者と死亡患者で検討した結果が
表－2 である。入室翌日の値は ATP
では差を認めなかったが、A-LES は死
亡患者で悪化傾向にあった。 

 
4. 感染症患者での解析 

ICU 入室患者で予後が悪い代表疾
患として敗血症がある。感染症に伴う
多臓器不全を来す疾患である。基礎疾
患として感染症を有する患者で生存
患者（17 人）と死亡患者（4 人）を比
較した（図－4）。敗血症患者と非敗
血症患者での各パラメータの経時変
化を図－5 に示す。敗血症患者では非
敗血症患者より A-LES は低い値で経
過した。 

ATP は生存患者と死亡患者で差を
認めなかったが、A-LES は死亡患者で
有意に高値であった。感染症患者での
予後判定予測を APACHE II スコア、
ATP、A-LES で比較すると曲線下の
面積は APACHE II 0.801、ATP（ヘ
モグロビン補正） 0.279 、 A-LES 
0.941で、A-LESで有意に良かった（図
－6）。 
 
Ｄ．考察 
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重症化の機
序に同様に 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



- 63 - 
 

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。 
 
Ｅ．結論 
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。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし。 
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表－1 対象患者の基本情報 
 Survivor 

(n=74) 
Non-survivor 
(n=18) 

P value 

年齢 66.0±14.4 66.3±10.3 .918 
性別 (男性:女性) 45:29 7:11 .115 
APACHE II score 18.3±8.1 27.7±10.6 .000 
基礎疾患    

感染症 17 4  
心原性肺水腫 10 0  
虚血性心疾患 8 1  
呼吸器疾患 6 2  
神経系疾患 8 0  
術後 22 1  
熱傷 0 3  
その他 3 7  

 
表－2 ATP と A-LES の入室日と翌日での比較 

 ATP/Hb*10 A-LES/Hb*10 
 入室日 翌日 変化 入室時 翌日 変化 
Survivor 0.430.13 0.470.15 0.050.14 9.68.6 4.63.3 -4.98.0 
Non-Survivor 0.400.28 0.390.28 -0.010.16 16.817.2 23.835.6 7.020.2 
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図－1 入室時の ATP と A-LES 
 

 
 
図－2 ヘモグロビン値で標準化した入室時の ATP と A-LES 
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図－3 ATP、A-LES と APACHE II スコアの関係 
 

 
 
図－4 感染症患者の ICU 入室時 ATP と A-LES 
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図－5 敗血症と非敗血症患者の A-LES 経時変化 



- 68 - 
 

図－6 感染症患者の ROC 曲線 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 
分担研究報告書 

新型インフルエンザ肺炎・脳症の診断・治療法開発研究 

 
研究分担者 佐々木 信一（順天堂大学医学部附属浦安病院 呼吸器内科 准教授）  

研究協力者 南條 友央太 （順天堂大学医学部附属浦安病院 呼吸器内科 助教） 
  

 
研究要旨 
概要：インフルエンザ(IFV)脳症、重症肺炎症例をいち早く診断するバイオマーカーの解明

と確立を目的とし、インフルエンザ患者血清および気管支肺胞洗浄液検体からの ATP をは

じめとした各種バイオマーカー検査体制を整え、インフルエンザ患者を中心に計 23 症例に

おいて各種 marker を測定した。 
結果： 
(1) インフルエンザの中等症・重症例および各種呼吸器疾患症例（細菌性肺炎、間質性肺炎

急性増悪、ARDS、薬剤性肺障害、膠原病関連肺障害等）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。 
(2) 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。 
(3) 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。 
(4) 重症度別での検討では、重症度が高いほど、ATP 低値、A-LES 値高値の傾向が認めら

れた。 
結論：インフルエンザにおける 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。 

 
A. 研究目的 
2009 年に勃発した新型インフルエンザ

（A/H1N1pdm09）では小児における脳症

（図１、２）、ならびに ARDS に陥る重症肺

炎が認められ問題となった。本プロジェクト

の主任研究者の木戸らによりインフルエン

ザ(IFV)脳症、重症肺炎の病態には、血管内

皮と臓器に誘発される IFV―サイトカイン

―プロテアーゼサイクルが深く関わってい

ることが解明されてきている。しかしながら、

重症化する症例をいち早く診断するバイオ

マーカーは現在のところ不明で、診断の遅れ

が問題となっている。本年度の研究目的は、

これら重症化のバイオマーカー（ Flu 
alarmin）の測定系を確立し、早期診断に向

けた戦略を構築することにある。 Flu 
alarmin の候補として、患者末梢血の

ATP-lactate energy risk score (ALES)、各

種サイトカイン等を測定し、その実用性の検

証を行った。 

 
B. 研究方法 
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
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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。 

 

（倫理面への配慮） 
本研究は、順天堂大学医学部附属浦安病倫理

委員会の承認を得た上で、対象者には研究内

容を説明し、同意を得た上で実施した。 

 
C. 研究結果 

当院の倫理委員会に諮り、本研究（浦倫２

４－４３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」）は承認さ

れた。これを元に、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（表１）。 
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（図

１）。 
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）（図

１, ３）。 
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（図

２）。 
重症度別での検討では、重症度が高いほど、

ATP 低値、A-LES 値高値の傾向が認められ

た（図４）。 

 
D. 考察 

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 

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。 

 
E. 結論 

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。 

 
F. 健康危険情報 
なし。 

 
G. 研究発表 
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表１. 患者背景 

 

 
図 1. 各種 marker 一覧 
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図 2. 各種 marker と A-LES の相関 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. A 型、B 型、その他呼吸器疾患におけ

る各マーカーの値 
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図４. 重症度別各マーカー値 
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平成 24 年度厚生労働科学研究費補助金 
（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

分担研究報告書 (平成 26 年度) 
 

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： 
検体収集とインフルエンザ重症化バイオマーカーの検索 

 
研究分担者 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） 
研究協力者  

山谷睦夫 （東北大学大学院医学系研究科先進感染症予防学寄附講座 教授） 
織田慶子 （川崎医科大学附属川崎病院小児科 医師） 
高橋洋   (宮城厚生協会坂総合病院呼吸器科 部長) 
武田和憲   (国立病院機構仙台医療センター臨床研究部 部長) 
手島伸  （国立病院機構仙台医療センター 外科 医長） 
 

研究要旨  
１）実際の患者血清等を対象に、肺炎・脳症・多臓器不全のきっかけとなる「血管

内皮細胞障害」の発症因子やそれらの病態の早期診断マーカーの候補としての仮称
FluAlarmin を検索するための準備を行った。これまでの本研究班における重症化にか
かわる遺伝子候補の検索において、脳症を含む多臓器不全にかかわる因子として検討
されてきたCPT2遺伝子やToll-like Receptor の下流のシグナルや各種サイトカイン、
プロテアーゼ等の解析を行う目的で、今年度も小児科のインフルエンザの二峰性発熱
研究グループや内科の成人・高齢者の肺炎研究グループ等と連携して、多方面で発症
急性期の気道分泌液や血液検体等の検体収集ならびに臨床情報の収集を行った。 
２）インフルエンザウイルスの最初の感染病巣のひとつとして重要な組織であり、

細胞自らが産生する蛋白分解酵素がウイルスの感染に重要な働きを持つことが知ら
れている実際のヒト呼吸器上皮細胞を実験系として得るために、病理解剖由来のヒト
気管支細胞の初代培養を試み、3人のドナー由来の、気管支上皮細胞を凍結保存した。 
さらに、インフルエンザ脳症の重症化にかかわる因子としての異所性トリプシン産生
にかかわるエンテロキナーゼを産生する細胞として知られるヒト十二指腸上皮細胞
を得る目的で、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初代培養とそ
の維持を試みた。それらを用いた感染実験を試み、その結果、初代ヒト気管上皮細胞
に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の発現を確
認した。さらに、膜結合型である同酵素を、前立腺がん細胞での所見と同様、培養上
清中に 50－100ng/ml という濃度で検出した。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。

  
Ａ．研究目的 

1) 新型インフルエンザや高病原性
鳥インフルエンザの出現とその流行
による肺炎・脳症・多臓器不全の多
発が危惧され、健康危機管理として

の対策が急がれている。本研究では、
実際の患者血清等を対象に、肺炎・
脳症・多臓器不全のきっかけとなる
「血管内皮細胞障害」の発症因子や
それらの病態の早期診断マーカーの
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候補としての仮称FluAlarminを検索
する。 
また、これまでは小児科領域におけ

る脳症を対象に研究を行ってきたが、 
本研究では、成人の肺炎の重症化例に
ついて研究範囲を拡げている。 
2) ヒト呼吸器上皮細胞は、インフル
エンザウイルスの最初の感染病巣の
ひとつとして重要な組織と考えられ
る。そこでの増殖においては、細胞自
らが産生するトリプシン様蛋白分解
酵素がウイルスの感染に重要な働き
を持つことが知られている。そしてさ
らに我々の研究により呼吸器組織以
外の異所性産生の同酵素がインフル
エンザの脳症において重要な働きを
していることが明らかになっている。 
一方、膵臓以外のヒト組織細胞におけ
る同酵素の産生に関する研究は、ほと
んど見あたらず、よって呼吸器上皮細
胞が常に供給されるような状態にあ
れば極めて重要な解析実験系となる
と考えられる。また、そうした細胞が
インフルエンザ感染の再に産生する
何らかの物質がサイトカイン等のFlu
 Alamin候補に何らかの影響を与える、
あるいはその逆にサイトカイン等の
物質が呼吸器系上皮にそのもの、ある
いはそこでのインフルエンザ感染に
何らかの影響を与える可能性につい
ても検討の価値はあると考えられる。 
さらに、そうした細胞にウイルス感

染や種々の外的刺激を与えることで
インフルエン重症化の本体の理解に
つながる可能性のある何らかの新た
な所見が得られる可能性もある。我々
は、そうした細胞系を種々の実験に用
いることのできる態勢を整えるため
のいくつかの試みを開始しているが、
本年度もそれを継続した。 
3) インフルエンザウイルスの感染に
大きく関わる細胞由来のトリプシン

様の蛋白分解酵素の代表的なものにT
PMRSS2とHATと膜結合型のセリンプロ
テアーゼが知られている。ただ、その
分布や作用は、実際のヒトの呼吸器系
細胞での解析は、ほとんどない。そこ
で、今年は前者に注目してヒトの初代
細胞で検討を開始する。 
 
Ｂ．研究方法 
 
1) 本年度も引き続き臨床検体として
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： 
1-1) 小児科のインフルエンザの二峰
性発熱研究グループならびに 
1-2) 内科の成人・高齢者の肺炎研究
グループとの連携により発症急性期
の気道分泌液や血液検体を収集した。
1-3) さらに当ウイルスセンターには、
ウイルス感染による重症肺炎や脳症
についての検査目的で、仙台市内なら
びに全国各地から臨床検体が寄せら
れており、そうした症例の主治医に対
し、急性期ならびに回復期血清や Flu 
Alarmin 検索のための検体の送付を要
請した。 
2) これまでのインフルエンザ罹患者
の凍結保存検体のピックアップ：Flu 
Alarmin の候補の検索対象とする目
的で、これまでに種々の呼吸器感染症
患者や急性脳症患者から採取した急
性期血清ならびにペア血清を当院血
清ライブラリーからのピックアップ
を試みた。 
3) 上記 1)、2)で収集した検体につい
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
ゼ等の測定を試みた。 
また、これまでの本研究班における

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、重症肺炎症例医についても、イン
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フォームドコンセントのもとCPT検査
を試みた。 
4) ヒト初代細胞の確保は、目的の項
目で説明したとおり、インフルエンザ
の重症化の機序解明の研究材料とし
て大きな可能性を有している。4-1) 
協力研究者の山谷らによる病理解剖
由来の気管支上皮細胞の培養系につ
いて、本年度もその一部凍結保存とラ
イブラリーづくりとを行った。 
また、そうした細胞の初代ではない

が、その性質をある程度保ったまま長
期継代が可能な系を作ることを目的
に、上記細胞に対して SV40 の Large T
抗原遺伝子導入による不死化を試た。 
4-2) インフルエンザ脳症の重症化に
かかわる因子としての異所生産生ト
リプシンがつくられるためには、トリ
プシノーゲンがPRSS3と呼ばれるエン
テロキナーゼの作用によってトリプ
シンに変わる必要がある。ヒト十二指
腸上皮細胞は、このエンテロキナーゼ
がつくられる組織として知られてい
る。エンテロキナーゼのヒト細胞での
種々の動きに関して解析のためには、
ヒト十二指腸上皮細胞の初代継代細
胞がぜひとも必要である。そこで、本
研究では、インフォームドコンセント
のもと、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を試
み、それらしき細胞を得、この細胞に
ついても不死化を行い、ウイルス感受
性の検討を行った。 
また、今年度は耳鼻科の扁桃腺摘出

材料からの扁桃腺上皮細胞の培養と
不死化も試みた。 
4-3) インフルエンザウイルスに感染
性を与える膜結合型のセリンプロテ
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 
の確認を試みた。また、同酵素は、前
立腺がんにおいては膜から外れて細

胞外に遊離することが知られており、
同様のことが実際の種々のヒト初代
細胞においても起きているのかを、培
養上清を材料とする ELISA で調べた。 
 
Ｃ．研究結果 
 
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
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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。 
 
Ｅ．結論 
 
臨床応用可能な、最適な Flu Alamin

の同定にとっては、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。 
 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。
（図 1） 
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図１ 今後の課題 
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分担研究報告書 

脳症発症とβ酸化障害の関連性に関する研究 
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研究協力者 長谷川有紀（島根大学医学部小児科学 助教） 
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研究要旨 
 インフルエンザの重症化（または急性脳症）に、後天的因子によるβ酸化障害が関与する

という仮説のもとに、培養細胞とタンデムマスを用いてβ酸化能を評価する in vitro probe 

(IVP) assay で種々の要因を検討した。その結果、以下の成果が得られた。 

 ①環境温度はβ酸化に影響を与える、すなわち高温下では長鎖脂肪酸のβ酸化障害が増

強し、低温下ではβ酸化障害を緩和する可能性がある。②解熱剤の一部（本研究ではサリ

チル酸とジクロフェナク）はβ酸化を抑制して急性脳症への発展のリスクを高める。一方

アセトアミノフェンはβ酸化に影響を与えない。これまで知られてきた臨床疫学的な現象

を裏付ける。③食中毒を引き起こすセレウス菌の毒素セレウリドはβ酸化を抑制し、β酸

化異常症のような発症形態をとる可能性が示唆された。これらを踏まえて急性脳症発症の

予防、或いは軽減のための戦略を考える必要がある。  

 
 
Ａ．研究目的 

 

小児期にはインフルエンザ脳症や急性脳

症のように発熱を契機に急速に重篤化する

疾患がある。このような病態に陥ると死亡し

たり、後遺症を残すことが少なくない。一方、

先天性脂肪酸β酸化異常症（β酸化異常症）

も、正常と変わらぬ生活をしていた小児が、

感染などを契機に急激に悪化して急性脳症、

乳幼児突然死様の経過をとることがよく知

られている。インフルエンザ脳症等と発症形

態において類似点がある。そこで、ヒト培養

細胞を用いてβ酸化能を評価する in vitro 

probe （IVP） assay を用いて、培養細胞の

温度条件、解熱剤の種類、および食中毒毒素

とβ酸化能の関連性について検討した。 

 

Ｂ．方法 

 

 １）in vitro probe (IVP) assayによるβ

酸化能評価 

 培養細胞のβ酸化能を評価するためにin 
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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。その原理を図１に示す。 

 

 

図１．In vitro probe assayの原理 

 M、L＝それぞれ中鎖と長鎖脂肪酸をさす。中鎖β酸化（M）が障害されると、中鎖アシルカルニ

チン（C4, C6, C8, C10）が増加する。長鎖脂肪酸β酸化（L）が障害されると長鎖アシルカルニチ

ン（C12, C14, C16）が増加する。アシルカルニチンはタンデムマス（MS/MS）によって測定する。 

 

 

 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。 

 

 ４）食中毒セレウス菌のセレウリド毒素に

よるβ酸化への影響 

 症例：前日作り保存していたチャーハンを

温めなおして食べた30分後から、食べた家

族が激しい嘔吐が始まった。この家族の臨床

経過を表１に示している（Shiota S, et al: 

Pediatrics, 2010;25:e951-e955）。 

 症例１：弟（1才）は、激しい嘔吐が始ま

り、ぐったりして、けいれん意識障害に陥り、

高カリウム血症、低血糖、肝機能障害をきた

して6時間後に死亡した（突然死）。 

 症例２：姉（２才）は、発熱、おう吐、意

識障害に陥ったが、血漿交換によって救命し
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て、１週間後に退院した。急性期の検査所見

は、低血糖と高アンモニア血症がみられた。 

 症例３:母親（26才）は激しい嘔吐が始ま

ったが、輸液のみで翌日には回復して退院し

た。 

 

表１．セレウス菌食中毒のを起こした一家族のプロフィール 

症例 家族 症状 検査所見 転帰 

１ 
弟 

(1才) 

嘔吐 

ぐったり 

急性脳症 

高カリウム血症 

低血糖 

肝機能障害 

6時間後 

死亡 

２ 
姉  

(2才) 

発熱 

嘔吐 

意識障害 

低血糖 

高アンモニア 

輸液 

血漿交換 

1週間後退院 

３ 
母親  

(26才) 
激しい嘔吐 

 
翌朝回復 

Shiota S, et al: Pediatrics, 2010;25:e951-e955 

 

  

Ｃ．結果 

 

１）IVP assay によるβ酸化能評価の有効

性の確認 

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。結

果を図2に示す。正常コントロール（図2A）

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（図

2B）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（図2C）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（図 2D）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。 
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図2．IVP assayによるβ酸化能評価の有効性の確認 

縦軸はアシルカルニチン（nmol/mL）、横軸はアシルカルニチンの炭素鎖長を示す。

略字：MCAD＝中鎖アシル－CoA 脱水素酵素；VLCAD＝極長鎖アシル－CoA 脱水素酵素；

CPT2＝カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ-Ⅱ；GA2＝グルタル酸血症Ⅱ型。 

 

 

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、図3に示すように、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。 
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図3．温度環境によるβ酸化能の変化（IVP assay） 

 33℃、37℃、および41℃で培養した。略字は図2と同じ。TFP＝ミトコンドリア三頭酵素。 

 

 

３）解熱剤のβ酸化能への影響 

IVP assayの実験系では図4に示すように、

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。 
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図4. 解熱剤のβ酸化能への影響 

 A＝サリチル酸；B＝ジクロフェナク；C＝アセトアミノフェン。*印のアシルカルニチン

は有意に増加したことを示す。 

 

 

４）セレウリド存在下におけるβ酸化能の

変化 

 正常細胞を用いて、セレウリドを添加

（100 ng/mLと50 ng/mL）してIVP assayを

行った。図5に示すように、セレウリド存在

下では、C2が減少し、C16の増加が顕著であ

った。このことはセレウリドが長鎖脂肪酸の

β酸化を抑制することを示唆した。 

 

 

図5．セレウリドのβ酸化への影響 

セレウリドの濃度50ng/mLと100ng/mLでテストした。 
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Ｄ．考察 

 

 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。 

 セレウス菌による急性食中毒で突然死し

た小児例の報告があるが、セレウス菌の毒素

セレウリドはβ酸化障害を引き起こし、急性

脳症の原因になることが推定された。そのパ

ターンは、CPT2欠損症またはグルタル酸血症

Ⅱ型のパターンに類似していた。すなわち細

菌毒素がβ酸化に影響を及ぼす危険性を示

す。 

 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 

  

 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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