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研究成果の概要（和文）：プリオン蛋白質は、肺にも発現する。我々は、プリオン蛋白質欠損マウスがA型イン
フルエンザウイルスに感染すると高い死亡率を示すことを見出した。欠損マウスの肺内の活性酸素種は高く、肺
上皮細胞はアポトーシスを起こしていた。活性酸素種スカベンジャーを投与すると、ウイルス感染による欠損マ
ウスの死亡率が改善された。欠損マウスの肺内の銅イオン及び銅/亜鉛依存性スーパーオキシドジスムターゼ活
性は低下していた。以上の結果は、プリオン蛋白質が銅イオンの調節を介して銅/亜鉛依存性スーパーオキシド
ジスムターゼを活性化し、活性酸素種による肺上皮細胞のアポトーシスを抑制し、インフルエンザウイルス感染
を防御することを示した。

研究成果の概要（英文）：Here we show that the cellular prion protein, PrPC, is expressed in lung 
epithelial cells. Compared with wild-type (WT) mice, PrPC-null mice (Prnp0/0) developed higher 
mortality after infection with influenza A viruses (IAVs). Infected Prnp0/0 lungs were severely 
injured, with higher apoptosis of the epithelial cells, and contained higher ROS than control WT 
lungs. Treatment with a ROS scavenger rescued Prnp0/0 mice from the lethal infection with IAV. These
 results indicate that PrPC provides a protection against lethal infection with IAVs by reducing ROS
 in infected lungs. Cu contents and the activity of anti-oxidant enzyme Cu/Zn-dependent superoxide 
dismutase, SOD1, were lower in Prnp0/0 lungs than in WT lungs. It is thus conceivable that PrPC 
functions to maintain Cu contents and regulate SOD1 in lungs, thereby reducing ROS in IAV-infected 
lungs and eventually protecting from lethal infection with IAVs, suggesting that PrPC might be a new
 target for anti-influenza therapeutics. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 正常型プリオン蛋白質は、神経細胞に最も
強く発現する膜糖蛋白質である①。正常型プ
リオン蛋白質が構造変化を起こし蛋白質分
解酵素抵抗性の異常型プリオン蛋白質に変
換すると、プリオン病を引き起こす①。最近、
正常プリオン蛋白質が神経保護に機能する
ことが明らかとなってきている②−④。 
 正常型プリオン蛋白質は、神経組織と比べ
て発現レベルは少ないが、肺、心臓、及び腎
臓などの神経組織以外の組織でも発現して
いる⑤。最近、正常型プリオン蛋白質が心臓
及び腎臓を虚血による障害から保護する役
割を担っていることが報告された⑥，⑦。こ
れらの結果は、正常型プリオン蛋白質が神経
組織のみでなく神経組織以外の組織でも保
護機能を有することを示している。 
 A 型インフルエンザウイルスは、肺の上皮
細胞に感染しインフルエンザを引き起こす
⑧。小児や高齢者、また肺などに基礎疾患を
有するヒトがインフルエンザウイルスに感
染すると、重篤になり、時には死に至ること
もある⑧。 
 正常型プリオン蛋白質が、インフルエンザ
ウイルス感染に対して防御的に機能するの
か、これまで報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、インフルエンザウイルス感染
における正常型プリオン蛋白質の防御機能
について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス 

C57BL/6 正常マウスは SLC から購入した。
正常型プリオン蛋白質ノックアウトマウス
やオクタペプチド領域のみを欠損するプリ
オン蛋白質を発現する正常型プリオン蛋白
質ノックアウトマウスは以前に作製された
⑨,⑩。 

 
（２）インフルエンザウイルスの調整 

A 型インフルエンザウイルス株（PR8, Aichi, 
WSN）を鶏卵の尿膜腔内で増殖させ、超遠心
にて精製した後、リン酸緩衝液生理食塩水に
懸濁し、-80℃に保存した。 
 
（３）インフルエンザウイルス感染価の測定 
イヌ腎臓尿細管上皮細胞(NDCK)にウイル

スを感染させ、ウイルス蛋白質 NP に対する
抗体を用いて、免疫染色法にて感染細胞数を
計測し、感染価を算出した。 

 
（４）インフルエンザウイルス感染 
 5 週令のマウスの両側の鼻腔内に 20μL の
ウイルス量を接種した。接種後、２週間マウ
スを観察した。 
 
（５）銅イオンの測定 
 銅イオンの量、Metallo assay low copper LS 

kit (Metallogenics)を用いて測定した。 
 
（６）活性酸素種の測定 
 活 性 酸 素 種 の 量 は 、 OxiSelectTM 
Intracellular ROS Assay Kit (Cell Biolabs)を
用いて測定した。 
 
（７）スーパーオキサイドジスムターゼ活性
の測定 
 スーパーオキサイドジスムターゼ活性は、
OxiSelectTM Superoxide dismutase activity 
assay kit (Cell Biolabs) を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）正常型プリオン蛋白質は肺上皮細胞に
発現する 
 我々は、まず、正常型プリオン蛋白質の発
現をC57BL/6正常マウスの様々な組織につい
てウェスタンブロッティング法にて調べた。
これまでの報告の通り、脳で最も高い発現が
認められた（図1）。次に、肺で高く、脾臓、
心臓、肝臓の順で発現が認められた（図1）。
腸管では発現が検出できなかった（図1）。次
に、どの細胞が正常型プリオン蛋白質を発現
しているのか、免疫蛍光法にて調べた。その
結果、１型及ぶ２型肺胞上皮細胞、及びクラ
ラ気管支上皮細胞に正常型プリオン蛋白質の
発現が確認された。これらの結果は、正常型
プリオン蛋白質が肺組織の上皮細胞に発現し
ていることを示した。 

 
（２）正常型プリオン蛋白質ノックアウトマ
ウスはA型インフルエンザウイルス感染に高
い感受性を示す 
次に、インフルエンザウイルス感染におけ

る正常型プリオン蛋白質の役割を明らかにす
るために、正常型プリオン蛋白質ノックアウ
トマウスにA型インフルエンザウイルス（PR8
株）を経鼻感染させた。コントロールとして、
野生型マウスも同様に感染させた。コントロ
ールマウスと比べて、ノックアウトマウスは
非常に高い致死率で死亡した（図2A）。 
感染した肺を病理学的に解析すると、ノッ

クアウトマウスの肺は肺炎がひどく、無気肺
が広く認められた。炎症性サイトカインもよ
り多く産生されていた。ウイルスもノックア
ウトマウスの肺で、より多く産生されていた。 
また、我々は、他のA型インフルエンザウ

イルス株（Aichi, WSN）についても同様に調
べた。その結果、PR8株と同様に、Aichi株及
びWSN株に対しても、正常型プリオン蛋白質
ノックアウトマウスは高い感受性を示し、高
い死亡率で死亡した（図2B, C）。 
以上の結果は、正常型プリオン蛋白質がA

型インフルエンザウイルス感染に対して防御



的に機能し、死亡率を低下させることを示し
た。 

 
（３）オクタペプチド領域は正常型プリオン
蛋白質のインフルエンザウイルス感染に対し
する防御機能に重要である 
 正常型プリオン蛋白質のN末側には、銅イ
オンと結合するオクタペプチド領域が存在す
る。そこで、インフルエンザウイルス感染に
対しするオクタペプチド領域の役割を明らか
にするために、オクタペプチド領域のみを欠
損するプリオン蛋白質を発現する正常型プリ
オン蛋白質ノックアウトマウスにPR8株を感
染させた。その結果、これらのマウスはノッ
クアウトマウスと同様な死亡率で死亡した
（図3）。また、これらの死亡率は、野生型マ
ウスの死亡率より高かった（図3）。つまり、
オクタペプチド領域が正常型プリオン蛋白質
の抗インフルエンザウイルス活性に重要な役
割を担っていることが明らかになった。 

 
（４）銅イオン及びスーパーオキサイドジス
ムターゼ活性が正常型プリオン蛋白質ノック
アウトマウス肺では低下している 
 正常型プリオン蛋白質の抗インフルエンザ
ウイルス活性のメカニズムを解明するために、
銅イオンを正常型プリオン蛋白質ノックアウ
トマウスと野生型マウスの肺で測定した。そ
の結果、ノックアウトマウスの肺では銅イオ
ンが低下していることが分かった。また、オ
クタペプチド領域のみを欠損するプリオン蛋
白質を発現する正常型プリオン蛋白質ノック
アウトマウスの肺でも低下していることが分
かった。これらの結果は、オクタペプチド領
域を介して、正常型プリオン蛋白質は銅イオ
ンを肺内に留めておく機能を有することを示
唆した。 
 銅イオンは、抗酸化酵素であるスーパーオ
キサイドジスムターゼ活性に重要である。そ
こで、この酵素の活性を正常型プリオン蛋白
質ノックアウトマウスと野生型マウスの肺で
測定した。その結果、ノックアウトマウスの

肺では、スーパーオキサイドジスムターゼの
酵素活性が低下していることが分かった。ま
た、オクタペプチド領域のみを欠損するプリ
オン蛋白質を発現する正常型プリオン蛋白質
ノックアウトマウスの肺でも低下しているこ
とが分かった。これらの結果は、オクタペプ
チド領域を介して、正常型プリオン蛋白質は
銅イオンを肺内に留め、スーパーオキサイド
ジスムターゼの酵素活性を調節している可能
性を示した。 
 
（５）正常型プリオン蛋白質は活性酸素種を
抑制し、インフルエンザウイルスから防御的
に機能する 
 次に、我々は、正常型プリオン蛋白質ノッ
クアウトマウスと野生型マウスの感染肺内に
おける活性酸素種の量を測定した。その結果、
ノックアウトマウスの感染肺では、活性酸素
種の量が上昇していることが分かった。また、
オクタペプチド領域のみを欠損するプリオン
蛋白質を発現する正常型プリオン蛋白質ノッ
クアウトマウスの感染肺でも上昇しているこ
とが分かった。さらに我々は、正常型プリオ
ン蛋白質ノックアウトマウスにインフルエン
ザウイルスを感染させるとともに、活性酸素
種スカベンジャー物質BHAを投与した。その
結果、ノックアウトマウスの死亡率は著明に
改善した（図4）。これらの結果は、正常型プ
リオン蛋白質はオクタペプチド領域を介して
活性酸素種を抑制する機能を有し、インフル
エンザウイルスから防御的に機能することが
示唆された。 
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