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研究成果の概要： 

高病原性鳥インフルエンザ H5N1 ウイルス（H5N1-Flu）の感染・増殖と細胞傷害性との関係に

ついては今なお不明な点が多い。本研究では、ブタ呼吸器上皮由来の初代細胞による感染実験

系を確立し、H5N1-Flu の感染試験を行った。その結果、H5N1-Flu による細胞傷害性は（カスパ

ーゼ依存的な）アポトーシス誘導が主たるカスケードであることを見出した。さらに、ヒト呼

吸器由来の初代細胞でも上記と同様な結果が確認され、同システムがヒトにおける H5N1 ウイル

ス（呼吸器）感染の病原性を反映する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

重症急性呼吸器症候群（SARS）の原因ウイ

ルスである SARS コロナウイルス（SARS-CoV）

および高病原性トリインフルエンザウイル

ス（HPAI）は、その伝播力の強さ、致死率の

高さから人類にとって最も脅威となる呼吸



器感染症である。SARS-CoV は 2003 年に起き

たパンデミック（汎流行）以来これまでにヒ

トに対する大規模な感染は報告されていな

いが、ヒト以外の宿主動物における感染は現

在もなお継続していることが示唆されてい

る。HPAI は世界中で感染が拡大しており、東

南アジアを中心にヒトへの致死的な感染が

続いている。今後、ヒトからヒトへと高率に

感染・伝播する変異型（新型）トリインフル

エンザウイルスの出現が危惧されており、こ

れらウイルスのパンデミックをより早期に

発見し、制圧するためにはウイルスの感染様

式・病原性に対する詳細な研究が求められて

いる。 

 

２．研究の目的 

本研究では重篤な呼吸器感染症を引き起

こす高病原性鳥インフルエンザ H5N1 ウイ

ルスに対して、ウイルス側および宿主側因

子を各々操作することにより、複雑なウイ

ルス病原性（Pathogenesis）のメカニズム

を明らかにすることが目的である。そのた

めに、ウイルス遺伝子型の操作系としてウ

イルスの再構成（リバースジェネティック

ス）システムを活用し、一方で標的となる

呼吸器の初代上皮細胞を用い、より生体に

近い in vitro 感染系を創出し、上気道から

肺深部までの各組織におけるウイルス感染

様式を再現・評価する。特にウイルスの病

原因子として糖タンパク質の細胞質内輸送

から子孫ウイルス粒子の産生に至る過程に

焦点を当て、タンパク質の品質管理機構、

糖鎖修飾およびウイルス粒子の細胞膜下で

の自己形成から細胞外放出を指標とする評

価システムを確立する。これらの基礎研究

を通してウイルス糖タンパク質の病原性へ

の関与を明らかにし、新たな治療法開発へ

の手がかりを作る。加えて、各ウイルス糖

タンパク質を、ヒトへの利用可能なニュー

カッスル病ウイルス由来のワクチンベクタ

ーに組み込み、より安全かつ効果的な高病

原性鳥インフルエンザウイルスに対するワ

クチン開発へと発展させる基盤作りをする。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）呼吸器上皮初代細胞を用いた感染試験 

初年度は各組織由来の細胞に H5N1 ウイル

スおよび毒性の低い H5N2, H5N3（1978、1980

年に香港の家禽で集団発生が見られた）など

の近縁の H5 亜型トリインフルエンザを感染

させ、その共通点・相違点を明らかにする。

また”ヒト由来”高病原性 H5N1 の遺伝子を

もつ組換え H5N1 ウイルスを作製し、その感

染様式について比較検討する。次年度ではこ

れらの研究を継続、発展させ、上述した各組

織での異なる感受性、あるいは細胞傷害性の

分子機構を前項の「ウイルス糖タンパク質の

メンブレントラフィック・粒子形成機構の解

析」で得られた（得られる）知見を基に解析

し、より生体内呼吸器の感染形態に近づけた

研究を展開する予定である。 

 

(２) ウイルス糖タンパク質のメンブレント

ラフィック・粒子形成機構の解析 

本研究では糖タンパク質であるヘマグル

チニン（HA）タンパク質の翻訳後修飾から粒

子形成過程に焦点を絞り、細胞質内輸送機構

と細胞に与える影響（傷害性）について検討

する。具体的には以下のことを計画している。 

（平成 19 年度） 

① H5N1 ウイルス感染における HA タンパク

質の小胞体／トランスゴルジ体（ER/TGN）ト

ラフィックの解析： 申請者らは H5N1-HA タ

ンパク質に対するモノクローナル抗体を既



に作製している。この抗体を用いて HA タン

パク質の感染細胞における動態（膜輸送）を

共焦点レーザー顕微鏡にて解析する。 

② HA タンパク質の ER ストレス誘導機構： 

我々はこれまでにインフルエンザウイルス

感染により ER ストレスマーカーである

XBP1mRNA のスプライシングが誘導されるこ

とを見出している。ER 内での HA タンパク質

のホールディング（折りたたみ）過程が ER

ストレスの誘導となることから、HA タンパク

質輸送と ER ストレス誘導との関連について

検討する。 

（平成２０年度） 

③ 翌年度は初年度の研究を継続、発展させ

る。特にヒトより分離された H5N1 ウイルス

の HA 遺伝子をもつ組換えウイルスをリバー

スジェネティックス法にて作製し、これらヒ

ト型 H5N1 とトリ由来 H5N1 のメンブレントラ

フィックおよび ER ストレス誘導能について

比較する。 

 

 

 

４．研究成果 

 

（１）哺乳動物における H5N1 ヘマグルチニ

ンタンパク質（HA）による呼吸器上皮の細胞

死誘導機構 

これまでにヒトにおけるウイルス（呼吸

器）感染の in vitro モデルとして、大量の

細胞調製が可能なブタ気管上皮由来の初代

細胞による有用性の高い感染実験系を確立

し、そのシステムを用いて以下の知見を得た。 

① 高病原性株 H5N１ウイルスは細胞に強い

傷害性を誘導するが、H5N2, H5N3 ウイルスで

は感染細胞内で H5N1 ウイルスと同程度の増

殖をするものの、細胞に与える傷害性は極め

て低かった。 

② H5N1 による細胞傷害性はカスパーゼ（3, 

8, 9）依存的なアポトーシス誘導が主たるカ

スケードであることを見出した。 

③ そのウイルス側要因として外被糖タン

パク質の HA タンパク質が重要な働きをして

いることを明らかにした。 

④ ヒト呼吸器由来の初代細胞でも上記と

同様な結果が確認され、我々の実験システム

がヒトにおける病原性を反映する可能性が

示唆された。 

 

in vitro感染試験で汎用されている不死化

細胞では、上記のような H5N1 と H5N2/H5N2

間での細胞傷害性の差異は見られず、初代培

養細胞を用いることが、in vivo におけるウ

イルス病原性をより正確に反映できること

が示唆された。さらにこの感染系を用いて

H5N1 ウイルスの細胞傷害機構について新た

なウイルス側因子、および細胞側因子を明ら

かにしたことが本研究の特色であり、これら

の結果をもとに、論文発表を行った（Daidoji 

T., Nakaya T. et al. JVI, 2008）。 

 

 

（２）野鳥（カモ・アヒル）における H5N1-HA

タンパク質による細胞死誘導機構 

カモなどの野鳥ではニワトリなどの家禽

とは異なり、H5 ウイルスであっても致死的な

感染症を引き起こさないことが知られてい

る。本研究ではカモのモデルとしてアヒル

（家鴨）および対照としてニワトリ由来の胎

児線維芽細胞を用いて H5 ウイルスに対する

細胞傷害性について検討した。現在までに得

られた結果を以下に示した。 

① ニワトリ胎児由来線維芽細胞（CEF）で

は H5N1、H5N2 および H5N3 は同程度の強い細

胞傷害性を示した。一方、アヒル胎児由来線

維芽細胞（DEF）において、H5N1 ウイルスは



DEF に対し CEF と同程度の強い傷害性を誘導

するが、H5N2, H5N3 ウイルスでは感染細胞内

で H5N1 ウイルスと同程度の増殖をするもの

の、細胞に与える傷害性は低かった。 

② H5N1 感染による細胞傷害はアポトーシ

スによるものであり、ウイルス側要因として

HA が重要な働きをしていることを見出した

が、アポトーシスはカスパーゼ非依存的なカ

スケードが主流であり、この点は哺乳動物由

来呼吸器上皮細胞における細胞傷害性メカ

ニズムとは異なっていることが示唆された。 

③ アポトーシス誘導メカニズムとして、小

胞 体 に お け る H5N1-HA タ ン パ ク 質 の

unfolding による小胞体ストレスの上昇およ

び/あるいはミトコンドリアの膜電位の変化

によるカルシウム流入が関与することが示

唆され、インフルエンザウイルスの細胞傷害

性（アポトーシス誘導）の新たな分子メカニ

ズムが示唆された。 

 

 致死的な感染を起こさないこれまでの H5

ウイルスと異なり、野鳥、哺乳動物において

高病原性である現在の Asian-H5N1 はアヒル

およびブタ/ヒト由来の初代細胞に対してア

ポトーシスを誘導し、そのウイルス側因子と

して HA タンパク質が重要であることがこれ

らの研究を通して明らかとなった。 

 

（３）診断・治療法への応用 

これまでに H5N1 ウイルスに対するマウス

モノクローナル抗体（MAb）を作製した。そ

のうち抗 HA 抗体（4 種）は H5N1 ウイルスに

対して感染阻害能（中和抗体）を有しており、

別の抗 HA 抗体 1 種は現在（2008 年）流行し

ている Asian-H5N1 ウイルスの 97%以上（デー

タベース登録約 2000 株を対象）を検出する

ことが示唆された（Du A., Nakaya T. et al. 

BBRC,2009）。 

そこで、これらの MAb を使い、診断法・治

療法の開発を試み、本抗体を用いた簡易診断

キットを開発（企業との共同研究）に成功し

た。このキットを用いることにより、

Asian-H5N1 ウイルスを選択的に検出する簡

易診断に寄与することが期待できる。 
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