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研究成果の概要（和文）： 
インフルエンザウイルス感染初期において気道中に種々のサイトカインが誘導され、そのサ

イトカイン誘導がインフルエンザウイルス感染病態と密接に関係していることが知られている。
そこで、マウスのインフルエンザウイルス経鼻感染モデルを用いて、インフルエンザウイルス
感染初期の気道内におけるサイトカインカスケードを検討して、感染初期に気道内のマクロフ
ァージからインターロイキン（IL）-12 が他のサイトカインに先駆けて誘導される可能性を明
らかにした。また、炎症性サイトカイン誘導を制御できる 7-hydroxycoumarin をインフルエン
ザウイルス感染マウスに経口投与して、インフルエンザ病態の軽症化に感染初期の気道内にお
ける炎症性サイトカイン誘導抑制が重要であることを明らかにした。これらの結果、サイトカ
イン誘導抑制物質が、インフルエンザ病態緩和に有効であることを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In the influenza infection, cytokines are produced in respiratory tracts and their 
production is important in promoting host-immune defense to alleviate symptoms 
especially in the early stage of infection. Using murine intranasal infection model, we 
examined the cascade of cytokine production after infection and found that IL-12 was 
produced by macrophages infiltrating the infected epitherium as the first response cytokine.  
Also, in influenza virus-infected mice administered 7-hydroxycoumarin that can modulate 
cytokine production in macrophage-like P388D1 cells, we revealed that the modulation of 
inflammatory cytokines in the respiratory tracts of infected mice was critical to alleviate 
influenza symptoms. Thus, it was suggested that the modulators of cytokine production are 
the candidates of effective anti-influenza agents in alleviation of the symptoms. 
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１．研究開始当初の背景 

上気道感染の代表的疾患であるインフル
エンザウイルス感染は、感染力が強く他の呼
吸器感染を起こすウイルスとは異なり、高熱、



頭痛等の全身症状が強いことが特徴である。
特に、小児においては感染初期の解熱薬投与
と急性脳炎の関係が疫学的に明らかにされ
ている。このようにインフルエンザ感染にと
もなう発熱、頭痛、脳炎等の全身症状は、感
染により誘導されるサイトカインに由来す
ると考えられている。しかし、局所感染を起
こすインフルエンザ感染でなぜ全身症状が
誘発されるかについては未だ明らかにされ
ていない。したがって、インフルエンザ感染
による全身症状がどの様に起こるのかを明
らかにすることにより、新たな視点からイン
フルエンザ感染に対する新薬の開発が可能
となると考えられる。 

これまで、マウスのインフルエンザウイル
ス経鼻感染モデルを用いたサイトカインの
解析より、発熱カスケードおよび葛根湯によ
るインフルエンザ病状の軽症化機序を明ら
かにしてきた。（J. Med. Virol., 50, 152-158, 
1996：J. Traditional. Med., 13, 201-209, 
1996：Chem. Pharm. Bull., 46, 1444-1447, 
1998）。この過程で、葛根湯は気道内で、イ
ンターロイキン（IL）-12、インターフェロ
ン(IFN)-γや炎症性サイトカイン産生がイ
ンフルエンザ病態と密接に関係しているこ
とを明らかにしてきた（Antiviral Res., 56, 
183-188, 2002；J. Pharmacol. Exp. Ther., 
298, 362-368, 2001）。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザ感染は呼吸器系組織にお

ける局所感染であるが、発熱、頭痛、脳炎等
の強い全身症状が特徴である。これらの症状
は感染により誘導されるサイトカインに由
来すると考えられているが、その詳細は明ら
かではない。したがって、この機序を明らか
にすることにより、新たな視点からインフル
エンザ感染に対する新薬の開発が可能とな
ると考えられる。そこで本研究では、気道内
でのインフルエンザ感染初期病態を導くサ
イトカインカスケードを明らかにして、サイ
トカイン誘導を抑制することによりインフ
ルエンザ病態を軽症化する可能性を検討し
た。 

 
３．研究の方法 
(1)インフルエンザウイルス経鼻感染マウス
の肺中ウイルス量、サイトカイン量の検討：
インフルエンザウイルス（A/PR/8/34, 1,000 
PFU/マウス）をマウス（DBA/2, 7 週齢、雌）
に経鼻感染し、経日的に肺洗浄液を調製した。
肺洗浄液中のウイルス量は、MDCK 細胞を用い
たプラーク法で測定した。また、肺洗浄液中
のサイトカインやインターフェロン(IFN)
（インターロイキン(IL）-12、IL-18、腫瘍
壊死因子(TNF)-α、IFN-α、β、γ）は、ELISA
法で測定した。 

(2)インフルエンザウイルス感染マウス肺の
免疫組織化学的検討：インフルエンザウイル
ス感染マウス肺を感染後経日的に取り出し、
凍結組織切片を作成して免疫組織染色を行
った。肺組織中の IL-12、IFN-γ、IL-12、マ
クロファージ抗原、インフルエンザウイルス
抗原は、それぞれラット抗マウス IL-12、 
IFN-γ、F4/80 マクロファージ抗原、IL-18 お
よびインフルエンザウイルス NP 抗原モノク
ローナル抗体を用いて染色した。また、in 
situ ハイブリダイゼーション法を用いて
IL-12mRNA を検出した。 
(3)7-hydeoxycoumarin(7HC)による P388D1細
胞からの炎症性サイトカイン誘導抑制：マク
ロファージ様である P388D1 細胞にインフル
エンザウイルス（A/PR/8/34, 2 PFU/細胞）
を感染し、種々の濃度の 7HC 存在下で感染細
胞を一定時間培養し、培養上清中の分泌サイ
トカイン濃度を ELISA 法で測定した。また、
感染細胞を溶解し、SDS ポリアクリルアミド
電気泳働後、ウエスタンブロットを行い細胞
内サイトカイン産生量を比較検討した。 
(4)7HC の抗インフルエンザウイルス活性の
測定：7HC の抗インフルエンザウイルス活性
は、MDCK 細胞を用いたプラーク減少法で検討
した。また、トリパンブルー染色法を用いて、
7HC の細胞毒性を評価した。 
(5)インフルエンザウイルス感染マウスにお
ける 7HCのインフルエンザ症状改善効果の検
討：インフルエンザウイルス感染マウスに感
染当日から感染6日目まで1日3回、30 mg/kg
の 7HC を経口投与し、経日的に体重減少、生
存日数の延長、肺洗浄液中のウイルス量やサ
イトカイン量を観察あるいは測定した。また、
感染後の肺のコンソリデーション（硬変）の 
程度を観察した。 
(6)7HC の血液凝固に及ぼす影響の検討：感染
マウスと非感染マウスに 7HCを上記のように
経口投与して、経日的に血液を採取して血液
凝固測定キット用いて 7HCによる血液凝固の
影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)インフルエンザウイルス感染によるサイ
トカインカスケード 
 インフルエンザウイルス感染初期におけ
る宿主免疫防御反応を明らかにするため、イ
ンフルエンザウイルス経鼻感染マウスを用
いて、感染局所（肺）において感染後誘導さ
れるサイトカインの分泌様相を検討した。 
経鼻感染後、肺におけるインフルエンザウ

イルスの増殖は、感染後 2 日目、3 日目でピ
ークとなりその後減少した。この時、インフ
ルエンザウイルス感染により誘導される生
体防御因子である IFN-α、βや炎症性サイト
カインである TNF-α、および、細胞性免疫誘
導に重要な役割得を演じる IFN-γ、IL-18 量



マクロファージ様細胞で IL-12mRNAの発現が、
in situ ハイブリダイゼーション法により確
認できた。 

は、感染後 2日目から有意に上昇した。しか
し、IL-12 量だけがこれらのサイトカイン分
泌に先立って感染 1日目から有意に上昇した。 

 これらの結果、インフルエンザウイルス感
染肺において、感染後、他のサイトカインに
先立って、気管支上皮近辺に浸潤したマクロ
ファージから IL-12 が産生され、その産生が
インフルエンザ病態に関係した感染初期の
免疫防御反応に影響していると考えられた。 

これまで感染初期の IL-12 の産生が、イン
フルエンザウイルス感染による症状緩和と
密接に関係していることが示されているた
め、IL-12 はインフルエンザ症状と関係する
他のサイトカイン誘導に重要な役割をもっ
といると考えられた。 

  
(3)7HC によるマクロファージから炎症性サ
イトカイン産生の抑制 

(2)感染局所における IL-12 産生細胞 
インフルエンザウイルス感染マウス肺で、

IL-12 がどの細胞から誘導されているかを明
らかにするために、種々のサイトカイン抗体
を用いて免疫組織学的に感染後のサイトカ
インの産生分布を検討した。 

 多くの植物性伝統医薬物に含まれている
7HC が、インフルエンザウイルス感染マクロ
ファージの炎症性サイトカイン産生を抑制
するか否かを、マクロファージ様細胞 P388D1
細胞を用いて検討した。その結果、インフル
エンザウイルス感染による P388D1 細胞から
の炎症性サイトカイン（IL-1、TNF-α、IL-6）
産生は、7HC により濃度依存的に抑制される
ことが明らかとなった。また、この抑制効果
は、細胞からのこれらのサイトカインの分泌
抑制ではなく、細胞内産生量の抑制にもとづ
いていた。 

感染後、1 日目でウイルス抗原は気管支
(Br)上皮(Ep)近辺やその近辺の平滑筋(Sm)
近辺に存在するマクロファージに検出でき
た。この時、IL-12 は、マクロファージ様細
胞に検出された（Fig. 1）。しかし、他のサ
イトカインは検出できなかった。感染 2日目
には、IL-12 は上皮(Ep)と平滑筋(Sm)近辺に
広く分布していた。また、感染 1 日目には、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1. 感染 1 日目のマウス肺における
IL-12 の分布。矢印：IL-12 産生細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2. 感染 2 日目のマウス肺における
IL-12 の分布。矢印：IL-12 検出部位 

 
(4)7HC によるインフルエンザウイルス感染
マウス病態の軽症化 
 7HC がインフルエンザウイルス感染病態を
軽症化するか否かを検討した。その結果、7HC
は、その毒性を示さない投与量で、インフル
エンザウイルス感染によるマウスの体重減
少を抑制し、肺炎の面積を縮小した。また、
生存日数を有意に延長することが明らかと
なた(Fig. 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3. 7HC 経口投与によるインフルエンザ
ウイルス感染マウスの生存日数の延長。 
 
 また、7HCはクマリン誘導体であるため 7HC
投与による血液凝固作用を検討したが、7HC
の経口投与による血液凝固への影響は認め
られなかった。さらに、マウスの感染肺にお
けるウイルス量は、7HC 投与により有意に減
少していた。7HC は細胞レベルで抗インフル
エンザウイルス活性を示さないことから、マ
ウス肺におけるウイルス量の減少は、7HC の
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抗ウイルス増殖抑制作用によるものではな
く、感染防御免疫によりウイルス排除能が増
強されたためであると考えられた。 
 
(5)7HC による感染マウス肺におけるサイト
カイン産生様相 
 7HC が細胞レベルでマクロファージからの
炎症性サイトカイン産生を抑制したため、マ
ウス（動物レベル）においてもインフルエン
ザウイルス感染マウス肺でのサイトカイン
誘導が抑制されている可能性がある。この点
を確認するため、感染初期肺におけるサイト
カイン産生を検討した。その結果、炎症性サ
イトカイン（TNF-α、IL-6）は、感染 2日目
あるいは、感染 4日目で有意に減少していた。
また、細胞性免疫を誘導する IFN-γ、IL-12
は、4 日目で有意な減少が認められた。した
がって、感染初期の炎症性サイトカインの減
少は、7HC 投与によると考えられ、炎症性サ
イトカイン量の減少により肺での炎症反応
が軽症化した結果、その後の浸潤細胞（リン
パ球）による細胞性免液の促進に関与する
IL-12、IFN-γの産生分泌が減少したと考え
られた。 
 
(6)まとめ 
 インフルエンザウイルス感染病態（特に肺
炎）は、宿主免疫の過剰反応、すなわち、感
染局所に浸潤した細胞からのサイトカイン
の過剰誘導、分泌により起こると考えられて
いる。しかし、インフルエンザウイルスの排
除には、生体内である程度の防御免疫が働く
必要があるため、インフルエンザ病態の軽症
化には、免疫（おそらく感染局所でのサイト
カイン産生）の調節が重要である。したがっ
て、7HC のように宿主免疫能を有効に保持で
きるレベルまで感染に伴う過剰のサイトカ
イン分泌 を抑制できる物質があれば、インフ
ルエンザ病態の軽症化に有効な薬となる可
能性がある。本研究では、サイトカイン調節
物質が、インフルエンザ感染病態の軽症化に
寄与することを示した。今後、7HC のような
サイトカイン産生抑制物質の抑制機序を詳
細に明らかにしたい。 
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