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研究成果の概要（和文）： 

 RS ウイルス(RSV)は小児の呼吸器疾患における主要な原因である。侵入門戸となる鼻粘膜上

皮細胞では、RSV 感染に対して I 型 IFN よりも III 型 IFN に依存した自然免疫を誘導すること

を明らかにした。また、この III 型 IFN の誘導にはウイルスセンサーである RIG-I が重要な働

きをしていることを明らかにした。RSV 感染細胞に対する抗菌薬フォスフォマイシンの効果と

して、NF-κB 活性抑制による炎症性ケモカイン RANTES および肺炎球菌受容体 PAF 受容体の抑制

を見い出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Respiratory syncytial virus (RSV) is one of the most common causes of respiratory 
diseases in children. Nasal epithelial cell (NEC) is the first site exposure to RSV. NEC 
induced type-III IFN by RSV infection, but not merely type-I IFN. Our results showed that 
RIG-I, one of the virus sensors, contributed to this type-III IFN production. Fosfomycin, 
anti-bacterial agent, suppressed the RSV-induced a proinflammatory chemokine, RANTES 
production, and a receptor for Streptococcus pneumoniae, platelet-activating factor 
receptor expression, by inhibition of transcription factor NF-κB activity.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)RSV 症と自然免疫応答の撹乱 
 RSV 感染症は乳幼児の肺炎の 50%、細気管

支炎の 90%を占めており、心臓に基礎疾患が
ある場合には致死的にもなります。また繰返
し感染することや、サイトカインスト−ムを
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起こす事が、アトピー、喘息などのアレルギ
ー疾患との関連性が指摘されています。  
 ウイルスは生体の抗ウイルス作用から逃
れようとする戦略を有します。RSV が属する
パラミクソウイルス科の他のウイルスでは、
アクセサリー蛋白が IFNシステム抑制戦略を
持つことが報告されています。しかし、RSV
はアクセサリー蛋白を持たず、IFN システム
への影響は不明です。近年、RSV の非構造蛋
白 NS1 と NS2 が JAK/STAT 抑制、IRF-3 の発現
抑制により I型 IFN システムを阻害すると報
告されました。このことにより Th1 反応を誘
導する IFN システム阻害により、RSV が Th2
免疫応答の増強に関与し、Th1/Th2 バランス
崩壊がアレルギー症状を起こす可能性が示
唆されています。 
 
(2)細胞内ウイルスセンサーとその撹乱戦略 
 ウイルス複製時に形成される dsRNA を、細
胞内ウイルスセンサーである TLR3、RIG-I、
MDA5 が認識します。これらのウイルスセンサ
ーからの情報伝達により、IRF-3、NF-κB が活
性化され、IFN-β、炎症性サイトカインが産
生され、自然免疫応答が発動します（図 1）。
パラミクソウイルス科のアクセサリー蛋白
が MDA5 に結合することにより、MDA5 からの
情報伝達を阻害することが報告されました。
しかし RSVとウイルスセンサーの関係は明ら
かにされていません。 
 
(3) RSV 感染症に対する予防、治療薬の開発
の遅れ 
 ワクチン開発は 1960 年代に開発された不
活化ワクチンが再感染による病態悪化を引
き起こして以来成功しておらず、ヒト化モノ
クローナル抗体が使用されているだけです。
治療に関しては、対処療法のみで、有効なサ
イトカイン抑制薬がないのが現状です。 
 
２．研究の目的 
(1) RSV 感染時における自然免疫応答を IFN

の産生とその情報伝達を含めた IFN シス
テムへの影響について明らかにすること
を目的とした。特に RSV を含めた呼吸器
感染症関連ウイルスは、鼻粘膜細胞が生
体への侵入門戸とする。一般的に呼吸器
感染ウイルスに in vitro の実験系では
A549 などのガン由来肺胞上皮細胞などが
使用されている。本研究では、第一線の
感染防御となる鼻粘膜細胞に着目し、健
康者由来鼻粘膜細胞を用いることにより、
より生体に近い状態での RSV 感染時の自
然免疫応答状況を明らかにすることを目
的とした。 
近年、I 型 IFN（IFN-α/β）に加えて、新
たに III 型 IFN として、IFN-λによる自然
免疫応答が着目されている。本研究にお

いても、I 型 IFN だけでなく、III 型 IFN
の産生性、およびその意義についても検
討した。 

 
(2) 病原体侵入時に産生される病原体関連分

子パターンを認識することにより、生体
は自然免疫応答を誘導することが明らか
になってきた。その中でもウイルス複製
時に産生されるウイルス dsRNA を認識す
るウイルスセンサーとして、RIG-I、MDA5、
TLR3 が重要な働きをする。しかし、これ
らのセンサーはウイルスの種類毎にこと
なる機能を発揮することがあり、またウ
イルスによっては、そのセンサーが、お
よびそれを起点とする情報伝達経路が抑
制標的となり、自然免疫応答の誘導抑制
に繋がることも明らかになっている。そ
こで、(1)で明らかにする鼻粘膜細胞にお
ける RSV 感染時の自然免疫誘導の起点と
なるウイルスセンサーを明らかにするこ
とを目的とした。 

 
(3) 近年、ある種の抗菌薬が抗炎症作用を持

つことが報告されている。申請者の準備
実験においても、RSV 感染呼吸器上皮細胞
に抗菌薬フォスフォマイシン（FOM）を処
理すると、RSV 症の病態悪化に関与するサ
イトカイン産生を抑制することを見い出
した。このような化合物が、どのような
機序で、そのサイトカイン産生を抑制に
働くのかを明らかにすることを目的とし
た。また、サイトカイン抑制だけでなく、
RSV 関連病態の改善にどのような影響を
与えるのかを、RSV の病態を悪化させる細
菌の二次感染への影響を明らかにするこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 手術で摘出したヒト鼻粘膜組織の正常部

から、上皮細胞を取り出し、ヒト鼻粘膜
上皮細胞（NEC）の初代培養を確立した。
また、この初代培養系細胞に、human 
teloserase reverse transcriptase 遺伝
子（hTERT）を導入することにより継代可
能とした hTERT-NEC を作製した。
HTERT-NEC に RSV (Long 株、A2 株)を MOI 1
で感染させ、そのウイルス増殖性を PFU
解析、IFN 産生性を ELISA 法、IFN 誘導遺
伝子(ISG)の発現を RNA、蛋白発現誘導に
より解析した。 

 
(2) RSV 感染時の肺胞上皮細胞 A549 および

hTERT-NEC のウイルス由来 dsRNA 認識機
構である RIG-I、MDA5 の発現をウエスタ
ンブロット、3D-gene 解析により調べた。
また、これらの認識機構が、自然免疫応
答にどうのように寄与しているのかを明



らかにするため、これらの siRNA を導入
細胞における自然免疫応答への影響を調
べた。 

 
(3) 肺胞上皮細胞 A549 に、RSV を MOI 1 で感

染させ、FOM を 0-1000 µg/ml の濃度で処
理した。処理細胞から RT-PCR によりサイ
トカイン mRNA の発現、培養上清からサイ
トカイン／ケモカイン産生量を ELISA に
より求めた。 RANTESプロモーター、NF-κB
ルシフェラーゼ遺伝子解析、固相化NF-κB
結合領域核酸に対する核抽出物の結合に
より NF-κB の活性を調べた。PAF 受容体
の発現は RT-PCR、フローサイトメトリー
により調べた。FITC 標識した肺炎球菌
菌体の細胞への接着をフローサイト
メトリーで検討した。 

 
４．研究成果 
(1) hTERT-NEC において RSV の感染増殖が観

察できた（感染 24時間後 Long 株 2.3x103、
A2 株 2.8x103 PFU/ml）。また、RSV 増殖
に伴う RANTES の産生がみられた。RSV 感
染により I型 IFN mRNA は誘導されなかっ
たが、III型IFN mRNAが顕著に誘導され、
ISG 発現との相関性があった。培養上清中
において、IFN-λ1の継時的な産生誘導（感
染 24 時間後 Long 株 849、A2 株 1119 
pg/ml）が確認できたが、IFN-βの誘導は
みられなかった。ヒト正常鼻粘膜上皮細
胞を、継代可能な状態で、RSV 感染系とし
て確立することが出来た。この感染系か
らの結果では、I 型 IFN よりも III 型 IFN
が優位に産生されたことから、RSV 感染時
のヒト鼻粘膜上皮細胞においては、III
型 IFN による感染防御が中心となって作
動していると考えられた。現在までに、
鼻粘膜正常細胞におけるウイルス感染時
の III 型 IFN の優位な誘導性は明らかに
されていなかった。この感染系を用いる
ことにより、RSV だけでなく、インフルエ
ンザ、ライノウイルスなどの呼吸器感染
症ウイルスの侵入門戸における自然免疫
誘導性の解明、その予防法の開発、治療
効果の評価へ利用することが期待できる。 

 
(2) hTERT-NECにおいて、RSV感染時にRIG-I、

MDA5 の mRNA および蛋白発現誘導が見ら
れたが、TLR3 の発現誘導は認められなか
った。その他の TLR の mRNA の誘導も観察
できなかった。この結果より RIG-I、MDA5
が RSV 感染時の自然免疫誘導システムに
関連していると着目した。SiRNA による
RIG-I 発現抑制細胞では、RSV 感染による
IFN-λの産生は抑制されたが、MDA5 発現
抑制細胞では、IFN-λ1 の産生は抑制され
なかった。この結果より、鼻粘膜上皮細

胞においては、RIG-I によるウイルス認識
が IFN-λを優位とする自然免疫応答を誘
導していることを明らかにした。また、
IFN-λはhTERT-NECにおけるRSV複製を抑
制し、また、RSV の病態に深く関連する
RANTES の産生を抑制した。これにより、
鼻粘膜上皮細胞におけるRSV感染時には、
RIG-I を起点とする IFN-λの抗ウイルス
効果を発揮するのに重要であることを明
らかにした。今後は MDA5 の発現がどのよ
うな意味を持つのか、また IFN-βが産生
誘導されない機序を明らかにし、呼吸器
ウイルス感染症の侵入門戸における生体
の防御機構を明らかにしていきたい。 

 
(3) FOM は RSV 感染 A549 細胞における細胞活

性、ウイルス複製に影響しなかったが、
RANTES、IL-8 の産生を抑制した。RSV 感
染は RANTES プロモーターを活性したが、
その活性は NF-κB 結合領域変異体で抑制
された。また、FOM 処理が RSV 感染による
NF-κB の転写活性及び結合を抑制した。
PAF 受容体は RSV 感染により誘導され、
FOM共存下で FOM の用量依存的にこの
発現上昇が有意に抑制された。これ
に相関して、RSV 感染細胞では肺炎球
菌接着量は有意な増加を認められた
が、FOM 共存下での感染では肺炎球菌
の 接 着 量 は 減 少 し て い た 。                     
RSV は感染細胞において NF-κB 依存的に
RANTES を産生する。FOM は NF-κB 活性を
抑制することにより、RANTES 産生を抑制
すると考えられる。また FOM に RSV によ
る PAF 受容体の発現上昇を抑制する
効果を見い出した。これらの結果よ
り、FOM が抗菌活性以外に、ウイルス
感染における炎症症状の緩和や細菌
の二次感染の抑制をもたらす可能性
が示唆された。このことは、抗菌薬
の新規有効利用としても考えられ、
RSV 感染症の治療薬開発に向けての
情報提供が可能になると考えられる。 
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