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研究成果の概要（和文）：ウイルス(ヒトサイトメガロウイルスやインフルエンザウイルス)感染

の細胞実験を通じて、スタチン系薬(mevastatin/lovastatin/simvastatin/pravastatin)が呈す

る作用(ウイルス複製の抑制・宿主応答の調節)に関わる宿主由来あるいはウイルス由来の分子

(転写物⇒マイクロ RNA⇒翻訳物)を推定した。さらに、臨床研究・動物実験によりインフルエ

ンザにおける宿主アポリポ蛋白質 Eの役割とスタチン効果との関連性を検証した。 

 
研究成果の概要（英文）：We determined host or viral molecules (transcripts, microRNAs, 
and translates) contributing to statin (mevastatin, lovastatin, simvastatin, or 
pravastatin)-induced regulatory effects on host responses and viral replications using 
in vitro infections with human cytomegalovirus or influenza virus. Association of 
apolipoprotein E genotypes with influenza susceptibility was also examined with benefit 
of statin-intervention before infection using clinical and animal investigations.  
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１． 研究開始当初の背景  
(1) HMG-CoA 還元酵素阻害薬として高コレ
ステロール血症の治療薬として診療現場で
汎用されているスタチン系薬(mevastatin)
は、遠藤章博士(東京農工大特別栄誉教授)が
Penicillium citrinumより発見した薬物であ
る。同薬に関しては抗炎症作用や免疫調節機
構といった副次的効果も報告されており、
様々な分野への応用が期待されている。くわ
えて、同薬についてはポリオウイルス・ヒト

免疫不全ウイルス・C 型肝炎ウイルスの複製
を抑制するといった抗ウイルス作用も発見
されている。 
(2) 本研究代表者は、「ウイルス感染症にお
けるスタチン系薬の宿主応答作用と抗ウイ
ルス作用の解明」(基盤研究 C・平成 19 年度
－20 年度)の研究課題を実施する中で、以下
のような知見が得られた。 
① 肥満マウスのウイルス性心筋炎に対す
るスタチン系薬の生存率改善および腹腔内
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マクロファージ機能の調節作用  
② ヒトサイトメガロウイルス(hCMV)に対
するスタチン系薬の抗ウイルス効果  
③ ヒトメタニューモウイルスの感受性と
宿主アポリポ蛋白質 E(ApoE)の遺伝子型との
関連性であり、スタチンは宿主応答の調節作
用と抗ウイルス効果の両面を有することが
判明した。スタチンが保有するこのような宿
主応答の調節やウイルス複製の抑制が発現
するメカニズムを分子レベル、即ち、遺伝子
/転写物⇒マイクロ RNA(miRNA)⇒翻訳物(発
現蛋白質)レベルで解明したいとの着想から
本研究を計画するに到った。 
 
２． 研究の目的  
 本研究では当該研究期間において以下の
項目を実施することを目的とする。 
(1) hCMV 感染細胞を用いたスタチン作用に

関わる遺伝子/転写産物レベルの網羅的
な解析と候補分子の関与度  

(2) インフルエンザウイルス(Flu)感染細
胞を用いたスタチンの抗ウイルス効果  

(3) hCMV 感染細胞を用いたスタチン作用に
関わる miRNA レベルでの解析  

(4) Flu 感染細胞を用いたスタチンの抗ウ
イルス作用機序の解析  

(5) 単球を用いたスタチンによる形質変化
に関わる発現蛋白質の解析  

(6) hCMV 感染細胞を用いたスタチン作用に
関わる発現蛋白質の解析と候補分子の
関与度  

(7) ApoE 欠損マウスを用いたインフルエン
ザの生存率および病態改善に関わるス
タチンの至適な介入  

(8) 症例対照研究によるインフルエンザ感
受性と ApoE アレル遺伝子保有との関連
性  

 
３． 研究の方法  
 平成 21 年度(1 年目)および平成 22 年度以
降(2-4 年目)において以下のように展開する。 
<1 年目> ウイルス感染に対するスタチン作

用に関わる遺伝子/転写物の推定  
<2 年目> ウイルス感染に対するスタチン作

用に関わる miRNA の推定  
<3 年目> ウイルス感染に対するスタチン作

用に関わる発現蛋白質の推定  
<4 年目> ウイルス感染症における宿主アポ

リポ蛋白質 Eの役割とスタチン効
果との関連性  

(1) 共培養：ヒト胎児肺線維芽(HEL)細胞と
hCMV(Towne 株)・スタチン(mevastatin-1.0 
μM)との共培養を行い、経時(感染後 9⇒24⇒
48 時間)的に細胞 RNA を抽出し、cDNA 合成を
行う。候補遺伝子の選定:ヒトおよび hCMV 遺
伝子を搭載した DNA チップを用いて、感染早
期⇒後期における宿主細胞由来およびウイ

ルス由来の遺伝子の発現変動を網羅的に解
析し、宿主由来とウイルス由来別に抽出して
クラスター分析を細胞毎に行う。プラセボと
比較して発現上昇や低下した遺伝子を選定
し、RT-PCR 法にて選定遺伝子を定量する。候
補遺伝子機能の検証:発現上昇した宿主由来
遺伝子の抑制を目的として siRNAにて事前処
理した細胞を用いてスタチン作用が低下す
るか確認する。 
(2) 共培養：イヌ腎(MDCK)細胞と Flu(PR8
株/AG 株)・スタチン(mevastatin-1.0 μM)と
の共培養を実施する。抗ウイルス効果の確
認：経時(感染後 2⇒4⇒6⇒8⇒10 時間)的に
培養上清中のウイルス産生量を観察する。 
(3) 共培養：HEL 細胞と hCMV(同株)・スタ
チン(mevastatin-1.0 μM)またはプラセボと
の共培養を行い、経時(感染後 9⇒24⇒48 時
間)的に細胞miRNAを抽出して蛍光標識する。
候補 miRNA の選定：miRNA データベース
(miRBase Release 16)に基づいてヒトおよび
hCMV miRNA を搭載したチップを用いて、経時
的に宿主由来およびウイルス由来の miRNAの
発現変動を網羅的に解析する。発現上昇した
miRNA を選び、RT-PCR 法にて選定 miRNA を定
量する。また、選定 miRNA 毎に、解析ツール
を用いて標的 mRNA を想定する。 
(4) 共培養：(2)と同様な共培養を実施する。
経時(感染後 2⇒4⇒6⇒8⇒10 時間)的に細
胞 RNA を抽出する。候補遺伝子の選定：宿
主およびウイルス遺伝子を搭載した DNAチッ
プを用いて、網羅的な遺伝子発現解析を行う。 
(5) 細胞刺激と薬物介入：ヒト単球系細胞
(THP-1)に対してインターフェロン(IFN)-γ
(5 unit/ml)を刺激あるいは非刺激した後、
ス タ チ ン (simvastatin, pravastatin, 
mevastatin, lovastatin―濃度 0.1-1.0-10 
μM)またはプラセボを細胞へ曝露(24⇒48⇒
72 時間)させる。スタチン作用となる表面抗
原(樹状細胞抗原等)の発現性を確認する。 
(6) 共培養と蛋白質試料の準備：HEL 細胞と
hCMV(同株)・スタチン(simvastatin, 濃度
0.1-1.0-10 μM) またはプラセボとの共培養
を行い、経時的(感染後 9⇒24⇒48⇒72 時間)
に蛋白質抽出溶液を準備して、発現蛋白質を
解析する。候補蛋白質機能の検証：推定され
た蛋白質の発現抑制(siRNA)の処理が施行さ
れた細胞を利用してスタチン効果が低下す
るか検証する。 
(7) 疾患誘導：ApoE 欠損と対照のマウスに
インフルエンザウイルス(PR8 株, 5000 PFU/
マウス)を経鼻感染させる。介入：スタチン
系薬とプラセボを上記ウイルス接種の 3 日
前・接種当日・接種 3日後の 3段階より開始
し、同薬の連日経口投与を行う。評価：2 週
間の生存観察と共に、ウイルス接種の 3日前
―接種当日―接種 3 日後―6 日後―9 日後の
段階における気道病理所見を通じて病態の



 

 

形成や改善を評価する。 
(8) 症例登録：症例データベースを構築し
て、ワクチン未接種のインフルエンザ症例と
年齢・性を一致させたワクチン未接種の対照
例を後ろ向きに無作為に抽出する。データベ
ース上判明している ApoE の 3 種のアレル遺
伝子(ε2, ε3, ε4)に関するデータも集積する。
評価：対照群と比較して、インフルエンザ発
症群における ApoE アレル遺伝子の保有率の
差を検証する。 
 
４． 研究成果  
 当該研究期間において以下の研究成果が
得られた。 
(1) 発現が亢進したヒト遺伝子群として、
ケモカインリガンド(CXCL11, CCL2 など)や
IFN 応答性蛋白質(IFI44, IFIT2 など)が確認
され、発現が抑制した宿主遺伝子群は認めら
れなかった。一方、発現が低下したウイルス
遺伝子群として、複製の前初期段階に関わる
調節蛋白質である UL37 や感染前初期の遺伝
子発現を活性化する UL28 が見られ、発現が
増加したウイルス遺伝子群は確認されなか
った。RT-PCR 法にて上記の選定遺伝子の再現
性・定量性を確認した後、宿主のケモカイン
リガンドである CXCL11 が siRNA により事前
に発現抑制された HEL 細胞を用いて再度感
染・共培養を実施したところ、スタチンが有
する抗ウイルス作用が減弱された。以上より、
スタチンの hCMV 複製抑制は宿主におけるケ
モカインリガンドの遺伝子発現増加を介し
て発揮される可能性が示唆された。 
(2) MDCK 細胞と Flu(PR8 株/AG 株)・スタチ
ン(mevastatin-1.0 μM)との共培養において、
感染後 12 時間における培養上清中のウイル
ス産生量の低下が確認された。 
(3)  発現亢進したヒト miRNA として
hsa-miR-146a/hsa-miR-34a*/hsa-miR-34b*
が確認され、発現低下した miRNA として
hsa-miR-142-3p/hsa-miR-141/hsa-miR-602/
hsa-miR-513a-3p を認めた。Targetscan を通
じて発現亢進した miRNA が標的とする mRNA
をリスト化した所、hsa-miR-146aの標的 mRNA
としてケモカインリガンドである CCL5 が存
在することが判明した。この CCL5 mRNA は、
前年度での遺伝子発現アレイ解析にても発
現亢進が確認されている遺伝子である。リア
ルタイム RT-PCR 法による hsa-miR-146a の発
現亢進や WBでの CCL5 タンパクの発現低下が
見られたことから、スタチンによる hCMV 複
製抑制は hsa-miR-146a の発現亢進を介した
CCL5 の発現低下により発揮される可能性が
示唆された。一方、ウイルス由来 miRNA の発
現変動として hcmv-miR-UL112 の発現亢進を
認めたことから、スタチンの抗ウイルス作用
機序として hcmv-miR-UL112 の発現亢進を介
した hCMV タンパク IE 72 の発現抑制の経路

も想定された。 
(4) 宿主細胞内のウイルス核酸の感知機構
である retinoic acid-inducible gene I 
(RIG-I)の発現増強を認めたことから、パタ
ーン認識受容体を介した I型 IFN 誘導がスタ
チンの作用機序として示唆された。 
(5) IFN-γの刺激を受けた THP-1 に対して
simvastatin や mevastatin(共に 5 μM)は
HLA-DR(MHCクラスII分子)の発現を選択的に
増強することが確認された。さらに、同一条
件にてlovastatinやpravastatin(共に5 μM)
は HLA-DR のみならず CD80(樹状細胞マーカ
ー)の発現も高めることが判明した。このよ
うな結果の相違を踏まえて解析した所、
simvastatinと比較してlovastatinはより高
度にインターロイキン(IL)-1 受容体関連タ
ンパク2 (IL-1Rrp2)の発現を誘導する知見が
得られた。以上より、lovastatin は IFN 刺激
下の THP-1 に対して IL-1Rrp2 発現を誘導す
ることで樹状細胞への分化を促進する可能
性が示唆された。 
(6)  hCMV 感 染 の HEL 細 胞 に 対 し て
simvastatinは宿主に由来するCXCL11の発現
を濃度依存的に調節する所見が得られた。
CXCL11がsiRNAにより事前に発現抑制された
HEL 細胞を用いて再度感染・共培養を実施し
た所、simvastatin の有する抗ウイルス作用
が減弱することが確認された。以上の結果か
ら、simvastatin の hCMV 複製抑制は宿主にお
ける CXCL11 の発現調節を介して誘導される
可能性が示唆された。 
(7) ApoE 欠損マウスにインフルエンザウイ
ル ス を 経 鼻 感 染 さ せ 、 simvastatin 
(0.5mg/kg/日)またはプラセボをウイルス接
種の 3日前・接種当日・接種 3日後の 3段階
より開始し、同薬の連日経口投与を行った。
プラセボ投与群と比較して、ウイルス接種の
3 日前より開始したスタチン投与群において、
感染後 2週間における生存率が有意に良好で
あった。ウイルス接種 6 日後―9 日後の気道
病理所見としてマクロファージを主体とす
る局所への炎症細胞浸潤の軽減が確認され
た。一方、健常マウスへの同ウイルス感染実
験では、スタチン投与による生存率の改善は
認められなかった。この結果から、生体への
スタチン効果は脂質代謝障害の病態におい
てウイルス感染より以前に介入することで
発現する可能性が示された。 
(8) 構築の症例データベース(高齢者病院
における入院 934 症例, 2000 年)を用いて、
インフルエンザ発症例(ワクチン未接種例)
と対照例(年齢・性が一致したワクチン未接
種例)を無作為に抽出した。本計画は病院倫
理委員会の承認を事前に得ており、連結不可
能匿名化の実施により患者情報の漏えいが
ないように倫理面への配慮を行っている。
ApoE におけるアレル遺伝子(ε2, ε3, ε4)に関



 

 

するデータを集積して、インフルエンザ発症
群における ApoE アレル遺伝子の保有率と対
照群での同アレル遺伝子の保有率との相違
を解析した。対照群におけるデータと比較し
て、インフルエンザ発症群では同アレル遺伝
子であるε4 の保有(ホモ・ヘテロ)率が有意に
高いことが判明した。以上より、ApoE のアレ
ル遺伝子ε4 はインフルエンザ感受性に関連
する宿主因子となる可能性が示唆された。 
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