
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年  5 月 ２５日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：１１４０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間： 2010 年度 ～ 2011 年度  

課題番号：２２７９１７４４ 

研究課題名（和文） インフルエンザにおけるホスホリパーゼ A2 を中心とした脂質代謝制御機

構の解明                     

研究課題名（英文）Regulatory mechanism of lipid mediator metabolism by phospholipaseA2s 
in influenza virus infection 
研究代表者  

大戸 貴代（OHTO TAKAYO） 

秋田大学 大学院医学系研究科・助教 

 研究者番号：80511378 

研究成果の概要（和文）：本研究は、インフルエンザウイルス感染における多種多様な生理活性

脂質の産生を経時的に測定し、その病態への関与を明らかにしようとするものである。本研究を

遂行した結果、インフルエンザ感染マウスにおいて特徴的な挙動を示す特定の生理活性脂質が

その病態を抑制的に制御している可能性を見出した。この生理活性脂質は、脂質代謝酵素の一種

であるホスホリパーゼA2 (PLA2)によって産生制御される可能性をもつ分子であり、本研究で得

られた結果は、インフルエンザ感染の分子病態を解明する上で重要な知見であると言える。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the contribution of bioactive lipid 
mediators to the pathogenesis of influenza virus, such as acute respiratory distress syndrome. From the 
results of lipid metabolome analysis, I found that some bioactive lipid molecules exhibit characteristic 
patterns in progression of the pathology, suggesting a possibility that these lipids alleviatethe symptoms 
of the infection. In addition, I propose that an influenza virus-inducible phospholipase A2 may regulate 
the production of these bioactive molecules.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）インフルエンザウイルスに感染すると
発熱・せき等の症状が認められるが、重症化
すると急性呼吸窮迫症候群 (ARDS) が引き
起こされる。2009 年現在世界的に大流行して
いる新型インフルエンザ（2009 年 H1N1 型）
においても、重篤化により ARDS が引き起こ
される。また、2003 年以来ヒトへの感染が多
数報告されている H5N1 鳥インフルエンザの

死亡率は 60%を超える。この高い死亡率の主
な原因も ARDS によるものである。ARDS は
制御範囲を逸脱した過剰炎症で特徴づけら
れる急性肺損傷であるが、今までのところイ
ンフルエンザウイルスがこのような重篤な
肺損傷を引き起こすメカニズムに関しては
不明な点が多い。 
 
（２）申請者はこれまで、リン脂質代謝酵素



の一種であるホスホリパーゼ A2(PLA2, 
phospholipase A2)遺伝子群(細胞質型 PLA2δ、ε、
ζ)の同定ならびに機能解析に関する研究に従
事し(J.Biol.Chem., 2005)、細胞質型 PLA2ζにお
いては精子成熟に必須な脂質代謝物の産生
に寄与していることを明らかにした。ほ乳類
においては、これら３分子種を含め６分子種
の細胞質型 PLA2 が知られている。細胞質型
PLA2αに関しては、これまで遺伝子欠損マウ
スを用いた研究が精力的に進められ、急性呼
吸不全、喘息、肺線維症等の炎症性呼吸器疾
患の発症に関与していることが知られてい
る (Nat. Immunol., 2000, Prostaglandins Other 
Lipid Mediat., 2002)。また、プロスタグランジ
ン (PGs)産生を PLA2 の下流で直接制御して
いるシクロオキシナーゼ２ (COX-2) 遺伝子
欠損マウスやその特異的阻害剤の投与によ
りインフルエンザ感染症状が軽減するとの
報 告 が な さ れ て い る (J. Immunol.,2005, 
PNAS.,2008)。 
 
（３）申請者は、インフルエンザ感染に伴い

著しく発現上昇する誘導性PLA2(inducible 
PLA2)を見出した。このとき、炎症性呼吸器疾

患との関連が報告されている細胞質型PLA2α
の発現変動は認められておらず、新たな生理

活性脂質産生パスウェイの可能性が強く示唆

される結果である。すなわち、induciblePLA2

をはじめとしたPLA2による脂質代謝パスウ

ェイがインフルエンザ感染において重要な役

割を果たしていることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、induciblePLA2遺伝子欠損
マウスの解析、in vivo マウス ICU インフルエ
ンザモデル、ならびに質量分析計による脂質
メタボローム解析を組み合わせた研究アプ
ローチにより、インフルエンザウイルス感染
における induciblePLA2 をはじめとした脂質
代謝パスウェイの役割、意義を明らかにする
ことを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究の目的は、インフルエンザウイルス

感染の分子病態を induciblePLA2 による生理

活性脂質産生制御の視点から時空間的に解

明することである。具体的には、以下の項目

に関して解析を進める。 
（１）induciblePLA2 をはじめとする脂質代

謝酵素・受容体遺伝子発現の経時的変

動解析 
各種関連遺伝子のインフルエンザ感染肺に

おける転写発現変動をマイクロアレイ法も

しくは定量的 PCR 法によって解析、病態との

関連が推察される遺伝子を絞り込む。さらに

後述する脂質メタボローム解析の結果とあ

わせ、インフルエンザ重症化に関与している

生理活性脂質代謝パスウェイを推察する。加

えて、経時的なサイトカイン産生のプロファ

イルを定量的 PCR 法・ELISA 法などによっ

て測定し、免疫応答の解析をすすめる。 
 
（２）質量分析計を用いた脂質メタボロー

ム解析 
インフルエンザウイルス感染肺における生

理活性脂質産生プロファイルを、質量分析計

を用いた脂質メタボローム解析により得る。

現在までに、1000 種以上の脂質及び 300 種以

上の脂質酸化代謝物の一斉解析が可能であ

る。質量分析計による代謝物測定は、複数の

分子種の一斉定量が可能であるだけでなく、

従来から行われている ELISA 法による生理

活性脂質測定法と比較して、その特異性にお

いても優れている。 
 
（３）in vivo 機能解析 
in vivo マウスインフルエンザウイルス経気道

感染モデルにおける、ウイルス感染に伴った

生存率の低下、体重減少、ウイルス RNA の

増加、サイトカインの産生亢進、肺病理所見

の増悪化の解析を行う。加えて、induciblePLA2

をはじめとする感染制御への寄与が考えら

れる遺伝子欠損マウスの解析も進める。 
 
（４）in vitro 機能解析 
個々の細胞種ごとのインフルエンザ感染に

おける応答性の特徴を知るため、in vitro での

インフルエンザウイルス感染実験系を確立

する。具体的には、マウス胎児繊維芽細胞、

腹腔内／肺胞マクロファージ、肺胞上皮細胞

等で検討する。 
 
（５）PLA2 代謝系の人為的制御によるイン

フルエンザ治療薬としての可能性の

検討 
感染に伴い変動が認められた脂質代謝物に

関し、代謝制御を行っている酵素の阻害剤・

活性化剤、受容体拮抗薬、またはその合成ア

ナログなどの治療薬としての可能性を検討

する。 
 
４．研究成果 
 本研究を遂行するにあたり、in vivo マウス
インフルエンザウイルス経気道感染モデル
を確立した。確立したマウスモデルでは、ウ
イルス感染に伴った生存率の低下、体重減少、
ウイルス RNA の増加、サイトカインの産生
亢進、肺病理所見の悪化、ならびに呼吸機能
の悪化が認められる。 



（１） 転写発現変動解析 
 インフルエンザ感染マウス肺における経時

的な転写発現プロファイルをマイクロアレイ

法・定量的PCR法により明らかとした。すで

に見出していたinduciblePLA2の発現誘導は、

感染後２日目に最大となることがわかった。

インフルエンザウイルスの増殖をウイルス

RNA量の測定によって定量した結果、指数関

数的な増加が感染後２日目をピークに誘導さ

れていることがわかった。また、インターロ

イキン−６やインターフェロン−γなどの炎症

性サイトカインやケモカインの発現誘導も感

染後３６時間から４８時間をピークに認めら

れた。induciblePLA2の発現誘導はウイルス感

染を伴わない肺障害モデルでは認められない

ことから、インフルエンザウイルス感染特異

的な応答であると考えられる。 
 
（２） 質量分析計による脂質メタボロー

ム解析 
 インフルエンザ感染マウス肺における経時

的な生理活性脂質産生プロファイルを明らか

とした。本研究で測定した生理活性脂質は、

InduciblePLA2が産生制御しうる高度不飽和脂

肪酸 (PUFA)の酸化物約３００種である。急性

呼吸不全、喘息、肺線維症等の炎症性呼吸器

疾患の発症において重要な役割を果たしてい

るプロスタグランジン類の産生は、その前駆

体であるアラキドン酸産生が主にcPLA2αに
よって制御されていることで初期の律速段階

となっていること知られている。本研究では

、プロスタグランジン類などの生理活性が知

られている分子群に加え、その中間代謝物や

機能未知のPUFA酸化物を含む生理活性脂質

類を質量分析計により一斉定量した。ウイル

スの指数関数的な増殖のピークが認められる

感染後２日目までに、炎症反応を誘導する複

数の生理活性脂質の産生が増加していた。一

方、複数のPUFA代謝物で、インフルエンザウ

イルス感染群で産生が抑制されていた。 
 
（３） in vitro感染実験系の確立 
 細胞種ごとのインフルエンザ感染における

応答性の特徴を知るためにin vitro感染実験系

の確立に着手し、マウス胎児繊維芽細胞、チ

オグリコレート誘導性腹腔内マクロファージ

、ヒト肺胞上皮細胞株（A549）の３種の細胞

種を用いた実験系の確立に成功した。これら

の実験系を用い、インフルエンザウイルス感

染後のinduciblePLA2の発現誘導を検討した。

その結果、いずれの細胞種においても定常状

態では検出限界以下であったinduciblePLA2の

発現がウイルス感染依存的に誘導されること

がわかった。マウス胎児繊維芽細胞とチオグ

リコレート誘導性腹腔内マクロファージでは

、感染後6〜12時間に発現誘導のピークが存在

し感染後24時間後には定常状態レベルまで戻

るのに対し、ヒト肺胞上皮細胞株（A549）で

は感染後24〜48時間後まで断続的に発現が維

持されていた。 
 
（４） 生理活性脂質のインフルエンザ治

療薬としての可能性の検討 
 感染に伴い変動が認められた脂質代謝物と

代謝制御を行っている酵素の阻害剤、脂質代

謝物の受容体作動薬・拮抗薬などの治療薬と

しての可能性を検討した。インフルエンザウ

イルスの経気道投与時に各種薬剤を腹腔内に

投与し体重減少と生存率の変化を追った。し

かしながら、コントロール群（インフルエン

ザ感染＋溶媒投与）と比較して生存率やその

他の病理所見に顕著な違いは認められなかっ

た。薬剤投与のタイミングや投与法、また再

現性を含めさらなる検証が必要である。 
 
今後の展望 
（１）induciblePLA2遺伝子欠損マウスの樹立

と解析 
 induciblePLA2の生体内での機能を解析する

ために、その遺伝子欠損マウスの樹立を目指

す必要がある。 
（２）生理活性脂質産生・標的細胞の特定 
 細胞レベルでの宿主免疫応答の解明のため

に、生理活性脂質産生細胞の特定が重要であ

る。今後、インフルエンザウイルス感染肺よ

り自動磁気細胞分離装置による細胞種の分離

精製を行うことで、生理活性脂質産生・標的

細胞の特定を目指す必要がある。 
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