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研究成果の概要（和文）：

我々は「RSV感染ヒト鼻粘膜上皮細胞では、III型IFNであるIFN-が優位に誘導される」ことを

見出した。しかし、RSV感染小児鼻汁では、IFN-とIFN-に有意な差は認められなかった。鼻汁

中に肺炎レンサ球菌の混在、ケモカインの産生を確認した。ビールの苦み成分「フムロン」が、

RSV複製、ケモカイン産生を、また、抗菌薬「クラリスロマイシン」が、ケモカイン産生、肺炎

レンサ球菌付着を、抑制した。これらの結果は、新しいRSV治療方針の可能性を示唆する。 

研究成果の概要（英文）：

We reported that IFN- is the predominant IFN induced from RSV infected nasal 

epithelial cells. However, there were no-significant difference between IFN- and 

IFN- in nasal discharge of RSV-infected child. Streptococcus pneumonia and 

chemokines in nasal discharge were detected. Humuleone, the main constituent of hop 

bitter acids, inhibited RSV replication and chemokines production, and 

Clarithromycis, antimicrobial agent, inhibited chemokines production and PAF 

expressioni, which is the receptor of S. pneumonia. These results suggested new 

treatment approach to RSV infection. 
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１．研究開始当初の背景

申請者らは、ヒトテロメラーゼ遺伝子

(hTERT)を導入する事により継代可能とし

たヒト正常鼻粘膜上皮細胞を樹立し、RSV

の侵入門戸となる正常鼻粘膜の感染系を作

製することに成功した。この系により、RSV

感染した鼻粘膜上皮細胞では、IFN-とい

った I型 IFN はほとんど産生されず、IFN-
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という新たに見い出された III 型 IFN が産

生されることを明らかにした(Okabayashi 

et al.,Virus Res. 2011)。さらに、この

IFN-が、細胞質内ウイルスセンサーであ

る Retinoci acid-inducible gene-I 

(RIG-I)を起点とした抗ウイルス自然免疫

応答を担っていることを明らかにした。 

 これまでの RSV の基礎研究においては、

肺胞上皮ガン細胞である A549 や気道上皮

細胞などの、RSV 感染の第一標的細胞では

なく、維持しやすいガン細胞を用いられて

きた。それにより RSV 感染時には I 型 IFN

が誘導されることが報告されてきた。 

２．研究の目的

 本研究では、ヒトの正常鼻粘膜細胞系を

用いることにより、RSV 感染時の第一標的

細胞における自然免疫応答の解明と、

IFN-が RSV 感染症に及ぼす影響の基礎研

究と、臨床検体による裏付けを行い、RSV

感染症および喘息、アトピーなどの RSV 関

連アレルギー疾患の予防的診断、治療法開

発へ展開するため、以下の基礎研究を行う。 

1)正常鼻粘膜細胞と、A549 細胞を始めとす

る RSV 感染実験に用いられる培養細胞にお

ける自然免疫応答を、IFN、サイトカイン、

ケモカイン誘導性の違いから明確にする。 

2) RSV 感染者由来の鼻汁を用いて、IFN-

産生量を測定し、ウイルス増殖性、臨床症

状との関連性を調べる。 

3)  RSV 患者およびアレルギー患者にお

ける鼻汁由来細胞、末梢血細胞における

IFN-産生性および IFN-反応性を調べ、

IFN-とアレルギー症状との関連性を明ら

かにする。 

4)RSV 感染時のウイルス複製、サイトカイ

ン産生調節に影響する因子の探索を行う。 

３．研究の方法

１）札幌医科大学で樹立した、ヒトテロメラ

ーゼ遺伝子（hTERT）を導入することにより

継代可能としたヒト正常鼻粘膜細胞に RSVを

感染させ、その上清中の各種 IFN、サイトカ

イン量を測定した。 

2)札幌医科大学病院小児科に来院した RSV感

染小児から鼻汁を回収し、各種 IFN,サイトカ

イン量を測定した。鼻汁中 IgA 濃度を ELISA

により測定し、IgA 濃度を基準とすることに

より、各患者の鼻汁中 IFN、サイトカイン量

を比較した。 

3)hTERT 遺伝子導入したヒト正常鼻粘膜細胞、

肺胞上皮細胞を用いた RSV感染細胞培養系を

用いて、ウイルス複製、サイトカイン産生に

影響する因子の探索を行った。 

対象としては、抗菌薬「クラシルロマイシン」

（アボットジャパン提供）、ビールの苦み成

分である「フムロン」（サッポロビール提供）

を使用した。 

4)IFN、サイトカイン量の測定には、細胞内

RNA もしくは鼻汁中細胞 RNA を用いた半定量

的 RT-PCR、細胞上清、鼻汁を用いた ELISA を

使用した。 

5)呼吸器細胞表面に発現する肺炎レンサ球

菌受容体「PAF 受容体」を、FACS、RT-PCR に

より測定した。 

6)肺炎レンサ球菌の呼吸器細胞表面への付

着を確認するために、FITC 標識した肺炎レン

サ球菌を用いた。RSV 感染した呼吸器細胞に、

各種化合物を処理し、FITC 標識レンサ球菌を



感染させた。それぞれの対象において、細胞

表面に付着したレンサ球菌数を FACS により

解析した。 

４．研究成果 

1)我々は、hTERT 遺伝子導入ヒト正常鼻粘膜

細胞に RSV が感染すると、RIG-I 依存的に

IFN-が誘導されることを見出した。そこで、

実際の RSV 感染者鼻汁における IFN、サイ

トカイン量を測定した。札幌医科大学病院

小児科に来院した RSV 感染小児（n=65）か

ら鼻汁を回収し、鼻汁中 IFN 量、IgA 量を

ELISA にて測定した。鼻汁中 IgA 濃度を基

準とした IFN-と IFN-産生量を比較した

ところ、両者の産生量に有意な差は認めら

れなかった(IFN-:IFN-=0.45:0.48)。 

これらの鼻汁中に肺炎レンサ球菌の混在

と IL-8, RANTES の産生を確認し、RSV 患

者の病態に、細菌の混合感染を併発した炎

症性ケモカインの誘導が関連していること

を確認した。 

2）RSV を感染させた A549 肺胞上皮細胞に、

クラリスロマイシンを 0-100g/ml で処理し

ても、RSV のウイルス力価、G遺伝子発現量

には影響しなかった。その時の細胞上清中の

サイトカイン、ケモカインを測定してみると、

IL-6,IL-8, RANTES の産生量がクラリスロマ

イシン濃度依存的に抑制されていた（図１）。 

図 1．クラリスロマイシン（CAM）における

RSV 誘導性 RANTES,IL-8, IL-6 の抑制 

3)呼吸器上皮細胞表面上に発現する肺炎レ

ンサ球菌受容体 PAF 受容体は、RSV が感染す

ることにより発現量が増加した。この受容体

の発現量は、クラリスロマイシン濃度依存的

に抑制された。クラリスロマイシンによる

PAF 受容体の発現抑制を確認するために、

FITC 標識した肺炎レンサ球菌を、クラリスロ

マイシン処理したRSV感染呼吸器上皮細胞に

処理すると、非処理群に比べて、処理群では

FITC標識細菌の付着が有意に低かった(図 2)。 

図 2．クラリスロマイシン（CAM）処理による

FITC 標識肺炎レンサ球菌付着の抑制 

このことより、クラリスロマイシンは、RSV

感染細胞からの炎症、アレルギーに関与する

サイトカイン、ケモカインの産生抑制を起こ

し、さらに肺炎レンサ球菌の付着も抑制する

ことが分かった。抗菌薬による新たな抗菌活

性および抗炎症作用という知見を見出した。 

4)RSV を感染させた hTERT 導入ヒト正常鼻粘

膜細胞にフムロンを 0-10M で処理すると、

RSV ウイルスの G蛋白発現量、RNA 量が抑制

された（図 3）。 



図 3．フムロンによる RSV 複製の抑制 

感染細胞の免疫染色、ウイルス力価測定にお

いても、フムロンによる RSV 産生抑制を確認

できたことから、フムロンには RSV 感染を抑

制する効果があることを明らかにした。 

5)また、RSV 感染細胞にフムロンを処理し、

ケモカインの産生抑制効果を検討した。フム

ロンの濃度依存的に、RSV により誘導される

ケモカイン IL-8, RANTESがフムロン処理に

より抑制されることが分かった（図 4）。 

図 4．フムロンによる 

RSV 誘導ケモカインの産生抑制 

これらの結果より、RSV が感染したヒト鼻粘

膜細胞において、ビールの苦み成分であるフ

ムロンがウイルス複製、それによるケモカイ

ン産生を抑制的に作用することが明らかに

なった。フムロンは NF-B 情報伝達経路を抑

制することが報告されているが、今回の実験

ではウイルス複製を抑制することによるケ

モカインの誘導が抑えられているために、他

の経路への遮断効果が作用している可能性

を示唆した。これらの知見より、フムロンが

RSV 感染症に対して抑制効果を示す生物学的

製品として有効であることが示された。 
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