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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において、感染初期の細胞内遺伝子の発現変動を解析した。
さらに、ウイルス粒子表面のHAタンパク質に結合し、ウイルスの細胞内への侵入を阻害する細菌Psudomonas fluoresce
ns由来レクチンPFLの細胞への影響を調べるため、PFL添加後の遺伝子発現の変動も解析した。
　PFLと遺伝子配列相同性を持つP. mandelii由来レクチン（PML）とP. taiwanensis由来レクチン（PTL）を大腸菌で発
現させ、精製し、これらレクチンの抗インフルエンザ活性を持つことを示した。また、PFLはネコ免疫不全ウイルスに
対しても感染阻害効果を示すことも分かった。

研究成果の概要（英文）： In early stages (4hpi and 8hpi) of infection with influenza virus, changes in 
expression of the cellular genes were analyzed using human lung cell lines (A549 cells and NCI-H292 
cells). Mannose-binding lectin PFL (derived from Pseudomonas fluorescens Pf01 strain), which inhibited 
virus-invasion into the host cells due to its binding with HA protein on the envelope of influenza virus 
particle, was examined for effect of the cellular gene expression.
 PML gene (lectin derived from Pseudomonas mandelii) and PTL gene (lectin derived from Pseudomonas 
taiwanensis) were cloned, expressed in E coli, and the gene products were purified. These lectins were 
examined for the inhibition of influenza virus infection. PFL was also found to have an activity for the 
invasion inhibition of feline immunodeficient virus.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス感染　レクチン　抗ウイルス活性　自然免疫
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１．研究開始当初の背景 

ウイルス感染における宿主細胞の防御機

構は、先ず自然免疫の応答が惹起されること

により始まる。感染初期に起こる自然免疫反

応は、Toll 様受容体や RIG-I 様受容体等によ

るウイルスの侵入を感知することから始ま

り、細胞内各種シグナル伝達分子の活性化に

より、Ｉ型インターフェロン(IFN)の産生に

よる近隣細胞の“抗ウイルス状態”の誘導及

び炎症性サイトカインの産生が起こり、その

後の獲得免疫への橋渡しをすることが大き

な役割である。近年、このような自然免疫系

の理解は著しい進展を遂げ、感染初期の自然

免疫の働きは、その後の獲得免疫への橋渡し

をすること以上に症状の進行や重篤化に重

要な要因となることが明らかとなっている。

感染の始まりはウイルスと宿主細胞の１対

１の対応から開始される。先ずはこの初期応

答を明確に理解することが、ウイルス感染の

進行、病態の進行を抑える重要なポイントと

なり、広範な抗ウイルス薬の開発への手掛り

となると考える。 

本申請者らは、以前より細菌、藍藻および

海藻等の下等生物に存在する高マンノース

型糖鎖結合性レクチンファミリーの抗ウイ

ルス活性を解析してきた。その結果、これら

レクチンはウイルス粒子表面にある糖タン

パク質糖鎖に直接結合することにより、ウイ

ルスの細胞内への侵入を阻止することを示

し、新規の抗ウイルス薬としての有用性を示

した［Sato et al, JBC, 286, 19446- (2011)］。 

ウイルスや細菌などの病原性微生物には

高マンノース型糖鎖を表面構造に有するも

のが多い反面、ヒト細胞では高マンノース型

糖鎖構造は極めて稀な存在であることから、

これらレクチンは病原体を特異に認識する

分子として医薬品への応用化が期待されて

いる。しかしながら、これらレクチンがウイ

ルスの表面糖タンパク質分子に結合する以

外に、宿主細胞にどのような影響を与えるか

の詳細は研究されていない現状である。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、ウイルス感染初期に誘導され

る宿主のシグナル伝達機構に関わる新規の

機能性蛋白質を探索のターゲットとし、広範

なウイルスに有効な抗ウイルス薬の開発を

目指した基盤的研究を行う事である。これま

でに新規の高マンノース型糖鎖結合性レク

チンファミリーがウイルスの侵入を強力に

阻止することを示している。しかしながら、

これらレクチンを医薬品への応用化に資す

るためには、これらレクチンが生体にどのよ

うな影響を及ぼすか（宿主細胞表面の糖タン

パク質にも結合し、様々な作用を惹起するこ

とが考えられる）を明確にしておかなければ

ならない。 

そこで、本研究では、ウイルス感染初期に

おける細胞応答を詳細に調べると同時に、レ

クチンそのものの生体への作用、たとえばサ

イトカインなどの遺伝子変動を明らかにす

ること、すなわち、ウイルス感染初期の宿主

細胞応答の解析とレクチンによる細胞応答

の解析を同時並行的に行うことにより、予防

および治療の両側面に立脚した抗ウイルス

薬の創生を目指した。本研究においては、

Psudomonas fluorescens由来レクチン（PFL）

を中心に研究を進める。 

さらには、PFL の有用性を高めるための遺

伝子組換え改変、PFL と相同性のあるレクチ

ンの探索、インフルエンザウイルス以外のウ

イルスでの抗ウイルス活性を調べた。 

 

 

３．研究の方法 

(1)インフルエンザウイルス感染初期の宿主

細胞遺伝子の発現変動の解析 

インフルエンザウイルス（A/Udorn/H2N2 株）

感染４時間後と８時間後の細胞（A549 細胞と



NCI-H292

種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法に

より解析した。

 

(2)Psudomonas fluorescen

（PFL

培地に

細胞において、

各種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法

により解析した。

 

(3)PFL

ス活性の解析

Psudomonas mandeli

PFL との

taiwane

ミノ酸配列相同性

合成し、大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸

菌にて発現させ、遺伝子産物を精製した。

れらレクチンの抗ウイルス活性を調べた。

 

(4)PFL

の産生（

PFL

膜貫通部位（インフルエンザウイルス

ンパク質のトランスメンブレン領域のアミ

ノ酸配列）を付加した組換え遺伝子（

を構築した。その遺伝子をクローニングし、

PFL-TM

させた。

 

(5)ネコ免疫不全ウイルス（

効果 

ネコリンパ腫由来

おいて、培地中に

果を調べた。また、

る CXC4

ECL(extracellular loop)

H292 細胞を使用

種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法に

より解析した。 

Psudomonas fluorescen

PFL）による細胞遺伝子の発現変動の解析

培地に PFL 最終濃度

細胞において、４

各種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法

により解析した。

PFL と相同性を持つレクチンの抗ウイル

ス活性の解析 

Psudomonas mandeli

とのアミノ酸配列相同性

taiwanensis由来レクチン（

ミノ酸配列相同性

合成し、大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸

菌にて発現させ、遺伝子産物を精製した。

れらレクチンの抗ウイルス活性を調べた。

PFL の応用を目指した組換えタンパク質

の産生（PFL-TM の作製）

PFL 遺伝子（133

膜貫通部位（インフルエンザウイルス

ンパク質のトランスメンブレン領域のアミ

ノ酸配列）を付加した組換え遺伝子（

を構築した。その遺伝子をクローニングし、

TM タンパク質（

させた。（下図） 

ネコ免疫不全ウイルス（

 

ネコリンパ腫由来

おいて、培地中に

を調べた。また、

CXC4 リセプター（

ECL(extracellular loop)

を使用）より RNA

種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法に

 

Psudomonas fluorescens

による細胞遺伝子の発現変動の解析

最終濃度 200nM, 2

４時間後に細胞

各種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法

により解析した。 

と相同性を持つレクチンの抗ウイル

Psudomonas mandelii 由来レクチン（

アミノ酸配列相同性

由来レクチン（PTL

ミノ酸配列相同性 72％）の遺伝子領域を

合成し、大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸

菌にて発現させ、遺伝子産物を精製した。

れらレクチンの抗ウイルス活性を調べた。

の応用を目指した組換えタンパク質

の作製） 

33 アミノ酸長

膜貫通部位（インフルエンザウイルス

ンパク質のトランスメンブレン領域のアミ

ノ酸配列）を付加した組換え遺伝子（

を構築した。その遺伝子をクローニングし、

タンパク質（177 アミノ酸長）を産生

 

ネコ免疫不全ウイルス（FIV

ネコリンパ腫由来 3201 細胞

おいて、培地中に PFL を添加し、感染阻害

を調べた。また、FIV の co

リセプター（CXCR4）の細胞外領域

ECL(extracellular loop)-1, ECL

RNA を抽出し、各

種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法に

s 由来レクチン

による細胞遺伝子の発現変動の解析

200nM, 2μM 添加した

細胞 RNA を抽出、

各種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法

と相同性を持つレクチンの抗ウイル

由来レクチン（PML

アミノ酸配列相同性 96％）と

PTL; PFL との

％）の遺伝子領域を

合成し、大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸

菌にて発現させ、遺伝子産物を精製した。

れらレクチンの抗ウイルス活性を調べた。

の応用を目指した組換えタンパク質

アミノ酸長）に脂質二重

膜貫通部位（インフルエンザウイルス HA

ンパク質のトランスメンブレン領域のアミ

ノ酸配列）を付加した組換え遺伝子（PFL-

を構築した。その遺伝子をクローニングし、

アミノ酸長）を産生

FIV）の感染阻止

細胞-FIV 感染系に

を添加し、感染阻害

co-receptor であ

）の細胞外領域

1, ECL-2, ECL

を抽出し、各

種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法に

由来レクチン

による細胞遺伝子の発現変動の解析 

した

を抽出、

各種遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法

と相同性を持つレクチンの抗ウイル

PML; 

％）と P. 

とのア

％）の遺伝子領域を DNA

合成し、大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸

菌にて発現させ、遺伝子産物を精製した。そ

れらレクチンの抗ウイルス活性を調べた。 

の応用を目指した組換えタンパク質

）に脂質二重

HA タ

ンパク質のトランスメンブレン領域のアミ

-TM）

を構築した。その遺伝子をクローニングし、

アミノ酸長）を産生

 

）の感染阻止

感染系に

を添加し、感染阻害効

であ

）の細胞外領域

2, ECL-3

に相当するペプチド

(14

(20

(19

時の感染阻止

 

 

４．研究成果

(1)

細胞遺伝子の発現変動

ヒト肺

（以後

ウイルス（

細胞遺伝子の発現変動を

ウイルス感染後の細胞変性は顕著に現れな

い（ウイルスの増殖は起こっている）。一方、

同じくヒト肺がん由来である

イルス感染後著しい細胞変性を呈し、

後には細胞が死滅する。この様に細胞により、

著しく異なる様相を呈することは以前より

示されていることである。当然、個体におい

ては様々な細胞種が混在していることから

も、様々な細胞においてウイルス感染初期の

遺伝子変動を解析する必要がある。

先ず

４時間あるいは

発現変動がある遺伝子に関して調べた。

変動遺伝子

行とともに発現増加の遺伝子の数が著しく

増えている。

 

変動数

発現増加

発現減少

ウイルス感染の初期段階に関与する遺伝

子群として、ウイルスの認識、

関与するパターン認識受容体の遺伝子に変

動が見られていた。

MDA5, LGP2, TRIM25, NOD1, NOD2

に相当するペプチド

(14a.a.); ECL-

(20a.a.); ECL-

(19a.a.)の合成を行い、それらペプチド

時の感染阻止効果を調べた。

４．研究成果 

(1)インフルエンザウイルス感染初期の宿主

細胞遺伝子の発現変動

ヒト肺がん由来

（以後 H292 細胞）を用いてインフルエンザ

ウイルス（A/Udorn/H3N2

細胞遺伝子の発現変動を

ウイルス感染後の細胞変性は顕著に現れな

い（ウイルスの増殖は起こっている）。一方、

同じくヒト肺がん由来である

イルス感染後著しい細胞変性を呈し、

後には細胞が死滅する。この様に細胞により、

著しく異なる様相を呈することは以前より

示されていることである。当然、個体におい

ては様々な細胞種が混在していることから

も、様々な細胞においてウイルス感染初期の

遺伝子変動を解析する必要がある。

先ずは、A549 細胞において、ウイルス感染後

時間あるいは

発現変動がある遺伝子に関して調べた。

変動遺伝子の数は以下の様になった。

行とともに発現増加の遺伝子の数が著しく

増えている。 

4hpi

変動数 158 

発現増加 114 

発現減少 44 

ウイルス感染の初期段階に関与する遺伝

子群として、ウイルスの認識、

関与するパターン認識受容体の遺伝子に変

動が見られていた。

MDA5, LGP2, TRIM25, NOD1, NOD2

に相当するペプチド ECL-1:DAVANWYFGKFLCK 

-2: ADGRYICDRFYPSDSWLVVF 

-3; DSFILLEIIKQGCEFES

合成を行い、それらペプチド

効果を調べた。

 

インフルエンザウイルス感染初期の宿主

細胞遺伝子の発現変動 

がん由来 A549 細胞

細胞）を用いてインフルエンザ

A/Udorn/H3N2 株）感染初期の宿主

細胞遺伝子の発現変動を調べ

ウイルス感染後の細胞変性は顕著に現れな

い（ウイルスの増殖は起こっている）。一方、

同じくヒト肺がん由来である

イルス感染後著しい細胞変性を呈し、

後には細胞が死滅する。この様に細胞により、

著しく異なる様相を呈することは以前より

示されていることである。当然、個体におい

ては様々な細胞種が混在していることから

も、様々な細胞においてウイルス感染初期の

遺伝子変動を解析する必要がある。

細胞において、ウイルス感染後

時間あるいは８時間において

発現変動がある遺伝子に関して調べた。

数は以下の様になった。

行とともに発現増加の遺伝子の数が著しく

 

4hpi 8hpi 4hpi or

8hpi

 311 427

 251 348

 60 79

ウイルス感染の初期段階に関与する遺伝

子群として、ウイルスの認識、

関与するパターン認識受容体の遺伝子に変

動が見られていた。TLR2, TLR3, MyD88, RIG

MDA5, LGP2, TRIM25, NOD1, NOD2

1:DAVANWYFGKFLCK 

GRYICDRFYPSDSWLVVF 

3; DSFILLEIIKQGCEFESTV 

合成を行い、それらペプチド

効果を調べた。 

インフルエンザウイルス感染初期の宿主

細胞と NCI-H292

細胞）を用いてインフルエンザ

）感染初期の宿主

調べた。A549 細胞は

ウイルス感染後の細胞変性は顕著に現れな

い（ウイルスの増殖は起こっている）。一方、

同じくヒト肺がん由来である H292 細胞はウ

イルス感染後著しい細胞変性を呈し、24

後には細胞が死滅する。この様に細胞により、

著しく異なる様相を呈することは以前より

示されていることである。当然、個体におい

ては様々な細胞種が混在していることから

も、様々な細胞においてウイルス感染初期の

遺伝子変動を解析する必要がある。 

細胞において、ウイルス感染後

時間において４倍以上の

発現変動がある遺伝子に関して調べた。

数は以下の様になった。感染進

行とともに発現増加の遺伝子の数が著しく

4hpi or 

8hpi 

4hpi and

8hpi

427 42 

348 18 

79 24 

ウイルス感染の初期段階に関与する遺伝

子群として、ウイルスの認識、侵入の感知に

関与するパターン認識受容体の遺伝子に変

TLR2, TLR3, MyD88, RIG

MDA5, LGP2, TRIM25, NOD1, NOD2 の発現増加、

1:DAVANWYFGKFLCK 

GRYICDRFYPSDSWLVVF 

TV 

合成を行い、それらペプチド添加

インフルエンザウイルス感染初期の宿主

H292 細胞

細胞）を用いてインフルエンザ

）感染初期の宿主

細胞は

ウイルス感染後の細胞変性は顕著に現れな

い（ウイルスの増殖は起こっている）。一方、

細胞はウ

24時間

後には細胞が死滅する。この様に細胞により、

著しく異なる様相を呈することは以前より

示されていることである。当然、個体におい

ては様々な細胞種が混在していることから

も、様々な細胞においてウイルス感染初期の

細胞において、ウイルス感染後

倍以上の

発現変動がある遺伝子に関して調べた。発現

感染進

行とともに発現増加の遺伝子の数が著しく

4hpi and 

8hpi 

 

 

 

ウイルス感染の初期段階に関与する遺伝

感知に

関与するパターン認識受容体の遺伝子に変

TLR2, TLR3, MyD88, RIG-I, 

の発現増加、



これらに引き続くインターフェロン調節因

子 IRF-7 の発現増加が見られた。IRF-1, -2, 

-7, -9の発現増加により誘導されるⅠ型イン

ターフェロン（IFN-α, IFN-β)、インター

フェロンλ（IL-28A, IL-28B, IL-29）と多

数のサイトカイン（TNF superfamily の多数

の遺伝子群, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, 

IL-12A）、ケモカイン（CCL3, CCL5, CXCL10, 

CXCL11, CXCL12, CXCL13）の遺伝子発現の増

加が見られた。さらには、Ⅰ型インターフェ

ロンの発現誘導は JAK/STAT から IRF 経路を

経て、多くのインターフェロン応答遺伝子の

誘導を導いていることも認められた。逆に、

サイトカインシグナル抑制因子（SOCS1, 

SOCS3）遺伝子の発現も増加していることも

示された。一方、IL-9 は顕著な発現減少を示

した。 

次に、H292 細胞において、同様に感染４時間、

８時間での発現変動を解析した。発現変動遺

伝子の数は以下の様になった。A549 細胞の場

合と異なり、発現増加より減少する遺伝子の

方が多く、感染進行に伴い発現減少の遺伝子

が多くなっている。 

 4hpi 8hpi 4hpi or 

8hpi 

4hpi and 

8hpi 

変動数 99 131 181 49 

発現増加 44 28 68 4 

発現減少 55 103 113 45 

A549 細胞で見られた様な、ウイルス粒子の

感知機構、インターフェロン誘導に関与する

遺伝子群、さらにインターフェロンより誘導

される遺伝子等の変動は顕著でなかった。明

らかに抗ウイルス作用の発動がみられてい

ないことが示された。僅かのサイトカイン

（TNF superfamily の幾つか遺伝子, IL-1B, 

CCL4, CXCL10）の遺伝子発現の増加が見られ

たに過ぎない。 

両細胞に共通して発現変動がみられる遺

伝子は IL-1B, TNF superfamily (TNFSF6, 

TNFSF10), CXCL10, OAS2, SOCS1 が増加して

いた。A549 細胞はインフルエンザウイルスを

認識し、インターフェロン遺伝子の発現増加

がみられるとともに、多くの抗ウイルス遺伝

子の発動が見られる。しかしながら、ウイル

スの産生は起こっている。H292 細胞はインフ

ルエンザウイルスの認識、インターフェロン

等の抗ウイルス遺伝子群の発現増加が見ら

れず、細胞は著しい細胞変性を呈する。感染

に用いる細胞種において、様々な遺伝子の応

答があり、それらは細胞種に応じて非常に異

なることが示された。このことより、in vitro

において抗ウイルス薬ターゲットを解析す

ることの困難が浮き彫りとなった。 

 

(2)Psudomonas fluorescens 由来レクチン

（PFL）による細胞遺伝子の発現変動 

PFL 添加により４倍以上の発現変動を呈し

た遺伝子の数は以下の様であった。 

 

変動 

遺伝子 

増加 

遺伝子 

減少 

遺伝子 

200nM PFL 364 294 70 

2μM PFL 224 128 96 

200nM PFL 

ウイルス感染 
321 273 48 

PFL 添加共通 43 22 21 

その中で注目すべき遺伝子として、ウイル

ス感染あるなしに関わらず、SOCS3 遺伝子の

発現増加、転写因子であるJUNB(＝AP1), ATF3, 

CEBPB の発現増加がみられた。細胞外マトリ

クス、細胞接着に関与する遺伝子としては、

ICAM1, コラーゲン 1α, Claudin 4, Claudin 

14 の発現増加がみられた。血管新生関連の遺

伝子として、アンジオポイエチン-4, VEGF の

発現促進とエンドセリン-2, cysteine-rich 

angiogenic inducer, アンジオモーチン-2遺

伝子の発現抑制がみられた。ウイルス感染時

に PFL 添加を添加した場合、PFL のウイルス

感染阻止（細胞への吸着、侵入の阻止）によ

り、ウイルス認識に関与する遺伝子の変動や

インターフェロン誘導遺伝子の変動は見ら



れなかった。PFL の添加において、血管新生

関連遺伝子群、細胞接着因子等に発現変動が

見られた。これらの作用は PFL が in vitro

で腫瘍組織由来培養細胞における増殖阻害

活性を示すことからも、PFL が生体内で血管

新生に与える影響を探るうえでも、その詳細

なメカニズムの解析が必要であると思われ

る。 

 

(3)PFL と相同性を持つレクチンの抗ウイル

ス活性の解析 

PFL 遺伝子相同性をもつ遺伝子を検索した

結果、同じ Psudomonas 科の中から２つの遺

伝子が見つかった。P. mandelii 由来レクチ

ン（PML）と P. taiwanensis由来レクチン（PTL）

である。それぞれの遺伝子領域をDNA合成し、

大腸菌発現ベクターに挿入し、大腸菌にて発

現させ、それらの抗ウイルス活性を調べた。

抗インフルエンザ活性は 50％感染阻害濃度

として、PTL ED50=45nM, PML ED50=20nM, PFL 

ED50=11.7nM の値を得た。 

 

(4)PFL の応用を目指した組換えタンパク質

の産生（PFL-TM の作製） 

PFL を利用した抗ウイルス薬の開発として、

PFL の高マンノース糖鎖特異的結合性を利用

し、細胞内への抗ウイルス薬運搬ベクターと

しての有用性を考えた研究も行った。PFL 遺

伝子に脂質二重膜貫通部位を付加する組換

え遺伝子（PFL-TM）を構築し、その遺伝子の

クローニングを行い、PFL-TM タンパク質を産

生させた。この PFL-TM 産物をリポソーム膜

に組込むことで、そのリポソーム中に内包さ

れた何らかの抗ウイルス薬を有効に細胞内

へ運搬することができると考える。レクチン

PFL の抗ウイルス薬そのものとしての働きと、

別な抗ウイルス薬運搬ベクターとしての働

きを併せ持つものとしての開発を考えてい

る。 

 

(5)ネコ免疫不全ウイルス（FIV）の感染阻止 

インフルエンザウイルスに限らず、その他

のウイルスに関するPFLの抗ウイルス薬活性

を調べるため、ネコ免疫不全ウイルス（FIV）

の研究も行った。PFL は FIV の感染も阻害す

ることを示した。ネコリンパ腫由来 3201 細

胞-FIV 感染系において、培地中に 50nM 添加

で 50％、200nM 添加で完全に感染を阻止する

ことが示された。 

FIVのco-receptorであるCXC4リセプター

（CXCR4）は７回膜貫通型のレセプターであ

る。３つの細胞外領域 ECL-1, ECL-2, ECL-3

に相当する20残基ほどのペプチドを合成し、

それらの抗ウイルス効果を調べた。ECL-1, 

ECL-2 を 10μM, 1μM の濃度で培地に添加し

感染阻害効果を観察したが、阻害効果は見ら

れなかった。残念ながら、最も期待を持って

いたECL-3ペプチドが合成不能であったため、

調べることができなかった。 
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