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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスの感染性獲得には、宿主側のプロテアーゼによるウイルス外膜糖タ
ンパク質（ヘマグルチニン：HA）の限定分解が必須である。高病原性鳥インフルエンザウイルスに特異的なHA切断部位
配列を認識する新規ウイルス活性化酵素(MSPL/TMPRSS13)を発見した。本研究ではまず、培養細胞およびノックアウト
マウスにウイルスを感染させ、本酵素がウイルスの感染・増殖に関与することを証明した。次に、本酵素の構造解析に
取り組みこれに成功した。さらに、この構造を基盤に合成した酵素阻害剤についてin vitroでの特異性を明らかにした
。現在、感染実験に対する阻害剤の効果を検討中である。

研究成果の概要（英文）：Cleavage of viral envelope glycoprotein, hemagglutinin (HA), by host cellular 
proteases is essential step for influenza virus to enter into the target cells. We identified that 
ubiquitous type II transmembrane serine proteases, MSPL and its splice variant TMPRSS13, were candidates 
of HA-processing proteases of diverse highly pathogenic avian influenza (HPAI) viruses. To confirm the 
involvement of these proteases in HPAI virus infection, highly virulent virus (A/Crow/Kyoto/53/2004 
(H5N1)) was infected into MSPL/TMPRSS13 stably expressed cells and MSPL/TMPRSS13-deficient mice 
(MSPL/TMPRSS13-/-). As a result, we concluded that these proteases productions might be responsible for 
HPAI virus multicycle replication and spreading. We next succeeded to reveal the crystal structure of 
MSPL/TMPRSS13. Based on their structure, we generated specific inhibitors for MSPL/TMPRSS13. In vivo 
infectious experiments using their specific inhibitors are currently being investigated.

研究分野： 生化学・分子生物学

キーワード： 高病原性鳥インフルエンザウイルス　ウイルス活性化酵素　膜結合型プロテアーゼ　プロテアーゼ阻害
剤
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１．研究開始当初の背景 
現在、高病原性鳥インフルエンザウイルス

は、株によっては人にも感染する人畜共通感
染症病原体との認識であり、また高病原性新
型ウイルスを生み出す可能性のある病原体
として考えられ、社会的にも大きな関心事と
なっている。このように感染力・伝播性が強
い高病原性鳥インフルエンザウイルスでは
あるが、ウイルスが感染性を獲得するために
は、弱毒株同様、宿主側のタンパク質分解酵
素（トリプシン型セリンプロテアーゼ）によ
るウイルス外膜糖タンパク質（ヘマグルチニ
ン：HA）の限定分解が必須である。高病原性
のウイルス株は、この HA のプロテアーゼ切
断部位が弱毒株に見られる単一の塩基性ア
ミノ酸（QXR↓）ではなく、複数の連続した
塩基性アミノ酸（RRRKKR↓、KKKR↓など）か
ら構成される特色を持つ。また、高病原性鳥
インフルエンザウイルス感染は全身性に広
がることから、全身に発現し、特異的な HA
切断部位配列を認識する宿主プロテアーゼ
の存在が示唆されていた。そこで、このよう
な特色を有するウイルス活性化酵素の探索
を進めた。画期的な結果として、ヒト気道に
高発現し、さらに全身性にも発現が認められ
る膜結合型セリンプロテアーゼ(MSPL 及びそ
のバリアント TMPRSS13)を同定し、その酵素
学的性状の解析に成功した。この酵素は、細
胞膜上に局在し、高病原性鳥インフルエンザ
HA タンパクの切断部位に相当する連続した
塩基性アミノ酸配列を最良の基質として加
水分解することから、高病原性鳥インフルエ
ンザウイルス活性化酵素である可能性が示
唆された。加えて、HA遺伝子とMSPL/TMPRSS13
遺伝子との培養細胞を用いた共発現系から、
合成された HA タンパクが正しい位置で切断
（プロセッシング）された際に見られる巨大
細胞の出現頻度（膜融合活性）の増加を明ら
かにしており、ヒトにおける高病原性鳥イン
フルエンザウイルス感染を制御する標的分
子としての可能性が極めて高くなった。以上
の知見から、本研究では、細胞膜に局在する
膜 結 合 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
(MSPL/TMPRSS13)の機能制御が、高病原性鳥
インフルエンザウイルスの感染能を制御す
るという点を、MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞
株やノックアウトマウスを用いた実験から
明らかにする。これにより、MSPL/TMPRSS13
の選択的かつ効果的阻害物質は、現段階で有
効な手段が確立されていない高病原性鳥イ
ンフルエンザウイルスおよび推測される新
型ウイルス感染症の予防・治療に応用される
ものと信じる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者らが見出した細胞膜局

在 の 膜 結 合 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
(MSPL/TMPRSS13)が、高病原性鳥インフルエ
ンザウイルス感染の制御分子であることを
世界で最初に明らかにすることである。具体
的には、（１）MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株
を用いた培養細胞レベルでの感染実験から、
MSPL/TMPRSS13 発現量の変化がウイルスの活
性化に及ぼす影響を検討する。（２）
MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウスを用いた
ウイルス感染実験から、MSPL/TMPRSS13 欠損
がウイルスの感染に及ぼす影響を検討する。
（３）本酵素の構造解析を成功させ、その構
造を基盤として開発した特異的阻害剤がウ
イルス感染能に与える影響を培養細胞系お
よび動物実験系にて検討する。 
 
３．研究の方法 
 (1)安定発現細胞株を用いた解析：  
 解析に先立ち申請者らは、すでに様々な培
養細胞株におけるMSPL/TMPRSS13の遺伝子発
現量を RT-PCR 法で解析し、高病原性鳥イン
フルエンザウイルスの感染標的細胞でもあ
る血管内皮細胞の一つECV304細胞において、
MSPL/TMPRSS13 の遺伝子発現が認められない
ことを見出した。そこで、本細胞における
MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株の樹立に取り
組み、これに成功した。また、HA 遺伝子と
MSPL/TMPRSS13 遺伝子との培養細胞を用いた
共発現系から、合成された HA タンパクのプ
ロセッシングが、細胞間の膜融合で見られる
巨大細胞の出現頻度で定量する系もすでに
確立している。よって元株を比較対象とし、
安定発現細胞株を用いたウイルス感染実験
を行うことで、HA タンパクのプロセッシング
を巨大細胞の出現頻度から定量するととも
に、ウイルスの感染増殖様式が細胞によって
どのような影響を受けるのかを、HA 価、ウイ
ルス感染価ならびに細胞変性効果により総
合的に評価する。同時に、in vitro でのス
クリーニングにおいて特異性が高かった酵
素阻害剤の添加実験により、その抑制効果を
同様の指標を用いて評価する。 
(2)ノックアウトマウスの機能解析： 
 MSPL/TMPRSS13 遺伝子のノックアウトマウ
スを用い、酵素欠損がウイルス感染に与える
影響からMSPL/TMPRSS13の関与を明確にする。
具体的には、ノックアウトマウスにウイルス
を感染させた後、炎症の程度を示す炎症性サ
イトカインおよびケモカイン(IFN-γ, IL-1, 
MIP-1α)量を測定する。同時に、組織学的な
解析も行う（HE 染色により炎症細胞の浸潤度
合いを観察）。さらに、肺組織の懸濁液より
ウイルスを調整し、培養細胞に感染させるこ
とで、活性化ウイルス量をウイルスタンパク
に 対 す る抗 体 を 用 い た 蛍 光 免 疫 染 色
(immunofluorescence focus assay)にて定量



する。 
（３）酵素特異的阻害剤の開発： 
 本酵素の結晶構造解析を成功させ、その構
造を基盤として開発した酵素特異的阻害剤
がウイルス感染能に与える影響を培養細胞
系および動物実験系にて検討する。酵素特異
的阻害剤が培養細胞系および動物実験系に
おけるウイルス感染増殖様式にどのような
変化をもたらすのかは、前述(1), (2)と同様
の手法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
（１） 安定発現細胞株を用いた解析： 
高病原性鳥インフルエンザウイルス活性

化酵素は、ウイルス外膜糖タンパク質（ヘマ
グルチニン：HA）分子内の切断部位(RRRKKR
↓、KKKR↓など)を特異的に認識できる酵素
であることが必須である。HA 遺伝子(H5-HA)
を MSPL/TMPRSS13安定発現細胞株に発現させ、
得られた培養上清をウエスタンブロッティ
ング法で解析した結果、MSPL/TMPRSS13 安定
発現細胞株において、HA 分子のプロセッシン
グを認めた (図 1)。 同時に、HA タンパクの
プロセッシングを巨大細胞の出現頻度から
定 量 し た 結 果 、 親 株 (WT) に 比 べ
MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株では、巨大細
胞の出現頻度が有意に増加していた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１. MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株におけるウイルス

外膜糖タンパク質（ヘマグルチニン：HA）分子のプロセ

ッシング 

 MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株に高病原性鳥インフル

エンザウイルス HA(H5-HA)を発現させ、HA分子のプロセ

ッシングを、抗 HA 抗体を用いた Western Blot 法で解析

した。矢印(→)は、HA0;HA 前駆体, HA1;プロセッシング

後活性体を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２. MSPL/TMPRSS13安定発現細胞株におけるHA分子の

プロセッシングを介した巨大細胞の出現頻度 

 MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株に高病原性鳥インフル

エンザウイルス HA(H5-HA)を発現させ、巨大細胞の出現

頻度を親株(WT)と比較検討した。 

 

次に、MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株にウ
イルス(H5N1-KKKR)を感染させた後、得られ
た培養上清を再び細胞に感染させることで、
活性化ウイルスの存在をウイルスタンパク
に 対 す る 蛍 光 免 疫 染 色 法
(immunofluorescence focus assay)にて検討
した。結果、親株(WT)に比べ MSPL/TMPRSS13
安定発現細胞株では、活性化ウイルス量が有
意に増加していた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 蛍光免疫染色による活性化ウイルス量の確認 

 MSPL/TMPRSS13 安定発現細胞株または親株(WT)にウイ

ルスを感染させた後、得られた培養上清を再び細胞に感

染させることで、活性化ウイルス量をウイルスタンパク

に対する蛍光免疫染色法にて確認した。 

 

以上の結果から、培養細胞レベルにおいて、
膜結合型セリンプロテアーゼ MSPL/TMPRSS13
は、高病原性鳥インフルエンザウイルス HA
分子内の切断部位を正確に認識しプロセッ
シングすることによって、ウイルスの感染・
増殖に関与することが証明された。 
（２） ノックアウトマウスの機能解析 
 まず、MSPL/TMPRSS13 ノックアウトマウス
（MSPL-/-）および野生型マウス（MSPL+/+）に
ウイルス(H5N1-KKKR)を感染させた後、６日
後に炎症の程度を示す炎症性サイトカイン
およびケモカイン(IFN-γ, IL-1, MIP-1α)
量を測定した(図 4)。同時に、組織学的解析
を行った（HE染色により炎症細胞の浸潤度合
いを観察）(図 5)。さらに、肺組織の懸濁液
よりウイルスを調整し、培養細胞に再び感染
させることで、活性化ウイルス量をウイルス
タンパクに対する蛍光免疫染色にて定量し
た(図 6)。結果、野生型マウスと比べて、組
織学的変化、炎症性サイトカインおよびケモ
カイン量、活性化ウイルス量のいずれにおい
てもノックアウトマウスにおいて軽減・減少
傾向が見られた。現在、個体数を増やして再
現性および有意差を確認している。 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 4. 高病原性鳥インフルエンザ感染肺中の炎症性サイ

トカイン量およびケモカイン量の比較 

ウイルス感染６日後の肺ホモジネートに見られる炎

症性サイトカインおよびケモカイン(IFN-γ, IL-1, 
MIP-1α)量を測定し、ノックアウトマウスと野生型マウ

スで比較検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図 5. 高病原性鳥インフルエンザ感染肺の組織所見 

 ウイルス感染６日後の肺組織に見られる炎症所見を

ノックアウトマウスと野生型マウスで比較検討した。赤

丸で囲んだ領域は、特に強い炎症反応が認められた部位

を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. 高病原性鳥インフルエンザ感染肺中の活性化ウイ

ルス量の比較 

ウイルス感染６日後の肺組織の懸濁液よりウイルス

を調整し、培養細胞に感染させた後、活性化ウイルス量

をウイルスタンパクに対する蛍光免疫染色にて定量し

た。 

 

（３）酵素特異的阻害剤の開発： 
 まず、リコンビナント酵素を大量調製し、

結晶化の最適条件を見出し、大型放射光施設
のビームラインで得たデータ集積から、結晶
構造解析に取り組み、これに成功した。その
構造を基盤としてMSPL/TMPRSS13特異的阻害
剤（候補４種類）を合成した。In vitroにお
ける、候補阻害剤の特性を検討した結果では、
いずれの阻害剤も IC50値が 1-10 nM と非常に
高い特異性を有することが明らかとなった。
現在は、特異的阻害剤が培養細胞系および動
物実験系におけるウイルス感染増殖様式に
どのような変化をもたらすのかを、前述と同
様の手法を用いて解析中である。その結果を
基に、in vivo における高病原性鳥インフル
エンザウイルス活性化へのMSPL/TMPRSS13の
関与を結論付け、特異的阻害剤を用いた新た
な制御法を提案していきたい。 
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