
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

インフルエンザの進入部位を標的とした感染誘発気管支喘息発作の新規治療法の開発

Studies on a new treatment for influenza virus infection-induced asthma 
exacerbation by the inhibition of virus entry

６０２６１６４０研究者番号：

山谷　睦雄（Yamaya, Mutsuo）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２５２９３１８９

平成 年 月 日現在２８   ５ １６

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：ヒト気管および鼻粘膜上皮細胞がインフルエンザウイルスを活性化するプロテアーゼを発現
して細胞内進入を促進し、ウイルス複製や気管支喘息発作を生じる炎症性物質の合成、気道上皮細胞傷害を生じること
を明らかにした。また、プロテアーゼ阻害薬がウイルス複製や炎症性物質の合成、気道上皮細胞傷害を抑制することを
明らかにした。プロテアーゼ阻害薬がインフルエンザウイルスの細胞内進入を阻止して、感染に伴う気管支喘息の新規
の治療薬になる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Proteolytic activation of influenza virus hemagglutinin by the proteases, 
including type II transmembrane serine proteases which are expressed in the airway epithelial cells, 
enhances viral entry into cytoplasm, resulting in the next steps of viral replication. Viral replication, 
the release of inflammatory cytokine and cell damage are associated with symptoms, including fever and 
exacerbation of bronchial asthma. Because serine protease inhibitors reduce influenza viral replication 
by the inhibition of entry into cytoplasm, cytokine release and cell damage, the inhibitors are new 
potential candidate drugs for influenza virus infection-induced asthma exacerbation.

研究分野： 呼吸器内科学：呼吸器ウイルス感染による気管支喘息および慢性閉塞性肺疾患の増悪の機序および治療法
の研究
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１． 研究開始当初の背景 
（１）気管支喘息患者において、インフルエ
ンザウイルス感染で喘息発作を生じること
は知られており、中には呼吸不全などの重症
化に至る場合がある 1)。インフルエンザウイ
ルスは細胞に発現するプロテアーゼでヘマ
グルチニンが酵素的に開裂して細胞内に進
入し、増殖する 2)。しかし、この部位を阻害
する抗インフルエンザ薬は開発されていな
い。私たちはマクロライドや喀痰調整薬がイ
ンフルエンザウイルスの受容体発現やウイ
ルス RNA を細胞質内に進入する部位である
の酸性エンドゾームの pH を変化させてウイ
ルスの複製を抑制することを報告してきた 1)。 
（２）プロテアーゼ阻害薬のインフルエンザ
複製抑制効果はイヌ腎臓細胞を用いて発表
されている 3)。また、アプロチニンなどの限
られた阻害薬を用いてヒト扁桃腺上皮細胞
におけるウイルス増殖抑制は報告されてい
た 4)。しかし、ヒトの疾患と治療法を正確に
把握するために、ヒトの気管や鼻腔粘膜上皮
細胞を用いて多種類の阻害薬の効果を検討
する必要があった。さらに、喘息発作の病態
に関与する炎症惹起物質の合成・放出の抑制
作用は明らかになっていない。 
 
２． 研究の目的 
インフルエンザウイルスの進入部位であ

る、気道上皮細胞が発現するプロテアーゼに
よるウイルスの活性化を阻害し、インフルエ
ンザウイルスの感染を阻止する研究を進め
るため、ヒト気管上皮細胞およびヒト鼻腔・
副鼻腔粘膜上皮細胞を用いて以下を検討し
た：（１）細胞におけるプロテアーゼの発現、
（２）プロテアーゼによるインフルエンザウ
イルス・ヘマグルチニン蛋白開裂の確認、
（３）細胞におけるインフルエンザウイル
スの複製・放出、炎症性物質の合成・放出
およびウイルス感染による細胞傷害、（４）
プロテアーゼ阻害薬によるウイルス複製・放
出の抑制、炎症性物質の合成・放出の抑制
およびウイルス感染による細胞傷害の抑制。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト気管上皮細胞は剖検気管粘膜をプ
ロテアーゼ処理して単離し、プラスチック容
器に培養した。ヒト鼻腔・副鼻腔粘膜は耳鼻
咽喉科で手術により切除した粘膜を同様に
プロテアーゼ処理して単離し、プラスチック
容器に培養した。 
（２）細胞におけるプロテアーゼの発現はヒ
ト気道上皮細胞以外の細胞でこれまでに確
認 さ れ た ３ 種 類 の プ ロ テ ア ー ゼ
【transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2)、
TMPRSS4、TMPRSS11D】に候補を絞って測
定した。TMPRSS2 および TMPRSS11D は抗
体を用いて免疫染色を行い、発現を確認し
た。さらに３種類のプロテアーゼのメッセ
ンジャーRNA (mRNA)も測定した。 
（３）プロテアーゼによるインフルエンザウ

イルス・ヘマグルチニン蛋白開裂の確認は培
養液からウイルス蛋白を抽出し、ウエスタン
ブロット法を用いて解析した。 
（４）インフルエンザウイルスはインフルエ
ンザに罹患した鼻汁あるいは咽頭ぬぐい液
から分離し、気管上皮細胞に感染して増殖し
て用いた。2009 年に新型インフルエンザとし
て流行した株(A/H1N1 pdm 2009)および季節
性インフルエンザウイルス株(A/H3N2 New 
York)を用いた。 
（５）上皮細胞から放出されたウイルスの量
は培養上清を希釈してイヌ腎臓細胞に接種
し、細胞の形態が変化する最大の希釈倍率を
求めて測定した。また、細胞内のウイルス複
製は細胞から抽出したインフルエンザウイ
ルス RNA を定量化して求めた。 
（６）気管支喘息発作の病態に関係する炎症
性物質は、培養上清を用いてインターロイキ
ン (IL)-6 および腫瘍壊死因子 (TNF： tumor 
necrosis factor)を酵素結合免疫吸着検定法
（ELISA 法）で定量化した。 
（７）インフルエンザウイルス感染による細
胞傷害は培養上清中に剥離・脱落する遊離細
胞数を測定して求めた。 
 
４． 研究成果 
（１）免疫染色において、ヒト気管上皮細胞
は２種類のプロテアーゼ、TMPRSS2（下図１
A）および TMPRSS11D（下図１B）を発現す
ることが明らかになった。また、３種類のプ
ロテアーゼの mRNA をヒト気管上皮細胞が
発現すること（下図１C）、および使用した阻
害薬のカモスタット（下図１C）を作用させ
た場合でもプロテアーゼの発現が変わらな
かったことが明らかになった。すなわち、阻
害薬は酵素の作用部位の拮抗作用を示すこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：ヒト気管上皮細胞におけるプロテアー
ゼの発現：免疫染色（A および B）、遺伝子
レベル（C）で確認した。 

 



 
阻害薬であるナファモスタットも発現に影
響を与えない傾向を認めている。同様に、ヒ
ト鼻腔・副鼻腔粘膜上皮細胞も３種類のプロ
テアーゼ（TMPRSS2、TMPRSS4、および
TMPRSS11D）mRNA を発現し、ナファモス
タットは発現に影響を与えなかった。 
 
（２）プロテアーゼによるインフルエンザウ
イルス・ヘマグルチニン蛋白の開裂を確認し
た。細胞から放出されたウイルスではヘマ
グルチニンは開裂していた。これに対し、
プロテアーゼ阻害薬は開裂を阻害した。
2009 年流行のインフルエンザを感染させ、
気管上皮細胞ではカモスタットを（図２）、
鼻腔粘膜上皮細胞ではナファモスタットを
作用させて開裂の阻害を明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．カモスタット(camostat)によるヘマグ
ルチニン開裂阻害：開裂されていないウイル
ス(HA0)が増加している。 
 
（３）2009 年流行のインフルエンザウイルス
および季節性インフルエンザともにヒト気
管上皮細胞に感染し、培養液中への放出が認
められた（図３、図４）。また、プロテアー
ゼ阻害薬を５種類試したところ、カモスタ
ット（図３）とナファモスタットによる放
出抑制が強く表れた。アプロチニンによる
抑制が次に強く、ガベキサート、シベレス
タットも弱い抑制効果を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．カモスタットによる新型（Ａ）および
季節性（Ｂ）インフルエンザの放出抑制。 

ヒト鼻腔・副鼻腔粘膜上皮細胞においても同
様に培養液ウイルス放出がプロテアーゼ阻
害薬で減少した。カモスタットとナファモス
タットが強い抑制効果を示し（図４）、アプ
ロチニンによる抑制が次に強く、ガベキサ
ート、シベレスタットも弱い抑制効果を認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．ヒト気管（Ａ）および鼻腔・副鼻腔（Ｂ）
粘膜上皮細胞における、カモスタットおよび
ナファモスタットの 2009 年新型インフルエ
ンザウイルス放出抑制。 
 
また、ウイルス放出とともに、ウイルス RNA
の細胞内複製もプロテアーゼ阻害薬で減少
した。カモスタットとナファモスタットが強
い抑制効果を示し、アプロチニンによる抑
制が次に強く、ガベキサート、シベレスタ
ットも弱い抑制効果を認めた。 
 
（４）2009 年流行のインフルエンザウイルス
および季節性インフルエンザともに気管上
皮細胞に感染させ、培養液中の炎症性物質を
測定した。その結果、いずれのウイルスも IL-6
および腫瘍壊死因子(TNF-α)が増加した。また、
プロテアーゼ阻害薬のカモスタットおよび
ナファモスタットはこれらの放出量を減少
した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５Ａ．インフルエンザウイルス感染による
ヒト気管上皮細胞における IL-6 放出、およ
びカモスタットによる抑制。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５Ｂ．インフルエンザウイルス感染による
ヒト気管上皮細胞（左２本バー）および鼻腔
副鼻腔粘膜上皮細胞（右２本バー）における
IL-6 放出、ナファモスタットによる抑制。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５Ｃ．インフルエンザウイルス感染による
ヒト気管上皮細胞（左２本バー）および鼻腔
副鼻腔粘膜上皮細胞（右２本バー）における
TNF-α放出、ナファモスタットによる抑制。 
 
（５）新型インフルエンザウイルス感染によ
るヒト気管上皮培養細胞の剥離・脱落は、
脱落細胞数がプロテアーゼ阻害薬であるナ
ファモスタットの添加により減少した。 
 
（６）鼻腔・副鼻腔疾患に気管支喘息を合併
する症例から得られた鼻腔・副鼻腔粘膜上皮
細胞を用いて、以下の所見が得られた：①
2009 年新型インフルエンザウイルスが鼻
腔・副鼻腔粘膜上皮細胞に感染し、培養上清
中にウイルスが放出された、②プロテアーゼ
阻害薬のナファモスタットの添加によって、
培養上清中に放出されるウイルス量が減少
した、③インフルエンザウイルス感染後、培
養上清中に放出される炎症性物質（IL-6 およ
び TNF-α）が増加した、④プロテアーゼ阻害
薬のナファモスタットの添加によって、培養
上清中に放出される IL-6 および TNF-α が減
少した。 
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