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研究成果の概要（和文）：RSウイルス（RSV）は小児の気管支炎や免疫不全患者における肺炎を引き起こし，気管支喘
息の増悪因子として重要な病原体であるが，現在までに有効な治療法はない．RSVの最初の標的は鼻粘膜であり，ウイ
ルス複製が進むと下気道に進展，重症化すると考えられている．本研究では，正常ヒト鼻粘膜上皮細胞を用い，さまざ
まな薬理効果（NF-kB阻害作用，翻訳調節因子elF2αの脱リン酸化阻害，proteasome阻害）をもつ食品成分クルクミン
のRSVに対する抗ウイルス作用について示した．安全性の高いクルクミンによるRSVに対する新規治療法の可能性につな
がる知見と考えられた．

研究成果の概要（英文）：Respiratory syncytial virus (RSV) is one of the most important pathogens for 
bronchitis, pneumoniae and asthma in infants and young childrens. However, an effective vaccine and 
anti-viral therapy for RSV infection have not yet been developed. RSV replicats in the airway mucosa, 
where it may produce umcomplicated upper respiratory infection or spread distally to lower airways, 
producing more sever lower respiratory tract infection. In this study, we showed that curcumin which has 
multipharmacological effects including inhibition of NF-kB activation, proteasome activation and elF2 
alpha dephosphorylation prevented the replication of RSV in human nasal epithelial cells. Inhibition of 
RSV in HNECs by curcumin may be effective treatment and prevention for severe lower respiratory disease.

研究分野： ヒト鼻粘膜上皮における自然免疫

キーワード： ヒト鼻粘膜上皮　呼吸器ウイルス

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  

Respiratory syncytial virus (RSV)はかぜ
症候群の原因となる呼吸器ウイルスであり，
健常成人では軽微な症状で回復することが
ほとんどである．しかし乳幼児における RSV
感染は，肺炎や細気管支炎の原因となる病原
体として知られる．1 歳までに約 60％，3 歳
までにほぼ 100％で感染が認められるが，初
感染のおよそ 30％の症例で上述の下気道炎
症を引き起こすとされる．さらに，RSV は気
管支喘息の増悪因子のひとつであるとも考
えられている．また RSV 感染は生涯にわた
り反復して起こるため，高齢者や呼吸器疾患
をもつ成人においても重篤な下気道病変の
原因になり得る．このように小児から成人に
おいて，RSV は重要な呼吸器ウイルスである
が，現在までに有効な薬剤は存在しておらず，
新規治療法の開発は急務である． 
 RSV は接触あるいは飛沫により感染する．
このウイルスの最初のターゲットは鼻粘膜
上皮であり，複製がすすみウイルス量が増加
すると，これを含む分泌物を介し下気道炎症
へ進展することが推察されている．過去の報
告で，われわれは正常ヒト鼻粘膜上皮細胞
(human nasal epithelial cells; HNECs)への RSV
感染モデルを確立している①．この検討の中
で，HNECs においては，上皮極性蛋白であ
るタイト結合（claudin-4，occludin）の局在
変化，ウイルス複製・出芽および炎症性サイ
トカイン・ケモカイン産生に関して，NF-kB
シグナル分子が重要な役割を果たしている
ことが示された．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-A）SEM による観察．NF-kB 阻害剤

（IMD-0354）によりウイルス出芽が抑制さ
れる． 
図 1-B）claudin-4 に対する免疫染色．RSV
感染により増加する claudin-4 は，NF-kB 阻
害剤により抑制される． 
 
 以上これまでの発見および我々の過去の
報告に基づき，RSV 感染に対する予防または
新たな治療法の開発につながる知見を得る
ため，HNECs を用い検討するという着想に
至った． 
 
２．研究の目的 
 
 気道上皮，特に鼻粘膜上皮は呼吸器ウイル
スに対する宿主防御の first line である．上
皮は最頂部の細胞間接着装置‐タイト結合
分子により上皮バリアを形成しウイルスの
侵入を防いでいるとされる．鼻粘膜上皮にお
いても，この上皮バリアが発達していること
は，以前から知られている②．さらにこの分
子は上皮細胞極性にも関わり，生体恒常性の
維持に重要な factor である．しかし過去の報
告から，複数のウイルスがこのタイト結合分
子を逆に利用し，感染を成立させることが示
された③．前述のようにわれわれは，HNECs
において，RSV 出芽にはタイト結合分子が関
連している可能性を報告した①．実験材料が
として HNECs を用いることで，これらのタ
イト結合分子の発現・局在変化，ウイルス複
製および出芽，炎症性サイトカイン・ケモカ
イン産生，以上の反応を抑制する効果が見ら
れれば，抗ウイルス作用を有すると判定する
ことができる．さらに本研究で HNECs を用
いている重要な点として，ウイルスの特性，
つまりその種類により感染する宿主が異な
ること（宿主域），標的とする組織・細胞が
異なること（細胞指向性‐トロピズム）が挙
げられる．動物や不死化した癌細胞を用いた
実験では，結果の解釈，ヒトへの治療の応用
が困難となる．延命化した HNECs による検
討では，実際のウイルス性上気道炎に生じる
生理的変化，また治療効果をとらえるものと
考える． 
 近年，疾病予防・アンチエイジング効果の
ある機能性食品のうち，抗ウイルス作用を発
揮する天然由来成分の研究が進んでいる．そ
の中でもわれわれは，すでに広く利用が進ん
で安全性が確立しており，かつ新規治療法の
ターゲットとなりえる NF-kB の阻害作用を
示す“クルクミン”に着目した．クルクミン
は天然生薬ウコンに含まれるポリフェノー
ルの一種で，抗ウイルス作用，抗炎症作用，
抗酸化作用，抗腫瘍作用といった効果を有し
ている．さらにクルクミンは proteasome，
cyclooxygenase-2， JNK，PKC，lipoxgenase，
elF2αの抑制効果も示す．クルクミンが RSV
に対し実際に抗ウイルス作用を示すか，また
そのメカニズムについて検討することを研
究目的とした． 

A） 

B） 



 
３．研究の方法 
 
⑴ヒトテロメラーゼ逆転写酵素を遺伝子導
入した正常ヒト鼻粘膜上皮細胞への RSV 感
染モデルを抗ウイルス作用の評価系として
用いる． 
 手術で得られた下甲介粘膜組織より上皮
細胞を分離培養，ヒトテロメラーゼ逆転写酵
素（human catalytic submit of telomerase reverse 
transcriptase; hTERT）を遺伝子導入し延命化
したヒト鼻粘膜上皮細胞に，RSV 感染細胞で
ある HEP2 細胞の上清をかけ 1 時間感染させ
る（MOI=1）①．この感染細胞に対し，クル
クミン，IMD0354 を処置し，エンベローブ蛋
白の発現変化，ウイルス出芽の様子の変化な
どをウェスタンブロット法，免疫染色，SEM
を行った．また以下の実験も行った． 
 
⑵Gene Chip を用い，遺伝子発現変化を網羅
的に解析する． 
 クルクミン処置によりウイルス複製阻害
作用があるのか，また上皮細胞の反応性の変
化を遺伝子レベルで網羅的に解析する為、
DNA マイクロアレイを行った． 
 
⑶炎症性サイトカイン，ケモカイン，また抗
ウイルス性サイトカイン，サイトカイン誘導
遺伝子の発現変化を検討する． 
 ⑵の DNA マイクロアレイの検討から候補
となるサイトカイン，ケモカインを対象に
PCR 法，ELIZA 法，ウェスタンブロット法を
行い遺伝子レベル，蛋白レベルでの発現変化
を検討する． 
 
⑷クルクミン処置による生じた RSV 感染
HNECs のタイト結合分子の発現・局在・機能
の変化を解析する． 
 以前のわれわれの検討では，RSV 感染させ
た HNECs では，タイト結合分子の一部
（claudin-4，occludin）の発現増加・局在変化
が認められていた．クルクミン処置によりこ
の反応に変化が生じるか，ウェスタンブロッ
ト法，免疫染色を行った．また上皮バリアの
機能解析に関して，Transepithelial electrorical 
resistance: TER で検討した（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑸クルクミンのウイルス抑制のメカニズム
について，関連するシグナル分子の解析を行
う． 
 RSV 感染により，NF-kB 以外にウイルス複
製阻害作用を有する翻訳開始因子 2α（elF2
α）の活性化が生じることが知られるが，ク
ルクミンはこの elF2αを含む elFsを調整する
効果もある．そのほか proteasome 阻害作用，
を有しており，これらがウイルス複製抑制効
果に関連しているか否か，各種阻害剤を用い
て検討した． 
 
４． 研究成果 

 
⑴クルクミン処置により RSV 感染細胞に

おける遺伝子発現の変化をきたす．  
クルクミン 5µg/ml 処置することで，RSV

感染 HNECs の反応性の変化を遺伝子レベル
で網羅的に解析した．結果，2 倍以上の変化
を認めたものは，タイト結合分子では
Claudin-1，-4，-12，occludin，cingulin で発現
亢進を，MAGI-1 で発現抑制を認めた．また
RIG-I，MDA5，IL-28A，IL-23A，IL-11，COX1，
COX2，COX3 で発現抑制を認めた（表 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ⑵クルクミン処置により，RSV 複製・出芽
が抑制されると同時に，炎症性サイトカイン
の産生も抑制される． 
 クルクミンを 0.1μg/ml，1µg/ml，5μg/ml， 
10μg/ml と処置していくと、濃度依存的に
RSV エンベローブ G 蛋白の発現が遺伝子レ
ベル，蛋白レベルで低下した．さらに免疫染
色を行ったところ，G 蛋白，F 蛋白，M2-1 蛋
白発現低下を認めた．SEM でもウイルスフィ
ラメントの減少が見られた（図 3）．ウイルス
レセプターである nucleolin に影響は認めな
かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2）上皮バリア↑

=TER↑ 

TER は上皮細胞の電気抵抗を測定し上皮

バリア機能を推定する方法 

 
表 1 

 

図 3）SEM にてクルクミン処置によりウイルスフィラメ

ントの発現抑制を認める．上段－3µm， 下段－0.5µm 



同様に，RSV 感染で発現上昇する炎症性サ
イトカイン TNF-α，ケモカイン RANTES は，
処置したクルクミン濃度依存的に産生抑制
が確認された． 
 
 ⑶RSV 感染により細胞膜表面に claudin-4，
occludin はリクルートされるが，クルクミン
処置によりこの反応は抑制された．HNECs
のバリア機能はクルクミン処置により増強
した． 
 われわれの以前の実験①では，HNECs にお
いて RSV 感染をきたすとタイト結合分子
claudin-4 および occludin が細胞膜表面にリク
ルートされる現象が確認された．各タイト結
合蛋白に対する免疫染色を施行したところ，
クルクミン 10µg/ml を処置するとこの反応は
有意に抑制された（図 4A）．また上皮バリア
機能は，TER によりクルクミン処置で増強す
ることが確認された（図 4B）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ⑷クルクミン処置により RSV 感染により
活性化する NF-kB の抑制が生じるだけでな
く、小胞体レベルにおいてウイルス蛋白翻訳
を調整する翻訳開始因子 elF2αの活性化も抑
制された． 
 過去の報告より④，RSV 感染 HNECs におけ
るクルクミンの elF2α脱リン酸化抑制効果に
ついて検討した．ウェスタンブロット法の結
果，クルクミン 10µg/ml の濃度による処置で，
elF2αの脱リン酸化が抑制されていた．また
ウイルス感染防御に働く PKR の発現増加も
クルクミン処置により誘導された（図 5）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  
 
 ⑸elF2α の脱リン酸化抑制・proteasome 抑制
により，RSV 複製および炎症性サイトカイ
ン・ケモカイン産生抑制が生じる． 
 クルクミンには，前述のごとく NF-kB 
抑制効果以外に elF2α脱リン酸化効果，
proteasome（蛋白質分解酵素， NF-kB の核内
に関連する）抑制効果など複数の分子に対す
る multi-function を有している．これらがクル
クミンのもつ抗ウイルス効果であり，RVS 感
染におけるウイルス複製・炎症反応の抑制を
示す要因と仮説をたて検討した．elF2α脱リ
ン 酸 化 害 剤 で あ る Salubrinal ， お よ び
proteasome 阻害剤である MG123 を用いて，
RSV 感染における反応性の変化を検討した． 
結果，ウェスタンブロット法にて Salubrinal 
10µg/ml 処置により G 蛋白および M2-1 蛋白
の発現抑制が認められたが， claudin-4, 
occludin，PKR には影響を与えなかった．ま
た MG123 1µg/ml 処置で G 蛋白，M2-1 蛋白
発現抑制を，10µg/ml処置で claudin-4，occludin， 
NF-kB 脱リン酸化の抑制がみられた．また
ELISA 法により，Salubrinal 10µg/ml 処置およ
び MG123 1µg/ml 処置により，RSV 感染で産
生亢進した TNFα，RANTES の発現抑制を有
意に認めた（data not shown）． 
 
 ⑹考察 
 RSV は宿主細胞に侵入すると，ウイルス蛋
白である M2-1 蛋白により転写因子である
NF-kB が活性化，NF-kB の核内移行によって
さまざまな炎症性サイトカイン・ケモカイン
産生を亢進し宿主の炎症反応を惹起する⑤．
さらにヒト気道上皮である HNECs への感染
では，タイト結合分子である claudin-4，
occludin の膜表面への局在変化・上皮極性の
変化が生じウイルス出芽に関連するものと
考えられたが，これも NF-kB シグナル経路が
中心的な役割を担っていた①．このように，
RSV 感染に対する治療法開発のターゲット
として NF-kB シグナル分子が候補に挙げら
れた．また感染細胞より産生されたインター
フェロンが PKR を活性化，それにより elF2
αのリン酸化が生じウイルスの翻訳抑制，蛋
白合成阻害がおこりウイルス複製が抑制さ

 

 

 



れる⑥ことから，elF2α調節もキーの一つと考
えた． 
 本研究で用いたクルクミンは，抗炎症効果，
アンチエイジング効果，抗腫瘍効果などの薬
理作用を持つ，近年注目されている天然由来
成分である．クルクミンは NF-kB 抑制作用⑦

以外に，複数のシグナル分子を抑制する結果，
抗炎症に働くとされる⑧-⑩．これら既知の知見
から，クルクミンのもつ NF-kB 阻害効果，翻
訳調節因子 elF2αへの効果，proteasome 阻害
効果により抗 RSV 作用を持つと仮説を立て，
気道上皮である HNECs を用いて検討した． 
 上述の結果のように，クルクミン投与によ
り NF-kB 抑制効果を発揮し，感染に伴い産生
される TNFαや RANTES などの炎症性サイ
トカイン・ケモカインの抑制を引き起こすと
同時に，上皮バリアの機能上昇も生じウイル
ス感染防御・炎症反応抑制に働いたと考えら
れた．さらに PKR の活性化を介した elF2α
のリン酸化によるウイルス蛋白の翻訳抑制
効果のため，ウイルス複製阻害が生じた．ま
た，proteasome 抑制効果によりリン酸化 IkB
分解を阻害，これに伴い NF-kB の核内移行を
阻止していることも推察された．これらの複
数の作用により，抗ウイルス作用，抗炎症作
用を発揮するものと考えられた． 
 クルクミンは自然界に存在し既に広く応
用された，副作用の少ない成分である．本研
究結果と併せて考慮すると，乳幼児に好発す
る RSV に対し，新規治療法としてクルクミン
の鼻粘膜に対する局所投与の可能性が示さ
れた．さらに RSV 感染の最初の標的となる上
気道-鼻粘膜においてウイルス複製を阻害で
きれば，病状の重症化・下気道への進展を防
ぐことができるかもしれない．治療効果だけ
でなく，安全性や疾病予防の観点から，今後
クルクミンを含め，薬理作用を持つ食品成分
のさらなる研究が期待される． 
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