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研究成果の概要（和文）：　RSV感染症に対する治療として①クラリスロマイシン（CAM）、病状評価として②疾
患特異的microRNAに着目した。CAMはRSV誘導性type I, III IFNsの産生を抑制した。転写因子活性を検討したと
ころIFN-β,IRF-3制御下の転写因子活性がCAM処置により抑制された。さらに免疫染色を用いてIRF-3の細胞内局
在を検討した結果，CAMはRSV誘導性IRF-3の核移行を抑制することで、RSV誘導性type I, III IFNsの産生を抑制
していた。RSV感染特異的に発現上昇する分泌型miRNAを同定した。鼻汁の分泌型miRNAのhousekeeping geneを同
定した。

研究成果の概要（英文）：(1)Clarithromycin (CAM) as a treatment of RSV infection and (2)
disease-specific microRNA as an index of disease evaluation were examined.CAM treatment led to a 
significant reduction in RSV-mediated IL-8, CCL5, IFN-βand -λ production.Furthermore,IFN-β 
promoter activity (activated by poly I:C and RSV infection) was significantly reduced after 
treatment with CAM.CAM also inhibited IRF-3 dimerization and subsequent translocation to the 
nucleus. 

RSV infection-specific secreted miRNAs were identified. Housekeeping gene of nasal secreted miRNA 
was identified.

研究分野： 上気道感染症

キーワード： RSウイルス　III型インターフェロン　クラリスロマイシン　IRF-3　鼻汁　microRNA　housekeeping ge
ne

  １版
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１． 研究開始当初の背景 
RS ウイルスは、鼻咽腔から侵入し感染を

引き起こすことが知られている。これまでに
我々の講座の研究によって、RS ウイルスは
鼻粘膜上皮にはじめに侵入して局所で増殖
し、その後に出芽したウイルス粒子がより重
篤な下気道感染を起こす可能性が示唆され
ている（1）。RS ウイルスは生後 2 歳までに
ほぼ 100％の乳幼児が初感染を受け、以後再
感染を繰り返す。初感染で 30-40%が下気道
炎を発症し、1-3%が重症化する。また、細気
管支炎からの回復後も喘鳴が遷延すること
が臨床上しばしば問題となる。この RS ウイ
ルス感染の細気管支炎に代表される下気道
炎発症による重症化および、感染に伴う宿主
免疫応答の結果と考えられる喘鳴の遷延、気
管支喘息の増悪、アレルギー発症への関与の
可能性の指摘に対して、現在のところ予測因
子が少なく、予防、治療が限られているのが
現状である。しかしながら、近年 RS ウイル
ス検査方法、治療薬の向上、開発が急速に進
められている。本邦では、RS ウイルスは 2011
年より迅速検査の保険適応が外来患者にも
拡大した。このことによって、外来診療にて
即時に RS ウイルス感染を診断することが可
能となっている。一方で、米国において新た
に開発された合成 RS ウイルス治療薬
(GS-8506)が成人での phase Ⅲ 臨床試験を
既に終了していることが報告された(2)。この
新奇治療薬はピラゾロ[1,5-a]ピリジン骨格を
有し、RS ウイルス F 蛋白に対して作用し、
鼻汁中のウイルス量の低下を引き起こすと
報告されている。他のウイルスに対して認可
されている抗ウイルス剤と同様に、感染例全
てに投与するという方針は副作用の面から
現実的ではなく、特に RS ウイルスに最も罹
患しやすい小児での抗ウイルス剤の使用は
適応基準をより詳細に定める必要が生じて
くる。このような診断的検査の向上、新たな
治療薬の開発に伴って、臨床の現場では投薬、
入院基準、感染後の治療方針に関する新しい
指標が求められることが考えられる。現在、
ウイルス感染に対する外来での迅速診断が
可能で、ウイルス感染後に投与可能な治療薬
の急速な開発が進んでいる状況であるが、今
後は、疾患の重症度、予後予測、喘鳴等の合
併症発生の可能性を評価できる指標の存在
が必要と考えた。そこで、われわれは現在の
治療をさらに推し進めるものとして、①クラ
リスロマイシン（CAM）に着目し、病状評価
の指標として②microRNA に着目した。 

14 員環マクロライド系抗菌薬の一つであ
る CAM は抗菌効果以外にも多くの独特の作
用が知られており、気道分泌や、上皮細胞、
線維芽細胞、血管内皮細胞の炎症反応に影響
を与えるとされる。われわれはこれまで気道
上皮細胞において RS ウイルスによって誘
導 さ れた炎 症 性サイ ト カイン で あ る 
interleukin (IL)-6 、 IL-8 、 C-C motif 
chemokine ligand 5 (CCL5) が CAM によ

って抑制されることを報告した。その作用機
序として ERK, NF-κB, MAPK などのシグ
ナル伝達を抑制することが考えられるが、詳
細なメカニズムはまだわかっていない。マク
ロライド系抗菌薬である CAM の抗炎症作用
機構を詳細に検討し，その作用点を解明する
ことは極めて重要な意味を持つ。 
一方、micro RNA は内在性に存在する 20

から 25 塩基ほどの、non-coding RNA である。
microRNA は複数の異なる mRNA の遺伝子
発現量を同時に調節するという作用から、極
めて複雑な生体の生命活動を微細に調節し
ている翻訳後修飾の主役を担う因子として
注目されている。ヒトゲノムには 1000 以上
の microRNA がコードされており、癌、自己
免疫疾患、生活習慣病、感染症何ど様々な疾
患と関連していることが多数報告されてい
る。排出された microRNA は自然免疫の中核
を担う Toll 様受容体等を刺激し、生体の免疫
応答制御を行っていることも指摘されてい
る。このような分泌型の microRNA の挙動を
計測、観察することによって、疾患特異的バ
イオマーカーとしての役割を果たしうるこ
とが注目されている。RS ウイルスを始めと
する呼吸器感染症ウイルスにおいての
microRNA の検討報告は極めて少なく、本研
究では、RS ウイルス感染特異的に誘導され
る micro RNA を解析し、ウイルスが初感染
を起こし増殖、出芽する鼻粘膜から採取され
る鼻汁を用い、疾患特異的 microRNA の挙動
をバイオマーカーとして使用することを見
据えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ヒト気道上皮細胞における呼吸器感染性
ウイルスが誘導する pro-inflammatory 
cytokines に対する CAM の抗炎症効果を確
認する。 
(2) CAM のもつ抗炎症作用のメカニズムを
探る。 
(3) ウ イ ル ス 感 染 培 養 上 皮 に お け る
microRNA の挙動を感染細胞、非感染細胞を
比較したmicroRNA arrayを用いて網羅的に
解析する。 
(4) 培養細胞より得られた上清、感染児より
得られた鼻汁を用いて、real-timePCR によ
る疾患特異的 microRNA の検出と、ウイルス
感染力価, 産生される IFNなどのサイトカイ
ンとの関連を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)(2)組織使用の同意が得られた患者の鼻科
手術において採取した鼻粘膜から作製した 
hTERT 導 入 鼻 粘 膜 上 皮 細 胞
(hTERT-HNEC)、肺胞上皮由来細胞株
(A549)、ヒト気道上皮細胞株（BEAS-2B）
をヒト上気道上皮細胞として検討に用いた。
これらの細胞に RSV 感染もしくは TLR3 の



リガンドである PolyI:C 処置を行い、誘導さ
れる pro-inflammatory cytokines に対する
CAM の影響を検討した。IL-6, Chemokine 
(C-C motif) ligand 5 (CCL5), IFN-β, 
IFN-λ1-3 の細胞培養液中濃度は ELISA 法
で測定した。さらに CAM による RSV 誘導
性サイトカイン産生の抑制機序を明らかに
するために、それらサイトカインの産生を制
御している転写因子の活性をルシフェラー
ゼレポーター遺伝子法により検討した。ウイ
ルス量はプラーク法により検討し, IRF-3 の
活性化, シグナル伝達経路の評価をウエスタ
ンブロット法(WB 法)によるリン酸化の定量、
native PAGE を用いた二量体形成の有無, 免
疫染色による核染色を解析し検討した。 

 
 
(3)(4) 培養ヒト正常鼻粘膜上皮細胞を用い，
RSV 感 染 と 未 処 置 細 胞 を 比 較 し た
microRNA array を行った．鼻汁等の臨床検
体を用いた解析の予備検討として処置，未処
置の気道上皮および鼻粘膜上細胞の培養上
清から total RNA 抽出を行い， real－time 
PCR 法による定量的発現解析が可能か検討
し た ．さら に 小児鼻 汁 検体を 用 い て
microRNA array で上昇を認めた microRNA
について検討を行った． 
 
 
４．研究成果 
4-1-1. CAM は RSV 誘導性 type I IFN の産
生を抑制する。 
ヒ ト 上 気 道 上 皮 細 胞 に  RSV を 
multiplicity of infection（MOI）（＊）0.01, 0.1, 
1, 10 で感染させ、CAM 処置の有無によるウ
イルス量の変化(24時間)をプラーク法で定量
した（図 1A）。上皮細胞から産生されたウイ
ルス量において CAM 処置による増減は見ら
れなかった。続いて、上皮細胞内の RSV 構
造タンパクの発現を比較した（図 1B）。WB
法によるRSV構造タンパクの発現量はCAM
処置による変化を認めなかった。以上より検
討した範囲の MOI，感染時間では CAM 処
置は RSV の増殖に影響を与えないことが
わかった。 
 

 
続 い て hTERT-HNEC, A549 に お い て
PolyI:C 処置もしくは RSV 感染を行い、
CAM処置による IL-6, CCL5, type I, III IFN 
(IFN-β,-λ1,2,3), の産生量の変化を計測した
（図 2）。RSV 感染によって誘導される IL-6, 
CCL5, type I, III IFNs 産生は CAM 処置に
よって有意に抑制された（図 2A-H）。以上の
ことから、CAM は自然免疫にかかわるサイ
トカイン産生を抑制していることが判明し
た。 

 
4-1-2. CAM は IFN-β のプロモーター領域の
転写因子活性を抑制する。 
 CAM によるサイトカイン産生抑制効果の
作用機序を検討するために、ルシフェラーゼ
レポーター遺伝子法を用いて転写因子活性
を検討した。IFN-βプロモーター領域 (IFN-β 
P125) には AP1, NF-κB, IRF が結合する 
positive regulatory domain (PRD) があり 
(3)、その中でも PRD III, PRD I は IRF-3 の
結合領域である  (4)。われわれは  IFN-β 
P125 もしくは PRD III-I 領域の転写活性
の検討を行った（図 3F）。A549 に PolyI:C 
処置を行うと、IFN-β P-125 と PRD III-I 
の制御下のレポーター遺伝子は活性化され、
その活性は CAM 処置により抑制された（図
3A, B）。同様に RSV 感染により活性化され
た IFN-β P-125 と PRD III-I 制御下のレ
ポーター活性も CAM 処置により有意に抑
制された（図 3D, E）。さらに CAM はムン
プスウイルス感染により活性化された 
IFN-β P-125 のレポーター活性も有意に抑
制した（図 3C）。 
 



 
IFN-β のプロモーター領域のうち，CAM 投
与によってNF-κBおよびAP-1の活性が抑制
されることについては報告，推測されていた
が[1]，IRF-3 の関与の報告はこれまでになく，
我々はさらにIRF-3の活性化抑制機構につい
て詳細に検討した。TBK1 と IRF-3 は RSV
感染により強くリン酸化されたが、CAM 処
置はそれらのリン酸化に影響を与えなかっ
た（図 4）。 
 

 
 
IRF-3 の細胞内局在を免疫染色で検討した
ところ PolyI:C 処置、RSV 感染により IRF-3 
は細胞質から核へ移行するが、CAM 処置に
より IRF-3 の核移行が有意に阻害された
(図 7A-D)。さらにわれわれは、BEAS-2B を
用いて NativePAGEによる IRF-3 の二量体
形成を検討した。RSV 感染により二量体形
成の誘導が見られたが、CAM 処置により量
体形成は抑制されていた（図 7E）。これらの
結果から、 CAM は RSV により誘導される 
IRF-3 の二量体形を抑制することで、シグナ
ル伝達経路を止めていることが示された。 

 

 
4-2-1. microRNA array による miRNA の
探索 
RS ウイルス感染に伴い、発現上昇する
miRNA の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に
microRNA array を行った。RSV 感染細胞に
おいて発現上昇が見られた microRNA は 47
種類みられた。その中から 9 倍以上(log2 
ratio＞4) 発現上昇が見られたものが 3 種類
見られた．これらについて疾患特異的マーカ
ーとなり得る候補 miRNA として検討を行う
こととした。 
 

 
 
4-2-2. 培養細胞・上清における miRNA 
Micro array 解析から予測された RSV 感染
に伴って変動する microRNA の細胞外への
放出を培養細胞で確認することとした。ウイ
ルス処置を行った気道上皮細胞と細胞上清
を用いて real－time PCR 法を行った。候補
miRNA は RSV 感染気道上皮細胞において
細胞外への放出が確認され，これらは MuV 
感染において検出されなかったため，RSV 
感染特異的に放出される microRNA である
可能性が示唆された。 
 

 
4-2-3. housekeeping gene 
鼻汁の分泌型 miRNA の定量において，内在
性コントロールは定まっていない。そこで内
在性コントロールとして用いられることの
ある miR-16, 103, 107 が候補として RSV 感
染細胞、非感染細胞、その培養上清を用いて
real-time PCR を行った。いずれの miRNA
も感染の有無、MOI を問わず一定の発現が見
られることが示された。従ってこれらの
miRNA は鼻汁検体におけるハウスキーピン
グ miRNA として使用することができること
が示された。 
 
 



 

 
 
現在対象 miRNA を小児鼻汁臨床検体での測
定、ウイルス量との相関関係などについて検
討中である。今後さらなる検討を行い、学会
発表を重ねて論文として投稿を目指してい
る。 
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