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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、抗プリオン蛋白質抗体(抗PrP抗体)を前投与したインフルエンザAウイ
ルス(IAV)感染マウスの肺のマクロファージでは、Src family kinase(SFKs)タンパク質のリン酸化が起こり、抗
炎症性(M2)マクロファージに分極していることを確認した。すなわち、IAV感染で重症化するマウスの肺では炎
症性(M1)マクロファージが増加して「サイトカイン・ストーム」を引き起こすものと考えられるが、抗PrP抗体
はマクロファージに作用してM1マクロファージへの分極を抑制し、M2マクロファージの分極を誘導して「サイト
カイン・ストーム」を回避する効果があることを実証した。

研究成果の概要（英文）：We show here that stimulation of PrPC with anti-PrP mAbs protected mice from
 lethal infection with IAVs by stimulating macrophage polarization to an anti-inflammatory M2 
phenotype through activation of SFKs in infected lungs. IAVs are causative agents for seasonal 
epidemic outbreaks of influenza, and often cause high morbidity and mortality in infected people, 
particularly in the young and elderly and those with underlying chronic diseases. The other problem 
with IAV infections is that new IAV strains, which are resistant to currently available 
anti-influenza agents such as neuraminidase inhibitors, have been emerging in human populations. Our
 current results showing that targeting PrPC with anti-PrP mAbs protected against lethal infection 
with IAVs in mice give rise to the possibility that PrPC-targeting therapeutics might be beneficial 
in influenza infection.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザの重症化機序が明確でない現状で、抗ウイルス薬の一方的な投与が原因で、抗ウイルス薬の耐性
株が世界各地で急増している。一方、ワクチンではインフルエンザの感染予防は不可能であると世界保健機関が
既に提言している。このような背景から、抗ウイルス薬とは作用機序の異なる「耐性株を出現させない治療薬」
の開発が急務であるが、これまで宿主因子を標的とした治療薬の開発は国内外で成功例がない。従って、宿主因
子であるPrPを分子標的とした治療薬を開発する試みはこれまでに例がなく、本研究の成果は、今後この方面の
研究に大きく貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 「インフルエンザは風邪の一種であり、恐れる病気にあらず」と捉える人が多いが、これは大きな誤解である。

インフルエンザは時に重症化し患者を死に至らしめる。特に、基礎疾患をもつ高齢者では呼吸器合併症による

死亡率が高く、小児ではインフルエンザ脳症等の重篤な病態を併発する。 

 インフルエンザの重症化には、ウイルス感染初期で起こる「サイトカイン・ストーム」が関与する。これが起こる

機序として「インフルエンザウイルス(IAV)-サイトカイン-プロテアーゼサイクル」説を申請者は提唱してきた(図1)。

IAV が感染能を獲得するためには、ウイルス膜表面の HA(Haemagglutinin)が宿主由来のプロテアーゼにより

切断される必要がある。IAV が肺に感染すると、炎症性サイトカインが産生される。これら炎症性サイトカインは

転写因子の活性化を介し、ウイルスの HA を切断する異所性トリプシン等の発現を上昇させる(図 1)[1-3]。その

結果、ウイルス HA が効率よく切断され、ウイルス

の増殖は加速する。この「負のウイルスの増殖サイ

クル」によって、サイトカイン・ストームが誘発され、

これが肺の血管内皮の浮腫を伴う循環不全に  

繋がり重症化を引き起こす[4-7]。 

 さらに研究代表者は特定患児がインフルエンザ

で重症化しやすい主要因として、ウイルス感染後

期で起こる「全身性のエネルギー(ATP: Adenosine 

triphosphate)産生障害」を見出した。重症化あるい

は死亡した患児の半数以上は、CPT2(Calnitine 

palmitoyltransferase 2)遺伝子の 熱不安定多型の 

保因者であった。CPT2はミトコンドリア内膜に局在し、脂肪酸の β酸化において重要な働きを担う酵素である。

すなわち、重症化患児ではインフルエンザの高熱時に CPT2 が不活化し、ミトコンドリアで肪酸を代謝できず、

細胞内の ATP 産生が低下し、重症化していた[8-10]。実際に研究代表者は、組織や細胞内の ATP の定量法

を開発し[11,12]、インフルエンザの重篤な感染症で集中治療室(ICU)に入室した患者の末梢血中の ATP を定

量した結果、ICU入室患者では健常者と比較してATPが低値であった[13-15]。そこで糖代謝改善薬の投与に

よる ATP 枯渇を防止する治療をマウスで試みたが、病態の改善効果は低かった[16]。現在、抗ウイルス薬に 

対する耐性株の出現が問題になっている状況下で、ウイルスの増殖を抑制し、サイトカイン・ストームを抑制 

する宿主因子を標的とした根本療法の開発が世界中で行われているが、これまでに成功例はない。 

最近、研究代表者はプリオン蛋白質遺伝子欠損(PrP-KO)マウスに IAV を感染させた結果、野生型マウスと 

比べて致死率が著明に高いことを見出した[17-19]。さらに、マウスへの抗プリオン蛋白質抗体(抗 PrP 抗体)の

投与で、野生型マウスでは IAV 感染後の致死率の大幅な低下が認められたが、PrP-KO マウスでは治療効果

が認められなかったことから、PrPはインフルエンザの重症化の治療標的となる可能性が高い。 

２．研究の目的 

本研究の目的は未だ明らかでない抗PrP抗体の作動機序を解明し、既存の抗ウイルス薬とは作用機序の異な

るPrPを分子標的としたIAV重症化の治療薬を開発することである。 

 インフルエンザの重症化機序が明確でない現状で、抗ウイルス薬の一方的な投与が原因で、抗ウイルス薬の

耐性株が世界各地で急増している。一方、ワクチンではインフルエンザの感染予防は不可能であると世界保健

機関が既に提言している。このような背景から、抗ウイルス薬とは作用機序を異にする「耐性株を出現させない

治療薬」の開発が急務であるが、これまで宿主因子を標的とした治療薬の開発は世界で成功例がない。 

３．研究の方法 

 抗 PrP 抗体の前投与により、抗体非投与及びコントロール(IgG)抗体を前投与した場合と比べて、

IAV 感染後のマウスの生存率が大幅に改善され、肺の炎症が軽減することを既に申請者は見出し

ている(図 2,3)。その機序を解明するために、以下の研究を実施する。 

(1) SFK(Src family kinase)のリン酸化が起こる浸潤性細胞を特定する。 

 研究代表者は、抗 PrP 抗体を前投与した IAV 感染マウスの肺で、何らかの浸潤性細胞で SFK のリン酸化が

起こることを見出した(図4)。この浸潤性細胞は抗PrP抗体を投与したIAV非感染肺では認められないことから、 

自然免疫系を担当する細胞である可能性が高い。それがマクロファージ、樹状細胞、好中球であるのか、それ

以外の細胞なのかについて明らかにする。具体的には、IAV 感染肺の組織切片を用い、SFK のリン酸化抗体

と各種免疫細胞系マーカーとの二重免疫染色を実施する。 

(2) 抗PrP抗体の投与が、如何にして IAV重症化を軽減するのか明確にする。 

 SFK は哺乳類では 9種類存在しており、そのうちどの SFK のリン酸化が IAV 重症化の軽減に重要であるの



か特異抗体を用いた免疫沈降と質量分析法により明確にする。他にも、抗PrP抗体を投与した IAV感染マウス

を用い、肺の細胞死(アポトーシス)、ウイルス力価等について評価する。また、抗 PrP 抗体の投与により、肺の

ウイルス力価が低下していた場合、浸潤性細胞の活性化や貪食能について評価し、抗 PrP抗体の作動機序に

ついて明確にする。 

４．研究成果 

(1)本研究は季節型 IAV(Influenza A virus/Puerto Riko/8/34株)を用い、ヒトの

インフルエンザの重症化に近い評価系でマウスを用い感染試験を実施した。

野生型マウス(C57BL6J, 5週齢, オス)に抗PrP抗体(38-2)を腹腔内投与(1 mg)

した翌日に、マウスにケタラール麻酔下で IAV(200 IFU)を経鼻感染させた。 

抗体非投与マウスと比較して、38-2抗体投与マウスでは生存率が大幅に上昇

することが確認された(図 2)。 

(2)IAV 感染 3、5日後のマウスの肺を摘出し、HE 染色を実施した。コントロー

ル IgGを前投与したマウスの肺は IAV感染 3日後から

炎症性細胞の浸潤領域が拡大し、5日後には炎症領域

が肺全体で認められた。しかし、38-2を前投与したマウ

スの肺では炎症が著明に軽減されていた(図3)。 

(3) IAV 感染 3 日後の肺でウエスタンブロットを試みた

結果、38-2 を前投与したマウスでは、SFK の一過的な

リン酸化が起こることが確認された(図 4)。さらに、SFK

のリン酸化阻害剤(Dasatinib)と 38-2 を併用投与で治療効果が消失する

ことから、38-2 の作動機序に SFK のリン酸化が重要であることが示唆 

された。 

(4)肺組織のどの細胞で SFK がリン酸化しているのかを明らかにする  

ために、IAV 感染肺の組織切片を作製し、SFK のリン酸化(pSFK)抗体と

各種免疫細胞系マーカーとの二重免疫染色を実施した。その結果、抗

pSFK抗体と抗炎症性M2マクロファージ(M2Mφ)の

マーカーである抗MGL1/2抗体の染色が一致した。

すなわち、肺の M2Mφで SFK が特異的にリン酸化

していることを 確認した(図5)。 

(5)SFK は哺乳類では 9 種類存在しており、そのうち

どの SFK のリン酸化が IAV 重症化の軽減に重要で

あるのかを明らかにするために、抗 pSFK 抗体を  

用いた免疫沈降を行い、質量分析法による解析を 

試みた。本試験では気管支肺胞洗浄液から十分量

のマクロファージを単離することが困難であったため、マウスの

腹腔マクロファージを調製して抗体処理を行なった。質量分析

の結果、SFKの Lyn、Hck、Fynの 3種のリン酸化が重要である

ことが明らかになった(図6)。 

(6)IAV感染後の急性期には肺のウイルス感染部位に炎症性M1

マクロファージ(M1Mφ)が浸潤し、一過的に多量の炎症性サイト

カインが産生され、時にはサイトカインストームを引き起こして、

これが重症化に繋がる(図 7)。一方、その後の回復期には M1M

φはM2Mφへと分極し、組織の炎症部位の瓦礫処理を担うことが知ら

れている。研究代表者は、IAV感染後の急性期に抗PrP抗体(38-2)は

M1Mφへの分極を抑制して、M2Mφへの分極を誘導することで、過

剰な炎症を回避していることを実証した(図 7)。しかし、その作動機序

の詳細は不明であり、現在解析中である。 
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