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研究成果の概要（和文）：イヌジステンパーウイルス（CDV）が上皮や中枢神経に感染する時に用いる受容体が、ネク
チン４であることを明らかにした。CDVは最近、サルに致死的な流行を起こしているが、CDVが、イヌの受容体のみなら
ず、サルの受容体を効率よく利用できること、Hタンパクのひとつのアミノ酸置換で、ヒトの受容体も利用できるよう
になることを証明した。また、CDVが効果的にヒトの自然免疫系を抑制できることを明らかにした。
　TMPRSS2ノックアウトマウスの作出し、そのマウス内では、インフルエンザウイルスの膜融合タンパク質の開裂は起
こらず、TMPRSS2がインフルエンザウイルスの生体内活性化酵素であることを証明した。

研究成果の概要（英文）： Our studies revealed that canine distemper virus (CDV) use nectin-4 to enter epit
helial and neural cells. Recently CDV has caused lethal outbreaks in monkeys. Our studies revealed that CD
V has the ability to use monkey receptors as well as dog receptors. In addition, it became able to use hum
an receptors, when it acquired a single amino acid substitution in the H protein. Also our studies showed 
that CDV intrinsically has the ability to counteract the human innate immune system.
 We have generated TMPRSS2 kockout mice. In the mice, cleavage of influenza virus HA protein was severely 
restricted. These data show that TMPRSS2 is the essential protease that activates influenza virus in vivo.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 小児の急性呼吸器感染症は、RS ウイルス、
ヒトメタニューモウイルス、インフルエンザウイ
ルス、パラインフルエンザウイルスなどによっ
て起こる。これらのウイルスは、経気道的に
感染し、気管支や肺の上皮細胞で効率よく増
殖し、気管支炎や肺炎を起こす。また、麻疹
ウイルスも、上記のウイルスと同じように経気
道的に上皮組織に効率よく侵入すると考え
られているが、呼吸器症状よりも全身症状が
著明である。 
 申請者らは、2008 年に、麻疹ウイルスの感
染性が感染細胞の上皮組織におけるタイトジ
ャンクション形成と密接な関連があることを
明らかにした。タイトジャンクション関連分子
が、麻疹ウイルス受容体として働き、麻疹ウイ
ルスの上皮細胞への感染を起こしていること
を示唆している。 
 一方、ウイルス膜融合タンパク質の活性化を
担う宿主プロテアーゼの有無が、多くの呼吸器
感染症ウイルス（インフルエンザウイルス、ヒト
メタニューモウイルス、パラインフルエンザウイ
ルス等）の細胞指向性や病原性を決定づける
重要な要因であることがわかっている。しか
し、肺炎や気管支炎の発症に直接関与してい
る宿主プロテアーゼはまだ同定されていなか
った。近年、ドイツの研究グループが、インフ
ルエンザウイルスを用いて、当該宿主プロテア
ーゼの有力候補として膜タンパク型セリンプロ
テアーゼを同定した。 
 申請者は、2008 年から 2010 年にかけて、
上述の膜タンパク型セリンプロテアーゼが、イ
ンフルエンザウイルスのみならず、ヒトメタニュ
ーモウイルス、パラインフルエンザウイルス、SARS
コロナウイルスなど、広範囲の呼吸器感染症ウ
イルスを効率よく活性化することを明らかに
した。さらに、タイトジャンクション形成と連
動した膜タンパク型セリンプロテアーゼの輸送
の制御が、呼吸器感染症ウイルスの活性化を
引き起こすことを示唆するデータも得られた。
このようなタイトジャンクションを形成した
上皮細胞における膜タンパク型プロテアーゼ
によるウイルス膜タンパク質の活性化こそが、
当該上皮細胞における炎症、すなわち肺炎を
引き起こすという機構が予想された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、急性呼吸器感染症ウイルスの
侵入門戸である上皮での増殖機構を明らか
にし、その制御法開発に繋がる基礎データを
集積し、広く呼吸器ウイルス感染症制御に資
する成果を挙げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）麻疹ウイルスの上皮感染機構の解析（感
染受容体の同定）について 

 麻疹ウイルスに感受性のある細胞（II-18 細
胞）を抗原にして、II-18 細胞に対する抗体
を産生するハイブリドーマの一群を作成し（米
国 A&G Pharmaceutical Inc. Precision antibody
社に委託）、それらハイブリドーマを、各プー
ルあたり100〜200種となるように培養する。
各々のプールの培養上清による麻疹ウイルス
感染阻止効果を解析する。各プールあたりの
ハイブリドーマの種類を順次少なくしていき、
最終的に感染阻止モノクローナル抗体を単離
する。感染阻止のスクリーニングには申請者が
開発したレポーター（ルシフェラーゼまたは
GFP）発現組換え麻疹ウイルス（大臣確認承認
済）を用いることによって、効果的に実施す
る。 
 
(i)感染阻止モノクローナル抗体の単離に成功
した場合 
 単離した感染阻止モノクローナル抗体を用
いて pull-down 解析を行い感受性細胞（II-18）
の細胞溶解液から、当該モノクローナル抗体に
結合する受容体候補タンパク質を精製する。
MALDI/TOFMS 解析によって精製された受容体
候補タンパク質を同定する。同定後は、当該
受容体に対する抗体（市販品、あるいは作成
する）を用いた感染阻止実験、当該受容体を
非感受性細胞に発現させて感染能を付与す
ることができるか等の解析を行い、当該候補
タンパク質が真に感染受容体であるかどうか
を明らかにする。 
(ii)感染阻止モノクローナル抗体の単離が期
待通りに進まなかった場合 
 siRNA ライブラリー（RNAi 社製 siPerfect®ラ
イブラリーを使用）を利用して受容体分子を
検索同定する。感受性細胞（II-18細胞）に、
膜タンパク質を標的としたsiRNAライブラリー
中の個々の siRNA を順次導入し、麻疹ウイル
スに対する感受性の変化（低下）を解析する。
膜タンパク質の候補約 1500 種類を解析する。
効果判定のスクリーニングにはレポーター（ル
シフェラーゼまたは GFP）発現組換え麻疹ウイ
ルス（大臣確認承認済）を用いる。感受性の
低下を引き起こした当該siRNAの標的タンパ
ク質を、個々に非感受性細胞に発現させ、麻
疹ウイルスに対する感受性を付与できるか
を解析する。 
 
（２）インフルエンザウイルス、パラインフルエ
ンザウイルス、ヒトメタニューモウイルスの上皮
感染機構の解析（膜タンパク型セリンプロテア
ーゼ TMPRSS2による増殖促進機構の解明）につ
いて 
 Calu3、HT29、II-18、Caco2 などの培養細胞
を用いて、インフルエンザウイルス、パラインフ
ルエンザウイルス、ヒトメタニューモウイルスの
膜融合タンパク質が、膜タンパク型セリンプロ



テアーゼ TMPRSS2 によって活性化される機構
を解析する。 
 
まずは、細胞内での TMPRSS2 が作用する場所
の特定、ウイルス膜タンパクと会合する機構の
解析に重点を置く。 
 Calu3、HT29、II-18 あるいは Caco2 細胞に、
インフルエンザウイルス、パラインフルエンザウ
イルスまたはヒトメタニューモウイルスを感染
させる、あるいは各々のウイルスの膜融合タ
ンパク質を発現プラスミドを用いて単独に
発現させて、pulse-chase 法を用いて、経時
的にウイルス膜融合タンパク質の変化を解
析する。具体的には、糖鎖修飾の変化（分子
量、移動度の変化）と開裂（TMPRSS２による）
が起こるタイミングとの関連、ラフト膜への移
行（ゴルジへの移行とリンクしている）と開裂
（TMPRSS２による）が起こるタイミングとの関
連、Endo-H 耐性化との関連を明らかにするこ
とによって、開裂すなわちウイルス膜融合タ
ンパク質と TMPRSS２とが会合する細胞内での
場所を特定する。 
 加えて、各種細胞小器官（具体的には核、
ゴルジ、小胞体、初期エンドゾーム、後期エン
ドゾーム、トランスサイトーシスエンドゾーム、
リサイクルエンドゾーム、微小管）を蛍光タン
パク標識局在マーカーあるいは間接蛍光抗体
法によって染め分け、TMPRSS2 やウイルス膜融
合タンパクとの細胞内分布を共焦点顕微鏡に
よる観察で明らかにし、pulse-chase 実験と
の整合性を調べる。 
 
 肺炎発症における TMPRSS2の in vivoにおけ
る重要性を明らかにするために、マウスモデル
が確立している肺炎発症ウイルス（呼吸器増
殖性ウイルス）を、TMPRSS2 ノックアウトマウス
に感染させ、増殖性を詳細に解析することに
より、TMPRSS2 の肺炎発症における重要性を
in vivo レベルで明らかにする。TMPRSS2 ノック
アウトマウスは、NIH Knock Out Mouse Project
からすでに胚を購入して、それをもとに作出
する。マウスの TMPRSS2 が、ヒトの TMPRSS2 と
同様に、インフルエンザウイルスやパラインフル
エンザウイルスの増殖を促進するかを解析す
る。用いるウイルスは、インフルエンザ A 型
（H3N2Udorn 株）、マウスパラインフルエンザ（セ
ンダイウイルス）、及びヒトメタニューモウイル
スを計画している。センダイウイルスは、マウ
スの肺炎ウイルスであるが、マウスの TMPRSS2
のみならず。ヒトの TMPRSS2 でも増殖が促進さ
れることを解析して、ヒトのパラインフルエン
ザウイルスのモデルとして有用であるかを検
討する。また、感染に用いるインフルエンザ A
型ウイルス（H3N2Udorn 株）及びヒトメタニュー
モウイルス）の各々は、レポータータンパク質
を発現するように申請者らが遺伝子組換え

技術によって作成したものを、マウスパライン
フルエンザ（センダイウイルス）においては、
加藤篤氏（感染研）が作成したものを譲り受
けて利用する。 
 TMPRSS2 がこれらのウイルスの増殖に果たす
役割の重要性の評価については、TMPRSS2を発
現する通常のマウス（コントロールマウス）へ
の感染実験の結果と比較することによって
行う。ウイルス増殖の指標としては、各臓器
（主に肺）における感染性ウイルスの量（PFU、
TCID50）、レポータータンパク質の発現量、病理
組織学的解析によって行う。また、TMPRSS2 ノ
ックアウトマウスにおけるウイルス増殖の低下
が、TMPRSS2 ノックアウト以外の要素に依存し
ていないことを示すためのコントロールとし
て、増殖に TMPRSS2が関与しないウイルス（マ
ウス肝炎ウイルスなど）を用いる。 
 
TMPRSS2 ノックアウトマウスにおいてウイルス
増殖の低下が観察できなかった場合 
 TMPRSS2は、肺に高く発現している酵素であ
り、これまでの霊長類を用いた実験の結果か
らも、SARS コロナウイルスなど（TMPRSS2 で増
殖が増強されるウイルス）の増殖の場に、多
く発現していることが確認できている。
TMPRSS2が、in vivoにおいて、ウイルス増殖に
働いていないという可能性は非常に低いと
考えている。しかしながら、万が一 TMPRSS2
ノックアウトマウスにおいてウイルス増殖の低
下が観察できない場合は、他の酵素が TMPRSS2
と同様の効果を発揮していると考えられる。
TMPRSS2と比べると、ウイルス増殖を促進する
効果は、非常に低いが、他の膜タンパク型セリ
ンプロテアーゼである TMPRSS4 もまた、インフ
ルエンザウイルスの増殖を促進することが分
かっている。そこで、TMPRSS4 ノックアウトマ
ウスを準備して、TMPRSS2とのダブルノックアウ
トマウスにおけるウイルス増殖を解析するこ
とを計画する。 
 
４．研究成果 
（１）麻疹ウイルスの上皮感染機構の解析（感
染受容体の同定）について 
麻疹ウイルスの上皮細胞の受容体について
は、2011 年に残念ながら外国の２つの研究グ
ループらによって、同定され発表された
（Noyce et al. PLoS Pathog; Muhlebach et 
al. Nature）。麻疹ウイルスが、上皮細胞に
感染する時に用いる受容体は、ネクチン４と
いう極性上皮細胞の接着結合部に発現して
いるタンパク質であることが明らかになっ
た。 
 申請者らは、それらの知見をヒントに、麻
疹ウイルスと同じウイルス属のイヌジステ
ンパーウイルス（CDV）が上皮細胞に感染す
る時、ならびに中枢神経に感染する時に用い



る受容体が、同じくネクチン４であることを
明らかにした（論文リスト 1）。 
 CDV が最近になって、サルに対して致死的
な感染症を引き起こしていることを明らか
にした（論文リスト 2）。サルから分離した
CDV は、イヌの受容体（イヌ SLAM、イヌネク
チン４）のみならず、サルの受容体（サル SLAM、
サルネクチン４）を効率よく利用できること
を明らかにした（論文リスト 2）。一方、この
サルから分離した CDV は、ヒトの受容体（ヒ
ト SLAM）を利用することはできないことを証
明した（論文リスト 2）。すなわち、このウイ
ルスは、ヒトに対する病原性はないと考えら
れた。しかしながら、CDV の受容体結合タン
パク質である Hタンパクに、ひとつアミノ酸
置換が生じるだけで、ヒト SLAM が利用でき
るように変異することを証明した（論文リス
ト 7）。 
 上記のようにCDVのヒトへの感染の危険性
が生じていることを明らかになってきた。そ
こで、CDV のヒト上皮細胞における増殖性に
ついて解析した。イヌから分離される通常の
CDV も、ヒトネクチン４を受容体として利用
できることが明らかになった（論文リスト 3）。
しかも、CDV の C タンパク質、V タンパク質
が、ヒトの上皮細胞内において、効果的に自
然免疫の発動を抑制できることを明らかに
した（論文リスト 3、9）。すなわち、CDV が
今後ヒトに対して大きな脅威となりうるこ
とが明らかになった。 
 麻疹ウイルスは、上皮細胞に感染すると、
頂端膜側から選択的に出芽してくる。このメ
カニズムについての解析も実施し、その結果、
このような出芽は、麻疹ウイルスのリボ核タ
ンパク質複合体が、リサイクルエンドゾーム
によって輸送されることと深く関連してい
ることを明らかにした（論文リスト 6）。 
 麻疹ウイルスの Hタンパク質は、主要表面
抗原であり、中和の主な標的となっている。
H タンパク質のエピトープの詳細な解析を実
施し、機能的、構造的に変異を許容しにくい
複数の領域が主要エピトープになっている
ことを証明した（論文リスト 4、5）。 
 
（２）インフルエンザウイルス、パラインフルエ
ンザウイルス、ヒトメタニューモウイルスの上皮
感染機構の解析（膜タンパク型セリンプロテア
ーゼ TMPRSS2による増殖促進機構の解明）につ
いて 
 ヒトパラインフルエンザ１〜４型の全て、
マウスパラインフルエンザ１型（センダイウ
イルス）が、TMPRSS2 によって活性化される
こと、また、それらウイルスの膜融合タンパ
ク質（F タンパク質）の開裂部位の特徴的な
アミノ酸配列（QSR）が、TMPRSS2 による開裂
ならびにウイルスの増殖に重要であること

を証明した（論文リスト 8）。 
 TMPRSS2 ノックアウトマウスの作出に成功
した（論文リスト 10）。そのマウス内では、
インフルエンザウイルスの膜融合タンパク
質（HA タンパク質）の開裂は、非常に制限さ
れており、ウイルスの増殖レベルは非常に低
く、本マウスはインフルエンザ感染に対して
完全耐性であることを証明した（論文リスト
10）。すなわち、TMPRSS2 こそが、インフルエ
ンザウイルスの生体内活性化酵素であるこ
とが見事に証明された。 
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