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研究成果の概要（和文）：ヒトパラインフルエンザウイルス（HPIV）及びマウスパラインフル

エンザウイルスであるセンダイウイルス（SeV）が膜貫通型セリンプロテアーゼ TMPRSS2に

よって活性化されることを示した。TMPRSS2ノックアウトマウスを用いた感染実験から、マ

ウス体内における SeV の増殖には TMPRSS2 は必須ではない可能性を示した。HPIV、SeV、

ヒトメタニューモウイルスといった複数の呼吸器感染性ウイルスにおいて、ウイルス膜蛋白開

裂部位 P3～P1位のアミノ酸配列（QSR）が高度に保存されていることを明らかにした。さら

に SeVを用いた実験から、ウイルスの増殖には P2、P3位のアミノ酸が重要であることを示し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We showed that human parainfluenza viruses and Sendai virus 

(murine parainfluenza virus type 1) use TMPRSS2 for their activation. TMPRSS2 

knockout mouse model suggested the possibility that TMPRSS2 might not be critical for 

SeV spread in mice. Residues at the P3, P2 and P1 positions (QSR) of the cleavage site of 

virus membrane fusion proteins are highly conserved among many respiratory viruses, 

such as human parainfluenza viruses, SeV and human metapneumovirus, Finally, our data 

demonstrated importance of the P2 serine and P3 glutamine residues for SeV replication. 
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１．研究開始当初の背景 

 ウイルス性呼吸器感染症は代表的な小児
疾患の一つである。重篤化すると致死的な肺
炎につながるため、早期治療が重要である一
方、有効な治療法は確立されていない。本症

の原因となるウイルスとして、RS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、インフルエンザウイルスが挙
げられる。近年、これらのウイルスの多くが、
その増殖に共通して膜貫通型蛋白分解酵素
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TMPRSS2を利用することが明らかとなった。
このことから、ウイルス性肺炎の発症におけ
る TMPRSS2 の重要性が示唆されるものの、
実証はされていない。 

 

２．研究の目的 

 パラインフルエンザウイルス、マウスパラ
インフルエンザウイルスであるセンダイウ
イルスを用いて、ウイルスによって引き起こ
される肺炎の発症機構における TMPRSS2

の重要性を検証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)パラインフルエンザウイルス（HPIV）１、
2、3、4aおよび 4b型を Vero細胞および
TMPRSS2発現 Vero細胞（Vero/TMPRSS2）に感
染させ、トリプシン添加あるいは非添加の条
件下で培養し、プラ－ク形成の有無を観察し
た。また、赤色蛍光蛋白（RFP）発現センダ
イウイルス（SeV-RFP）を同様に両細胞に感
染させ、ウイルス感染細胞の拡がりを観察し
た。さらに、感染細胞上清中のウイルス力価
を測定した。ウイルス膜蛋白の開裂の有無は、
感染細胞あるいは感染細胞上清を用いたウ
エスタンブロッティングを行って確認した。 
 
(2)TMPRSS2ノックアウトマウスを作出し、赤
色蛍光蛋白（RFP）発現センダイウイルス
（SeV-RFP）をノックアウトマウスおよび野
生型マウスそれぞれに感染させた。感染マウ
スの体重、肺におけるウイルス感染部位の拡
がりを観察した。 
 
(3)SeV-RFPを用いて、ウイルス膜蛋白である
Ｆ蛋白の開裂部位 P3位のアルギニン（Q）、
P2位のセリン（S）をそれぞれ変異させた変
異ウイルス（Q114A、Q114S、Q114V、S115Rお
よび S115V）を作製した。変異ウイルスを活
性型 TMPRSS2発現 Huh-7細胞
（Huh-7/TMPRSS2-18）、非活性型 TMPRSS2発
現 Huh-7細胞（Huh-7/TMPRSS2m-4）、ヒト気
管上皮細胞である Calu-3細胞およびヒト腸
管上皮細胞である Caco-2細胞に感染させ、
トリプシンを加えない条件下で感染細胞の
拡がりを観察した。また、感染細胞上清中の
ウイルス力価を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）Vero 細胞では、トリプシンを添加した
群ではいずれのウイルス感染細胞でも明瞭
なプラ－クの形成が認められたものの、トリ
プシン非添加の群ではプラ－クの形成は認
められなかった（図１）。一方、Vero/TMPRSS2
細胞では、トリプシン非添加の条件下でも、
すべてのウイルス感染細胞で明瞭なプラ－
クの形成が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ HPIV1-4a、4b 型の Vero および

Vero/TMPRSS2 細胞におけるプラ－クアッセ
イ 
 

SeV では、SeV-RFP を用いてウイルス感染
細胞の拡がりを経日的に蛍光顕微鏡下で観
察した（図２）。Vero 細胞ではトリプシンを
加えないとウイルス感染細胞の拡がりは認
められない一方、Vero/TMPRSS2細胞では、ト
リプシン非添加の条件下においてもウイル
ス感染細胞が広がる様子が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 ２  SeV-RFP の Vero お よ び
Vero/TMPRSS2細胞での拡がり 
 
 
 また、感染細胞上清中には、高い感染力価
を有するウイルス粒子の放出が確認された
（図３および４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ HPIV1-4a、4b 型の Vero および
Vero/TMPRSS2細胞における増殖曲線 



 

 

 
 
 
  
 
 
 
 

図 ４  SeV-RFP の Vero お よ び
Vero/TMPRSS2細胞における増殖曲線 
 
 
 以上の結果から、TMPRSS2は HPIV1、2、3、
4a、4b型および SeVの多段階増殖を促進する
ことが示された。 
 TMPRSS2 によってウイルス膜蛋白の開裂が
起きているかを確認するため、感染細胞を用
いてウエスタンブロッティングを行った。
Vero細胞では、トリプシンを添加すると膜蛋
白の開裂産物（F1）が確認できるもののトリ
プシンがない条件下では開裂前の状態（F0）
しか検出されなかった（図５および６）。一
方、Vero/TMPRSS2細胞では、トリプシンを加
えない条件下でも F1 が検出された。以上の
結果から、TMPRSS2によって HPIVsおよび SeV
が活性化され、膜蛋白の開裂が起きているこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ Vero および Vero/TMPRSS2 細胞にお

ける HPIVs膜蛋白の開裂像 
 
 
 
 
 
 
 
図６ Vero および Vero/TMPRSS2 細胞にお

ける SeV膜蛋白の開裂像 
 
 
 
 
 

（2）今回行った条件においては、TMPRSS2ノ
ックアウトマウスと野生型マウスの間で、感
染後のマウスの体重変化および感染部位で
のウイルスの拡がりに顕著な差は認められ
なかった。更なる条件検討が必要ではあるも
のの、今回の結果から、マウス体内における
SeV の増殖には、TMPRSS2 は必須ではない可
能性が示唆された。 
 
 
（3）呼吸器感染性ウイルスにおける膜融合
蛋白質開裂部位 P1、P2および P3位のアミノ
酸配列を比較した（表１）。その結果、ヒト
メタニューモウイルス、SeV、HPIV、A型イン
フルエンザウイルスといった複数のウイル
スで、この部位のアミノ酸配列（QSR）が高
度に保存されていることがわかった。 
 
表１ 各ウイルスの膜融合蛋白質開裂部位
における P1、P2および P3位のアミノ酸配列 
Viruses P3  P2  P1  

HMPV  Q S  R 

SeV  Q S  R 

HPIV1 Q S/T  R 

HPIV2   Q E  R 

HPIV3  T  E/K/R  R 

HPIV4a Q S  R 

HPIV4b Q S  R 

IAV H1 subtype Q S  R 

IAV H2 subtype E S  R 

IAV H3 subtype  Q T  R 

HMPV:ヒトメタニューモウイルス 
IAV：A型インフルエンザウイルス 
 
 
 SeV-RFPの P2位あるいは P3位のアミノ酸
を変異させた変異ウイルス（Q114A、Q114S、
Q114V 、 S115R お よ び S115V ） を
Huh-7/TMPRSS2-18 細胞に感染させたところ、
どの変異ウイルスも増殖はするものの、その
程度は親株よりも低かった（図７）。特に P2
位を変異させた S115R株において、ウイルス
の増殖効率が親株と比較して顕著に低下し
た。 
 一方、Calu-3 および Caco-2 細胞に感染さ
せた場合は、P3位を変異させた株においてウ
イルス増殖の低下が認められた（図８）。特
に、Q114V 株において顕著な差が認められた
（図８および９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 ７  Huh-7/TMPRSS2-18 細 胞 お よ び

Huh-7/TMPRSS2m-4細胞における SeV-RFP（Wt）
および変異株（Q114A、Q114S、Q114V、S115R
および S115V）の感染像（Ａ）と増殖曲線（Ｂ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ Calu-3 および Caco-2 細胞における

SeV-RFP（Wt）および変異株（Q114A、Q114S、
Q114V、S115Rおよび S115V）感染細胞の拡が
り 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ SeV-RFP（Wt）および変異株（Q114A、

Q114S、Q114V、S115Rおよび S115V）感染 Calu-3
細胞における、感染後５日目のウイルス力価 
 
 
 

 以上の結果から、SeVの増殖には P2あるい
は P3 位のアミノ酸が重要であることが示さ
れた。今回、TMPRSS2 を強制発現させた細胞
と Calu-3および Caco-2細胞で変異株の増殖
性に違いが認められた。Calu-3および Caco-2
細胞は TMPRSS2以外にも様々なプロテアーゼ
を発現していることから、この増殖性の差は
TMPRSS2 以外のプロテアーゼによってウイル
スが活性化されたことによるものではない
かと考えられる。 
  

TMPRSS2 の重要性についてはさらなる検討
が必要であるものの、TMPRSS2 が複数の呼吸
器感染性ウイルスを活性化すること、ウイル
ス活性化には膜融合蛋白開裂部位 P2 あるい
は P3 位のアミノ酸が重要であることを明ら
かにすることができた。以上の成果は、呼吸
器感染性ウイルスを制御する上で有用な情
報を提供するものである。 
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