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研究成果の概要（和文）：RSVの鼻粘膜上皮で感染作用機序について検討した．RSVの鼻鼻粘膜上皮への感染様式は上皮
細胞の頂部に付着し細胞内へ侵入する．続いて，鼻粘膜上皮細胞内で複製され，再び細胞頂部に移動し鼻腔方向へ出芽
した．また，鼻粘膜での抗ウイルス作用の主体はⅢ型IFNである．従来のⅠ型IFNの誘導は少なかった．NF-κB経路はRS
V複製と関係があり，この抑制作用を持つクルクミン，フムロンにつき検討した． 鼻粘膜上皮細胞を用いた検討では，
クルクミンの処置によりRSV複製，炎症性物質の抑制が認められた． フムロンのRSVの増殖抑制効果も確認した ．副作
用の少ない生理活性物質もRSV感染を抑制作用を持つことがわかった．

研究成果の概要（英文）：Respiratory syncytial virus (RSV) is the major cause of respiratory disease. The h
uman nasal epithelium is the first line of defense during respiratory virus infection. RSV could infect th
ese cells from apical but not basolateral side, and enhanced the expression of tight junction proteins. RS
V infection induces polarity in the infected cells, thereby spreading the infection. 
As an innate immune response against diverse viral infections, a host induces two types of IFN, type-I and
 type-III. Type -III, but not type-I, contributes to the main first line defense against respiratory virus
 infection in nasal mucosa. Curcumin and Humulon can prevent the replication of RSV and the epithelial res
ponses to it. Moreover, Clarithromycin also suppressed RSV-induced PAF receptor expression and adhesion of
 fluorescein-labeled S. pneumoniae cells to A549 cells. These are useful biological products for the preve
ntion and therapy for RSV infection.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年インターフェロン(IFN)の一部が新た

な機序を持つ免疫調節の分子であることが分
かってきた．抗ウイルス作用の主体であるⅠ
型IFN（IFNα)、免疫調節作用を持つⅡ型IFN
（IFNγ）のほかに，新たにⅢ型IFN（IFN ラ
ムダ（λ）ファミリー，IL-28A, IL-28B,IL-29）
が発見された．IFNλの発現はウイルス感染な
どにより誘導され，抗ウイルス活性，MHCクラ
スⅠ抗原提示の制御などの生理活性を有する．
日本人のIFNλ 遺伝子変異が他の人種と大き
く異なることが報告された． 
抗ウイルス作用を持つ自然免疫に関与する

物質の解析にはウイルス抑制を評価できるシ
ステムが必要である．そのため，まず，ヒト
の細胞を用いたシステム構築を優先的に始め
ることとした．また，実際にインターフェロ
ンと同様な抗ウイルス作用を持つ物質の同定
も並行して行う必要がある．このような抗ウ
イルス作用を持つ免疫抑制物質と実際のウイ
ルス感染との研究は社会的に重要な課題であ
る． 
 
２．研究の目的 
ウイルス性上気道炎症での鼻粘膜の役割

を明らかにするためには，まず，ウイルス感
染で起こる鼻粘膜上皮細胞の反応について
理解する必要である．その中でも，ウイルス
の種特異性と細胞指向性の理解と宿主免疫
応答のうち，自然免疫応答と抗ウイルス反応
の鼻粘膜での特徴を理解することが重要で
ある．われわれは正常なヒト鼻粘膜上皮細胞
を用いたウイルス感染系を確立して，鼻粘膜
上皮に特徴的なウイルスへの免疫応答を模
索した．また，上皮細胞へのウイルスの侵
入・複製・出芽のメカニズムを明らかするこ
とで感染様式が解明され，抗ウイルス応答の
詳細について検討することで鼻粘膜上皮の
ウイルスに対するインターフェロンを含め
た抗ウイルス初期応答が解明できる．気道粘
膜でのウイルス感染の詳細を明らかにし，さ
らに，鼻粘膜上皮の炎症の場としての特徴を
利用した新しい治療戦略を提言することを
目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1) 鼻粘膜上皮へのウイルス感染系の確立
と TLR を介した反応 
RSV 感染細胞：HEP２の上清（500μｌ）を，
鼻粘膜上皮細胞にかけて 1時間で感染させる．
その後，通常培地で 2 回洗い感染細胞として
使用した．ヒト鼻粘膜初代培養細胞に
hTERT（テロメラーゼ逆転写酵素）レトロウ
イルス産生細胞の上清をかけ感染させ，ｈ
TERT 導入鼻粘膜上皮細胞を作成した．この
延命化した hTERT 導入ヒト鼻粘膜上皮細胞
を使用し，これにウイルス感染している HEP
２細胞の上清をかけて上記の条件で RSV を
感染させた． 
これらを用いて，RSV のエンベロープタン

パクである G タンパク・Ｆタンパクの発現を，
RT-PCR，ウエスタンブロット法，免疫染色
で確認した．さらに，炎症性サイトカインで
ある IL-8 や TNF-αの発現も ELISA 法で確
認した． 
 
(2) ウイルスの上皮細胞指向性，侵入，出芽
の解析 
頂端側と基底側のそれぞれから RSV 感染

を行うため，二重構造を持つディッシュを用
いて 2 方向からの感染実験を行った． 

RSVのGタンパク，Fタンパク，免疫染色，
ウェスタンロット法，電子顕微鏡的解析を用
いて検討した．免疫染色では 3 次元的解析も
行った． 

 
(3) RSV 感染ヒト鼻粘膜上皮細胞でのインタ
ーフェロン産生解析 
RSV（Long 株，A2 株）を MOI 1 で感染させ，

ウイルス増殖性は Hep2 細胞を指標細胞とし
たプラーク形成法で，IFN-β, IFN-λ, 
regulated on activation, normal T-cell 
expressed and secreted (RANTES) 産生は
ELISA で，IFN 誘導遺伝子(ISG)の発現は
RT-PCR およびウェスタンブロッティングで
解析した． 
 
(4) RSV 感染鼻粘膜上皮細胞に対する感染
抑制効果を持つ物質の同定 
手術によって得られた下甲介鼻粘膜上皮

細胞に hTERT（human catalytic subunit of 
telomerase reverse transcriptase）を導入
することで延命化したヒト正常鼻粘膜上皮
細胞（human nasal epithelial cells: HNECs）
を培養した．培養した正常鼻粘膜上皮細胞に
RSV を感染させ，クルクミンを投与したとき
のタンパク発現を western blot 法，免疫染
色で，遺伝子発現を RT-PCR 法で調べた．ま
た，タイト結合のバリア機能について TER を
用いて評価し，走査型顕微鏡を用いてウイル
スフィラメントや出芽の様子を確認した．炎
症物質の発現の変化についてはELISA法で調
べた．ホップの成分のフムロンについても検
討した． 
 
(5) RSV 感染により誘発される鼻粘膜上皮へ
の細菌付着抑制物質の同定 

肺炎球菌の気道上皮細胞への付着の解析．
肺炎球菌を FITC 標識し，上皮細胞に RSV 感
染後 48時間後に FITC 標識肺炎球菌の接着ア
ッセイを行い，蛍光顕微鏡またはジローサイ
トメトリー (FACS) にて観察した．PAF 受容
体の細胞表面での発現はマウス抗PAF受容体
モノクローナル抗体および蛍光標識抗体で
染色し、FACS で解析した。また，mRNA レベ
ルを半定量的 RT-PCR 法を用いて測定した． 
 
４．研究成果 
(1) 鼻粘膜上皮へのウイルス感染系の確立
とＴＬＲを介した反応 



ヒト鼻粘膜上皮細胞には TLR1～10 が発現
していることがわかっている．TLR ファミリ
ーの中で，TLR3 はウイルス由来の ds RNA お
よび人工合成物であるPoly (I:C)を認識する．
ヒト鼻粘膜上皮細胞に対して各TLR特異的リ
ガンドを処置したところ，TLR3 リガンド
Poly(I:C)処置したときのみタイト結合分子
JAM-A 発現低下を認め，細胞境界に存在する
JAM-A の局在に変化が認められた．さらに，
Poly (I:C)処置すると炎症性サイトカインで
ある IL8・TNFα産生誘導が生じるが，他の
TLR リガンドではこの現象は認められなかっ
た．このように，ヒト鼻粘膜上皮ではウイル
ス感染の炎症惹起，上皮バリア機能の低下の
要因として TLR3 を介した作用があると考え
られる． 
 
(2) ＲＳウイルスの感染様式，細胞間接着装
置の変化 

RSV の感染がヒト鼻粘膜上皮細胞の頂側膜
で起こるか，側基底膜で起こるかを調べるた
めに，細胞を二重のディッシュで培養し RSV
に感染させた． ウエスタンブロット法でタ
ンパクの発現を観察すると，RSV/G タンパク
質は頂端側からの感染群のみに認めた．免疫
染色においても，24 時間後，72 時間後とも
に頂端側感染群で RSV/G の発現は側基底側
からの感染に比べ強かった．つまり，RSV は
ヒト鼻粘膜上皮細胞では細胞の頂端側表面
から優位に感染すると考えられた（下図）． 

さらに免疫染色では，RSV/G，/F タンパク
質が RSV 感染 8 時間後には核のまわりで観
察されたのに対して，経時的な観察を続ける
と感染 24h 後では，頂端側細胞表面付近に移
動するように認められた．これに比較してヌ
クレオカプシドタンパクは感染 24 時間後で
は細胞質の中で特に核周囲に分布している．
また電子顕微鏡的観察での出芽の状態は頂
端面で観察され，さらに，透過型電子顕微鏡
でも細胞表面にウイルス特有の粒子と思わ
れるものが観察された．このように，RSV の
ヒト鼻粘膜上皮細胞での侵入・出芽は細胞頂
側からの侵入，そして出芽であることが確認
できた． 

また，RSV 感染後の鼻粘膜上皮細胞にお
いて，タイト結合タンパクの変化を調べるた
めに，ウエスタンブロット法，RT–PCR，リ
アルタイム PCR と免疫染色を行った． ウエ
スタンブロット法では，claudin-4と occludin
は，RSV 感染後，時間依存的で増加した（． 
RT–PCR とリアルタイム PCR で，claudin-4

と occludin の mRNA は RSV 感染後 24h 後
から増加したが，UV 不活性 RSV 群とコント
ロール群で変化なかった． RSV 感染 24h 後
の免疫染色では，コントロールと比較して，
claudin-4 と occludin は，鼻粘膜上皮細胞の
細胞膜上での発現が増加した． 

 
(3) 鼻粘膜上皮への RV感染後の IFN誘導の
特徴 
呼吸器ウイルス（RSV，麻疹ウイルス，ム

ンプスウイルス）を感染させた鼻粘膜上皮細
胞におけるIFN系の状態を調べるために，IFN
と ISG の mRNA 濃度を RT-PCR で測定した． 
IFN-λ1と2/3のmRNA発現は呼吸器ウイルス
感染で誘導された． 一方，驚くことに IFN-
β，α2 は呼吸器ウイルス感染した鼻粘膜上
皮ではほとんど誘導されなかった． 
 

(4) RSV 感染抑制作用を持つ生理活性物質 
RSV 感染正常ヒト鼻粘膜細胞において

claudin４や occludin の発現上昇が見られ，
バリア機能の上昇が見られた．クルクミンを
投与することによって，タイト結合タンパク
の発現上昇がタンパク及び mRNA レベルで認
められ，TER にてバリア機能が上昇している
ことも確認された． ウイルスエンベロープ
タンパクである Gタンパクや，転写調節因子
である M2-1 タンパクの発現の抑制もタンパ
クレベルで認められた． 
 

クルクミン投与によるウイルスのタンパク
発現抑制とタイト結合タンパクの発現上昇
は免疫染色でも同様に確認できた．走査型顕
微鏡にてクルクミン投与によりウイルスフ
ィラメントの発現抑制とウイルスの出芽の
抑制が認められた．また，RSV 感染正常ヒト
鼻粘膜細胞にクルクミンと投与すると NF-κ
B の活性化が低下し，TNFαや RANTES など炎
症性物質が低下した． 
 
フムロン；もう一つの活性化物質として，

同様に NF-κB の活性抑制作用を持つホップ
苦味成分（フムロン）の RS ウイルス感染に
よるウイルス抑制効果を検証した．クルクミ
ンと同様に RSV 感染上皮細胞で RSV の増殖
抑制効果及び炎症緩和効果を確認した（下
図）． 

 
このように，クルクミンやホップのような

副作用の少ない生理活性物質も RSV 感染を
制御する機能，炎症抑制作用を持つことがわ
かった．これらの活性物質は乳幼児の RSV
感染症に対し使用可能な候補となる可能性
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を示している． 
 
(5) RSV 感染により誘発される鼻粘膜上皮へ
の細菌付着抑制物質の同定 
RSVで発現増強が認められたPAF受容体は用

量依存性にホスホマイシン投与で抑制された．
NF-κB の阻害薬(PDTC)ではPAF受容体のRSV
による発現亢進はコントロールレベル近くま
で低下した.ホスホマイシンのPAF受容体発現
亢進の抑制は感染後に投与しても同様の効果
が確認できた (RSV感染4 または 12時間後) ．
また，PAF発現亢進はクラリスロマイシンでも
抑制されることがわかった．その効果は，ホ
スホマイシンと同等であった． 
このPAF発現抑制効果のメカニズムは以下

のように考察できる．まず，我々は気道上皮
細胞のRSV感染により誘導される
interleukin-8 (IL-8) と regulated on 
activation, normal T-cell expressed and 
secreted (RANTES)などのケモカインはホス
ホマイシンで抑制されるがウイルスの複製は
抑制しなかったことを報告している10）.  
さらに，RSV感染によるケモカインの誘導と

ホスホマイシンの抑制効果はNF-κB 活性に
依存することも報告してきた10）． PAF受容体
の転写はNF-κBによって調節されており， 
NF-κB 阻害剤は気道上皮細胞株への肺炎球
菌付着を抑制する．これゆえ，ホスホマイシ
ンの抑制効果は NF-κB 活性の抑制によるも
のと考えられる． 
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