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研究成果の概要（和文）：プリオン蛋白質(PrPC)は細胞膜蛋白質であり、これまでに脳の神経細胞で特に高発現してい
ること、PrPCの構造変異体(PrPSc)は凝集体を形成し、プリオン病を引き起こすことが知られている。しかし、PrP遺伝
子欠損(Prnp0/0)マウスは正常に発育成長することから、PrPCの生体機能は不明であった。申請者らは、Prnp0/0マウス
にインフルエンザAウイルス(IAV)を感染させた結果、野生型(WT)マウスと比較すると、ウイルスに高感受性であり高い
致死率を呈した。以上の結果から、肺で発現するPrPCはIAVの増殖を抑制する宿主側因子である可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：The cellular prion protein, designated PrPC, is a membrane glycoprotein expressed 
the most abundantly in brain and to a lesser extent in other non-neuronal tissues. Conformational 
conversion of PrPC into the amyloidogenic isoform, PrPSc , is a key event in the pathogenesis of prion 
disease. However, the physiologyical functions of PrPC remain largely unknown, particularly in 
non-neuronal tissues. Here we show that, compared with wild-type (WT) mice, mice devoid of PrPC (Prnp0/0) 
were highly susceptible to various strains of influenza A virus (IAV). Prnp0/0 mice displayed higher 
mortality after intranasal infection with IAVs, with higher virus titers and more severe inflammatory 
responses in their lungs, indicating that PrPC has a protective role against IAV infection.

研究分野：小児科学、ウイルス学
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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-サイトカイン-プロテア
ーゼサイクル」説を申請者らは提唱してきた
(図 1;文献 1)。 

 ウイルス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。ウイルスが肺に感染すると、炎症性サイ
トカインが産生されるが、これら炎症性サイ
トカインは転写因子の活性化を介し、HA を
切断する異所性プロテアーゼ (Trypsin, 
MMP-9)の発現を上昇させる(図 1;文献 2,3)。
その結果、ウイルスの 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」により、サイトカ
イン・ストームが誘発され、これが血管内皮
の浮腫を伴う循環不全に繋がり重症化を引
き起こすことを明確にした(文献 4,5)。 
 さらに申請者らは、特定の患児がインフル
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多く
( 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、ミトコンドリアの脂肪酸を代謝で
きず、細胞内の ATP産生が低下し、重症化し
ていた(文献 6,7)。実際に申請者らは、組織や
細胞内の ATP の定量法を開発し(文献 8,9)、
インフルエンザ等の重篤な感染症で集中治
療室(ICU)に入室した患児の末梢血中の ATP
を定量した結果、ICU入室患児では健常者と
比較して ATPが低値であった 
(文献 10, 11)。糖代謝改善薬の投与による 

ATP枯渇を防止する治療は、病態の改善効果
が若干は認められるのみであった(文献 12)。
従って、ウイルス増殖を抑制し、サイトカイ
ン・ストームを抑制する宿主側因子を標的と
した根本療法の開発が世界中で望まれてい
る。 
 
２．研究の目的 
 
 最近、申請者らはプリオン蛋白質遺伝子欠
損マウス(Prnp0/0マウス)では野生型(WT)マ
ウスと比較し、インフルエンザウイルスに
対し死亡率がきわめて高いことを見出した。
このプリオン蛋白質(PrP)は神経細胞に多
く存在することが報告されているが、
Prnp0/0 マウスは特に表現型は認められず、
その生体機能は不明である。免疫系におい
て PrPは胸腺の未成熟 T細胞と骨髄の造血
系前駆細胞で特に発現しており、PrP はリ
ンパ球の活性化や分化に関与すると推定さ
れているが、その機序については明らかに
されていない。 
 以上の背景から、PrPはインフルエンザの
重症化を左右する新規リスク因子であり、
ウイルス罹患時に「神経の保護(インフルエ
ンザ脳症発症の抑制)」や「免疫担当細胞の
活性化」等に関与している可能性が高いと
申請者は考えている。従って、本研究では
Prnp0/0マウス及び PrP遺伝子過剰発現マウ
ス(Tgマウス)を用い、インフルエンザウイ
ルス感染試験を実施することで、PrP のウ
イルス感染防御機序の詳細について明確に
することを主目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では季節型インフルエンザ
(Influenza virus A/Puerto Riko/8/34株: IAV)
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て検証をする。
具体的には、ウイルス感染後のWTマウス、
Prnp0/0マウス、Tgマウス間の各組織の炎症
度、サイトカインの産生量、組織の ATP量
等を比較し、PrPの生体機能を明確にする。
さらに、肺の PrPを分子標的としたインフ
ルエンザ重症化の予防・治療法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
(1)肺の PrPは IAV増殖を抑制する 
 
 IAV増殖を抑止する宿主側因子として、プ
リオン蛋白質(PrP)を申請者らは同定した。
Prnp0/0マウスは WT マウスと比較すると、
ウイルスに高感受性であり、高い致死率を
呈した(図 2A)。PR8 株以外のウイルス株
(IAV/Aichi株、IAV/WSN株)でもウイルス感
染試験を実施したが、いずれの株でも
Prnp0/0マウスはウイルスに高感受性を示し
た。逆に、Prnp0/0マウスにマウス由来 PrP



遺伝子を遺伝子導入して作出した PrP過剰
発現(Tg)マウスでは、死亡率が大幅に低下
した(図 2B)。以上の結果から、肺で発現す
る PrPはウイルス増殖を抑制する宿主側因
子である可能性が高いことが示唆された。 
 

 
 そこで肺で発現する PrP の生体機能を明
らかにする目的で、IAV感染させたWTマ
ウス及び Prnp0/0 マウスの肺を摘出した後
に、肺の 1)組織(HE)染色、2)湿重量の測定、
3)炎症性サイトカインの定量、4)ウエスタ
ンブロット、5)ウイルス力価の測定を試み
た。 
Prnp0/0マウス肺はWTマウス肺と比較して、
広範な炎症性細胞の浸潤が認められ、浮腫
も著明に進行していた。また、Prnp0/0マウ
ス肺ではWTマウス肺と比べて、炎症性サ
イトカイン(IL-6、TNF-α、IFN-γ)の産生が
有意に亢進しており、肺ホモジネート及び
BALF(気管支肺胞洗浄液)のウイルス力価
が 2倍程度であった。さらに、アポトーシ
ス(細胞死)の指標である Cleaved caspase-3
の発現量を調べたところ、WT マウス肺と
比べて Prnp0/0 マウス肺ではアポトーシス
が進行していることがウエスタンブロット
の結果から明らかになった(図 3)。他にも、
ウエスタンブロットの結果から、肺の TJ 
(Tight Junction)を構成する Claudin-3の著明
な減少が Prnp0/0マウスで認められており、
TJ の不安定化が Prnp0/0マウスにおける重
症化の主要因であるものと推定している。
以上の結果から、肺で発現する PrP は IAV
増殖を抑制するものと考えられるが、その
詳細な機序については不明であり、現在解
析中である。 
 
(2)抗 PrP抗体は IAVの重症化を予防する 
 
 マウスへの抗 PrP 抗体(38-2)の前(腹腔内)
投与で、WTマウスでは IAVの重症化を予
防できること、すなわち、肺で起こるアポ
トーシスを著明に抑制する効果があること
を見出した(図 4A)。この予防効果は、

1)Control IgGを前投与した際には認めらな
いこと、2)Prnp0/0マウスでは抗 PrP 抗体の
予防効果は認められないことから、抗 PrP
抗体は肺の PrPと結合することにより予防
効果を発揮するものと考えられる。さらに、
マウス肺初代培養細胞を調製することに成
功し、この細胞を用いた評価試験を実施した
結果、抗 PrP抗体の前処理による IAV増殖
の抑制効果が再確認された(図 4B)。 
 マウスを用いた IAV 感染試験及び上述した
マウス肺初代培養細胞を用いた IAV感染試験
において、抗 PrP抗体と共に Src family構成
蛋白質の阻害剤(Dasatinib)を前投与(前処理)
した際、抗 PrP抗体の予防効果が消失するこ
とが最近、明らかとなった。そこで Src family
構成蛋白質のリン酸化を特異的に検出する
抗体を用いて、マウス肺のウエスタンブロッ
トを試みた結果、抗 PrP 抗体を前投与した
マウスでは、ウイルス感染後の初期(ウイル
ス感染3日後)にSrc family構成蛋白質のリン
酸化が亢進していることが判明した。従って、
抗 PrP 抗体の作動する機序として Src family
構成蛋白質がリン酸化され、活性型になるこ
とが重要であると推定され、その詳細な機序
について、現在解析中である(図 5)。 
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