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研究成果の概要（和文）：野生水禽由来低病原性の鳥インフルエンザウイルス（IAV）が、TMPRSS2遺伝子欠損マ
ウス（KOマウス）を用いて、TMPRSS2が必須の宿主因子であることを実証した。また、そのIAVが、KOマウス連続
継代により、HAに２箇所のアミノ酸変異（HA開裂部位近傍の糖鎖欠失とHA開裂部位の塩基性アミノ酸へのアミノ
酸置換）を伴い、KOマウス生体内で新たなプロテアーゼ利用能を獲得し、病原性を発現することを実証した。一
方、野生水禽と家禽のTMPRSS2について、HA開裂に関わるプロテアーゼ機能に有意な差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that TMPRSS2 is an essential host factor for HA cleavage and
 pathogenicity of a low-pathogenic influenza A virus (IAV) isolated from wild duck using TMPRSS2 
gene knockout mice (KO mice).and wild-type mice. In addition, after passages in KO mice, the IAV 
acquired two amino acid mutations (loss of an oligosaccharide near the HA cleavage site and amino 
acid substitution to a basic amino acid at the HA cleavage site) and began to undergo cleavage 
activation of HA in KO mice. On the other hand, there was no significant difference in TMPRSS2 
protease-function of HA cleavage between wild duck and domestic poultry.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザAウイルス　HA開裂　宿主プロテアーゼ　ウイルス変異　TMPRSS2遺伝子欠損マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は、高病原性IAV出現は、自然宿主である野生水禽と家禽化された鶏の生体内プロテアーゼ環境の違いが
トリガーとなっているのではないかと推測した。しかし、野生水禽と家禽のTMPRSS2について、HA開裂に関わる
プロテアーゼ機能に有意な差は認められなかった。
一方、遺伝子欠損マウスを用いた生体内プロテアーゼ環境の違いから、野生水禽由来低病原性のIAVが、変異に
より、新たなプロテアーゼを利用出来ることを実証できたが、これまで報告されている全ての高病原性IAV認め
られる塩基性アミノ酸の挿入ではなかった。また、HA開裂部位近傍の糖鎖欠失を伴う変異だけでも、新たなプロ
テアーゼを利用出来ることを確認した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インフルエンザ A ウイルス（IAV）の感染性獲得には、ウイルス膜蛋白質の HA がプロテアーゼにより
蛋白質分解性の修飾（HA の開裂）を受け、膜融合活性を発現する必要がある。IAV は自身でプロテア
ーゼ遺伝子を持たないため、HA を開裂できる宿主プロテアーゼを借用する必要があり、IAV 増殖場所
はそのプロテアーゼが存在する組織に限定される。 
鶏において、HA開裂部位が mono-basicな IAVの HA開裂とウイルス増殖は、呼吸器と消化管に限局
され、非病原性あるいは低病原性であるため、低病原性トリインフエンザウイルスと定義され、HA 開裂
部位が multi-basicの IAVの HA開裂とウイルス増殖は、全身に存在するプロテアーゼにより HAが開裂
されるため、全身で増殖できるため、致死的な高病原性を示し、高病原性トリインフエンザウイルスと
定義されている。 
これまでに mono-basicな季節性 IAVの病原性発現には、呼吸器上皮に発現している膜結合型セリン
プロテアーゼ Tmprss2が必須の宿主プロテアーゼであることを明らかにした（J Virol. 88:5608-16.2014）。つ
まり、Tmprss2遺伝子発現を欠損したマウス（Tmprss2 KOマウス）では、HAの開裂が起こらないために、
野生型マウス（Tmprss2 遺伝子を発現している）の最小致死量の 1000 倍の感染でも、体重減少すら認
められなかった。その継続研究で、Tmprss2 に依存的な H3N2 ウイルス（Tmprss2 KO マウスでは非病原
性）が、Tmprss2 KOマウス連続継代（馴化）により、HAに 1アミノ酸変異（糖鎖欠失）を伴い、Tmprss2 KO
マウスに致死的なウイルスとなることを明らかにした（J Virol.89:5154-8.2015）。HA 糖鎖欠失ウイルスは、
肺内の Tmprss2以外の別のプロテアーゼの効率的な利用能を獲得したと考えている。 
以上より、申請者は、Tmprss2 KO マウス馴化という『プロテアーゼ環境の変化』により生じた Tmprss2 

KOマウス馴化ウイルスは、Tmprss2以外の新たなプロテアーゼの指向性を獲得したと考えている。 
 
２．研究の目的 

IAVの自然宿主である野生水禽（マガモ等）では、HA開裂部位が mono-basic な IAVが呼吸器や消化
管で維持・保存され、発症はしないと考えられている（発症しない機序は不明）。また、HA 開裂部位が
multi-basic な高病原性 IAV においても、通常、致死的な発症をしない（近年の高病原性 IAV 株では、致
死的な報告もある）。通常、野生水禽由来 mono-basic IAVは家禽で効率的な感染は起こらず、家禽（鶏）
群内での継代（馴化）により、徐々にウイルス増殖性や病原性を獲得する。その中には、塩基性アミノ
酸が挿入した multi-basicな変異を持つ IAVが出現し、鶏群で致死性を伴う高病原性を示し、甚大な被害
を引き起こす。しかしながら、呼吸器感染での IAV 高病原性化モデルの報告はなく、高病原性化の詳
細な機序も不明である。 
本申請では、野生水禽から家禽への宿主域の変化に伴う『プロテアーゼ環境の変化』という視点か
ら、マウスモデルと鳥類のプロテアーゼ解析を用いて、IAV の高病原性獲得に必要な宿主因子の同定
を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）Tmprss2 KOマウスを用いた IAV高病原性化モデルの確立・検証 

HA開裂部位が mono-basic な低病原性 IAV（鶏では非病原性株）が、季節性 IAV と同様に Tmprss2が
必須の宿主プロテアーゼであるかの検証を実施した。そのために、野生型マウス馴化株の作出も実施
した。低病原性 IAVが、Tmprss2 KO マウスで HA開裂が効率良く起こらない場合、Tmprss2 KO マウスあ
るいは Tmprss2 KO マウス由来呼吸器細胞での継代を実施した。その後、Tmprss2 KO マウスあるいは
Tmprss2 KOマウス由来呼吸器細胞で HA開裂、ウイルス増殖、病原性を獲得したならば、ウイルス遺伝
子の配列を実施した。 
（２）カモとニワトリのセリンプロテアーゼの同定及び機能解析 
自然宿主の野生水禽由来の IAV は、ニワトリなどの家禽には感染しにくい。本申請では、HA 開裂部
位が mono-basicな IAVが開裂するためのプロテアーゼを、Tmprss2もしくは類似のセリンプロテアーゼに
絞り、野生水禽及び家禽のプロテアーゼの同定と HA 開裂の機能解析を実施し、野生水禽と家禽にプ
ロテアーゼ環境の差が認められるか検証した。 
 
４．研究成果 
野生水禽から発育鶏卵で分離したHA開裂部位がmono-basicなアミノ酸配列を持つ低病原性 IAVが、

Tmprss2 KOマウスを用いた感染実験で、生体内での HA開裂、病原性発現に Tmprss2が唯一必須の宿
主因子であることを明らかにした。つまり、Tmprss2 を発現している野生型マウスでは HA が開裂し、効
率的なウイルス増殖が認められ、致死性であったが、Tmprss2 KOマウスでは HA開裂は検出限界以下
であり、効率的なウイルスは認められず、非病原性であった。その IAVは、Tmprss2 KO マウスでの継代
により、HA に２箇所のアミノ酸変異（HA 開裂部位近傍の糖鎖欠失と HA 開裂部位の塩基性アミノ酸へ
のアミノ酸置換）を伴い、KO マウス生体内で TMPRSS2 以外の新たなプロテアーゼ利用能を獲得し、病
原性を発現することを実証した（ウイルス変異の順番も解析した）。これにより、Tmprss2 KO マウスとい
う『プロテアーゼの環境の変化』が、ウイルス変異を誘導したと考えられた。また、HA 開裂部位近傍の
糖鎖欠失を有する自然界に存在する H3N2ウイルスにおいても、Tmprss2 KOマウスで HA開裂すること
から、HA 開裂部位近傍の糖鎖欠失と Tmprss2 以外の新たなプロテアーゼ利用能獲得は、IAV の共通
原理ではないかと考えられた。本研究で認められた HA 開裂部位の塩基性アミノ酸へのアミノ酸置換
は、「HA 開裂部位の伸長の伴わないアミノ酸の置換」であった。これまで、報告されている全ての高病
原性 IAV は、「HA 開裂部位の伸長を伴う、塩基性アミノ酸の挿入」であり、本研究のアミノ置換では、こ



れまでの研究報告から、鶏では低病原性と考えられた。 
野生水禽（野生マガモ）と家禽（肉用鶏と産卵鶏）の Tmprss2 と ST14のプロテアーゼの遺伝子配列に
差は認められたが、それら各々のプロテアーゼを発現するプラスミド解析において、HA 開裂部位が
mono-basicな低病原性 IAV感染培養細胞において、HA開裂が認められ、野生マガモと肉用鶏、産卵鶏
において、有意な差は認められなかった。培養細胞での解析ではあるが、高病原性 IAV が、野生水禽
でなく、家禽のみで出現する理由が、野生マガモと鶏の『プロテアーゼ環境の差』と考え難く、他の因子
の存在が推測された。 
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