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研究成果の概要（和文）：インフルエンザ関連死亡例の分子病理学的解析により、A/H1N1pdm09 亜型インフルエ
ンザウイルス感染肺組織ではA/H3N2亜型と比較し、ウイルスゲノムが肺の末梢部位からも検出されること、びま
ん性肺胞傷害の肺病理像を呈することがあることがわかり、亜型により、重症化リスクが異なる可能性が示唆さ
れた。重症インフルエンザの病態において、単球マクロファージからインフルエンザウイルス抗原やゲノムが検
出されても、ウイルス複製が起こっているか等については不明であったが、電子顕微鏡を用いた3D解析により、
単球マクロファージと肺胞上皮細胞におけるウイルス粒子の局在や複製中間体構造の有無の相違が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Molecular pathological analysis of influenza-associated fatal cases showed 
that the viral genome can be detected in peripheral lung tissues infected with A/H1N1pdm09 subtype 
influenza virus compared with A/H3N2 subtype, and that the pulmonary pathological findings of 
diffuse alveolar damage may be different depending on the subtype. This suggests that the risk of 
severe disease may differ depending on the subtype.
In the pathogenesis of severe influenza, even though influenza virus antigens and genomes were 
detected in monocyte macrophages, it was unclear whether viral replication was occurring. 3D 
analysis using electron microscopy revealed differences in the localization of virus particles and 
the presence or absence of replication intermediate structures in monocyte macrophages and alveolar 
epithelial cells.

研究分野： ウイルス感染症の病理

キーワード： インフルエンザ　電子顕微鏡　剖検肺組織　微細構造　びまん性肺胞傷害　ARDS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザウイルスの亜型がインフルエンザ重症化因子の1つとして考えられるという結果は、インフルエ
ンザで入院加療を要した際、亜型まで検査し、H1N1pdm亜型感染の場合は、呼吸器症状の増悪に対し、早めに治
療を開始することで重症化を予防できる可能性を示している点で意義がある。電子顕微鏡を用いた新しい解析方
法により、重症インフルエンザの肺組織において、ウイルス粒子がどのような細胞とどのようにかかわっている
かを明らかにし、ウイルスの病態を明らかにすることができたことは学術的意義があると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
毎年冬季に流行するインフルエンザは、予後良好な疾患であるが、重症化し致死的経過をとる

場合がある。季節性インフルエンザに関連する死亡では、基礎疾患の増悪、細菌性肺炎、急性呼
吸促迫症候群（ARDS）、脳症、心筋炎症状などの併発がみられる。重症化の要因としてウイルス
因子、宿主因子、共感染因子が考えられるが、詳細はわからないままである。2009 年パンデミ
ックインフルエンザ以降の東京都監察医務院のインフルエンザ関連院外死亡者数において、
H1N1pdm亜型インフルエンザウイルス（以下 H1N1pdm)流行年のほうが H3N2亜型インフルエンザ
ウイルス（以下 H3N2）流行年よりも多く、H1N1pdm の肺病理像では生前 ARDSを併発していたこ
とを示唆する硝子膜形成を伴うびまん性肺胞傷害を呈する例が多く見られた。インフルエンザ
関連死亡を予防するためにも死亡の原因と重症化因子について剖検組織を用いた分子病理学的
方法により解明することが必要であると考えられた。 
 季節性インフルエンザウイルスは、ヒト型レセプターである α2,6-Gal シアル酸が表出して
いない肺胞上皮細胞には感染しないため、原則として鳥インフルエンザのような原発性ウイル
ス肺炎は起こさない。例外的に、レセプター親和性に関与するヘマグルチニン(HA)蛋白のアミノ
酸変異 （D222G など)を有する H1N1pdm は、肺胞上皮細胞に表出する鳥型レセプターであるα
2,3-Galシアル酸に結合し、原発性ウイルス肺炎を起こすことが知られている。実際、ARDS を併
発し呼吸不全で死亡した H1N1pdm 感染剖検例の肺組織では H1N1pdm-D222G 変異体が増殖してい
た。近年、走査型電子顕微鏡（SEM）による広領域の電顕写真をとらえることが可能となり、連
続切片を用いて、ARDS の毛細血管の立体構造やウイルス感染細胞の立体構造を再構築すること
が可能となった。この方法を用いて H1N1pdm-D222G ARDS の肺病理像を解析することで新しい知
見が得られることが期待された。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザ関連死亡症例の肺剖検組織材料等を用いて、重症化の要因として考えられるウ
イルス因子、宿主因子、共感染因子について病理学的・分子生物学的手法により解析する。さら
に、H1N1pdm-D222G ウイルス肺炎の剖検肺組織におけるウイルス粒子、感染細胞の形態変化を、
透過型電子顕微鏡（TEM)と SEM を用いて解析する。また新しい電子顕微鏡技術である連続切片
SEM 法を用いた 3D 構造解析により各細胞中のウイルス粒子の分布を明らかにし、光学顕微鏡に
よる解析では見いだせなかった重症インフルエンザウイルス肺炎の病態の解明につながる新し
い知見を得る。 
 
３．研究の方法 
（１）重症インフルエンザの病理学的・分子生物学的解析 
（材料） 
インフルエンザ関連死亡例の剖検時に、鼻腔ぬぐい液、気管ぬぐい液、気管、肺（左右上葉は肺
門部に近い部分、左右下葉は末梢部分の計 4か所）を採取した。一部を凍結保存し、残りを 4%PFA
で固定した。 
（方法） 
１．鼻腔ぬぐい液、気管ぬぐい液と凍結組織から RNAを抽出し、リアルタイム RT-PCRで A型イ
ンフルエンザウイルスコピー数、インターナルコントロールとしてβアクチンコピー数をしら
べ、呼吸器組織内でのウイルス分布を調べた。 
２．肺病理像の評価を HE染色、エラスティカマッソン染色により行った。 
３．免疫組織化学でウイルス抗原を組織切片上で検出した。 
 
（２）重症インフルエンザの立体電顕画像による微細形態の観察 
（材料） 
国立感染症研究所感染病理部に保存してある H1N1pdmインフルエンザに併発した ARDS剖検肺組
織のグルタール固定エポキシ樹脂包埋標本およびホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標本。 
（方法） 
１．TEMと SEMによる微細形態の観察 
２．SEMによるタイリング像：肺胞全体を観察するために、加速電圧 1.5kV、WD2mm、撮影倍率×
3k の条件下で、11×10 枚の画像をタイリング撮影した。その後、Fiji ImageJを使用して画像
のつなぎ合わせを行った。 NDP.view2閲覧スフトを使用して画像を表示した。 
３．連続切片 SEM法による肺胞上皮細胞、単球・マクロファージ、好中球の再構築：連続で撮影
した画像は、Fiji ImageJ の'StackReg'プラグインを使用して自動整列した。 アライメント調
節した画像は、目視で確認後、必要に応じて手動で修正した。その後、これらの画像を Adobe 
Photoshop CS5.1 にインポートし、3D再構築する構造体（細胞質、核およびウイルス）の領域の
選択を行った。その後、これらの画像を Fiji imageJを使用して 3D再構成画像をサーフェスレ
ンダリング法で作成した。 



図１解析の流れ図 

試料はトリミングした後、一部は TEM用にウルトラミクロトームを用いて 60～70nmの超薄切を行い、1%酢酸ウランとク

エン酸鉛で染色した。SEM 用には、ダイヤモンドナイフで 200nm の厚さの連続切片に切削した。 白金蒸着（MC1000、

Hitachi、Japan）による導電性処理を施したスライドガラス上に、連続したリボン状切片を乗せ、切片を加温し 37℃30

分接着させた。これらの連続切片を光学顕微鏡で見るために、1％トルイジンブルーで染色し、スライドスキャナ

（NanoZoomer、Hamamatsu Photonics、Japan）でスキャンし、閲覧ソフト NDP.view2（Hamamatsu Photonics、Japan）を

用いて観察領域を選択した。切片を 1%酢酸ウランで 30 分、クエン酸鉛で 5 分間染色した。これらの連続切片は、超高

分解能電界放出形 SEM(Hitach SU8010; Tokyo、Hitachi）を用いて,1.5kVの加速電圧下 BSE(back scattered election)

検出器で観察し、連続薄切切片の観察領域の画像を取得。2560×1920 ピクセルの画像は、7K から 9K の倍率、3mm の作

動距離で撮影した。 

 

４．研究成果 
（１）重症インフルエンザの病理学的・分子生物学的解析 
2019 年と 2020 年のインフルエンザシーズン 15 例のインフルエンザ関連院外死亡例を解析し

た。リアルタイム PCR により亜型
を決定したところ、H1N1pdm が 8 例、
H3N2 が 7 例であった。リアルタイ
ム PCR による各検体中のウイルス
コピー数を表 1 に示す。 
 
H1N1pdm、H3N2 ともに鼻腔スワブ、
気管スワブからウイルスゲノムは
検出されたが、肺組織からの検出
パターンに相違がみられた。
H1N1pdm は肺の 4 ヶ所から検出さ
れ、下葉の末梢部分からもウイル
スゲノムが検出されるのがわかっ
た。H3N2感染の場合は、H1N1pdm と
比較して肺組織から抽出されるウ
イルスゲノム量は少ないことがわ
かった。 
肺病理所見は、15 例すべてに気管

支炎像が見られた。肺組織病理では、硝子膜を伴うびまん性肺胞傷害像は 2 例にみられ、ともに
H1N1pdm亜型例であった。A 型インフルエンザウイルス NP 抗原の免疫組織化学では、H1N1pdm例
で 5 例、H3N2例で 4例が気管支・細気管支上皮細胞で抗原陽性であったが、H1N1pdm 例では肺
胞領域の上皮細胞で陽性である例がみられた。 
（２）重症インフルエンザの立体電顕画像による微細形態の観察 
TEM 像: H1N1pdm-D222Gウイルスの形態学的特徴は、エンベロープに囲まれた直径約 100nmの球

 
表１ 各検体中のインフルエンザウイルス量 
A型インフルエンザウイルスコピー数/βアクチンコピー数ｘ105の指

数でウイルス量スコアを示している 

Case 亜型 鼻 気管 右肺上 左肺上 右肺末梢 左肺末梢

1 H1N１pdm NA NA 3 1 3 3
2 H1N１pdm 4 4 3 3 4 3
3 H1N１pdm 6 5 5 3 4 4
4 H1N１pdm 5 6 4 4 3 2

5 H1N１pdm 6 4 2 3 1 0
6 H1N１pdm 4 5 3 2 3 3
7 H1N１pdm 5 5 3 3 4 4
8 H1N１pdm 5 0 1 3 4 4

9 H3N2 5 6 0 0 0 0
10 H3N2 7 5 2 0 0 2
11 H3N2 6 5 0 2 0 1

12 H3N2 6 6 1 1 0 1
13 H3N2 3 3 1 0 0 0
14 H3N2 4 3 1 1 0 0
15 H3N2 4 6 0 0 0 0

 



状あるいは繊維状のいずれかの形をしており、ウイルス粒子表面から棘状に突出したスパイク
が見られた。いくつかのⅡ型肺胞上皮細胞の核内に幅約 30nmの dense tubulesが何本か見られ
た(図 2,枠内)。dense tubulesはウイルスの複製中間体との報告があり、その直径は 30.5nm、
長さ 108～698nm(n=54)であった。肺胞中の dense tubulesを観察したところ、Ⅱ型肺胞上皮細
胞で 47.5%(n=40)見られたが、Ⅰ型肺胞上皮細胞 (n=21)や単球、好中球には見られなかった。 
 単球の小胞内には Filamentous 状並びに球形のウイルス粒子が観察された。Filamentous 状の
ウイルスは、径が約 75nm長さは 676nmであり、球形のウイルスは、直径約 95nm であった。 
図２ TEM 像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ H1N1pdm インフルエンザ剖検肺組織の SEM image stitching 

 
SEM image stitchingは、TEM と同
等の解像度の画像を繋ぎ合わせて
いるため、HE の様に肺胞全体がわ
かる弱拡像からウイルス粒子が見
える高拡像までを 1 枚の画像で観
察することができる（図 3）。 
肺胞領域では、肺胞壁の大部分を
覆う扁平のⅠ型肺胞上皮とその間
に散在する lamellar bodyが特徴
のⅡ型肺胞上皮が剥がれており、
好中球や単球・ヘモジデリンを含
むマクロファージが毛細血管内や
間質・肺胞腔で見られた。ウイルス
粒子は 3ヶ所に見られ（図 3↑赤）、
TEM 画像で見られた核内の dense 
tubules を拡大しながら確認する
と、この画像内においても多く見
られた（図 3↑黒)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Serial ultrathin section SEM images and 3D Reconstruction 
剥離した II 型肺胞上皮細胞の 200µmの厚さの連続切片像を図 4に示す。大きさ約 0.09μm3の小
胞（エンドソーム）内にウイルス粒子が見られ、連続切片の一部に核内 dense tubules と小胞内
のウイルス粒子が同じ切片で見られた（図４）。 

単球の周囲にはウイルス粒子が密集しており、Filamentous 状のウイルスが多く見られ、一度
に多くのウイルス粒子が入っていく様子が捉えられた。この細胞を 3D 画像にしてみると、所々
小胞内にウイルスが侵入しており、細胞の外側にもウイルスが見られた（図５）。 
 
 

 

 



図４ 肺胞上皮細胞とウイルス粒子         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 単球とウイルス粒子 
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