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研究成果の概要： 

インフルエンザウイルス（FluV）のヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)への感染とアポトーシ

ス誘導について検討した。FulV は HUVEC に感染・増殖しアポトーシスを誘導した。さらに FluV

感染は TNF-αによる HUVEC のアポトーシスを増強させた。各種解熱鎮痛剤の TNF-α存在下での

HUVEC への影響は、アセトアミノフェンはアポトーシス誘導、生細胞数ともにコントロールと

同レベルであった。一方、インドメタシン、ジクロフェナックは濃度依存的に細胞毒性を示し

た。以上の結果は、現在有効な治療法の確立されていないインフルエンザ脳症の病態を明らか

にすると同時に、有効な予防・治療法確立の一助になると思われる。 
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1. 研究開始当初の背景 

わが国におけるインフルエンザに伴う急

性脳症（いわゆるインフルエンザ脳症）の

発症は毎年 200－500 人に達し、その死亡率

も 20-30％と極めて高い。しかし、インフ

ルエンザ脳症の病態を再現するモデル動物

がないために、有効な治療法や予防法の確

立が困難な状況にある。 

インフルエンザ脳症剖検例の解析、およ

び本症患者血液・髄液の炎症性サイトカイ

ン等の検討から、現在本症の病態は、ウイ

ルス感染に伴い産生された高濃度の炎症性
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サイトカインが、血管内皮細胞や神経系細

胞などの標的細胞にアポトーシスを誘導す

ることにより形成されると推定されている。 

 

２．研究の目的 

アポトーシスの標的細胞であるヒト血管内

皮細胞やヒトグリア細胞などの培養細胞を

用いて、インフルエンザウイルスを感染させ

る、あるいはサイトカインやその他のアポト

ーシス誘導物質を添加するなど、様々な条件

下においてアポトーシスを誘導し、in vitro

においてインフルエンザ脳症の病態を再現

する。 

さらに、このモデルを用いて、各種の免疫

抑制剤、プロスタグランジン阻害剤、抗サイ

トカイン抗体などの薬剤の、アポトーシスの

増強あるいは抑制作用を検討することによ

り、現在有効な治療法の確立されていないイ

ンフルエンザ脳症に対する、有効な予防・治

療法確立を目的とする。 

 

３．研究の方法 

超遠心にて精製したインフルエンザウイ

ルス(FluV）（Yamagata 株(H1N1)、Ishikawa

株(H3N2)、Murakami 株(H2N2)、Phillipine

株(H3N2)）を TNF-α存在下、あるいは非存在

下でヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)に感

染させ、インフルエンザウイルスのアポトー

シスの増強効果を APOPercentage法で評価し

た。 

さらに、各種解熱鎮痛剤（アセトアミノフ

ェン、インドメタシン、ジクロフェナック、

メフェナム酸）の細胞へのアポトーシス誘導、

細胞毒性を APOPercentage アッセイ、MTT 法

を用い評価した。 

 

４．研究成果 

(1) FulV の HUVEC へのアポトーシス誘導にお

ける株間の相違 

血清型の異なるヒト FluV を用いヒト臍帯

静脈血管内皮細胞（HUVEC）へのアポトーシ

ス誘導について FulV 株の違いによる検討を

試みた。FluV は Yamagata 株(H1N1)、Ishikawa

株(H3N2)、Murakami 株(H2N2)、Phillipine

株(H3N2)を用い、各ウイルス株を１時間吸着

後、48 時間培養し、APOPercentage アッセイ

で評価した。Philippine 株のみがウイルス単

独でアポトーシスを誘導したことが確認さ

れた。 

以上より、株の違いにより HUVEC へのアポ

トーシス誘導能が異なることが示された。 

 

(2)FluVの TNF-α存在によるアポトーシスの

増強効果。 

精製した FluV を TNF-α存在下で HUVEC に

感染させ、FluV のアポトーシス増強効果を

APOPercentage 法で評価したところ、村上株

と Philippine 株が他のウイルス株に比べて

強いアポトーシス増強効果を示した（図１）。

これらの結果も株の違いによるアポトーシ

ス誘導能の違いを示唆する。 

 

図１．FluV の HUVEC におけるアポトーシス増

強効果（グラフ左より非感染、Yamagata 株、

Ishikawa 株、Murakami 株、Philippine 株) 

 

(3)HUVEC での FluV の増殖能 

HUVEC に Philippine 株を 1時間吸着後、４

８時間培養し、培養上清中の成熟ウイルス量

を MDCK を用いた TCID 法で測定したところ、

増殖が確認された（図２）。同時に培養細胞

から RNA を精製し、定量 PCR 法で感染 HUVEC
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中の FluV ゲノム数を求めたところ、ウイル

ス吸着後 24時間を最大に FluV ゲノム数の増

加が認められた（図３）。 

 

図２．TCID 法による HUVEC における FluV 増

殖の検討 

 

図３．定量 PCR 法による HUVEC における FluV

増殖の検討（感染後１時間のウイルス量

を 100 とした。） 

 

(4)光学顕微鏡による観察 

Philippine株感染HUVECではTUNEL法によ

る陽性細胞が多数観察された。さらに蛍光免

疫染色により FluV 感染細胞において核の分

葉化が観察され、同時にアポトーシスの指標

である活性型カスパーゼ 3 が検出された。フ

ローサイトメトリーにて活性型カスパーゼ 3

陽性細胞数を比較したところ、FluV 感染にて

陽性細胞数の増加が確認された（図４）。 

 

 

図４．細胞内免疫染色フローサイトメトリー

による活性型カスパーゼ３発現検討 

 

(5)解熱鎮痛薬の HUVEC への影響 

HUVECを TNF-αで６時間前処理し、その後、

各種解熱鎮痛剤（アセトアミノフェン、イン

ドメタシン、ジクロフェナック、メフェナム

酸）を加え 42 時間後に APOPercentage アッ

セイで評価した。アセトアミノフェン、イブ

プロフェンはコントロールと同程度であっ

たが、インドメタシン、ジクロフェナック、

メフェナム酸はコントロールに比較しアポ

トーシスが誘導されず、抑制するという結果

であった（図５）。 

 図５．各種解熱鎮痛剤(250μM)のアポトー

シス増強作用の検討。（DIC：ジクロフェナッ

ク、IND：インドメタシン、ACE：アセトアミ

ノフェン、MEF：メフェナム酸、IBU：イブプ

ロフェン、CON：薬剤無し、コントロール） 

 

一方、同サンプルにおいて、顕微鏡下で各

薬剤条件の細胞を観察すると、インドメタシ

ン、ジクロフェナック、メフェナム酸では細

胞の脱落が激しく、アポトーシスが生じた細

胞膜の変化を評価する APOPercentageアッセ

イでは見かけ上アポトーシス抑制の結果に

なったと予想された。 
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 そこで、各解熱鎮痛剤の細胞毒性について

MTT 法を用い、APOPercentage アッセイと同

様に各薬剤投与後 42時間に評価した（図６）。 

 

図６．各解熱鎮痛剤の細胞毒性について MTT

法による検討。（□：250μM、□：125μM、

■：62.5μM） 

 

ジクロフェナック、インドメタシンは濃度依

存的に細胞毒性を示し、250μM ではコントロ

ールの約 50%であった。一方、アセトアミノ

フェンの細胞毒性はほとんど観察されなか

った。 

以上の結果は、現在有効な治療法の確立さ

れていないインフルエンザ脳症の病態を明

らかにすると同時に、有効な予防・治療法確

立の一助になると思われる。 
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