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研究成果の概要（和文）：インフルエンザ脳症を誘発する解熱剤(ジクロフェナク）の作用機序

を明らかにするため、脳浮腫の原因として重要な血管内皮細胞間タイトジャンクション(TJ)障

害に与える影響を検証した。その結果、インフルエンザウイルスに感染した血管内皮細胞内で

は、ウイルスによる ZO1 等の裏打ち蛋白質の局在変化とその分解促進による TJの崩壊が誘導さ

れている事、一方、ジクロフェナクは、これとは別に、裏打ち蛋白質の合成そのものを阻害す

ることで、インフルエンザ感染による血管内皮細胞間タイトジャンクション障害を促進してい

る事が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanisms of influenza encephalitis induced by 
diclofenac, we examined the effect of influenza virus and diclofenac on the disruption 
of tight junction  (TJ) in human vascular endothelial cells in vitro. In this study, we 
found that influenza virus induced the degradation of TJ proteins, such as ZO1, leading 
to its disruption. On the other hands, diclofenac by itself inhibited the synthesis of 
TJ proteins, consequently accelerating the disruption of TJ induced by influenza 
infection in vascular endothelial cells.    
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザ感染は特に小児でしばしば
重篤化するが、脳症と肝不全を特徴とするラ

イ症候群が、解熱剤投与によって発症する事
が知られており、小児では解熱効果の強いア
スピリン、ジクロフェナク、メフェナム酸は
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近年その投与が禁忌とされている。現状では、
これら解熱剤によるライ症候群の発症機序
が不明な事から、解熱効果の低いアセトアミ
ノフェンに頼らざらない事から、安全性の高
い解熱剤の開発が望まれている。本研究は、
インフルエンザ感染における、これら解熱剤
の細胞毒性の詳細な分子論的解析から、安全
で効果の高い解熱剤の基本骨格の解明に至
るケミカルバイオロジー研究である。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザ脳症は、主に小児の感染
で問題となる重篤な合併症の一つであ
る。インフルエンザ脳症に特徴的な急性壊死
性脳症は、脳血管透過性の亢進(血液脳関門を
構成する脳微小血管内皮細胞(HBMEC)の膜透
過性亢進による)に基づく脳浮腫と、これによ
って引き起こされる２次的な神経細胞障害が
その原因と考えられている。脳症を引き起
こす一つの要因として、解熱剤の非ステ
ロイド系の抗炎症剤 (NSAIDs)で起こる
ライ症候群での急性壊死性脳症がある
ため、現在ではその投与は禁忌となって
いる。一方、当教室でのこれまでの研究
から、インフルエンザの高熱持続が、熱
不安定性遺伝子多型を有する患者にお
いて、ミトコンドリアでの脂肪酸代謝障
害を介する全身のエネルギー危機を引
き起こし脳症発症に繋がる事が明らか
となった事から、これらの患者では解熱
剤の処方が不可欠となる。そこで本研究
では、これまでの研究成果に基づき、イ
ン フ ル エ ン ザ 感 染 に 伴 う 発 熱 で の
NSAIDsの併用を念頭に、脳症発症に重要
な脳浮腫を引き起こす原因となる、これ
らファクターの血管内皮細胞の透過性
亢進機構について分子レベルで解析を
行う事を目的とする。 
 
３．研究の方法 

インフルエンザ感染及び脳症を誘発するNSA

IDs（ジクロフェナック）の、血管内皮細胞

間タイトジャンクション障害機序について、

human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC)を用いたin vitro解析システムで解

析を行った。HUVECを用い、インフルエンザ

ウイルスH1N1(PR8)株を感染後(タイター 

108pfu/ml)、200 Mジクロフェナック存在お

よび非存在下で24時間培養を行い、ZO1, ZO2

等のタイトジャンクション構成蛋白質に与

える影響を検討した。一方、プロテアソーム

によるTJ蛋白質の分解誘導効果を検証する

ため、ウイルス感染後、2 Mラクタシスチン

存在下で24時間培養を行った。尚、今回、発

熱を考慮した細胞への熱ストレス効果をみ

るため、感染後、細胞を生理的な発熱温度（3

9度)で0～6時間処理を行い解析を行った。 

 
４．研究成果 
インフルエンザウイルスに感染した血管内
皮細胞内では、ウイルスによる ZO1,ZO2等の
裏打ち蛋白質のプロテアソーム分解促進に
基づくタイトジャンクションの崩壊が誘導
されている事、又、ジクロフェナックは、こ
れとは別に、裏打ち蛋白質の合成そのものを
阻害することで、インフルエンザ感染による
血管内皮細胞間タイトジャンクション障害
を促進している可能性が考えられた。一方、
39～40℃の熱ストレスは、血管内皮細胞間の
タイトジャンクション崩壊に影響を与えな
かった。 
 
＜結果＞ 
 

(1) インフルエンザウイルス感染のタイトジ 

ャンクション(TJ)構成蛋白質に与える影響 

 

① TJ（蛋白質）に与える影響 

ウエスタンブロッティングによる解析で、PR 

8(moi1.0)感染でHUVECにおける著明なZO1及 

びZO2の蛋白質の発現量低下が認められた。 

一方、HUVECでは、occludin, claudinIの発 

現量はいずれも検出感度以下のため、その蛋 

白質発現に与える影響の解析は困難と考え

られた。 

 

②TJ (RNA)に与える影響 

RT-PCRによる解析では、PR8(moi1.0)感染は、 

HUVECにおけるZO1及びZO2のmRNAの発現には 

全く影響を与える事がなかった. ZO 1,ZO2 

蛋白質の発現量低下は、ウイルス感染によっ 

てこれら蛋白質の分解が促進されている可 

能性が事が考えられた。 

 

③インフルエンザウイルスによるTJ裏打ち 

蛋白質の分解促進 

HUVECを,2 Mラクタシスチン存在下でウイ

ル 

ス感染(12h)を行い、ZO1, ZO2の発現量に与 

える影響をウエスタンブロッティングで解 

析した。ラクタシスチン存在下では、ウイル 

ス感染によるZO1, ZO2の発現低下が完全に 

抑制された事により、インフルエンザウイル 

スは、血管内皮細胞内のTJ裏打ち蛋白質であ 

るZO1, ZO2分解を誘導している事が明らか 

となった。 

 

(2)ジクロフェナクのタイトジャンクション

(TJ)構成蛋白質に与える影響 

 



 

 

① TJ（蛋白質）に与える影響 

ウエスタンブロッティングによる解析で、ジ

クロフェナック(200 M)でHUVECにおける著

明なZO1及びZO2の蛋白質の発現量低下が認

められた。 

 

②TJ (RNA)に与える影響 

RT-PCRによる解析では、ジクロフェナック(2

00 M)処理でHUVECにおける著名なZO1及びZ

O2のmRNAの発現量低下が認めたれた事から、

ジクロフェナックによるZO1,ZO2の発現量低

下は、これら蛋白質の合成阻害によるものと

考えられた。 

 

(3)熱ストレス(発熱)のタイトジャンクショ

ン構成蛋白質に与える影響 

  

これまでの解析で、HUVECに41度以上(41,43 

度)の熱ストレスを加えるとその処理時間に 

依存して著明なZO1の発現低下が認められた 

が、39度の熱処理ではZO1、ZO2の発現低下は 

全く認められなかった。これらの結果より、 

インフルエンザ感染に伴う生理的な発熱は、 

血管内皮細胞間のタイトジャンクション崩 

壊に殆ど影響を与えないと考えられた。 

 

(4)インフルエンザウイルス感染とジクロフ

ェナクのタイトジャンクション崩壊に与え

る相乗効果 

  

インフルエンザウイルス感染もしくはジク

ロフェナクは、各々その機序は異なっても、

単独で血管内皮細胞内のZO1,ZO2の崩壊を促

進していた。それ故、これらファクターの相

乗効果による血管内皮細胞間タイトジャン

クション崩壊が、ジクロフェナクによるイン

フルエンザ脳症誘発に関与している可能性

が考えられた。 
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