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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスは宿主細胞に感染し細胞死を誘導する。また、

宿主由来の蛋白分解酵素を利用して複製された仔ウイルスが感染性を獲得する。今回、感染細

胞の細胞死とウイルス複製との関係を調べた。その結果、インフルエンザウイルスは感染した

細胞にアポトーシス以外の細胞死を誘導し、この細胞死の経路で利用される蛋白分解酵素を利

用して感染性を獲得するという新たな感染性ウイルス産生機序の存在が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Influenza viruses induce the cell death to the host cell after 
infection and the viruses replicated acquire their infectivity using the protease derived 
from the host cells. In this study, the relation between the cell death induced by 
influenza virus infection and its replication was studied. As one of results, the novel 
virus replication mechanism, influenza viruses exploit one of the proteases to acquire 
infectivity which is induced after infection and contribute to the cell death, is 
suggested. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2011年度 900,000 270,000 1,170,000 

2012年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学、小児科学 

キーワード：インフルエンザ、アポトーシス、プロテアーゼ 

 
１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスは表面の膜蛋白

の一つであるヘマグルチニンをセリンプロ
テアーゼの作用により開裂させることで、新
たな感染性を獲得する。しかしながら、セリ
ンプロテーゼを産生しない MDCK 細胞にイン
フルエンザウイルスを感染させても外因性
のプロテアーゼ添加なしに新しいウイルス
の複製サイクルが認められることから、感染

性を獲得すための未知の機序の存在が示唆
されている。さらにその新しい複製機序が実
際にヒト気道においても認められかどうか
は不明である。 
 

２．研究の目的 
インフルエンザウイルスが感染細胞にア

ポトーシスを誘導し、その際に用いられるプ
ロテアーゼを自己の複製・増殖のために利用
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しているとの仮説に基づきこれを検証した。 
 

３．研究の方法 

（1） MDCK細胞を用いた基礎実験 

① ウイルス表面蛋白であるヘマグル

チニン（HA）が開裂したウイルスを

MDCK細胞に接種し、段階希釈したプ

ロテアーゼ阻害剤とともに 72 時間

培養し、比色法によりプロテアーゼ

阻害剤の細胞毒性を検討し、さらに

リアルタイムPCR法でウイルス量を

定量化することによりその抗ウイ

ルス効果について検討した。 

② ウイルス量を半減させることので

きる濃度（EC50）の 10 倍の濃度の

プロテーゼ阻害剤存在下にウイル

ス感染 72 時間後まで経時的にウイ

ルス量をリアルタイムPCR法で定量

化し、さらにウイルスヘマグルチニ

ン（HA）の開裂の様子をウェスタン

ブロット法にて確認した。 

③ ウイルスを細胞に感染させる前後

に全カスパーゼ阻害剤である Z-VAD 

FMK、もしくはカスパーゼを介しな

いアポトーシス経路に重要な役割

を担うセリンプロテーゼの一つで

ある HtrA2の阻害剤である Ucf-101

を添加し実験を行った。 

（2） ヒトアデノイドから上皮細胞を単

離・培養し、これにウイルスを感染させ、

さらにプロアーゼ阻害剤存在下に培養

し、プロアーゼ阻害剤の抗ウイルス効果

について検討した。 

 
４．研究成果 

（1） MDCK 細胞を用いた基礎実験につい

て 

① 使用したプロテアーゼ阻害剤は MDCK 細

胞に対して細胞毒性は示さなかった。 

② 約 0.1μg/mlのプロテアーゼ阻害剤濃度

でプロテアーゼ阻害剤未添加のコント

ロールと比較しウイルス産生量を半減

させることができた。 

③ トリプシン添加プロテアーゼ阻害剤未

添加条件下ではウイルス量は指数関数

的に増加した。 

④ トリプシン未添加プロテアーゼ阻害剤

未添加条件下でもウイルス量は増加し

たが、トリプシン添加条件下に比較して

ウイルス量は 100 分の 1 程度であった。 

⑤ トリプシン未添加プロテアーゼ阻害剤

添加条件下ではウイルス量はさらに 100

分の 1 程度に減少させることができた。 

⑥ ウイルス感染 8 時間後までは、トリプシ

ン添加プロテアーゼ阻害剤未添加条件、

トリプシン未添加プロテアーゼ阻害剤

未添加条件、トリプシン未添加プロテア

ーゼ阻害剤添加条件のいずれのウイル

ス量にも差はなかった。 

⑦ 培養 72 時間後の培養上清中のウイルス

HA の開裂について、トリプシン添加プロ

テアーゼ阻害剤未添加条件ではすべて

の HA は開裂、トリプシン未添加プロテ

アーゼ阻害剤未添加条件では約半数の

HA が開裂、トリプシン未添加プロテアー

ゼ阻害剤添加条件ではほとんどの HA が

未開裂であった。 

⑧ 各条件下でウイルス感染細胞内の細胞

質基質を回収しウイルス HA について確

認したところ、HAは非開裂状態であった。 

⑨ ザイモグラムにて、カゼインまたはゼラ

チンを分解するプロテアーゼが検出さ

れた。しかし、これらの活性はウイルス

増殖を抑制するプロテアーゼ阻害剤に

よって抑制されなかった。 

⑩ Z-VAD FMK もしくは Ucf-101、さらに両

者を併用し同様の実験を行ったが、いず

れの条件でもウイルス増殖と細胞死を



抑制することはできなかった。 

以上の結果により、 

① 複製された仔ウイルスの HA がプロテア

ーゼを産生しないとされていた MDCK 細

胞由来のプロテアーゼにより開裂し、効

率よく感染性を獲得し増殖するが、既存

のプロテーゼ阻害剤で効果的に阻害さ

れることが示された。つまり、ウイルス

感染により MDCK細胞内部から HA開裂に

関与するプロテアーゼが誘導されてい

る可能性を示すものである。 

② さらに、HA 開裂は MDCK 細胞から培養上

清中に分泌されるプロテアーゼの作用

によらない、またはザイモグラムでは検

出できないプロテアーゼの作用により

HA が開裂をうける可能性を示唆するも

のである。 

③ ウイルスは細胞感染後にアポトーシス

以外の細胞死を誘導し、その経路では

HtrA2 以外のセリンプロテアーゼが関与

していることが考えられ、これがウイル

ス HA を開裂し以後のウイルス複製・増

殖に寄与していると考えられた。これは

現在まで報告がみられない新しいウイ

ルス複製機序である。この機序を制御す

ることでプロテアーゼ阻害剤が今まで

にない新しい抗ウイルス剤となりうる

可能性がある。 

 

（2） ヒトアデノイド由来上皮細胞モデ

ルによる実験について 

① 用いたプロテアーゼ阻害剤はヒトアデ

ノイド由来上皮細胞に対して毒性を示

さない（次図）。 

 

 

 

 

 

 

 

② プロテアーゼ阻害剤により、対照と比較

してウイルス増殖を効果的に抑制する

（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の結果は、プロテアーゼ阻害剤がヒトで
安全にかつ有効な抗ウイルス剤の候補とな
りうることを示すものである。 
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