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研究成果の概要（和文）：インフルエンザ重症化・多臓器不全の発症機序と治療薬に関して成果を挙げた。
1)重症化治療法では、糖代謝改善薬のPyruvade Dehydrogenase kinase 4阻害剤のdiisopropylamine dichloroacetate
と、長鎖脂肪酸代謝酵素転写促進剤のBezabibrateを提案した。また血管内皮細胞のGSK-3βの活性化を介したβ-caten
inの分解亢進が血管透過性亢進原因として解明した。2)インフルエンザ脳症の診断に、SmartAmp法を用いた熱不安定性
CPTII遺伝子多型の診断法を確立した。3)重症化Alarmシグナルとして、乳酸値/ＡＴＰ値の有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Influenza A virus (IAV) causes significant morbidity and mortality. We have 
studied the viral pathogenicity and the host cellular factors involved in the pathogenicity of multiorgan 
failure (MOF). We proposed a new concept on the pathogenicity of MOF, the“influenza 
virus-cytokine-trypsin”cycle interconnected with the“metabolic disorders-cytokine". These cycles 
provide new treatment concepts for ATP crisis and MOF. One is diisopropylamine dichloroacetate, an 
inhibitor of pyruvate dehydrogenase kinase 4 for glucose metabolism and the other is bezafibrate which 
up-regulates long-chain fatty acid metabolism. We also identified that IAV infection induces 
GSK-3β-mediated β-catenin degradation in the adherens junctional complexes and induces vascular 
hyperpermeability. Furthermore, we established SmartAmp system for detection of thermolabile carnitine 
palmitoyltransferase 2 SNPs as risk factors for influenza associated encephalopathy in the infected young 
children.

研究分野： 病態医科学

キーワード： インフルエンザ　重症化機序　治療法　バイオマーカー　診断法　多臓器不全　エネルギー代謝　血管
透過性亢進
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１． 研究開始当初の背景 
なぜ個体はウイルス感染で死に至るのだろう

か？多臓器不全の発症機序：インフルエンザ感

染による多臓器不全は、ウイルスが体外へ排除

される頃から始まる生体反応の結果である。そ

れではなぜ多臓器不全になるのだろうか？ 図

1 に多臓器不全の発症機序をウイルス感染と血

管内皮細胞障害との関係を初めてか明らかにし

た「インフルエンザ—サイトカイン—trypsin サイク

ル 」 説  (Wang, 木 戸 等 , J. Infect. Dis. 

202:991-1001, 2010) を示す。この説は血管内

皮のみならずインフルエンザ心筋炎でも確認さ

れ (Pan, 木戸等, Cardiovasc. Res. 89:596-603, 

2011)、特に Editorial で論文の重要性が紹介さ

れた。多臓器不全は、感染局所で生じた炎症性

サイトカインによるサイトカインストーム（特にIL-6, 

TNF-α, IL-1等）で、全身臓器のプロテアーゼ

群(trypsin, MMP-9)の転写活性が増加した結果

(Le, 木戸等、Biol. Chem. 387, 467-75, 2006)、

組織破壊と trypsin-PAR-2 経路を介した血管内

皮細胞障害、増加した Trypsin による細胞機能

の 変 化 （ 橋 本 、 木 戸 等 、 J. Cell Biol.181, 

1065-72, 2008）、NO と O2
-の異常増加に伴うミト

コンドリア膜電位の低下が原因と考えられる。一

方、上記のサイクルは全ての感染者で大なり小

なり見られる現象であるが、このサイクルの僅か

な回転で内皮細胞が障害され易いヒトの体質が

インフルエンザ脳症患者の遺伝子多型解析から

明らかになった。ウイルス感染でミトコンドリア機

能不全の切っ掛けが生じるが、特にATP産生量

の急激な低下を起こしやすい遺伝子多型として、

長鎖脂肪酸代謝酵素 Carnitine  

 

 

 

 

 

 

 

 

palmitoyltransferase II (CPT II)の熱不安定性遺

伝子多型が見つかり、重症脳症患者に集中して

いることが判明した。このような多型を持つ患者

では、ウイルス感染による高熱時にミトコンドリア

の機能障害が急速に生じ、血管内皮細胞のタイ

トジャンクションの崩壊が起き易い(Yao, 木戸等

Human Mutation 29: 718-27, 2008)。 

 
２． 研究の目的 
上記の一連の要因が多臓器不全に関与してい

ることから、これらの因子が治療ターゲット分子と

想定された。そのため治療法は、インフルエンザ

の感染阻止、抗サイトカイン療法、ミトコンドリア

機能回復と ATP 産生増加を導く代謝改善、CPT 

II の転写促進による脳症及び重症化の治療法

が考えられる。本プロジェクトでは、これらについ

て具体的な治療法の開発研究、早期重症化の

診断方法の開発に取り組む。 
 
３．研究の方法 
マウスの重症化モデル動物実験では、重症化し

や す い 離 乳 期 直 後 の ３ 週 齢 マ ウ ス

（C57BL/6CrSlc または、BALB/c）雌を用いて実

験した。インフルエンザウイルス株によって感染

重症化の程度が異なるため、重症化しやすい

Influenza A/PR/8/34(H1N1)株を用いた。 

 
４．研究成果 

(1)代謝不全に現れるインフルエンザ感染の重

症化: インフルエンザ感染後の生体応答として

各種サイトカインの誘導が感染 2-3 日目より生じ、

生体防御系としての液性免疫誘導が感染４日目

より開始されるが、代謝不全が明らかになる時期

は感染７日目前後で、この時期から個体の死亡

が出始める。マウスは感染重症化によって、全

身 各臓 器の糖 代謝 、脂質 代謝 不全、 特に

Acetyl-CoA の産生に係わるエネルギー代謝不

全と推定され、その標的酵素として、PDH の活

性調節因子の影響が推定された。PDH 活性をリ

ン酸化によってネガティヴに調節する Pyruvate 

dehydrogenase 1-4 (PDK 1-4)と、脱リン酸化に

よって PDH 活性をポジティブに調節する、 

図１ 



Pyruvate Dehydrogenase phosphate phosphatase 

(PDP)があるが、インフルエンザ感染後 PDK4 の

増加が特に著しいことが判明した（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．インフルエンザ感染に伴う各種臓器の

PDK4 の誘導効果 

 

PDK4 は、PDH をリン酸化して PDH 活性の低下

を引き起こすと同時に、ミトコンドリアでの ATP 産

生の低下を引き起こす。図 3 に示すように、脳を

除く肺、心臓、肝臓、筋肉で PDH 活性低下とほ

ぼ平行して各臓器の ATP レベルの低下が見ら

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．PDK4 誘導に伴う各種臓器の PDH 活性と

ATP レベルの低下 

 

(2)既存薬中に見いだされた新規 PDK4 阻害剤：

これまで PDK4 阻害剤として知られていた化合

物に、副作用はあるものの古くよりしられていた

dichloroacetate (DCA) 、 そ の 他 AZD7545 、

radicicol等が知られていた。我々は、従来PDK4

阻害活性の報告の無かった diisopropylamine 

dichloroacetate (DADA)に DCA とほぼ同等の

PDK4 阻害活性を見出した。➀インフルエンザ

感染重症化に対する DADA の治療効果:インフ

ルエンザ感染と同時に DADA を１日２回、１日量

50 mg/kg 投与して感染後７日目の各臓器での

PDH 活性と ATP レベルを測定した。DADA 投与

群では、生理食塩水投与の感染群に比べて、

PDH 活性と ATP レベルは非感染群のレベルに

まで回復していた（図４）。なお脳では、PDH 活

性、ATP レベルに DADA は影響しなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．PDK4 阻害剤の DADA による各種臓器の

PDH 活性と ATP レベルの回復 

 

➁DADA のサイトカインストーム抑制効果: 

DADA の投与に伴う肺内の各種サイトカインの

変動を調査した。感染２日目の TNF-α、IL-6、

IL-1β、IL-2、IFN-α、IFN-β、IFN-γ はイン

フルエンザ感染で著明な誘導を引き起こして、

サイトカインストーム状態であることが判る。一方

DADA の投与群では各種サイトカインの誘導は

抑制されていた。 

➂DADA によるインフルエンザ―サイトカイン―

プロテアーゼサイクルの抑制効果:初感染部位

の肺の２日目、心臓、肝臓、筋肉では感染４日

目で、trypsin が誘導され、ピークに至る。この

条件下で、trypsin 誘導への DADA の効果を検

証した。脳を除くいずれの臓器の trypsin mRNA 

量も DADA の投与で有意に減少した。さらに、

サイトカインとプロテアーゼレベルが低下した結

果、インフルエンザウイルスの増殖抑制が明確と

なった。 

(3) DADA の生存率改善効果：DADA の PDK4

抑制効果が生存率の改善にどのように影響する

かを検証した。図５に示すように、マウスが感染

 

 

 



後１０日目までに全例死亡する 120 pfu の致死

量のウイルス感染でも、DADA の投与により半数

のマウスが生存した。 さらに半数致死量の 20

倍量、致死量 120 PFU の 10 倍量の高濃度ウイ

ルス(1200 PFU)を経鼻感染させてDADAの効果

を検討した。この過酷な感染条件でも DADA 単

独で生存率 50%が得られた。またこの条件でヒト

治療量のタミフル (10 mg/kg/day) はマウスに

対して生存率 70%を示したが、タミフルの量を増

やしてもさらなる効果は期待できなかった。この

条件下で、タミフルと DADA を併用するとマウス

の生存率は 100%を達成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．DADA によるインフルエンザ感染マウス生

存率の改善効果 

(4)CPT II SNP の迅速診断： CPT II の熱不安定

性に係わる因子は、F352C であることから、

F352C (heterozygous)、F352C (homozygous)と

WT を迅速に外来で判定する方法の開発を検

討した。これまでに理化学研究所では、全血を

用いて DNA の抽出操作なしに 30-40 分以内に

遺伝子増幅する SMART AMP システムを開発し

ている。そこで本プロジェクトではこの迅速性と

簡易性に注目して、F352C の遺伝子解析を

SMART AMP システムで検討した。その結果、

F352C と F352 の homozygous と heterozygous 

を 30-40 分以内に解析が可能であることが確認

された。 

(5)Flu Alarmin の検討：Flu Alarmin として

Lactate/ATP 比が有用であることがマウスの実

験系で確認された。 

以上の結果から、図６に示すように、インフ

ルエンザ感染の重症化は、エネルギー代謝不

全を原因とする代謝不全状態で、代謝不全の

改善により治療できることが判明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図６．感染重症化のカスケードを構成する
“インフルエンザーサイトカインープロテ
アーゼ”サイクルに共役した“サイトカイン
ー代謝不全”サイクル 
 

（６）急性脳症における血管内皮細胞のアドヘレ

ンスジャンクションの崩壊機序：インフルエンザ

に感染させたヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)で

VE カドヘリンと複合体を形成するβカテニンが

著明に減少することで、Tight junction 以外にア

ドヘレンスジャンクションが崩壊することが、多臓

器不全に伴う血管内皮細胞の透過性の亢進の

原因になっていることが明らかとなった。その機

序として、IAV 感染によって GSK-3βが活性化

され、その結果βカテニンのプロテアソームによ

る分解が亢進され、最終的に VE カドヘリン-β

カテニンの結合崩壊が起きる一連の機序が明ら

かになった。以上のことから、IAV 感染による多

臓器不全の治療薬として、GSK-3βの阻害剤が

新たな創薬ターゲットになり得ると推定された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．IAV 感染による血管内皮細胞のアドヘ

レンスジャンクションの崩壊機序 
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