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研究成果の概要（和文）：　我々は膵臓から分泌されたトリプシノーゲンを活性化する消化酵素として知られるエンテ
ロキナーゼが十二指腸上皮のみならず、いろいろなヒトの培養細胞で発現していることを示し、トリプシノーゲンを切
断、活性化することにより、IAV感染を顕著に促進することを明らかにした。この新たなエンテロキナーゼを介したト
リプシノーゲンの活性化経路が抗インフルエンザ薬の標的になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have shown the expressions of enterokinase in many human cells other than 
duodenal cells where it activates trypsinogens secreted from the pancreas. In addition, some types of 
trypsinogens are reported to exist in many cells as well as pancreatic cells. Our data indicated that the 
enterokinase significantly enhanced the influenza A virus infection by activating the trypsinogens. The 
enterokinase-mediated activation of trypsinogens could be a target for the development of new anti-viral 
reagents against influenza A virus.

研究分野： 医歯薬学
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インターフェロン誘導遺伝子(ISGs)
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１．研究開始当初の背景 

ウイルス感染防御反応における IRFs を介

した IFN 誘導の重要性は明らかであるが、

IRFsは IFN誘導以外に細胞増殖、細胞死、発

癌過程にも影響を与える。我々が解析した

IRF2-KO マウスでは、通常の膵臓では発現し

ていない Tryp5遺伝子の顕著な活性化がみら

れた。蛋白質として発現可能なマウスのトリ

プシノーゲン遺伝子は 12 種類あるが、この

Tryp5 は内在性のトリプシン阻害蛋白質であ

る Spink3 等の作用を受けないという特徴を

持ち、合成 2 本鎖 RNA、poly(I:C)(ウイルス

感染類似)刺激による急性膵炎の発症に不可

欠であった。この予想外のマウス Tryp5遺伝

子の IRFs による転写活性調節の発見と、ヒ

トのトリプシノーゲン遺伝子上流にもマウ

ス Tryp5 遺伝子のように IRFs が結合可能な

ISREs(Interferon stimulatory response 

elements)配列が存在することから、ヒト・

トリプシノーゲン遺伝子の転写活性調節に

も IRFs が関与し、それを介した抗ウイルス

作用もあるのではないかとの発想を得た。 

一方、IAVの感染成立にはウイルスのエン

ベロープ蛋白質である HA(Hemagglutinin)の

前駆体が宿主細胞のプロテアーゼにより切

断を受け、活性化型に変換される必要がある。

この切断部位には塩基性アミノ酸があり、い

くつかのトリプシン類似のセリンプロテア

ーゼがこの部位の切断に関わっている。この

切断部位のアミノ酸変異とウイルスの高病

原性化との密接な関係も示され、この部位を

切断する酵素の活性化、不活化のメカニズム、

特異的阻害剤の開発は、感染予防、治療にお

いて重要と考えられている。したがって、ヒ

ト・トリプシノーゲン遺伝子の転写活性調節

に IRFs がどのように関与しているか解明す

ることは、IAV の新しい感染予防、治療法の

開発に寄与すると期待される。また、

HIV(Human immunodeficiency virus) 、

HTLV-1(human T cell leukemia virus 1)等

多くのウイルスは感染、増殖、輸送、出芽の

過程でいくつかのプロテアーゼによる切断

を必要とするが、その過程におけるトリプシ

ノーゲン、Ca2+-結合蛋白質の関与が明らかに

なれば、IRFs の新たな抗ウイルス作用の機構

として注目されると思われる。 

 

２．研究の目的 

ウイルス感染に対する宿主細胞の防御反

応の中で、最も早期に起こる反応の一つに I

型インターフェロン(IFN)遺伝子発現の誘導

がある。この IFN誘導にインターフェロン調

節 因 子 IRFs(Interferon regulatory 

factors)が重要な役割を果たしている。最近、

我々は IRF2 ノックアウト(KO)マウスにおい

て、通常の膵臓では発現していないタイプの

トリプシノーゲン 5(Trp5)遺伝子の顕著な活

性化を認め、これが合成 2 本鎖 RNA、

poly(I:C)(ウイルス感染類似)刺激による急

性膵炎の発症に不可欠であることを証明し

た。一方、徳島大学の木戸博士らは A型イン

フルエンザ・ウイルス(IAV)の感染・重症化

にトリプシノーゲン遺伝子の発現・活性の上

昇が相関していることを報告している。イン

フルエンザの流行は世界的な脅威であり、こ

のウイルスの絶え間ない変異による高病原

性化を考えると感染の予防・治療を多角的に

とらえる必要がある。我々は、IRFsの IFN誘

導作用とは別の経路として、トリプシノーゲ

ン遺伝子活性化のメカニズムを解明し、IAV

感染に対する新たな予防・治療法の開発につ

なげること、及びトリプシノーゲン、Ca2+-結

合蛋白質(IRF2-KO により Anxa10 等の発現が

顕著に上昇し、膵臓分泌顆粒の異常をきた

す)を介した他のウイルス感染防御への関与

を解明することが当該研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

1) ヒト・トリプシノーゲン、Ca2+-結合蛋白

質(Anxa10、S100-G 等)、IRFs(Interferon 

regulatory factors)、及びインターフェロ

ン誘導遺伝子群(ISGs)cDNAs のクローニング

及び Real-time PCR による特異的 mRNA 定量

法の確立 

ヒトの培養細胞から mRNA を調整、cDNA に

変換し、I~IV 型トリプシノーゲン(PRSS1, 

PRSS2, PRSS3-v2, hPRSS3-v1)、及びその活

性化する酵素として知られるエンテロキナ

ーゼ(EK)、Anxa10、S100-G 等の Ca2+-結合蛋

白質、IRF1~9、IFIT1、ISGs、及びインター

フェロンシグナル伝達関連分子約 100種類の

cDNAs をクローニングし、これらの特異的な

遺伝子配列を認識するプライマーのセット



 

 

を作成し、Real-time PCR を用い発現量の定

量ができるようにした。 

2) トリプシノーゲンを含むセリンプロテア

ーゼの酵素学的解析 

I~IV 型トリプシノーゲン(PRSS1, PRSS2, 

PRSS3-v2, hPRSS3-v1)に加え、その活性化す

る酵素として知られるエンテロキナーゼ

(EK)、さらに、細胞膜上に発現しこれまでに

IAV-HA(Hemagglutinin)を切断、活性化する

ことが知られている HAT、TMPRSS2、及び

TMPRSS4 を 293T 細胞で強制発現させ、その細

胞抽出液(ライセート)を使い、GPK-pNA を基

質としてトリプシン活性を測定した。EK に関

しては従来から報告のあった 25 エクソンか

らなる EK遺伝子(EK-v1)に加え、26エクソン

からなる新たな EK 遺伝子アイソフォーム

(EK-v2)の cDNAs もクローニングした。この

in vitro の系で EK-v1、EK-v2は PRSS3-v2ト

リプシノーゲンを活性化したが、TMPRSS2、

TMPRSS4、HATは PRSS3を活性化できなかった。 

3) A 型インフルエンザウイルス(IAV)感染実

験  

ヒト肺癌由来の培養細胞(感染感受性細胞

A549 と感染抵抗性細胞 H292)に IAV として

WSN 株を感染させ、上記トリプシノーゲン、

Ca2+-結合蛋白質、IRFs、 及び ISGsの遺伝子

発現の変化を調べた。感染感受性、抵抗性の

いずれの細胞においても IAV感染により IRF1、

IRF7、 及び多くの ISGs の発現上昇がみられ

た。一方、上記ヒト・トリプシノーゲン遺伝

子群、Ca2+-結合蛋白質群の IAV感染による顕

著な変化はみられなかった。 

一方、293T 細胞に、EK-v1、EK-v2 を強制

発現させた、安定細胞株(293T-EK-v1 5-1, 

5-18、293T-EK-v2 7-6, 7-21)を作成した。

EK 特異的な抗体を用いたウエスタンブロッ

トで 170, 140, 120kDa の EK-v1、及びそれら

より数 kDa大きい EK-v2のバンドが確認され

た。 

IAV を感染させ、72 時間後に細胞内の IAV

量を IAV-HA に対する特異的抗体を用いて測

定 し た と こ ろ 、 293T 細 胞 に 比 べ 、

293T-EK-v1,v2 細胞において、IAV の顕著な

増殖と IAV-HA プロセッシングの亢進により

25-kDa の IAV-HA2のバンドが出現したと考え

られた。それを確認するため、IAV を多く含

むライセートを in vitro において TPCKトリ

プシンで室温 30 分処理すると、65-kDa の

IAV-HA0が消失、代わりに 25-kDa の IAV-HA2

が出現し、IAV-HAのプロセッシングが確認さ

れた。PRSS3-v2、EK-v1、EK-v2を強制発現さ

せたライセートのみでは IAV-HA のプロセッ

シングは起こらなかったが、PRSS3-v2 に

EK-v1 あるいは EK-v2を加えると、TPCKトリ

プシン処理した場合同様に 65-kDaの IAV-HA0

が消失、25-kDa の IAV-HA2 が出現し、EK-v1

あるいは EK-v2により活性化された PRSS3-v2

が IAV-HA のプロセッシングを促進させるこ

とが確認された。さらに、調べたほとんどの

ヒト培養細胞で EK mRNAの発現が観察された

が、HAT、TMPRSS2 及び TMPRSS4 の発現はある

程度限られていた。また、PRSS1 及び PRSS3

も多くの細胞に発現がみられた。 

これらのことから、従来から報告されてい

た TMPRSS2、 TMPRSS4、HAT による直接的な

IAV-HAの活性化径路に加え、PRSS（トリプシ

ノーゲン）の EK（エンテロキナーゼ）による

活性化が、IAV-HAのプロセッシングを促進す

る新たな IAVの感染経路の存在が示唆された。 

4) 分子創薬的観点からの検討  

エンテロキナーゼ(EK)が IAV 感染の成立、

重症化に関わる新たなトリプシン様タンパ

ク質分解酵素の一つと考えられた。EKは基質

特異性が非常に高いこと(トリプシノーゲン

の DDDDK 配列を認識し切断する)、及びその

触媒ドメインが細胞外に露出していること

から、副作用の少ない新たな抗インフルエン

ザ薬の標的になり得ることが示唆された。 

また、in vitro においては EK-v1,EK-v2 と

も PRSS を活性化する酵素活性、および IAV

のプロセッシング能は同程度有していたが、

予備的な実験では細胞外に放出される IAVの

量が、EK-v1 に比べ EK-v2 がより多かったこ

とから、新たに発見した EK-v2 が、IAV 感染

の成立、重症化に強く関わっている可能性も

考えられた。EK-v2と EK-v1 の違いは 30アミ

ノ酸の挿入の有無だけで、その部位は細胞の

外からアクセスできるため、この 30 アミノ

酸部位も抗インフルエンザ薬の標的の候補

になり得るか、さらなる検討が必要である。 

5) HIV(Human immunodeficiency virus)感染

モデル系、 HTLV-1 HTLV-1(human T cell 



 

 

leukemia virus-1)感染細胞株での実験 

現在、HIV(Human immunodeficiency virus)

の感染、増殖、輸送、出芽等を検討できる in 

vitro の感染モデル、及び当研究室で解析を

続けてきた複数の HTLV-1感染細胞株(HUT102、

ST1、KK1 等)を使い、これらの感染において

も、このエンテロキナーゼを介したトリプシ

ノーゲンの活性化の影響を検討中である。 

 
４．研究成果 

１）ヒト培養細胞から、従来から報告のあっ

た 25 エクソンからなる EK 遺伝子(EK-v1)に

加え、26 エクソンからなる新たな EK 遺伝子

アイソフォーム(EK-v2)の cDNAs をクローニ

ングした。 

２)EK の十二指腸上皮以外での発現や役割に

ついては不明な点が多かったが、調べたほと

んどのヒト培養細胞で EK 及び PRSS1、PRSS3

の発現がみられた。 

３) EK-v1、EK-v2 は PRSS3-v2 トリプシノー

ゲンを活性化したが、TMPRSS2、TMPRSS4、HAT

は PRSS3 を活性化できなかった こと、及び

EK-v1、EK-v2、hPRSS3-v2 を強制発現させた、

安定細胞株において、293T 細胞に比べ IAV の

顕著な増殖と IAV-HA プロセッシングの亢進

が見られたことから、これまで報告されてい

た TMPRSS2、 TMPRSS4、HAT を介した IAV-HA

の直接的な活性化径路に加え、PRSS（トリプ

シノーゲン）の EK（エンテロキナーゼ）によ

る活性化が、IAV-HAのプロセッシングを促進

する新たな IAVの感染経路の存在が示唆され

た。この新たな EK→PRSS→IAV-HAプロｾシン

グの経路を標的とした新たな IAV感染治療薬

の開発につながることが期待される。 
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