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研究成果の概要（和文）：インフルエンザは自然治癒する疾患であるが、急性呼吸促迫症候群（ARDS）、脳症、
心筋炎症状を併発し死亡する場合がある。本研究では、病理学的・分子生物学的手法によりインフルエンザ剖検
組織を解析し、異なるARDSの発症機序があることを見出した。すなわち肺胞上皮細胞で増殖しやすいウイルスク
ローンが感染しウイルス性肺炎からARDSを併発し呼吸不全で死亡する機序とインフルエンザウイルス感染後に宿
主の過剰な免疫応答により全身性炎症反応症候群（SIRS）が惹起され、ARDSを併発し多臓器不全で死亡する機序
があることがわかった。インフルエンザ脳症では脳組織で炎症性メディエーターの発現が高いことが示された。

研究成果の概要（英文）： Although influenza is a self-limited disease, patients are complicated with
 acute respiratory distress syndrome (ARDS), encephalopathy, myocarditis symptoms and may die in 
some cases. Using pathological and molecular biological methods, we have examined autopsied tissues 
with influenza virus to find two pathological mechanisms of ARDS. One mechanism involves influenza 
virus clone that replicates well in alveolar epithelial cells. The patients develop viral pneumonia 
complicated with ARDS of pulmonary origin, which then leads to respiratory failure and the death of 
patients. The other mechanism involves infection-induced excessive immune responses. This then 
develops systemic inflammatory response syndrome (SIRS) concurrently with ARDS, and causes multiple 
organ failures. Furthermore, higher expression levels of inflammatory mediators were observed in 
brain tissues with influenza encephalopathy.

研究分野： 感染症病理学

キーワード： 重症インフルエンザ　インフルエンザ脳症　ARDS　サイトカインストーム
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１．研究開始当初の背景 
(1) 季節性インフルエンザは、一般に
self-limited に治癒する疾患であるが、重症
化し致死的経過をとることがある。一方 H5N1
亜型鳥インフルエンザウイルス（以下 H5N1）
ヒト感染症の致死率は 53%と高いが、ヒトか
らヒトへの感染例はほとんどない。2009 年の
パンデミックインフルエンザウイルス(以下
A/H1N1pdm09)感染症では、H5N1 感染症の場合
と同様にウイルス性肺炎となり、急性呼吸促
迫症候群(ARDS)を併発し、呼吸不全で死亡す
る例がみられた。小児では季節性インフルエ
ンザ流行時にインフルエンザ脳症で死亡す
る例が毎年報告されている。重症化のメカニ
ズムを解明し、重症化を予防することが求め
られている。 
 
(2) インフルエンザの重症化因子としてウ
イルス因子、宿主因子、共感染因子が挙げら
れる。我々は A/H1N1pdm09 感染患者の剖検肺
組織から回収されたウイルスが肺胞上皮細
胞に感染しやすい配列であることを見出し、
重症肺炎を併発するに至ったウイルス側の
要因(ウイルス因子)の１つを解明した。 
 
(3) インフルエンザ脳症の脳病理像は脳浮
腫であり、組織所見では血管外への蛋白漏出
像が顕著であることが多い。インフルエンザ
ウイルスが上気道の上皮細胞に感染するこ
とによって患者体内で過剰な免疫応答(宿主
因子)が引き起こされると、脳組織の毛細血
管内皮細胞およびグリア細胞が障害され、脳
血液関門(グリア血管複合体)が破綻するこ
とが発症の一因と考えられている。 
 
２．研究の目的 
(1)インフルエンザ重症化のウイルス側の要
因の検索 
一般に、各シーズンに流行しているインフル
エンザウイルスゲノム解析は鼻咽頭ぬぐい
液から分離されたウイルスの塩基配列をシ
ークエンスして結果を得ている。よって肺胞
領域に感染しているウイルスゲノムとは異
なる可能性がある。また鶏卵等でウイルスを
分離する場合は分離されるウイルスの主要
なクローンが患者体内で主要であったもの
と異なる可能性がある。よって、インフルエ
ンザ死亡例の上気道から肺組織に至る各組
織から回収されるウイルスゲノムの解析は
重要であり、特異的な特徴があるか明らかに
する必要がある。 
 
(2)重症インフルエンザ病理組織切片局所に
おける炎症性サイトカイン等の発現の解明 
インフルエンザ死亡例で血中の炎症性メデ
ィエーター値が高い症例があることが報告
されている。病理組織中の“局所における”
炎症性メディエーターの発現レベルを解析
する。 
 

(3)インフルエンザ脳症における脳浮腫発症
機序の解明 
インフルエンザ脳症剖検肺組織、脳組織にお
ける炎症性メディエーターの発現、グリア血
管複合体部位の病理所見等について解析し、
脳浮腫の発症機構について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザ重症化のウイルス側の
要因の検索 
（材料）A/H1N1pdm09 感染 16 剖検例のホルマ
リン固定パラフィン包埋（FFPE）肺組織、H5N1
感染小児のホルマリン固定パラフィン包埋
肺組織。 
（方法）FFPE 組織から回収されたβアクチン
RNA 量を内因性 RNA 量として、A/H1N1pdm09
ゲノムのコピー数をreal-time RT-PCR 法で
調べた。ウイルスゲノムのヘマグルチニン
(HA)塩基配列をクローニング（2 例）あるい
はダイレクトシークエンス(4 例）によって解
析した。2003 年の H５N１感染ベトナム小児
例の FFPE 肺組織から回収されたウイルスゲ
ノムの HA、NS１、PB2 領域の塩基配列をダイ
レクトシークエンス法で調べ、GenBank 
(HM006759.1, HM006763.1, HM006756.1)に報
告されている塩基配列と比較した。 
 
(2) 重症インフルエンザ病理組織切片局所
における炎症性サイトカイン等の発現の解
明 
（材料）A/H1N1pdm09 感染に ARDS を併発し死
亡した2剖検例のホルマリン固定パラフィン
包埋（FFPE）肺組織、インフルエンザ脳症剖
検例(3 例)の FFPE 脳組織並びに肺組織 
（方法）A/H1N1pdm09 感染に ARDS を併発し死
亡した剖検例の肺組織から RNA を抽出し、
IL-8、IP-10、MCP-1、 IFNg、 IL1b、 IL-6、
TNFa、RANTES の mRNA コピー数を解析した。
インフルエンザ脳症で死亡した3例の脳およ
び肺組織において IL-６ mRNA コピー数を解
析した。IL-６mRNA を in situ hybridization 
法を検出することを試みた。ARDS 併発例の
FFPE 肺組織、脳症例の脳組織・心筋組織に
おける後期炎症性メディエーターである
HMGB-1 の発現を免疫組織化学で解析した。 
 
(3) インフルエンザ脳症における脳浮腫発
症機序の解明 
（材料）インフルエンザ脳症剖検 FFPE 脳組
織 
（方法）グリア血管複合体における GFAP、ア
クアポリン４の発現を免疫組織化学で解析
した。グリア血管複合体の構成要素であるア
ス ト ロ グ リ ア の 突 起 崩 壊
（Clasmatodendrosis）が脳症例でみられる
ことが多いが、clasmatodendrosis とオート
ファジーとの関与を免疫組織化学の手法で
解析した。またアポトーシスの過程で生じる
断片化 DNA を TUNEL 法により検出した。 
 



４．研究成果 
(1) インフルエンザ重症化のウイルス側の
要因の検索 
① A/H1N1pdm09 感染に ARDS を併発し死亡し
た症例のうち、パンデミックシーズン初期の
症例 A とパンデミック終焉後の 2011 年の症
例 Bの 2例について比較検討した。両症例と
も発症からおよそ 1週間で死亡しており、症
例 B のほうがより早く重症 ARDS を併発し、
DIC も発症している（表）。両症例とも肺病理
像はびまん性肺胞障害（Diffuse alveolar 
damage：DAD）を呈していたが、症例 A では
肺切片ごとに進行度の異なる DAD を呈し、症
例 Bではすべての肺切片で同様な DAD像を呈
していた（図 1）。剖検肺組織中のインフルエ
ンザウイルス量は症例 Aは症例 Bと比較して
非常に多く、肺組織から回収されたウイルス
において、レセプター親和性を決定する HA
領域の塩基配列も異なっていた。ヒトの肺胞
上皮細胞はヒト型レセプター（α2,6 シアル
酸）よりも鳥型レセプター（α2,3 シアル酸）
を主に発現している。症例 Aの肺組織から回
収されるウイルスは鳥型レセプターに親和
性の高い HA を有し、肺胞上皮細胞で増殖し
やすく、ウイルスコピー数が多いが、症例 B
からは回収されたウイルスはヒト型レセプ
ターに親和性が高いため、肺胞上皮細胞には
感染しにくく、ウイルスコピー数が少ないこ
とが分かった。 
A/H1N1pdm09 はパンデミック終焉後も季節
性インフルエンザウイルスとして流行して
いるが、2009 年から 2015/16 シーズンに
A/H1N1pdm09感染で死亡した14剖検例のうち、
4 例で FFPE 肺組織から回収した HA 配列のダ
イレクトシーエンスが可能であったが、結果
はすべてヒト型レセプターと親和性の高い
配列であった。興味深いことに A/H1N1pdm09
剖検例ではほかの季節性インフルエンザ剖
検肺組織と異なり、免疫組織化学でわずかで
あるが、肺胞上皮細胞にウイルス抗原が検出
された。以上のことから、A/H1N1pdm09 はパ
ンデミックシーズン後も ARDS を併発し重症
化する例があること、その ARDS の要因とし
てはウイルス性肺炎というよりは sepsis な
どの全身性炎症反応の可能性があること、ま
た肺胞上皮細胞にもわずかであるがウイル
ス抗原が検出されることがわかった。症例 A
の重症化因子の1つは肺胞上皮細胞で増殖し
やすい性質を有するウイルスクローンに感
染したことであり、症例 Bにおいてはウイル
ス因子よりも宿主因子を検索する必要があ
ると考えられた。 
 
② H5N1 感染 FFPE 肺組織中の H5N1 ウイルス
の HA、NP、PB2 塩基配列（ダイレクトシーク
エンス法）は、上気道分泌液から分離したウ
イルスの塩基配列（GenBank）と比較して変
異はなかった。すなわちヒトの肺の中で、こ
の領域において変異は見つからなかった。鳥
から感染した鳥インフルエンザウイルスが

ヒトの肺胞領域まで到達し、そこで増殖した
と考えられた。（患者の上気道組織のウイル
スについてはサンプルがないため不明。） 

表：A/H1N1pdm09 感染に ARDS を併発し死亡し
た２症例の比較 

図１：左右上下の肺葉のびまん性肺胞傷害
（DAD）進行度 症例 A(左)、症例 B(右) 
 
(2) 重症インフルエンザ病理組織切片局所
における炎症性サイトカイン等の発現の解
明 
① 上述の症例 A と症例 B で、各肺切片ごと
のサイトカイン・ケモカイン mRNA コピー数
とウイルス RNAコピー数を real-time RT-PCR
法で調べたところ、症例 Aではウイルスコピ
ーに相関して IL-8、IP-10、MCP-1 の mRNA レ
ベルが高かった。症例 Bではウイルスコピー
数が少なく、相関は見られなかったが、
IL-8mRNA は症例 Aと同等に高く、IP-10 mRNA, 
MCP-1 mRNAも局所で検出された。一方、IFNg、 
IL1b、 IL-6、TNFa、RANTES の発現はほとん
どの切片で検出感度以下であった。 
 
② インフルエンザ脳症剖検脳および肺組織
において IL-6 mRNA コピー数を解析した。血
中及び髄液で高 IL-6 値を示した 1 例におい
て、脳組織（特に延髄と中脳）のほうが肺組
織よりも IL-6 mRNA コピー数が高かった。
IL-6 mRNA を in situ hybridization 法で検
出することを試みたが、最も高かった脳切片
でも検出感度以下であった。 
後期炎症性メディエーターである HMGB-1 の
発現を ARDS の FFPE 肺組織（症例 A）、イン
フルエンザ脳症の脳組織・心筋組織で解析し
た。いくつかの肺胞上皮細胞では HMGB-１は
核よりも細胞質でシグナルが強かった。また
脳症例の脳組織・心筋組織では血管内細胞の
細胞質に強いシグナルが検出された。今後、
解析する症例サンプル数を集積し、また正常

 

 



組織と合わせて結果を評価する予定である。 
 
(3) インフルエンザ脳症における脳浮腫発
症機序の解明 
インフルエンザ脳症剖検 FFPE 脳組織のグリ
ア血管複合体における GFAP、アクアポリン４
の発現を免疫組織化学で解析した。GFAP はア
ストログリアのマーカータンパク質である。
脳においては、グリア細胞が水バランスの役
割を担っていると考えられているが、アクア
ポリン 4は、グリア細胞に発現しており、脳
浮腫の病態生理に関与していると報告され
ている。血漿タンパク漏出部位では血管周囲
で GFAP、アクアポリン４のシグナルが減弱し
ている傾向がみられた。しかしながらシグナ
ルの強弱の評価をするには症例数の集積が
必要である。 
グリア血管複合体の構成要素であるアスト
ログリアの突起崩壊（Clasmatodendrosis）
が 脳 症例で み られる こ とが多 い が 、
clasmatodendrosis とオートファジーとの関
与を免疫組織化学で解析した。オートファジ
ー関連たんぱくである Beclin-1、LC3、LAMP-1、
Atg5、Atg2 の検出を試みた。GFAP 陽性細胞
で、Beclin-1、LC3、LAMP-1 が検出された。
病態との関連は不明である。また、いくつか
のグリア細胞の核は TUNEL 陽性であった。 

図２：A ヘマトキシリンエオジン染色、B 
GFAP 染色、C GFAP(赤)と LAMP-1(緑)の二重
染色、 D Tunnel(アポトーシスの検出) 
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