
１．はじめに

A型インフルエンザウイルスは毎年冬期に急性呼吸器

疾患を引き起こすインフルエンザ（流行性感冒）の原因で

あり，我々人類にとって身近なウイルスの一つである．し

かし，近年小児におけるインフルエンザ脳症の問題や２００３

年から２００４年にかけて東アジアの広い範囲で発生している

高病原性トリインフルエンザウイルスの流行とそのヒトへ

の感染により，A型インフルエンザウイルスは新興再興

感染症の病原体としてその重要性が再認識されるようにな

った．

A型インフルエンザウイルスの病原性に関しては，強

毒型と弱毒型が存在するトリインフルエンザウイルスで

は，その分子機構が明らかにされているが１），哺乳動物由

来，特にヒトインフルエンザウイルスでは，未だほとんど

解っていない．病原性発現機構の分子レベルでの解明は，

予防法や治療法の開発に貴重な情報を提供することから，

感染症研究の重要な課題である．このような観点から，筆

者らはヒトインフルエンザウイルスの病原性発現機構の解

明を目指し，ヒト由来インフルエンザウイルスの中で特徴

的な性状を持つA/WSN/３３（WSN）株をモデルとして解

析を行ってきた．WSN株の病原性に関しては，１９８０年に

杉浦昭先生らによりウイルス構造蛋白質であるノイラミニ

ダーゼ（NA）が決定因子であることが発見されたが，そ

の後２０年以上の間，その機構の詳細に関しては不明であっ

た．筆者らは分子生物学的手法とリバース・ジェネティク

ス法を用いることにより，WSN株のNAに新規機能を見

いだし，さらにその機能がウイルスの病原性に深く関与す

ることを明らかにした．

本稿では，そのWSN株 NAの新規機能とウイルス病原

性への関与について，これまでの研究の背景と内容を紹介

する．

２．A型インフルエンザウイルス

A型インフルエンザウイルスは，オルソミキソウイル

ス科に分類されるRNAウイルスであり，ヒト，ウマ，ブ

タ，野生の水禽類，アザラシやクジラなどの海獣類に広く

分布する２）．ウイルス粒子は球形または多型性を示し，ゲ

ノムである８本の分節状マイナス一本鎖RNAが核蛋白質

複合体（RNP）としてエンベロープに被われる（図１）．
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各ゲノム分節は１ないし２個の蛋白質をコードし，感染細

胞内では合計１０種類のウイルス蛋白質が合成される３）．ウ

イルスの感染は，エンベロープに突出する赤血球凝集素

（HA）が細胞表面のレセプターであるシアル酸と結合す

ることで開始される．エンドサイトーシスにより細胞内に

取り込まれたウイルスはエンドソームに至り４），そこでエ

ンベロープと細胞膜の融合によりRNPを細胞質に放出す

る．RNPは核内に移動し，ウイルス由来のRNA依存性

RNAポリメラーゼ（PB１，PB２，PA）により転写と複

製を行う５）．転写されたRNAは Cap とポリAテールが付

加され，mRNAとしてウイルス蛋白質の合成を行う．複

製されたゲノムRNAはNPと PB１，PB２，PAと共に

RNPを構築する．核内で複製されたRNPはM１および

NS２蛋白質により細胞質に輸送され６，７），細胞膜で発現し

ているHA，NA，そしてM２蛋白質と細胞の脂質二重膜

に被われ出芽する８）．

３．HAの開裂はウイルス病原性を決定する

エンベロープに存在するHAは感染初期のレセプター

への結合と膜融合で機能するため，A型インフルエンザ

ウイルスの病原性を考える上で，HAは最も重要な分子で

ある．HAはウイルスゲノムから一本鎖のポリペプチド

HA０として合成されるが，HA０には膜融合能がないた

めHA０のみを持つウイルスは感染性がない．ウイルスが

感染性を獲得するためにはHA０が宿主由来の蛋白質分解

酵素により特定の部位で開裂を受け，HA１とHA２のサ

ブユニットに開裂される必要がある９）．ウイルス粒子がエ

ンドソームに到達すると低 pHの影響によりHAの構造が

変化し，HA２のN末端に露出した fusion peptide が細胞

膜に進入し膜融合が開始されるためである１０）．

HAの開裂と同じく宿主由来蛋白質分解酵素もウイルス

の感染性を決定する因子であり，他のパラミキソウイルス

と同様にその生体内分布は病原性の発現と深く関与す

る１１）．このことは，トリインフルエンザウイルスにおいて

よく調べられてきた．家禽では，呼吸器と消化管でのみ感

染増殖し病原性を示さない弱毒型トリインフルエンザウイ

ルスと全身の臓器で感染増殖し１００％近い死亡率を示す強

毒型トリインフルエンザウイルスが存在する．これらのウ

イルス病原性の違いは，HAを開裂する宿主蛋白質分解酵

素の生体内分布であることが証明された１２）．すなわち，弱

毒型ウイルスのHAは呼吸器と消化管に局在する蛋白質

分解酵素により開裂されるが，強毒型ウイルスのHAは

全身の臓器で発現する蛋白質分解酵素により開裂されるた

めである．これまでに，強毒型ウイルスのHAを開裂す

る蛋白質分解酵素として subtilisin 様蛋白質分解酵素であ

る furin と PC６が同定された１３，１４）．

では，弱毒型と強毒型ウイルスのHAの開裂の違いは

何が規定しているのであろうか．それは，HAの開裂部位

のアミノ酸配列と蛋白質分解酵素の基質特異性により説明

される．弱毒型ウイルスのHAが単一のArg を開裂部位

に持つに対し，強毒型ウイルスのHAは，Arg または Lys

の塩基性アミノ酸が連続した特徴的な配列を開裂部位に持

つ．この連続した塩基性アミノ酸の配列が furin と PC６

の基質として認識される．すなわち，HAの構造とHAを

開裂する蛋白質分解酵素の組み合わせが，最終的にウイル

スの病原性を決定する．

ヒトで流行するH１型およびH３型インフルエンザウイ

ルスは，それらHAの開裂部位が単一のArg であり，開

図１ A型インフルエンザウイルスの構造
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裂する酵素が呼吸器に局在するため呼吸器疾患となる．

４．A/WSN/３３株の特徴的な生物性状

WSN株はインフルエンザの研究において世界中の研究

室で古くから実験に用いられてきた標準的なウイルスであ

る．WSN株は１９３３年にヒトから分離されたA/WS/３３株

を様々な宿主に馴化させた後，最終的にマウス脳内接種の

継代により確立された１５，１６）．WSN株はマウスの脳内接種

で病原性を示すことから神経病原性ウイルスとして，中枢

神経系に感染するA型インフルエンザウイルスのモデル

として研究の対象となった．１９９３年には，WSN株を経鼻

接種されたマウスでは呼吸器以外の臓器でもウイルスが増

殖することが報告され，このウイルスのトロピズムは中枢

神経系に限定しないことが示された１７）．また，WSN株は

培養細胞での増殖でも特徴的である．一般的にA型イン

フルエンザウイルスの培養細胞での増殖にはHAを開裂

するために trypsin を培養液に添加する１８）．しかし，WSN

株は trypsin 非存在下でも効率よく増殖する１９）．これらの

生物性状は，細胞で発現する furin や PC６を利用してHA

を開裂する強毒型トリインフルエンザウイルスと類似す

る．しかし，WSN株 HAの開裂部位は furin と PC６の基

質として認識されない単一のArg であり，上述の弱毒型

ウイルスに相当する．インフルエンザウイルスの感染性獲

得にはHAの開裂が不可欠であることから，WSN株には

強毒型トリインフルエンザウイルスとは異なる新たなHA

の開裂機構が存在する．

５．NAにより決定されるWSN株の生物性状

上述のWSN株の性状は研究対象として古くから扱われ

てきた．A型インフルエンザウイルスは分節状のゲノム

を持つため，一つの細胞に２種類の異なるウイルスが同時

に感染すると，一部のゲノム分節を交換した reassortant

ウイルスができる．この方法を用い，１９７７年に，WSN株

が培養細胞において trypsin 非存在下での増殖する性状は

NA分節が決定することが明らかにされた２０）．さらに，１９８０

年には，同様の手法を用い Sugiura and Ueda は，WSN株

と神経病原性を持たないウイルスとの間で様々な組み合わ

せの reassortant ウイルスを作製し，神経病原性がWSN

株のNA分節により決定されることを発見した２１）．これら

の報告は，WSN株のHA開裂機構にはNAが関与するこ

とを示唆した．

では，NAはいかにしてWSN株のHA開裂に影響を与

えているのか．NAはHAと同じくエンベロープに突出す

る膜貫通型の糖蛋白質であり，その主要な機能はシアリダ

ーゼである２２）．シアリダーゼは糖蛋白質や糖脂質の糖鎖末

端の糖とシアル酸の結合を切断する反応を触媒する酵素で

あり，NAのウイルス増殖における機能は，細胞表面やエ

ンベロープに存在するシアル酸を取り除くことにより，細

胞から出芽したウイルス粒子の遊離を容易にすることであ

る２３）．しかし，シアリダーゼ活性ではHA開裂におけるNA

の役割を十分説明することができない．

６．WSN株の感染により plasminogenが活性化される

WSN株がマウスの多臓器で感染増殖することは，HA

を開裂する蛋白質分解酵素もそれら臓器に分布すると考え

られる．そこで，蛋白質分解酵素の同定を行った．セリン

プロテアーゼである plasmin は，WSN株 HAの開裂部位

である単一のArg を認識し実験的に開裂することが既に

報告されている２４，２５）．Plasmin は前駆体 plasminogen とし

て血流を介して全身を循環し，組織中へ浸潤することか

ら，WSN株のHAを開裂する蛋白質分解酵素の候補とし

て検討した．生理的条件の生体内では plasmin は酵素活性

を持たない plasminogen として存在し，線溶反応など必

要に応じて plasminogen から活性化される２６）．したがっ

て，plasmin が HAを開裂するためにはWSN株の感染と

同時に plasminogen が活性化される必要がある．WSN株

を感染させたMDBK細胞を plasminogen 存在下で培養す

ると，既に酵素活性を持つ plasmin や trypsin 存在下と同

様にプラークを形成する．このとき，plasminogen から

plasmin への活性化を阻害する ε―Amino―n―caproic acid

（６―AHA）を培養液に加えると，plasminogen 存在下で

WSN株のプラーク形成は阻害される（図２）．すなわち，

WSN株はその増殖の過程で plasminogen を活性化し，

plasmin の酵素活性を利用してHAを開裂し感染を広げる

図２ 蛋白質分解酵素存在下でのWSN株の増殖
WSN株感染MDBK細胞を以下の条件で培養しプラークを形
成させた後，抗WSN株抗体で免疫染色した．コントロール
は培養液のみである．０．５µg/ml plasminogen（a，b），０．５µg/
ml plasmin（e，f），０．１％FCS（i，j），０．５µg/ml TPCK―trypsin
（c，d），コントロール（g，h）
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ことが考えられた．したがって，WSN株はマウスの体内

でも同様に plasminogen を活性化しているものと考えら

れた．また，培養細胞では培養液中の血清が plasminogen

の供給源となりWSN株の trypsin 非依存性の増殖を可能

にしていると考えられた．

７．NAは plasminogen受容体である

以上の結果から，WSN株の plasminogen 活性化にはNA

が関与することが示唆された．このNAが関与する plas-

minogen 活性化の機構を解明するためには，生体内での

plasminogen 活性化の機構を知る必要がある．細胞表面で

の plasminogen 活性化については活性化因子や阻害因子

など多くの因子が複雑に関与する２７）．ここではごく簡単に

説明する．Plasminogen は血液中や組織間液中では遊離し

た状態で存在するが，活性化を受けるためには細胞表面の

plasminogen 受容体と呼ばれる分子と結合し，同様に細胞

表面に存在する plasminogen 活性化因子である urokinase

―type plasminogen activator（u―PA）により開裂されな

ければならない２８）．活性化された plasmin は，遊離の状態

になると α２―antiplasmin により速やかに不活化されるた

めに，plasmin は酵素活性を維持するために plasminogen

受容体と結合した状態で存在する必要がある．したがっ

て，plasminogen 受容体は plasminogen の活性化と plas-

min の維持に必要な重要な分子である．plasminogen 受容

体はある特定の分子ではなく plasminogen と結合する分

子群の総称であるが，それらの中にはカルボキシル（C―）

末端が Lys である特徴を持つ分子が含まれる２９）．Plasmino-

gen は Lys に対し親和性をもつ５個のクリングルドメイ

ンを持ち，受容体のC―末端 Lys を介して結合する３０）．

WSN株のNAの構造を考えると plasminogen 受容体と

の類似を見いだすことができた．すなわち，NAの C―末

端である４５６番目のアミノ酸は Lys であり，かつNAは

TypeⅡtransmembrane protein でその C―末端を細胞表面

に露出する．このことから，NAが plasminogen 受容体と

して機能することを仮定し実験を行った．まず，NAを単

独で発現する細胞に plasminogen が結合することを示し

図３ WSN株NA発現細胞での plasminogen の結合
Alexa Flour４８８をラベルした plasminogen を以下の細胞に重層した．a，NA発現 COS７
細胞，b，HA発現 COS７細胞，c，空の発現プラスミドをトランスフェクトしたコントロ

ールCOS７細胞．

図４ WSN株HA，HA共発現による細胞融合とHAの開裂
A，HA/NA共発現２９３T細胞を trypsin（a，b）または plasminogen（c，d）存在下で培養
後，pH５．０のバッファーで処理した．HK NAはA/Hong Kong/１/６８株由来N２型NA．
B，HA/NA共発現細胞を３５S―methionine でラベル後，trypsin（レーン２）または plasmi-

nogen（レーン３）で処理し，HAを免疫沈降した．レーン１は非処理コントロール．
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た（図３）．次に，HAとNAの共発現細胞を plasminogen

で処理するとHAが開裂し，さらにその細胞を低 pH処理

すると細胞が融合することを確認した３１）（図４）．これら

の実験において plasminogen が結合すると考えられるC―

末端のアミノ酸が Ile であるA/Hong Kong/１/６８株由来

のNAを用いた時や，WSN株 NAの C―末端を Lys から

Arg または Leu に置換した変異NAを用いた時では，plas-

minogen の結合，HAの開裂，そして細胞融合は認められ

なかった３１）．また，NAの２２６番目のアミノ酸に変異を持

ちシアリダーゼ活性が欠損した変異NAを用いた時は，

元のNAと同様に細胞融合が観察された．これらの結果

から，細胞表面のNAはそのC―末端 Lys を介して plasmi-

nogen と結合して plasmin への活性化を促進し，plasmin

は HAを開裂して膜融合能を付与することが明らかとな

った（図５）．そして，NAと plasminogen の結合はシア

リダーゼ活性が関与しないことから，NA分子の持つ新規

の機能である．

８．NAが plasminogen受容体として機能する分子機構

WSN株が属するN１型のNAでは，C―末端の Lys が保

存されているにもかかわらず，NAによる plasminogen 活

性化はWSN株に特徴的である３１）．すなわち，C―末端 Lys

の他に plasminogen 受容体として機能するための条件が

必要である．NAのアミノ酸配列を比較すると，WSN株

が唯一１４６番の，他のNAでは保存されている糖鎖付加シ

グナルを欠損していることがわかる．また，Li らは，NA

の１４６番の糖鎖付加がWSN株の神経病原性を低下させる

ことを報告しており３２），この糖鎖付加の有無が plasmino-

gen 活性化に重要であることが予想された．WSN株 NA

の１４６番に糖鎖付加シグナルを持つ変異NAを用いて調べ

た結果，HAとの共発現細胞が融合するためには，もとの

NAに比べ１００倍の濃度の plasminogen が必要であること

図５ 細胞表面におけるNAの plasminogen 受容体としての機能とHAの開裂のモデル

図６ NA分子の立体構造
NA分子の頭部を側面（A），上から（B）見た．Varghese らにより決定されたA/Tokyo/
３/６７株のNA（N２）のX線構造解析の結果を基にした３７）．
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がわかった３１）．したがって，１４６番の糖鎖付加が plasmino-

gen の活性化に阻害的に作用することが示された．この糖

鎖付加による plasminogen 活性化の阻害の機構は，NAの

立体構造から説明される（図６）．１４６番に付加する糖鎖は

C―末端 Lys の近傍に位置する．したがって，１４６番に付加

する糖鎖が plasminogen の C―末端 Lys への結合を構造的

に阻害していることを考えるのは容易である．

９．NAの plasminogen受容体機能は

ウイルスの病原性を決定する

次に，これまでの結果から構築された plasminogen 活

性化のモデルが実際にウイルスの病原性に関与するか否か

を調べる必要がある．このために，リバース・ジェネティ

クス法を用い３３），plasminogen 受容体の機能を欠損させた

NAを持つ変異WSN株を作製した．plasminogen 受容体

の機能を欠損させるためにNAの C―末端 Lys を Arg また

は Leu に置換した（K４５３R，K４５３L）．これらの変異ウイ

ルスは，培養細胞において trypsin 存在下ではWSN株と

同程度に増殖するのに対し，plasminogen 存在下では増殖

できなかった（図７）．変異ウイルスのHAは plasminogen

存在下では開裂しなかったことから，変異ウイルスの感染

では plasminogen が活性化されないことが確認された．

マウスの感染実験では，変異ウイルスの経鼻接種による

５０％致死量がWSN株に対し増加した（表１）．さらに，

呼吸器以外の臓器での増殖を調べるために脳内接種を行っ

た結果，変異ウイルスの増殖は検出できなかった（表２）３４）．

以上の結果から，NAの plasminogen 受容体機能の欠損に

よりWSN株の病原性が弱毒化されたことが示された．

１０．WSN株の病原性発現のモデルとその意味

これまでの結果から，NAの新規機能である plasmino-

gen 受容体機能はウイルスの病原性を決定する重要な因子

図７ NA変異ウイルスの培養細胞での増殖
A，MDBK細胞における trypsin または plasminogen 存在下のウ
イルス増殖曲線．B，Aの条件で増殖したウイルスを３５S―methionine

でラベルし，HAを免疫沈降した．
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であることが明らかとなった．Plasminogen は血流を介し

て全身の臓器に分布する．したがって，WSN株はNAの

plasminogen 受容体としての機能により全身に存在する

plasminogen を活性化して感染性ウイルスを産生し，呼吸

器以外の多臓器に感染を拡大すると考えられる．この

WSN株の病原性発現機構のモデルは，HAが弱毒型であ

っても，理論的にはゲノムの１塩基変異で充分なNAの

変化により成立する．すなわち，現在ヒトで流行している

H１N１型のウイルスが突如として強い病原性を持つウイ

ルスに変異する可能性を示唆する．幸い，これまでに自然

界からはそのようなウイルスは分離されていないことか

ら，インフルエンザウイルスがWSN株のような病原性発

現機構を獲得することには何らかの制約があるものと考え

られる．しかし，WSN株がその病原性発現機構を維持し

て成立している事実から，自然界においける可能性を全く

否定することはできない．

１１．今後の展開

本研究によりNAの新規機能に基づいたA型インフル

エンザウイルスの病原性発現機構の新しいモデルを提唱す

ることができたが，このモデルから様々な疑問が発生す

る．今後の展開として，現在著者が疑問に思うことを列挙

したい．WSN株はどのような変異の過程を経てA/WS/

３３株から確立されたのか？NA以外の変異はどのように影

響したのか？A/WS/３３株以外のウイルスではマウスの脳

継代による神経病原性ウイルスが出現しない．ならば，A

/WS/３３株にはもともと病原性を獲得しやすい素地を持っ

ているのか？もしそうであれば，それは何か？細かい点で

は，NAに結合した plasminogen がどのようにして活性化

されるのか，またNAに結合した plasmin はどのように

してHAを開裂するのかは興味深い問題である．図５の

モデルではNA，HA，plasminogen そして u―PAは細胞

表面に局在することになるため，それらの動きは細胞表面

に限られる．では，plasminogen/NAと u―PAは，また Plas-

min/NAと HAはどこでどのように会合するのか？これ

らの疑問を解決することにより，最終的にインフルエンザ

ウイルスの病原性発現機構の全貌を明らかにできると考え

られる．

視野を広げるとさらに興味深い想像ができる．WSN株

の感染により起こる細胞表面での plasminogen 活性化

は，単にHAに開裂することによる感染性ウイルスの産

生に関与しているだけであろうか．細胞表面には他の蛋白

質分解酵素やそれらの基質となりうる様々な分子が存在す

る．活性化された plasmin は，それら蛋白質分解酵素の連

鎖的な活性化につながり細胞表面および細胞外基質の破壊

を引き起こしことも充分に考えられる．その結果は病原性

発現にも影響を与えるであろう．このことに関しては，中

枢神経系においてHIV―１のmacrophage 感染によるma-

trix metalloproteinase の 活 性 化 と，そ の 基 質 で あ

chemokine SDF―１の分解により生じるペプチドが最終的

にニューロンのアポトーシスを誘導するという報告は３５），

今後の研究の展開を考える上で参考となるモデルである．

１２．終わりに

寄生体がその侵入や増殖の過程で宿主の plasminogen/

plasmin を利用している例は，細菌を中心として多くの報

告がある３６）．したがって，宿主寄生体相互作用における plas-

minogen/plasmin は重要な意味を持つのかもしれない．

このことを，他のウイルスの感染に適用できるであろう

か．今後の知見の蓄積により，宿主寄生体相互作用におけ

る plasminogen/plasmin を含めた細胞表面での蛋白質分

解酵素活性化の重要性が，確立した概念となることを期待

したい．

文学者であり物理学者でもある寺田寅彦は，随筆「池」

の中に「もっとも対象はいくら古くても，目と腕とが新し

ければ，いくらでも新しい「発見」はできるはずだろうが，

…」と記している．毎年流行ウイルスが出現するA型イ

ンフルエンザウイルスでは，１９３３年に分離されたWSN株

は古い対象である．しかし，ウイルス学の分野では新しい

「生理的 plasminogen 活性化機構」という目と，「分子生

物学的実験手法とリバース・ジェネティクス法」の新しい

腕により，新しい発見ができたようである．ただ，今後い

くらでも新しい「発見」できるかは，自他共に認める疑問

である．
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Virus PFU（log１０/ml）

WSN
K４５３R
K４５３L

４．４
７．３
７．２

経鼻接種

Virus Virus titer（PFU/g）

WSN
K４５３R
K４５３L

３．９x１０４

＜１０
＜１０

４．２x１０６PFUのウイルスを脳内接種した．

表１ NA変異ウイルスのマウス病原性 表２ NA変異ウイルスのマウス脳内での増殖
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A novel function of plasminogen―binding activity of the
NA determines the pathogenicity of influenza A virus
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Because cleavage of the hemagglutinin（HA）molecule by proteases is a prerequisite for infectivity

of influenza A viruses, this molecule is a major determinant of viral pathogenicity. Although well

documented in the pathogenicity of avian influenza viruses, the role of HA cleavage in the patho-

genicity of mammalian viruses is not well understood. Therefore, we studied a mouse―adapted hu-

man isolate A/WSN/３３（WSN）, a neurovirulent influenza virus strain that causes systemic infection

when inoculated intranasally into mice. We found a novel mechanism of HA cleavage for WSN vi-

rus：the neuraminidase（NA）of WSN virus binds and sequesters plasminogen on the cell surface,

leading to enhanced cleavage of the HA. The structural basis of this novel function of the NA mole-

cule appears to be the presence of a carboxyl―terminal lysine and the absence of an oligosaccharide

side chain at position１４６. To obtain direct evidence that the plasminogen―binding activity of the NA

enhances the pathogenicity of WSN virus, we generated mutant viruses that are deficient in plasmi-

nogen―binding activity by reverse genetics. The mutant viruses showed attenuated growth in mice

and failed to grow at all in the brains of these animals. Therefore, we concluded that the novel func-

tion of plasminogen―binding activity of the NA determines the pathogenicity of WSN virus in mice.
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