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概 要 インフルエンザ感染症は我が国では毎年冬に流行が起こり，高齢者での肺炎，幼児での脳症が致死的となり問

題である。最近の研究から，塩分の過剰な摂取は腸内細菌叢の破綻（dysbiosis）を引き起こすことが示唆されている。一

方，過剰な塩分摂取が抗ウイルス免疫応答に与える影響については明らかにされていない。我々はこれまでに，マウスに

抗生物質を飲ませて腸内細菌叢を死滅させると，インフルエンザウイルス特異的な免疫応答が減弱することを見出してい

る。さらにその後の研究により，腸内細菌叢由来代謝産物が，インフルエンザウイルス特異的な免疫応答の誘導に必要で

あることを明らかにした。そこで本研究ではマウスのインフルエンザウイルス感染モデルを用いて，過剰な塩分摂取がイン

フルエンザウイルス感染後や経鼻ワクチン接種後のウイルスまたはワクチン特異的な免疫応答に与える影響を解析するこ

とを目的とした。 

C57BL/6J マウスに水または 2% NaCl 水を 2 週間飲ませた後，インフルエンザウイルス A/PR8 を感染させた。感染 10

日目の肺組織からリンパ球を回収し，CD8 抗体およびインフルエンザウイルス NP 特異的なテトラマーで染色することによ

り，肺組織中のインフルエンザウイルス特異的な CD8T 細胞の割合をフローサイトメトリーで解析した（FACSVerse）。また

マウスに水または 2% NaCl 水を 2 週間飲ませた後，致死量（1,000 pfu）のインフルエンザウイルス A/PR8 を感染させ，感

染後の生存率を観察した。 

塩分摂取がインフルエンザウイルス感染後のウイルス特異的な獲得免疫の誘導に与える影響を解析するため，

C57BL/6J マウスに水または 2% NaCl 水を 2 週間飲ませた後，インフルエンザウイルス A/PR8 を感染させた。感染 10 日

目の肺組織中のインフルエンザウイルス特異的なCD8T細胞の割合を解析したところ，コントロール群と比較して2% NaCl

水を飲ませたグループで肺組織中のインフルエンザウイルス特異的な CD8T 細胞の割合が有意に変化することはなかっ

た。次に塩分摂取がインフルエンザウイルス感染後の重症化に影響するのかを調べるため C57BL/6J マウスに水または

2% NaCl 水を 2 週間飲ませた後，致死量（1,000 pfu）のインフルエンザウイルス A/PR8 を感染させ，感染後の生存率を観

察した。しかしコントロール群と比較して 2% NaCl 水を飲ませたグループでインフルエンザウイルス感染後の生存率が有

意に変化することはなかった。 

今回 2% NaCl水を 2週間飲ませることにより肺組織中のウイルス特異的なCD8T細胞の割合やインフルエンザウイルス

感染後のマウスの生存率に有意な変化を認めることができなかった。この原因はいくつか考えられるが，ひとつは 2% 

NaCl 水を 2 週間飲ませただけでは，4 種類の抗生物質（vancomycin, neomycin, metronidazole, ampicillin）を含んだ水を

4 週間与えたときのような腸内細菌叢の dysbiosis が起こっていないことも考えられる。また 2 週間の塩分摂取は腸内細菌

叢だけでなく，さまざまな生理機能に影響を与えていると考えられ，腸内細菌叢の dysibiosis 以外のことが影響している可

能性もある。今後は 2% NaCl 水を 2 週間飲ませたマウスの糞便を解析することにより，腸内細菌叢の dysbiosis が起こって

いるのかを確認する必要がある。またマウスの腸内細菌叢のdysbiosisを引き起こすのに必要な2% NaCl水の投与期間に

ついても検討する必要がある。さらに今回は 1,000 pfuのインフルエンザウイルスを感染させた場合の生存率を観察したが，

マウスに感染させるインフルエンザウイルスの量を検討してみる必要もある。 



 

１．研究の背景と目的 

インフルエンザ感染症は我が国では毎年冬に流行が

起こり，高齢者での肺炎，幼児での脳症が致死的となり問

題である。また新型インフルエンザウイルスの出現は社会

的な混乱を招くこととなり，2009 年に発生した新型インフ

ルエンザウイルスのパンデミックがそれを示している。この

ようなインフルエンザ感染症の予防に有効なのはワクチン

接種である。現在，我が国ではインフルエンザウイルスの

感染防御抗原であるヘマグルチニン（HA）を主成分とした

「HA ワクチン」を皮下接種することにより，血液中のHA特

異的な IgG を誘導している。しかしこの皮下接種では，イ

ンフルエンザウイルスの感染防御に中心的役割を果たす

と考えられている上気道粘膜での分泌型 IgA 抗体が誘導

されないため，ウイルスの感染そのものを阻止できない。

またワクチン株と流行ウイルス株が一致する時は 70%前後

の防御効果を示すが，一致しない時は予防効果が減少

する。これとは対照的に，インフルエンザウイルスに罹患し

たヒトは，その後数年間にわたって小さい変異のインフル

エンザウイルスに再度感染しにくいことが疫学的に知られ

ている（交叉防御効果）(1)。この防御能は主にインフルエ

ンザウイルスが自然感染した際に誘導される鼻粘膜上の

ウイルス特異的な分泌型 IgA 抗体によるものと考えられて

いる(2)。そこで鼻粘膜上にウイルス特異的な分泌型 IgA抗

体を誘導するため，インフルエンザワクチンとアジュバント

を鼻腔内に噴霧して，粘膜免疫を誘導するアジュバント経

鼻インフルエンザワクチンの研究が続けられてきた。例え

ば，poly(I:C)は，ウイルスの複製過程で生じる二本鎖

RNA を人工的に合成した核酸アナログであり，自然免疫

受容体である toll-like receptor 3（TLR3）を活性化させるリ

ガンドであるが(3)，この poly(I:C)をアジュバントととして HA

ワクチンとともに経鼻接種することにより，血中の HA 特異

的な IgG だけでなく鼻腔洗浄液中に HA 特異的な IgA を

誘導することができ，インフルエンザウイルスの感染そのも

のを阻止することが可能となる(4)。このように，効果的なワ

クチン開発のためには，インフルエンザウイルスが生体に

どのように認識されて（自然免疫応答），そのことがどのよう

にウイルス特異的な獲得免疫応答の誘導に役立っている

かを理解する必要がある。 

インフルエンザウイルスは，少なくとも 3 つの自然免疫

受容体によって認識されている（図 1）。TLR7 はエンドゾ

ーム内でインフルエンザウイルスのゲノム RNA を認識す

る(5, 6)。細胞質中の RIG-I は，ウイルスのゲノム RNA を認

識する(7, 8)。これとは対照的に，インフルエンザウイルス

RNA は NLRP3 を活性化しない(9)。Nod-like receptors ファ

ミリーのNLRP3は，ATPや環境中刺激物だけでなく，さま

ざまな細菌やウイルスの感染などによって活性化する細

胞内の自然免疫受容体である(10)。活性化した NLRP3 は

アダプタータンパク質の ASC や未成熟型 caspase-1 ととも

に細胞内で NLRP3 inflammasome と呼ばれる巨大なタン

パク質複合体を形成し，これにより活性化した caspase-1が

細胞質中の未成熟型 IL-1β を切断することにより，成熟型

IL-β が細胞外へ分泌される。インフルエンザウイルスによ

るNLRP3 inflammasomeの活性化には，インフルエンザウ

イルス M2 タンパク質のプロトンチャネル活性が必要で，

M2 タンパク質はトランスゴルジ中のプロトンを細胞質中へ

流出させて NLRP3 inflammasome を活性化させている(11)。

弱酸性のトランスゴルジ内の pH を M2 タンパク質が中和

することは，インフルエンザウイルス HA タンパク質の正し

い立体構造を保つため（感染性のあるウイルス粒子を産

生するため）に必要である。このことは宿主側が，効率的

なウイルスの増殖に必要なウイルス側の戦略を逆手にとり，

宿主のウイルス認識機構に利用している可能性を示唆し

ている。他にも，ピコルナウイルス科の脳心筋炎ウイルス

（EMCV），ポリオウイルス，エンテロウイルス 71 型，ヒトライ

ノウイルスの 2B タンパク質が NLRP3 inflammasome を活

性化させること(12)，RS ウイルス（respiratory syncytial virus）

のSHタンパク質が IL-1βの産生を促進させることが報告さ

れており(13)，このような viroporin（ウイルスがコードするイ

オンチャネルタンパク質）は，RNA ウイルスが NLRP3 

inflammasome を活性化させるメカニズムのひとつであると

考えられる(14)。興味深いことに，インフルエンザウイルスの

M2タンパク質やEMCVの2Bタンパク質のようなviroporin

はミトコンドリア DNA を細胞質中へ放出し，細胞内 DNA

センター依存的なインターフェロン応答を誘導しているば

かりでなく(15)，細胞内 DNA センサーである AIM2 が形成

する inflammasome 依存的な IL-1β も誘導している(16)。こ

のことは細胞内のDNAセンターがDNAウイルスに対する

防御免疫だけでなく，インフルエンザウイルスや EMCV な

どの RNA ウイルスの感染に対する自然免疫応答にも重

要な役割を果たしていることを示唆している。 



 

 

マウスにインフルエンザウイルスを感染させた場合，肺

での inflammasomesの活性化と IL-1βの産生は，インフル

エンザウイルス特異的な B 細胞，T 細胞応答の誘導に必

要である (9)。インフルエンザウイルスに感染後，肺で

inflammasome が活性化（IL-1β が産生）されると，抗原を

捕捉した樹状細胞（DC ｓ ）が効率よく所属リンパ節

（mediastinal lymph node）へ遊走する（図 2）。このとき感染

細胞周囲にいる DCs（bystander DCs）上の IL-1 シグナル

が，インフルエンザウイルス特異的な獲得免疫応答の誘

導に必須である(17)。このように inflammasome の活性化に

よる感染局所の炎症反応と IL-1シグナルが，インフルエン

ザウイルス特異的な免疫応答の誘導必要であるが，インフ

ルエンザウイルスには NLRP3 inflammasome の活性化を

抑制する戦略がある。インフルエンザウイルスによる

NLRP3 inflammasomeの活性化には，ミトコンドリアの膜電

位（連結したミトコンドリア）が必要であるが(18)，インフルエ

ンザウイルス PB1-F2 タンパク質は，ミトコンドリア外膜上の

Tom40 チャネルにより膜間スペースへ輸送され，ミトコンド

リアの膜電位を低下（連結したミトコンドリアを断片化）させ

ることにより，NLRP3 inflammasome の活性化を抑制して

いる(19)。またインフルエンザウイルスの NS1 タンパク質は

NLRP3 と相互作用することにより，NLRP3 inflammasome 依

存的な IL-1βの産生を抑制していることも分かっている(20)。 

インフルエンザウイルス感染後の肺における NLRP3 

inflammasome の活性化は，その後のウイルス特異的な獲

得免疫応答の誘導に重要であるが，これまでに我々は腸

内細菌叢がインフルエンザウイルス感染後の NLRP3 

inflammasome 依存的な IL-1βの産生や，その後のウイル

ス特異的な獲得免疫追等の誘導に重要な役割を果たし

ていることを明らかにした(21)。通常の水道水を飲んでいる

C57BL/6 マウス（水マウス）の腸内細菌の 99%以上はグラ

ム陽性菌（Lactobacillus spp.）である。一方，このマウスに 4

種類の抗生物質（vancomycin, neomycin, metronidazole, 

ampicillin）を含んだ水を 4 週間与えると，培養可能な腸

内細菌の数は 1/6 程度に低下し，またその半数以上が

グラム陰性菌（Enterobacter spp.）となる。この抗生物質

を 4 週間飲ませたマウス（抗生物質マウス）に非致死

量のインフルエンザウイルスを経鼻的に感染させて，  



 

 

感染 2 週間後のインフルエンザウイルスに対する免疫応

答を解析すると，ウイルス特異的な血液中の IgG 抗体価，

鼻腔洗浄液中の IgA 抗体価，脾臓のウイルス特異的

CD4T，CD8T 細胞応答，肺の CTL の数が低下した。これ

により感染 9 日目の肺胞洗浄液中のウイルス量は，水マウ

スと比較して抗生物質マウスで有意に高くなる(14)。このよう

に腸内細菌叢はインフルエンザウイルス感染後のウイルス

特異的な獲得免疫応答の誘導に重要な役割を果たして

いる。 

最近の研究から，塩分の過剰な摂取は腸内細菌叢の

破綻（dysbiosis）を引き起こすことが示唆されている(22-25)。

一方，過剰な塩分摂取が抗ウイルス免疫応答に与える影

響については明らかにされていない。上述した通り我々は

これまでに，マウスに抗生物質を飲ませて腸内細菌叢を

死滅させると，インフルエンザウイルス特異的な免疫応答

が減弱することを見出している(21)。さらにその後の研究に

より，腸内細菌叢由来代謝産物が，インフルエンザウイル

ス特異的な免疫応答の誘導に必要であることを明らかに

した(26)。そこで本研究ではマウスのインフルエンザウイル

ス感染モデルを用いて，過剰な塩分摂取がインフルエン

ザウイルス感染後や経鼻ワクチン接種後のウイルスまたは

ワクチン特異的な免疫応答に与える影響を解析することを

目的とした。 

２．研究方法 

C57BL/6J マウスに水または 2% NaCl 水を 2 週間飲ま

せた後，インフルエンザウイルス A/PR8 を感染させた。感

染 10 日目の肺組織からリンパ球を回収し，CD8 抗体およ

びインフルエンザウイルス NP 特異的なテトラマーで染色

することにより，肺組織中のインフルエンザウイルス特異的

な CD8T 細胞の割合をフローサイトメトリーで解析した

（FACSVerse）。またマウスに水または 2% NaCl 水を 2 週

間飲ませた後，致死量（1,000 pfu）のインフルエンザウイ

ルス A/PR8 を感染させ，感染後の生存率を観察した。 

３．研究結果 

塩分摂取がインフルエンザウイルス感染後のウイルス特

異的な獲得免疫の誘導に与える影響を解析するため，

C57BL/6Jマウスに水または 2% NaCl水を 2週間飲ませた

後，インフルエンザウイルス A/PR8 を感染させた。感染 10



 

日目の肺組織中のインフルエンザウイルス特異的な

CD8T 細胞の割合を解析したところ，コントロール群と比較

して 2% NaCl 水を飲ませたグループで肺組織中のインフ

ルエンザウイルス特異的な CD8T 細胞の割合が有意に変

化することはなかった（図 3）。 

次に塩分摂取がインフルエンザウイルス感染後の重症

化に影響するのかを調べるため C57BL/6J マウスに水また

は 2% NaCl水を 2 週間飲ませた後，致死量（1,000 pfu）の

インフルエンザウイルスA/PR8を感染させ，感染後の生存

率を観察した。しかしコントロール群と比較して 2% NaCl

水を飲ませたグループでインフルエンザウイルス感染後

の生存率が有意に変化することはなかった（図 4）。 

 

 

 

 



 

４．考察と今後の課題 

最近の研究から，塩分の過剰な摂取は腸内細菌叢の

破綻（dysbiosis）を引き起こすことが示唆されている(22-25)。

また我々のこれまでの研究から，抗生物質により腸内細菌

叢の dysbiosis を引き起こすと，インフルエンザウイルス特

異的な CD8T 細胞応答が減弱するだけでなく(21)，インフ

ルエンザウイルス感染後の生存率が低下することが分か

っている(26)。しかし今回 2% NaCl 水を 2 週間飲ませること

により肺組織中のウイルス特異的な CD8T 細胞の割合や

インフルエンザウイルス感染後のマウスの生存率に有意

な変化を認めることができなかった。この原因はいくつか

考えられるが，ひとつは2% NaCl水を2週間飲ませただけ

では， 4 種類の抗生物質（ vancomycin, neomycin, 

metronidazole, ampicillin）を含んだ水を 4 週間与えたとき

のような腸内細菌叢の dysbiosis が起こっていないことも考

えられる。また2週間の塩分摂取は腸内細菌叢だけでなく，

さまざまな生理機能に影響を与えていると考えられ，腸内

細菌叢の dysibiosis 以外のことが影響している可能性もあ

る。今後は 2% NaCl 水を 2 週間飲ませたマウスの糞便を

解析することにより，腸内細菌叢の dysbiosis が起こってい

るのかを確認する必要がある。またマウスの腸内細菌叢の

dysbiosisを引き起こすのに必要な2% NaCl水の投与期間

についても検討する必要がある。さらに今回は 1,000 pfu

のインフルエンザウイルスを感染させた場合の生存率を観

察したが，マウスに感染させるインフルエンザウイルスの

量を検討してみる必要もある。 
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Summary 
Influenza A virus, a negative-stranded RNA virus that belongs to the Orthomyxoviridae family, is responsible 

for annual epidemics that cause severe morbidity or death in approximately 5 million people worldwide.  The 

constant pandemic potential of novel influenza subtypes remains a serious threat to public health, as illustrated by 

the recent pandemics involving swine H1N1 and avian H7N9.  Therefore, there is an urgent need to develop 

effective vaccines against influenza viruses.  The innate immune system, the first line of defense against 

pathogens, relies on pattern recognition receptors (PRRs) to detect pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs).  For example, influenza genomic RNA is recognized by Toll-like receptor (TLR)-7, which is expressed 

in late endosomes, whereas the cytosolic sensor, retinoic acid inducible gene-I (RIG-I), detects 5'-triphosphates 

within the influenza viral genome in infected cells. Signaling via these receptors activates antigen-presenting cells 

(APCs).  These cells produce type I interferons (IFNs) and proinflammatory cytokines, which help to establish an 

antiviral state, recruit additional immune cells, and direct the adaptive immune response.  The type I IFNs not 

only limit viral replication but also act as a natural mucosal adjuvant for intranasally administered influenza 

vaccines.  Many studies show that mucosal immunity induced by natural respiratory influenza infections is more 

cross-protective against subsequent infection by variant viruses than systemic immunity induced by parenteral 

immunization with inactivated vaccine.  Therefore, to develop an effective vaccine, it is desirable to mimic the 

process of natural infection that bridges the innate and adaptive immune responses.  For example, intranasally 

inoculated formalin-inactivated influenza virus vaccine induces protective immunity against both homologous and 

heterologous viruses; this is probably because the vaccine retains the viral genomic RNA that stimulates TLR7/8. 

By contrast, a split influenza vaccine does not induce antigen-specific immunity when the vaccine is introduced 

intranasally.  Recent studies have demonstrated that microbiota critically regulates the virus-specific adaptive 

immune responses following influenza virus infection.  In addition, several studies have indicated that high salt 

intake triggers enteric dysbiosis.  Thus, we examined the effects of high salt intake on induction of the 

virus-specific adaptive immune responses following influenza virus infection.  To this end, we fed mice 2% NaCl 

in drinking water continuously for 2 weeks before influenza virus infection.  However, we did not see any 

significant differences in the virus-specific CD8T cell responses in the lung or survival rate of high salt-fed mice 

compared with control mice.  Further studies are required to determine the effects of high salt intake on gut 

microbiota composition and the induction of mucosal immune responses against influenza virus infection. 


