
昭和大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

基盤研究(C)（一般）

2023～2020

インフルエンザウイルス感染に伴う細菌二次感染易感染性の分子基盤解析と予防法確立

Analysis of susceptibility to bacterial secondary infection associated with 
influenza virus infection and establishment of preventive methods

６０４３３９１８研究者番号：

石川　裕樹（Ishikawa, Hiroki）

研究期間：

２０Ｋ０８８４６

年 月 日現在  ６   ６ １１

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：　本研究ではインフルエンザウイルス感染が引き起こす細菌二次感染易感染性のメカ
ニズムとその予防法についてin vitroにて検討をおこなった。その結果、インフルエンザウイルス感染では、細
菌が細胞上への接着に利用するCEACAM-1分子遺伝子発現量を増加させ、実際に細菌の細胞接着細菌数を増加させ
た。またインフルエンザウイルス感染では、タイトジャンクション構成成分の一つであるZO-1遺伝子発現量を低
下させ、実際に上皮バリア機能低下を引き起こすことが確認された。これらの影響に対し、乳酸菌産生多糖体 
はウイルス感染を抑制しそれに伴うCEACAM-1分子遺伝子発現低下、ZO-1遺伝子発現回復が認められた。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we investigated in vitro the mechanism of susceptibility to
 bacterial secondary infection caused by influenza virus infection and methods for its prevention. 
As a result, influenza virus infection increased the expression level of the CEACAM-1 molecule gene,
 which bacteria use for adhesion to cells, and actually increased the number of bacteria adhering to
 cells. It was also confirmed that influenza virus infection reduces the expression level of ZO-1 
gene, one of the components of tight junctions, and actually causes a decline in epithelial barrier 
function. In response to these effects, polysaccharides produced by lactic acid bacteria suppressed 
viral infection, and an associated decrease in CEACAM-1 gene expression and recovery of ZO-1 gene 
expression were observed.

研究分野： 微生物学　免疫学

キーワード： インフルエンザウイルス　細菌二次感染
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　インフルエンザウイルス感染に続く、細菌二次感染は宿主病態悪化の危険因子のひとつである。本研究ではイ
ンフルエンザウイルス感染よる細菌二次感染易感染性はウイルス感染細胞の細菌接着分子遺伝子発現誘導および
タイトジャンクション遺伝子発現低下による上皮バリア機能脆弱により起こる可能性を示唆した。また予防法と
して乳酸菌産生多糖体がインフルエンザウイルス感染予防効果を示し、それに伴う易感染性のメカニズムも改善
することが認められた。インフルエンザウイルス感染予防に乳酸菌産生多糖体が効果を持つことを論文として情
報を発信した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルス感染後の細菌二次感染は宿主の病態悪化の重要な因子である。我々

はこれまでの研究において、インフルエンザウイルス感染は肺中での G-CSF 産生を低下させる
ことで細菌貪食後の好中球の殺菌機能を減弱、すなわち細菌排除を遅らせることで病態を悪化
させる可能性を示した。そこでインフルエンザウイルス感染予防もしくは早期改善することは
好中球機能を維持し、細菌二次感染を軽減できるのではないかと推察し実験的に証明すること
を目的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は臨床的に二次性細菌性肺炎予防の観点から、ウイルス感染に伴う細菌排除能
低下は、インフルエンザウイルスワクチン接種または抗インフルエンザウイルス薬早期
投与による迅速なウイルス排除亢進が好中球の細菌排除機能維持ひいては二次性細菌
性肺炎予防に寄与するか基礎医学的知見から明らかにすることを目的とした。 
 当初の予定では、予備検討で得た、「抗インフルエンザウイルス薬投与によるインフルエンザ
ウイルスの早期排除亢進は二次性細菌性肺炎予防に有効である」という結果の再現性を確認す
る予定であった。しかしながらコロナウイルス感染拡大に伴う非常事態宣言により、当大学では
実験動物の購入に制限がかかり動物実験遂行が不可能になった。そこで本研究では動物実験か
ら肺胞基底上皮細胞株 A549 細胞を用いた in vitro 系にてインフルエンザウイルス感染とそれ
に伴う細菌二次感染易感染性のメカニズム解明および予防法について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）インフルエンザウイルス感染による細菌接着因子発現増強と予防法 
 A549 細胞は 96 well flat plate に 1 x 105 cell/well で播種した。インフルエンザウイルス
（A/Puerto Rico/8/34 株）を 1 x 105 pfu 感染させ、1時間後に細胞を洗浄し、非接着ウイルス
を排除した。さらに 6時間インキュベートし、細胞より RNA を抽出した。リアルタイム PCR によ
り細胞内のインフルエンザウイルス遺伝子量および細菌接着因子遺伝子発現量を測定した。ま
たいくつかの実験ではウイルス感染時または感染後にプロバイオティクス乳酸菌
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1 が産生する Exopolysaccharides 
(EPS)を添加し、予防効果の検討をした。また黄色ブドウ球菌接着試験では同様に A549 細胞を
96 well flat plate に 1 x 105 cell/well で播種し、インフルエンザウイルスを 1 x 105 pfu 感
染させ、1 時間後に細胞を洗浄した。さらに 6 時間インキュベート後、黄色ブドウ球菌（ATCC 
29213 株）を 1 x 105 cfu 添加し、さらに 1時間インキュベートした。非接着の黄色ブドウ球菌
を PBS で１０回洗浄し、細胞をトリプシン-EDTA で剥離し、寒天プレート上に撒き、培養後、コ
ロニー数を測定した。 
 
（２）インフルエンザウイルス感染によるタイトジャンクション遺伝子発現抑制と予防法 
 A549 細胞は 96 well flat plate に 1 x 105 cell/well で播種した。インフルエンザウイルス
を 1 x 105 または 1 x 106 pfu 感染させた。いくつかの実験では感染と同時に 400μg/ml の EPS
を添加した。1 時間後に細胞を洗浄し、非接着ウイルスを排除し、さらに 12 時間インキュベー
ションし、細胞より RNA を抽出した。リアルタイム PCR により細胞内のインフルエンザウイルス
遺伝子量、タイトジャンクション遺伝子および炎症性サイトカイン遺伝子発現量を測定した。同
様の実験系で培養 12 時間後に細胞をホルマリン固定し、0.3% Triton-X-100 処理後、anti-ZO1
抗体と DAPI で免疫染色をおこない、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。FITC-FITC-dextran 
Permeability 試験では 24 Trans-well plate を使用し、上側に A549 細胞を 2 x 105 cell 播種
した。インフルエンザウイルス 2 x 105 pfu 感染と同時に 400μg/ml の EPS を添加した。1時間
後に細胞を洗浄し、非接着ウイルスを排除し、さらに 12 時間インキュベーションした。50μg の
FITC-dextran（40KDa）を上側に添加し、3時間後下側の FITC-dextran 量を蛍光プレートリーダ
ーで測定した。 
 
４．研究成果 
（１）インフルエンザウイルス感染による細菌接着因子発現増強と予防法 



  インフルエンザウイルス感染時に EPS を添加した細胞では、EPS の添加によりウイルス感染
を有意に抑制することが認められた（図１A）。しかしながら、ウイルス感染後に EPS を添加した
細胞ではウイルス感染を防ぐ効果は認められなかった（図１B）。これらの結果より EPS はウイル
スの複製を阻害するのではなく、細胞への接着を阻害していることが示唆された。 
 図２が示すように、インフルエンザウイルス感染細胞では CEACAM-1 遺伝子発現が非感染細胞
と比較し、10 倍以上になることが確認された（ICAM-1, VCAM-1 Fibronectin, PAF-r, E-selectin
は変化なし）。またこのウイルス感染による発現増強は EPS 添加により有意に抑制された。この
結果と並行し、実際に細胞への黄色ぶどう球菌接着菌数を測定したところ、非感染細胞と比較し、
ウイルス感染細胞では接着細菌数が有意に増加しており、この増加した細菌数は EPS の添加に
より減少傾向を示した。以上より、ウイルス感染時の EPS 添加はウイルス感染を予防し、それに
続く接着因子の発現増強の抑制し、結果として細菌二次感染を軽減することが示唆された。 

 
（２）インフルエンザウイルス感染によるタイトジャンクション遺伝子発現抑制と予防法 
 図３が示すように、インフルエンザウイルス感染によりタイトジャンクション構成成分の一
つである ZO-1 遺伝子発現量がウイルス感染数依存的に減少していた。またタイトジャンクショ
ンを脆弱させることが報告されている炎症生サイトカインはウイルス感染により誘導されるこ
とが確認された。 

 図４はインフルエンザウルスを 1 x 105 pfu 感染させ、同時に 400μg/ml の EPS を添加した時
の結果である。EPS 添加により細胞内ウイルス遺伝子量の減少、ウイルス感染によって低下した
ZO-1 遺伝子量の有意な回復が確認された。ウイルス感染によって誘導された炎症性サイトカイ
ンについても EPS 添加により有意な減少が確認された。しかしながら、インフルエンザウルスを
1 x 106 pfu 感染させた場合には EPS の効果は確認できなかった（data not shown）。 
 インフルエンザウイルス感染によりタイトジャンクションの透過性が有意に上昇し、その上
昇した透過性は EPS 添加により回復傾向が認められた（data not shown）。しかしながら、共焦
点レーザー顕微鏡下での ZO-1 タンパク発現量に差は認められなかった。 
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