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はじめに

　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であり社会
的な問題になっている．インフルエンザウイルスはその表
面抗原として標的細胞への接着に必要なヘマグルチニン
（HA）と，増殖したウイルスが細胞から遊離する時に必要
なノイラミニダーゼ（NA）の 2種類の糖タンパク質を持つ．
これら HAと NAは同一の亜型内で毎年少しずつその抗原
性を変化させるために（連続抗原変異，antigenic drift），
ウイルスは巧みにヒトの免疫機構から逃れ流行し続ける．
また 10～ 15年くらいの周期で，鳥や豚など他の動物のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子との組換えなどにより大きな
変異を起こし（不連続抗原変異，antigenic shift），新型の
インフルエンザウイルスが出現する．2009年にメキシコ
で発生した新型インフルエンザウイルスのパンデミック
（世界的大流行）からも明らかなように，我々は常に新型イ
ンフルエンザウイルスの出現と感染の危機にさらされてい

る 22)．また，どの型のインフルエンザウイルスがパンデミッ
クを起こすのか予測できないため，新型インフルエンザウ
イルスに対するワクチンをあらかじめ準備しておくことは
難しい．この問題を解決するひとつの方法として，異なる
亜型に対しても感染防御効果（交叉防御効果）が期待でき
るワクチンの開発がある．

Poly(I:C)併用経鼻インフルエンザワクチン

　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）5)．
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 3)．このように鼻粘膜上
にウイルス特異的な分泌型 IgA抗体を誘導するため，現
行の不活化インフルエンザワクチン（HAワクチン）を鼻
腔内に噴霧して，粘膜免疫を誘導する試みが我が国を含む
いくつかの国で続けられている．しかしインフルエンザウ
イルスに罹患した経験のない小児や免疫力が低下した高齢
者においてはワクチンのみの接種では充分に粘膜免疫を誘
導できない．この問題を解決するには，適当なアジュバン
トと共にこの不活化ワクチンを経鼻投与する必要がある．
不活化経鼻インフルエンザワクチンの研究には，古くから
粘膜ワクチンアジュバントとしてコレラトキシン（CT）
や大腸菌易熱性毒素（LT）が用いられてきた 29)．これら
のアジュバントと共に HAワクチンをマウスの鼻腔へ接種
すると，鼻粘膜上に HA特異的な分泌型 IgA抗体を誘導
でき，インフルエンザウイルスの感染を完全に防御できる．
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さらには同じ A型のウイルスであればワクチン株とチャ
レンジウイルス株が異なる亜型の場合でも上気道粘膜の分
泌型 IgA抗体は変異ウイルスに交叉反応して，変異ウイ
ルスに対する感染防御が可能となる 3)．スイスでは 2000
年に LTアジュバントを用いた経鼻不活化ワクチンが認可
されたが，経鼻ワクチンを受けた者にベル麻痺が生じたた
め 21)，このワクチンはもはや臨床で使用されていない．我々
は，I型インターフェロンなどの自然免疫系がその後の獲
得免疫応答の誘導に必要であることに着目し 18)，Toll-like 
receptor 3（TLR3）や RIG-Iのリガンドである合成二本鎖
RNA［poly(I:C)］の 2, 32)，経鼻インフルエンザワクチンの
アジュバントとしての効果について検討した．1μgの HA
ワクチンを 10μgの poly(I:C)アジュバントと共に Balb/c
マウスの鼻腔へ 4週間隔で 2回経鼻接種すると，アジュバ
ントを用いない免疫群では抗体価の上昇が認められなかっ
たが，poly(I:C)アジュバントを混合したワクチン接種群で
は HA特異的な鼻腔洗浄液中の IgA抗体，血清中の IgG
抗体価が上昇した 15)．このマウスは，1,000 pfuのインフ
ルエンザウイルス（A/PR8）の感染を完全に防御すること
ができ（感染 3日後の鼻腔洗浄液中にウイルスが全く検出
されない），ワクチン株 A/PR8 (H1N1)と同じ亜型の異な
るウイルス A/Beijing (H1N1)や A/Yamagata (H1N1)の感
染を完全に，異なる亜型の A/Guizhou (N3N2)ウイルスの
感染を部分的に防御した 15)．
　合成二本鎖 RNAの poly(I:C)は，経鼻インフルエンザワ
クチンのアジュバントとして効果的であるが，核酸に対す
る自己抗体が誘導されることは望ましくない．そこで同じ
合成二本鎖 RNAで，12塩基に 1塩基ミスマッチが導入さ
れている（これにより，生体内の RNaseで速やかに分解
されることが期待できる）Poly I:Poly C12U（Ampligen®）
のアジュバント効果を検討した．1μgの全粒子不活化
NIBRG14ワクチン（HAと NAが A/Vietnam/1104/2004 
(H5N1)ウイルス由来で，他のウイルスタンパク質が A/

PR8 (H1N1)ウイルス由来のもの）と 10μg の Ampligen
アジュバントを Balb/cマウスの鼻腔へ 4週間隔で 2回経
鼻接種すると，アジュバントを用いない免疫群と比較して，
Ampligen を混合したワクチン接種群ではワクチン
（NIBRG14）特異的な鼻腔洗浄液中の IgA抗体，血清中の
IgG抗体価が有意に上昇した 11)．NIBRG14ワクチンと
Ampligenを経鼻または皮下に 4週間隔で 2回免疫をして，
2週間後にワクチン株とは異なる A/Hong Kong/483/97 
(H5N1)ウイルス（1,000 pfu）を経鼻的に感染させると，
皮下接種ワクチン群ではすべてのマウスが死亡したが，経
鼻ワクチン接種群では 80％のマウスが生存した（図 1）．
カニクイザルに 3×105 pfuのA/Vietnam/1194/2004 (H5N1)
ウイルスを感染させた場合，感染 14日目には重篤な肺炎
を起こすが，NIBRG14ワクチンと Ampligenを 3回経鼻
免疫したサルでは，ウイルス感染による瘢痕（scar）が観
察されるだけであった（図 2）10)．これらのことから，合
成二本鎖 RNAは，経鼻インフルエンザワクチンの有効な
アジュバントになることが示唆された．

NLRP3 inflammasomeによる
インフルエンザウイルス認識機構と獲得免疫応答の制御

　ウイルスが細胞に感染すると，細胞はウイルスの侵入を
感知して，抗ウイルス応答を開始させる．自然免疫受容体
である Toll-like receptors（TLRs）や Retinoic acid induc-
ible gene-I（RIG-I）-like receptors（RLRs）によるウイル
ス認識機構はよく理解されているが，Nod-like receptors
（NLRs）によるそれは不明である．NLRファミリーの

NLRP3は，ウイルスや細菌，環境中の刺激物などさまざ
まな刺激により活性化され，アダプタータンパク質の
ASCや未成熟型 caspase-1（pro-Caspase-1）とともに，
細胞質中で巨大なタンパク質複合体の NLRP3 inflamma-
someを形成する（図 3）．これにより活性化した cas-
pase-1は，細胞質内の未成熟型 IL-1β（pro-IL-1β）や

図 1　Ampligen併用経鼻インフルエンザワクチンの交叉防御効果

全粒子不活化ワクチン
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)
＋ Ampligen

ワクチン（経鼻）×2回

2 μl (1,000 pfu) of
A/Hong Kong/483/97 (H5N1) virus

2 μl (1,000 pfu) of
A/Hong Kong/483/97 (H5N1) virus

ワクチン（皮下）×2回
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IL-18（pro-IL-18）の成熟化と細胞外への分泌を促進させ
る 28)．
　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．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 6, 20)．細胞
質中の RIG-I は，ウイルスのゲノム RNAを認識する 19, 26)．
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 13)．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H+チャネル活性が必要である．
M2タンパク質は，トランスゴルジ内の H+を細胞質中へ
流出させて NLRP3 inflammasomeを活性化させていた 13)．
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 17, 31)，RSウイルス（respiratory syn-
cytial 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 30)，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 4)．
　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 12)．しかしインフルエンザウイルス特異的な

免疫応答の誘導には，ASCや caspase-1が必要であったが，
NLRP3は必要でなかった 12)．このことは，ASCとともに
inflammasomeを形成する他の NLRsが存在し 9)，それが
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
ある可能性を示唆している．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（DCs）が効率よく所属リ
ンパ節（mediastinal lymph node）へ遊走する 14)．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 CTL応答に必須である 24)．
　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 inflamma-
some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 16)，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
を抑制していた（図 3）33)．

腸内細菌叢によるインフルエンザウイルス特異的な
免疫応答の制御

　腸内細菌が腸管免疫系の恒常性の維持に必要であること
は良く知られているが 25)，他の粘膜での免疫応答に影響
を及ぼしているかはあまり知られていない．我々は，マウ
スのインフルエンザウイルス感染モデルを用いて，ある特
定の腸内細菌がインフルエンザウイルスに対する特異的粘
膜免疫応答の誘導に必要であることを明らかにした 14)．

図 2　カニクイザルにおける経鼻インフルエンザワクチンの効果（文献 10より改変して引用）

全粒子不活化ワクチン
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)
＋ Ampligen

免疫なし

経鼻ワクチン×3回

肺炎

3ml (3×105 pfu) of
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) virus

3ml (3×105 pfu) of
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) virus

ウイルス感染による瘢痕（Scar）のみ
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　通常の滅菌水を飲んでいる 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（図 4C）．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（図 4B），またその半数以上がグラム陰性菌
（Enterobacter spp.）となる（図 4C）．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（10 pfu）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（図 4A）．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)．
　抗生物質マウスはあらゆる抗原刺激に対して不応答性の

免疫不全マウスか？卵白アルブミン（OVA）と完全フロイ
ントアジュバント（CFA）を footpad（皮下）へ注射すると，
抗生物質マウスは水マウスと同程度の OVA特異的な血液
中の IgG抗体価，膝窩リンパ節中の OVA特異的 CD4T，
CD8T細胞応答を誘導できる（表 1）14)．このことから抗
生物質マウスは免疫不全マウスではないことが示された．
インフルエンザウイルスを経鼻的に感染させた際のウイル
ス特異的獲得免疫応答の誘導には，inflammsomeの活性
化が必要であるため 12)，腸内細菌が制御する獲得免疫応
答は，（1）inflammsome依存的な応答，（2）呼吸器に感
染する病原体に特異的なものの 2つの可能性が考えられ
た．これらの可能性を調べるために，HSV-2（経膣感染後
の獲得免疫応答の誘導に inflammsomeの活性化を必要と
しない 27)）を経鼻的に感染させた際の免疫応答を解析する
と，抗生物質マウスは水マウスと同程度のウイルス特異的
CD4T，CD8T細胞応答を誘導できることが分かった（表 1）14)．

図 3 インフルエンザウイルスによる NLRP3 inflammasomeの活性化 /抑制メカニズム
インフルエンザウイルスM2タンパク質は，トランスゴルジ中の H+を細胞質中に流出させて NLRP3を活性化させている．
活性化した NLRP3は，ミトコンドリア外膜タンパク質の mitofusin 2 (Mfn2)と相互作用して，これを足場にアダプタータン
パク質の ASCや未成熟型 caspase-1が集合し，NLRP3 inflammasomeを形成する．これにより活性化した caspase-1は，
caspase-1依存的な細胞死（pyroptosis）や炎症性サイトカインの IL-1β，IL-18の成熟化と分泌を促進させる．インフルエン
ザウイルス PB1-F2タンパク質は，Tom40チャネルによりミトコンドリアの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（ミトコンドリアの断片化）させることにより，NLRP3 inflammasomeの形成を抑制している．
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また 4種類の抗生物質には耐性であり 7, 8)，かつ経気道的
に感染するレジオネラ菌（Legionella pneumophila）を経
鼻感染させても，抗生物質マウスは水マウスと同程度のレ
ジオネラ菌に特異的な CD4T，CD8T細胞応答を誘導でき
た（表 1）．これらの結果から，腸内細菌が制御する獲得
免疫応答は inflammasome依存的なものであり，かつ一般
的にウイルス感染や呼吸器感染症に当てはまるものではな
く，インフルエンザウイルスに特異的なものであることが
示唆された．
　Abtらは上気道のインフルエンザウイルス感染モデルだ
けでなく，LCMVを用いた全身の感染のモデルでも，
LCMVに特異的な免疫応答（血清中の抗体価や CD8T細
胞応答）の低下と，それに伴う脾臓のウイルス量の増加が
認められることを示している（表 1）1)．また Ohらは，無
菌マウスや抗生物質処理マウスに三価インフルエンザ HA

ワクチンを皮下接種すると，SPFマウスと比較してワク
チン特異的な血清中の IgG抗体価が低下すること，無菌
マウスや抗生物質処理マウスにフラジェリンがある細菌を
戻すと TLR5依存的にワクチン特異的な血清中の IgG抗
体価が回復することを示している（表 1）23)．
　これらのことは腸内細菌叢が腸内環境だけでなく，距離
的に遠く離れた肺でのインフルエンザウイルス特異的な免
疫応答や全身の免疫応答にも深く関与していることを示し
ている．実際にどのような腸内細菌が，肺でのインフルエ
ンザウイルス特異的な免疫応答の誘導に役立っているかを
明らかにするには今後のさらなる研究が必要で，これらは
インフルエンザワクチンの効果を高める食品の開発に役立
つ．

図 4 抗生物質処理マウスにおけるインフルエンザウイルス特異的な免疫応答（文献 14より改変して引用）
図中の＋と－はそれぞれ，グラム陽性菌とグラム陰性菌を示す

表 1　抗生物質処理マウスにおける免疫応答のまとめ

抗原 dose route 抗生物質マウスの免疫応答 文献

Influenza virus
Influenza virus
HA
LCMV
OVA + CFA
HSV-2
レジオネラ菌

10 pfu
368 or 1×105 TCID50

1:5 dilution of adult dose
2×106 pfu
50 μg
1×106 pfu
1×106 cfu

i.n.
i.n.
s.c.
i.v.
s.c.
i.n.
i.n.

低下
低下
低下
低下
正常
正常
正常

14
1
23
1
14
14
14
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実験系を使わせていただけることになったので，今後はウ
イルスと宿主の両者を改変させて，自由な発想のもとユ
ニークな研究を続けていけたらと思っている．
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 Understanding the mechanisms by which influenza viruses are recognized by the innate 
immune system to elicit a protective adaptive immune response is essential for the development of 
effective vaccines. We have demonstrated that synthetic double-stranded RNA poly(I:C) is an effective 
adjuvant for intranasal influenza vaccine. Furthermore, we found that influenza virus activated the 
NLR　family, pyrin domain-containing 3 (NLRP3) inflammasome via its M2 protein. Inflammasome 
activation in the lung coupled with priming signals from the commensal microbiota in the gut are 
essential for the generation of influenza virus-specific adaptive immune responses. These results 
provide a useful basis for developing effective vaccines against influenza viruses. 


