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Abstract

Weinvestigatede丘ectsofintranasaladministrationofBがdobacieriumlongumBB536onmlユCOSalimmunesystemin

respiratorytractandin且uenzavirusinfectioninmice.MiceWereintranasallyadministeredBB536(BB536group)or

phosphate-bufFeredsaline(controlgroup)for3consecutivedaysandwereintranasal1yinoculatedwithinAuenzavirus

(PR8).ThreedaysafterinOculation,phosphate-buGeredsalinewasadministeredintranasally.Afterthat,themicewere

observedfor14daystoassesscumulativeincidenceandsurvivalrate,Thecumulativeincidenceandthesurvivalrateof

theBB536groupweresignificantlyimprovedascomparedwiththoseofthecontrolgroup.Afterintranasaladministr a-

tionofBB5360rphosphate-bu丘Teredsalinefor3consecutivedays,cellsfrommediastinallymphnodesandnasal-as-

sociatedlympllOidtissuewereprepared.Thecellswet-eculturedinthepresenceofconcanavalineAfor3daysandthe

concentrationofcytokinesintheculturesupematantswasdetermined.Theproductionofinterleukln-12p40bythecells

frommediastinal1ym phnodesandtheproductionof㍗-interferonbythecellsfromnasal-associatedlym phoidtissuewere

IncreasedintheBB536group.TheseresultssuggestthatintranasaladministrationofBB536enhancescellularimmunity

ofmediastlnal1ym phnodesandnasal-associatedlym phoidtissueandprotectsagainstin且uenzavi rusinfection.

緒 言

発酵乳は人の健康維持や疾病予防が期待できる食品と

して数多くの保健効果が報告されており.整腸作用をほ

じ軌 免疫調節作用や血清コレステロー)I/低下作用な

ど,多彩な生理磯能が報告されている｡発酵乳には乳由

来の乳構成成分の他に,乳酸菌菌体とその代謝産物が含

まれ これらの成分が複合的に作用して,これらの保健

＼効果をもたらしていると考えられている｡一部の乳酸

菌 ･ビフィズス菌の菌体では,細胞性免疫を賦活するな

どして坑塵癌作用を示すことや,腸管や呼吸器などの粘
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膜からのIgAの分泌を冗進させ,様々な感染症に対す

る防御作用を示すものがあることが報告されている1)0

インフルエンザウイルスの感染防御作用について払 マ

ウスに対する乳酸菌Lactobacilluscaseiの経口投与または

鼻腔内投与が,気道の細胞性免疫を賦活し,インフルエ

ンザウイ)レスq)感染を防御することが報告されてい

る2･3)｡

インフルエンザはイソフルエソザウイルスが気道粘膜

の上皮細胞に感染することによって発症する急性の呼吸

器感染症である｡ウイルスが気道粘膜上皮細胞に感染す

ると,気道粘膜とそq)関連リンパ組織で免疫応答が誘導

され 感染早期には特異性の低い日銀免疫が,感染後期

には特異性の高い獲得免疫が誘導される｡感染初期の免

疫応答では,ナチュラル ･キラー細胞 (NK細胞)がウ

イルス感染細胞を溶解することで感染の拡大を阻止して

いる4･5)o感染後期の免疫応答では,感染ウイルスを特
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異的に認識する細胞傷害性T細胞が誘導され6),IgAや

IgGなどq)ウイJt,ス特異的な抗体が産生されることで感

染の拡大を阻止する7)｡このように,抗体による液性免

疫と並んで,NK細胞や細胞傷害性T細胞による細胞

性免疫は,インフルエンザ感染防御において重要な役割

を果たしている｡

BIPobactm 'um lonBumBB536(以下BB536と記す)

は乳児から単離され,発酵乳や育児用粉ミ)レクに応用さ

れているビフィズス菌で,整腸作用や花粉症の症状緩和

効果など多くの生理効果が確認されている8)｡65歳以上

の高齢者27名を対象とした臨床試験では,BB536の継

続摂取がNK活性や好中球活性を高め,イソフ)I/エソ

ザ発症者数や38℃以上の発熱者数をBB536を摂取して

いない群に比べ有意に減少させた (難波ら,未発表デー

タ)｡そこで本研究では,インフルエンザウイルス感染

に対するBB536の作用を明らかにするため,BB536の

鼻腔内投与によるマウスの気道の粘膜免疫とイソフルエ

ソザウイ)レスの感染に対する影響を調べたo

材料および方法

I. 動物

8週齢のBALB/C雄性マウス (日本SLC)を使用し

た｡水と飼料(MM-3,船橋ファーム)は自由摂取させ,

7日間の予備飼育後,実取に供した｡実験は信州大学動

物実験倫理委員会の定める動物実鼓における倫理規定に

違って行った｡

2. 菌体の調製

使用菌株払 B弼 obacteyiumlongumBB536株 (森永

乳業株式会社)を用いた｡B王‡536を0.05%L-システイ

ンを含むMRS培地 (Difco)に接種し,37oCで16時間,

静置培養した｡集菌後,リソ酸緩衝生理食塩水で2

回,蒸留水で2回洗浄し,凍結乾燥を行った｡凍結乾

燥菌体をリン酸緩衝生理食塩水で10mg/mLに懸濁し,

100℃で30分間の加熱処理をしたものを使用した｡

3. インフルエンザウイルス

A型イソフルエソザウイルスA/Puertoric°/8/34

(PR8株 :HINl)を使用し,本ウイルスは田村慎一博

士 (元国立感染症研究所)より分与を受けた｡PR8株

を発育鶏卵 (11日卵)尿膜艦内に甚種し,34℃で2日

間培養し,4ccに一晩置き,尿膜腔液を採取した｡この

尿膜腰液のウイ)レス価は,MDCK細胞 (イヌ腎由来細

胞 ;田村慎一博士より分与)が50%感染するウイルス

希釈濃度q)遭数値で表記し,1074TCID50(50% tissue

cultureinfectiousdose)/mLであった｡この尿膜腔液を

ウイルス液として使用した｡

4. BB536菌体の投与とイン7ル工ンザウイルスの感染

BB536投与群 (n-7)のマウスには,long/mLの
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BB536菌体懸濁液を,片鼻10FLLずつ計20pLを鼻腔内

に3日間投与した｡コソトロール群 (n-8)のマウス

には,リソ酸綴衝生理食塩水を投与した｡BB536菌体

懸濁液またはリソ酸緩衝生理食塩水を3日間投与した

翌日に,インフルエンザウイルスPR8株 (1054TCID/

ml)を片鼻 1FLLずつ計2pL接優し上気道感染さやた｡

このイソフルエソザウイ)I/ス壊種の3日後に,リン酸

緩衝生理食塩水を片鼻10FLLずつ計20FEL投与し,イン

フルエンザウイ)レスを下気道へと押し流したCこれらの

BB536菌体やインフルエンザウイ)レスq)鼻腔への投与

は,ペントバルビタール (65mg/kg)による麻酔下で

行った｡押し流しの次の日から14日間,マウスの発症

と生存を観察した｡発症の判定はマウスの体重減少と毛

の逆立ちから判断し,発症に至ったマウスの数の割合か

ら黒帯発症率を算出した｡

5. 細胞調製と細胞培養

BB536菌体懸濁液またはリン酸巌衝生理食塩水を3

日間投与した翌日に,肺縦隔リンパ節と鼻腔関連リンパ

顔.織を採取し,3匹または4匹の組織をプ-)i,して細胞

を調製した｡鼻腔関連リソバ題.織の採取は,Asanuma9)

らの方法に従った｡細胞は10%牛胎児血清,100U/mL

ペニシリン,loops/mLストレプトマイシンを含む

RPMI1640培地にて,2.5×106cells/mLの濃度に鋼製

した｡調製した細胞は,2.5FLg/mLコソカナバリンA

(Sigma)存在下で,37℃,5%CO2培養器にて3日間培

養し,培養上清を回収しサイトカイン濃度を測定した0

6. サイトカイン濃度の測定

培養上清中のy-イソターフェロン(IFN-γ),イソタ-

ロイキン-12p40 (IL-12p40),Ⅰレ4濃度は,市販のサ

ソドイッチELISA測定キット (R&DSystems)を用

いて測定した｡

7 統計解析

コソトロール群とBB536投与群の間における屋環発

症率及び生存率の比較は,ログランク検定を用いた｡ま

たコントロール群とBB536投与群の間におけるサイト

カイソ濃度は,4回以上行った実験の平均値±標準偏差

で示し,群間の比較はStudentのt一検定を用いた｡危

険率5%未満で統計学的に有意差ありと判定した｡

結 果

I. BB536の鼻腔内投与によるイン7ル工ンザ感染に

対する防御効果

BB536菌体の鼻腔内投与が,イソフルエソザウイル

ス感染による発症率と生存率に及ぼす影響をFlg.1に

示した｡BB536投与群はコントロール群と比べて,累

積発症率が有意に低下し,生存率の有意な改善が認めら

れた｡
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F7g,l Reduct10nOfmorbTdftyandmortalityduetolnfluenzavirusinfectlonlnmECeadminlStratedBlfl-dobacteTium longum
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p<0,05.

2. BB536の鼻腔内投与による肺縦隔リンパ節と鼻関

連リンパ組鰍 こ及ぼす影響

BB536菌体の鼻腔内投与よる気道q)粘膜免疫に及ぼ

す影響を調べるために,菌体鼻庭内投与後の肺耗隔リン

パ節と鼻関連リンパ鼠織のリソバ球からのサイトカイン

産生を調べた (Flg.2)｡肺縦隔リンパ節の細胞からの

サイトカイン産生では,IFN-γの産生に両群で差はな

かったが,BB536痩与群でIL-12p40の産生が有意に高

く,a-4の産生が抑制された｡一方,鼻関連リンパ組

織の細胞からq)サイトカイソ産生は,IFN-γの産生が

BB536投与群で有意に高かった｡

考 察

BB536の鼻腔内投与によって,イソフルエソザウイ

ルスの感染による晃済発症率と生存率の有意な改善が認

められた｡肺縦隔リンパ節や鼻関連リソバ組織といった

気道粘膜に関連したリンパ組織は,インフルエンザウイ

ルスに対する感染防御において重要な役割を果たしてい

るO肺縦隔リソバ節ではイソフルエソザウイルスの感染
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によってウイルス特異的な細胞傷害性T細胞が誘導さ

れることで,感染q)拡大を阻止している10)｡慮桃を持

たないげっ歯類の鼻関連リンパ組織は,ヒトのワ)レグイ

エ)I/慮桃輪に相当すると考えられる粘膜関連リソバ鼠織

で11),細胞傷害性T細胞と分泌型IgAを誘導すること

でウイルス排除に寄与している 6･12)｡そこで,BB536鼻

腔内投与が肺縦隔リンパ節や鼻関連リンパ鼠織に与える

影響を検討した｡

BB536鼻鹿内投与は,肺炎隔 リンパ節からのIL-

12p40と鼻関連リンパ鼠織からのIFN-γの産生を克進

した｡マウスにインフルエンザウイルスを感染させると

肺におけるIL112の産生が見られ 産生されたIL-12が

細胞傷害性T細胞を活性化させるなどして,感染初期

の感染防御に寄与していることが示されている5)｡ま

た,鼻腔q)INF-γを産生するリンパ球が,鼻粘膜のウ

イルス排除に寄与していることが示唆されている13)｡

これらのことから,BB536菌体は鼻粘膜を介して,派

縦隔リンパ節や鼻関連リンパ組織の細胞性免疫を賦活

し,インフルエンザウイルスの感染を防御したと考えら

れたo

多 くの乳酸菌やビフィズス菌が,保健効果が期待でき

るプロバイオティクスとして,発酵乳などの乳製品で応

用されている｡プロ′くイオティクスとしての乳酸菌 .ど

フィズス菌の生理機能を理解するためには,乳酸菌やビ

フィズス菌の菌体または菌体構成成分が宿主に及ぼす影

響を評価する必要がある｡今回,ビフィズス菌BB536

の菌体がイソフルエソザの感染部位である気道粘膜に直

接作用して,気道の細胞性免疫を賦活し得ることを示し

た｡しかし,乳酸菌 ･ビフィズス菌が腸管を介してどの

ように腸管以外の抹消免疫に影響を及ぼしているかにつ

いては,不明な点が多い｡今後,BB536を含めた乳酸

菌 ･ビフィズス菌が,どのように腸管を介して宿主の免

疫に影響を及ぼすかについて検証を進めていきたい｡

要 約

B所血bactm'umlongumBB536の鼻腔内投与によるマ

ウスの気道の粘膜免疫とイソフルエソザウイ)I/ス感染に

対する影響を調べた.マウスにリン酸緩衝生理食塩水

(コン トロール群)またはBB536加熱死菌体 (BB536投

与群)を3日間鼻腔内に授与した後に,インフルエン

ザウイ)レス (PR8株)を鼻腔内に接種した｡3日後にリ

ン酸緩衝生理食塩水で下気道に押し流し,累積発症率お

よび生存率を14日間観察した｡BB536投与群では,異

境発症率と生存率の有意な改善が認められた｡また,3

日間のリン酸緩衝生理食塩水またはBB536菌体の鼻腔

内投与の後に,肺縦隔リンパ節と鼻関連リンパ組織から

細胞を調製した｡調製した細胞をコンカナバリンA存
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在下で3日間培養し,培養上清中のサイトカイソを測

定 した｡BB536投与群で肺凝∈隔 リンパ節からのIL-

12p40産生と鼻関連 リンパ組織からのIFN-γ産生が増

加した｡これらの結果から,BB536の鼻腔内投与は肺

蔀巨隔リンパ節や鼻関連リンパ親織の細胞性免疫を賦活

し,インフルエンザ感染を防御したと考えられた｡

引用文献

1) 細野明義 :｢発酵乳の科学｣,アイ ･ケイコーボ

レーショソ,神奈川,pp.14ト147(2002)

2) Hori,T.,Kiyoshima,I.,S】lida,K.,andYasui,H..

Augmentationofcellularimmllnityandreduction

ofin且uenzavirustiterinagedmicefedLaciobacil-

luscaseistrainShirotaClmDiaBnLab.Im m mol.,

9,105-108(2002)

3) Hori,T.,Ⅹiyoshima,J.,Shida,KりandYasui,H.:

EfFectofintranasaladministrationofLaciobacillus

caseiShirotaonin丑uenzavirusinfectionofupper

respiratorytractinmice.Clin,Diagn.Lab.Zm-

m unol.,8,593-597(2001)

4) Stein-Streilein,J.,andGuqee,J,:InVIVOtreatment

ofmiceandhamsterswithantibodleStOaSialo

GMlincreasesmorbidity叩dmortalitytopulmo-

naryinfluenzainfection.IImmunot.,136,1435-

1441(1986)

5) Monteiro,I,M.Harvey,CりandTrinchieri,G.:

Roleofinterleukin-12inprimaryinfhenzaviruS

infection.I.1々rol,72:4825-4831(1998)

6) Wiley,J.A,Hogan,RJリWoodland,D.L.,andHar-

msen,A.G∴Antigen-speci五ccD8+Tcellspersist

intheupperrespiratorytractfollowinginauenza

virusinfection.I.Zm munol.,167,329313299

(2001)

7) Asahi,Y"Yoshikawa.T"Watanabe,I.,Iwasaki,

T.,Hasegawa,H"Sato,Y"Shimada,S.,Nanno,

M,,Matsuoka,Y"Ohwald,M.,Iwakura,Y.,

Suzuki,Y"Aizawa,C.,Sata,T.,Kurata.T.,and

Tamura,S.:Protectionagainstin且uen2:aviruSin-

fectioninpolymericlgreceptorknockoutmiceim-

munizedintranasal1ywithadjuvant-COmbinedvac-

clneS.I.Im m unol,168,293012938(2002)

8) XiaoJ.Z.:Bi五dobacterium longum BB536.in

HnadbookofPrDbioticsandPyebioiics,2ndEdition.

Y.K.LeeandS.Salminened.JhonWeily&Sons,

Inc.,Hol〕okenNJ,pp.488-491(2009)

9) Asanuma,H..Thompson,A.HJwasaki,T.,Sato,

Y.,Inaba,Y.,Aizawa,C.,Kurata,T.andTamura,



第3号

S.:Isolationandcharacterizationofmousenasal-

associatedlymphoidtissue･I.ZmmunoZMethods,
202,123-131(1997)

10) Hamllton-Easton,A.,Eichelberger,M,:VirusI

speci五Cantigenpresentationbydi飴rentsubsets

ofcellsfromllmgandmediastinallymphnodetis-

suesofinRuenzavirus-infectedmice.IVTi'rDl"69,
6359-6366(1995)

ll) Moyron-Quiroz,J.E.,Rangel-Moreno,J.,Kusser,

K･,Hartson,L.,Sprague,F"Goodrich,S"Wood-

land,D･L,Lund,F.E.,andRandall,T.D.:Roleof

induciblebronclluSassociatedlympholdtissue

(iBALT)inrespiratoryimmunity,NatMd.,10.

133

927-934(2004)

12) Tamura,S.,Iwasaki,T.,Thompson,A.H.,Asanu-

ma,H.,Chen,Z.,Suzuki,Y.,Aizawa,C.,and

Kurata,T:Antibody-fommg〔ensinmenasal-as-

sociatedlymphoidtissueduringpnmaryinauenza

viruSInfection,IGenYt-rot,79,291-299(1998)

13) Tamura,S"Miyata,K.,Matsuo,K.,Asanuma,H.,

Takahashi,H･,NakaJ-ima,K.,Suzuki,Y,Aizawa,

C,,andKtuata,T.:Accelerationofinfhenzavirus

clearancebyThュcellsinthenasalsiteofmiceim-

munized lntranaSally with adjuvant-COmbined

recombinantnucleoprotein,IImmunol.,156,3892

-3900(1996)


