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研究成果の概要（和文）：　インフルエンザAウイルス（IAV)と肺炎レンサ球菌などのレンサ球菌との複合感染
は、その感染症を重症化させることが知られている。一方、病原性が弱い細菌と考えられている口腔レンサ球菌
も病原性の強い他のレンサ球菌とゲノム相同性が高いことが知られ、口腔レンサ球菌とIAVとの複合感染による
病原性が重症化の可能性が考えられる。
　本研究では、インフルエンザウイルスと口腔レンサ球菌のひとつであるStreptococcus sanguinis との複合感
染により肺炎による症状の重症化が認められることを明らかにし、その原因としてIAV感染細胞でのgp96発現上
昇とそれによる細菌の細胞への付着能増強が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Superinfection with influenza A virus (IAV) and streptococci such as 
Streptococcus pneumoniae is known to cause severe infection. On the other hand, it is known that 
oral streptococci considered to be a low-pathogenic bacteria have high genomic homology with other 
pathogenic streptococci, thus, it is possible that superinfection with oral streptococci and IAV 
leads to invasive infections.
In this study, we showed that superinfection with IAV and one of the oral streptococci, 
Streptococcus sanguinis occurs severe pneumonia. It is suggested that the severe disease is caused 
that the enhanced gp96 expression in IAV-infected alveolar epithelial cells induces enhanced 
adhesion of S. sanguinis to the IAV-infected cells. 

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザによる死因のひとつに細
菌の二次感染による呼吸器疾患の重症化が
挙げられる。その原因細菌として、レンサ球
菌属、ブドウ球菌属、ヘモフィルス属の各細
菌があるが、その中でもレンサ球菌属の肺炎
レンサ球菌、Ａ群レンサ球菌、B群レンサ球
菌は、特に二次感染による重症化症例によく
認められる細菌である。また、A群レンサ球
菌については、インフルエンザ A ウイルス 
(IAV) との複合感染による劇症型A群レンサ
球菌感染症の発症が報告されており、重篤な
全身感染症に波及する可能性が示唆されて
いる。 
 我々は、マウスへの IAVと A群レンサ球菌
との経鼻複合感染により、劇症型 A群レンサ
球菌感染症を発症することを明らかにし、そ
の原因として、インフルエンザウイルス感染
肺胞上皮細胞への A群レンサ球菌の付着・侵
入能の増強によることを明らかにした。A群
レンサ球菌は他のレンサ球菌とゲノム相同
性が高いことが知られており、インフルエン
ザウイルスの感染経路である口腔領域に広
く生息する口腔レンサ球菌においても A 群
レンサ球菌同様に複合感染による感染症の
重症化が考えられる。しかし、本来病原性の
低い口腔レンサ球菌がインフルエンザウイ
ルスとの重複感染により、重篤な感染症を惹
起させるか否か不明であり、またそのような
臨床報告も見当たらない。 
２．研究の目的 
 本研究では、マウスに非致死量の口腔レン
サ球菌と IAVを経鼻並行感染させ、感染後の
マウス感染症の重症化の有無を明らかにす
る。また、重症化が認められた場合、その原
因について解析する。 
３．研究の方法 
1) 実験動物、病原体 
マウスはSPF環境下で飼育したBALB/c マウ
ス（6-8 週齢、雌）を使用し、感染動物実験
区域（ABSL2）にて供試された。動物実験な
らびに飼育においては、金沢大学動物実験規
程を遵守し行った。病原体として、IAV は
A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1)を、細菌は、
Streptococcus pyogenes (SSI-1 株 ; M3), S. 
pneumoniae (D39株)、S. mutans (MT8148株)、
S. sanguinis (SK36 株 ) 、 S. salivarius 
(ATCC10556株)を用いた。  
2) 動物感染実験 
麻酔下においてマウス鼻腔より、IAV を 2×
104 TCID50 感染させ、その 2日後に各種細菌
を 109 cfu感染させた。その後のマウスの体重
変化、行動状態、立毛の有無などの変化につ
いて観察した。 
3) マウス肺における細菌数の測定 
IAV感染し、その 2日後に細菌感染させたマ
ウス肺を細菌感染 48 時間後に取り出した。
その肺を PBS存在下で摩砕、その摩砕液を寒
天培地に播種し、24時間培養後の細菌数のコ
ロニー数を測定した。 

4) インフルエンザウイルス感染による肺胞
上皮細胞への細菌の付着能の変化 
24穴マルチプレートにて培養し、作製したヒ
ト肺胞上皮細胞株 A549単層シートに IAVを
2×105 TCID50感染させ、36時間培養する。培
養後各種細菌を 1×109 cfu播種し、播種 2時
間後に培地を取り除いて 2回 PBSにて細胞洗
浄を行った。その後、滅菌蒸留水を各穴に入
れて細胞を破壊し、その溶液を寒天培地に播
種し、コロニーカウントした。付着数評価は、
A549 1 細胞あたりの付着細菌数を算定する
ことによって行った。 
5) gp96 インヒビターによるウイルス感染細
胞表層の gp96発現抑制法 
gp96インヒビターである、PU-WS1350μMを
A549への IAV感染と同時に添加し、36時間
培養した。その後、上記 4)の方法に従って細
菌播種、再培養することにより、細胞に付着
する細菌数の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
インフルエンザウイルスと口腔レンサ球菌
の混合感染マウスモデルを作成し、その体重
減少率を調べた。マウスにインフルエンザウ
イルスを感染後、口腔レンサ球菌である
Streptococcus sanguinis, S.mutans, S.Sali -valius
を感染させたところ、S.sanguinis と S.mutans
を感染させたマウスの体重が有意に減少し
た。(図 1) 
図 1 混合感染マウスの体重減少率 
 
インフルエンザウイルス感染後 3日目のマウ
ス肺内のウイルス感染価と生菌数を求めた。

その結果、有意差を認めなかったものの、イ
ンフルエンザウイルスと S.sangunis 混合感染
により肺内の生菌数の若干の上昇がみられ
た。(図 2) 

図 2 混合感染マウス肺中の細菌数、インフル
エンザウイルス感染価 



 
次に A549 細胞を用いて、インフルエンザウ
イルス感染細胞への細菌の付着・侵入率を求
めた。その結果、インフルエンザ感染により
S.sanguinis の細胞への付着・侵入率が上昇し
た。(図 3) 

図 3 インフルエンザウイルス感染による肺
胞上皮細胞への細菌の付着能の変化 
 
インフルエンザウイルス感染時に gp96 イン
ヒビターである PU-WS13 を添加し、S.san 
-guinisの付着・侵入率の変化を検討した。 
その結果、PU-WS13 を添加することにより、
インフルエンザウイルス感染細胞への
S.sanguinis の付着・侵入率がインフルエンザ
ウイルス非感染細胞と同程度に低下した(図
4) 

図 4  PU-WS13による付着・侵入率の変化 
 
以上の結果より、口腔レンサ球菌である
S.mutansと S.sanguinisをインフルエンザウイ
ルス感染マウスに感染させると体重が有意
に減少し、肺炎の症状を呈した。また、イン
フルエンザウイルス感染肺胞上皮細胞に
S.sanguinisを接種することにより、S.sanguinis
の細胞への付着・侵入率が上昇した。さらに、
インフルエンザウイルス感染により細胞表
面に発現する gp96が S.san -guinisの付着・侵
入能の上昇に関連していることが示唆され
た。今後は gp96 に結合する S.sanguinis 側の
付着因子を同定し、インフルエンザウイルス
と S.sanguinisとの混合感染による肺炎発症の
メカニズムの詳細を明らかにする予定であ
る。 
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