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研究要旨
我が国においては高齢者の健康状態の維持と共にリスクを負った時の重篤化の回避、ある

いは予防が極めて重要な施策である。本研究の「研究の対象範囲」は長寿医療研究開発費取
扱規定第 2 条に示された「老化の機構に関する研究」に属する。高齢者が患う認知症や骨粗
鬆症などの老年疾患の直接の引き金とはならないまでも、生体防御機能が低下するという老
化の機構解明は高齢者の死因でも常に上位にある感染症に深く関与する機構でもあり、疾患
の克服だけに限らず高齢者の生活の質(QOL)を高め、健康寿命の延伸にもつながる重要かつ喫
緊の課題である。その中で特に本研究課題では、「加齢に伴う免疫機能低下機構を腸内環境に
関わる粘膜、腸管免疫系に見られる変化を中心に解析し、低下の予防、克服を目指す新たな
知見を得る」までに焦点を絞るを研究目的の根幹としている。これまで先行研究で加齢に伴
う免疫機能の低下には生体防御機能と免疫監視機構の加齢変化(脆弱化)が関わっていること
を明らかにしてきた。一方では国内外において、近年、腸管を含む粘膜免疫系も加齢に伴う
機能低下を示すことや腸内細菌が宿主のリンパ球系免疫機能を制御してウイルスや細菌感染
時の免疫応答の維持に関与することが強く注目されている。そこで、本研究課題では腸内環
境の加齢変化に注目し、基礎老化研究として感染と深く関わる「①防御免疫機能の低下機構
と腸内フローラとの相関に関する研究」を根幹として、臨床への橋渡し研究として「②ウイ
ルス、細菌感染あるいは炎症時に見られる腸内フローラや免疫応答の変化」に関する研究を、
さらには評価システムの開発研究として「③加齢に伴う栄養摂取を介した恒常性維持への免
疫・代謝機能変化とその評価モデル系の開発」の 3 点に焦点を絞って研究を進めていく。
本研究に関わるすべての動物実験に関しては実験動物の福祉を順守し、動物愛護上の配慮

を踏まえ、的確に管理する。さらに一部のウイルス株を用いた感染実験においては感染実験
安全委員会、ならびに動物実験倫理委員会に加えて遺伝子組換え実験委員会による承認を受
けた後、適切に実施する。
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Ａ．研究目的 
  世界的にも長寿先進国である我が国においては高齢者の健康状態の維持と共にリスクを負
った時の重篤化の回避、あるいは予防が極めて重要な施策である。本研究の「研究の対象範
囲」は長寿医療研究開発費取扱規定第 2条に示された「老化の機構に関する研究」に属する。
高齢者が患う認知症や骨粗鬆症などの老年疾患の直接の引き金とはならないまでも、加齢と
ともに生体防御機能が低下する老化のメカニズムの解明は高齢者の死因でも常に上位にある
感染症に深く関与する機構でもあり、疾患の克服だけに限らず高齢者の生活の質(QOL)を高め、
健康寿命の延伸にもつながる重要かつ喫緊の課題でありその重要性、必要性を疑う余地はな
い。その中でこれまで先行研究により得られた知見を元に 29年度開始の本研究課題では、全
体計画としては「加齢に伴う免疫機能低下機構を腸内環境に関わる粘膜、腸管免疫系に見ら
れる変化を中心に解析し、低下の予防、克服を目指す新たな知見を得る」までに焦点を絞る
ことを研究目的の根幹としている。ぞしてさらに個々の分担研究者を中心としては以下の研
究内容を 3本柱として時系列的に研究を進める事を目標に設定した。 
①防御免疫機能の低下機構と腸内フローラとの相関に関する研究 
②ウイルス、細菌感染あるいは炎症時に見られる腸内フローラや免疫応答の変化 
③加齢に伴う栄養摂取を介した恒常性維持への免疫･代謝機能変化とその評価モデル系の開発 
主任研究者は研究班全体の総括をするとともに、免疫老化関連遺伝子の１つである
Zizimin2(Ziz2)を中心とした Ziziminファミリーの免疫系に関する分子機構を明らかにす
るために、「高齢者の感染に対する防御免疫機能低下に関する基礎研究」の一部としては
免疫老化関連遺伝子として同定した Ziz2の個体レベルでのウイルス、病原体感染時にお
ける機能を中心にそのファミリー遺伝子も含めた解析をこの研究班でも引き続き行う。
また 
 
 
Ｂ．研究方法 
先行研究により得られた知見を元に 29 年度開始の本研究課題では、具体的には 29，30
年度に「老齢、老化モデルマウス由来免疫組織の加齢変化の解析と免疫応答指標の探索」
と「加齢に伴う腸内フローラの変化と腸管免疫能低下との関連の解析」を行い、30，31
年度を中心に「モデルマウスを用いた慢性炎症、細菌感染実験と防御免疫能の解析」、「モ
デル生物での腸管内脂質受容体群の発現変化と腸内代謝物の脂溶性メタボローム解析評
価」をはじめることで免疫機能改善の指標となる栄養、老化によって変化する腸内細菌
の探索を行う。 
 ①防御免疫機能の低下機構と腸内フローラとの相関に関する研究 
： (木村・佐藤・赤津・丸山) 
免疫老化関連遺伝子である Zizimin2 遺伝子の機能解析においては腹腔 B1−a 細胞におけ
る解析を中心に丸山が分担する。具体的には先行研究以来用いている免疫老化関連遺伝
子欠損マウス(Ziz2、Ziz３KO、さらには Ziz2,3DKO マウス)を用いた個体レベルでの免疫
応答について、Ziziminファミリー遺伝子の機能的補完の可能性の有無に加えて、B細胞
を中心に細胞特異的 Cre 発現マウスを交配させることで、Zizimin2 が関わる新たな免疫
老化のメカニズムの解析も継続的に検討する。佐藤は昨年同様、よりマウス感染に最適
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化されたインフルエンザウイルス、A/California/7/2009 (H1N1) pdm株を用いて、若齢・
老齢マウスに感染させ、老化に伴う腸内細菌相変化と免疫応答の関連、とりわけインフ
ルエンザを指標にした感染症と腸内細菌叢との関連について科学的に立証していく。 
 ②ウイルス、細菌感染あるいは炎症時に見られる腸内フローラや免疫応答の変化 
：(佐藤・丸山) 
 昨年度の感染前、感染後 42日目にそれぞれのマウスから血清、7，10，14，28日後に
おける糞便由来の含まれる total IgG と抗原（HA）特異的 IgG 量の測定に引き続き、30
年度は若齢、老齢マウスの A/California/7/2009 (H1N1)感染前、感染 28 日後における糞
便を採取し、そこに含まれる total IgAと HA特異的 IgA量を測定すると共に、次世代シ
ーケンサーを用いた 16S rRNAメタゲノム解析を行い、それぞれのマウス群における腸内
細菌叢の変動を解析するとともに iPath3を用いて代謝パスウェイの比較解析も行う。 
 ③加齢に伴う栄養摂取を介した恒常性維持への免疫･代謝機能変化とその評価モデル系の開発 
：（赤木・木村・丸山）  
赤木は 30 年度、加齢に伴う腸の透過性の変化(主に上昇)や炎症がどのような分子メカニ
ズムで起こるのかをこれまで彼が指標にしてきた細胞競合のシステムに注目して研究を
行う。その結果、加齢に伴う腸内環境の変化が腸管上皮恒常性に与える影響についてシ
グナル経路や作用機序の解明を目指す。また木村を中心にして近年、食物繊維等の食事
由来多糖類の腸内細菌主要代謝産物である短鎖脂肪酸や、食事由来の長鎖脂肪酸であるω
6脂肪酸、ω3脂肪酸等の腸内代謝脂肪酸が、各種脂肪酸受容体群を介し、腸管免疫系に
深く関与することで宿主側の恒常性維持機構に多大な影響を与えることが明らかになり
つつある。この中で、加齢に伴う栄養摂取を介した恒常性維持への免疫・代謝機能変化
の影響もまた、これら各種脂肪酸受容体群の関与が予想される。そこで、加齢に伴う種々
の脂肪酸受容体と腸内細菌叢、ならびにその代謝産物の代謝恒常性の破綻のメカニズム
に着目し、加齢マウスと若齢マウスの腸管での各種脂質受容体群の発現変化比較および
腸内代謝物の脂溶性メタボローム解析比較を行う。加齢に伴う栄養・腸内変化による腸
管免疫系から全身性の免疫系、あるいは恒常性機能への関与について解析を試みる。 
 一方、腸管免疫系における加齢変化については、免疫能の改善も期待されるプロ、あ
るいはプレバイオティクス等の栄養介入によって老化関連疾患の発症や有病率が変化す
る要因について解析した。具体的には、乳酸菌パラカゼイの一種を長期摂取させたマウ
スでは小腸粘膜固有層における腸内細菌叢の改善、炎症を惹起させる CD4陽性 T細胞の
抑制等のこれまでも見られた老化関連の変化の詳細を検討しつつ、乳酸菌を長期摂取さ
せる栄養介入において、小腸粘膜固有層周辺で見られた抗炎症、免疫応答がどのように
全身の炎症反応に関与していくのかを腸内細菌叢、SASP因子を含む炎症性サイトカイン
等の変化を解析する。研究協力者として 30年度も引き続き、研究開発費研究員の坂本に
加え、研究生として共同研究として上述した実験動物を用いたプロバイオティクス介入
による高齢者の免疫機能賦活化に関する腸管免疫系解析に関しては KIRIN 株式会社（森
田）が一部参加した。 
 
（倫理面への配慮） 
 主任研究者の属する施設（NCGG）ではヒト試料を対象とする研究は実施していない。
すべての研究に関わる動物実験に関しては実験動物の福祉を順守し、動物愛護上の配慮
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を踏まえ、的確に管理されたもとで実施した。具体的には実験動物の使用、及び処分に
関しても苦痛の軽減等、倫理上の問題はすべて、独立行政法人国立大学実験動物施設協
議会指針等に基づき、また、遺伝子改変動物の扱いについてはカルタヘナ条約を遵守し
た適切な拡散防止措置も施した上で、当該研究施設の倫理委員会で承認を受けた後に各
研究機関が定めた動物実験ガイドラインに則って実施した。さらに機能的老化モデルマ
ウス（免疫老化関連遺伝子欠損マウス）、あるいはMEF細胞等（初代培養細胞株）への
一部のウイルス株（ノロウイルス、あるいはインフルエンザウイルス）を用いた感染実
験においては国立長寿医療研究センター 感染実験安全委員会、ならびに動物実験倫理委
員会に加えて遺伝子組換え実験委員会による承認を受けた後、適切に実施した。また本
研究はいくつかの遺伝子組み換え DNA実験と動物実験より構成されるので、我が国の感染症
新法とカルタヘナ条約の批准による組み換え生物拡散防止に関する法の 2つの法令に沿って
計画した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
①防御免疫機能の低下機構と腸内フローラとの相関に関する研究 
この株は老齢マウスにおいて感染 10日後をピークとして体重減少が認められ、それに伴
う振戦も認められた。老齢マウスでも感染後に死亡しない感染量を求めた。結果、15ヶ
月齢の C57BL/6J を用いて検討し、老齢マウスでは 1.0x10e4 TCID50/mL、5.0x10e4 
TCID50/mLの 2-doseで感染をさせることとした。 
②ウイルス、細菌感染あるいは炎症時に見られる腸内フローラや免疫応答の変化 
若齢マウスとして 8週齢（4週間老齢マウスと同一施設で飼育）、老齢マウスとして 16
か月齢のものを用いて、感染を実施した。体重変化を見ると、予備実験の時とは多少異
なるが、感染後 10日をピークに、若齢、老齢マウスで共に顕著な体重減少を認め、その
後回復傾向を見せた。A/California/7/2009 (H1N1)感染後 28日目の Balb/cAマウスから糞
便を採取し、次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析を行い、さらに代謝パスウェ
イの比較解析を行った、その結果、分担佐藤の稿に示すように若齢マウスと比較して、
老齢マウスは全体に腸内細菌の代謝変動が小さいことが明らかになった。 
③加齢に伴う栄養摂取を介した恒常性維持への免疫･代謝機能変化とその評価モデル系の開発 
赤木は老化細胞マーカーの一つとして用いられる SA-β-Galを指標として、腸管における適応度の
低い細胞 loser cellの検出を高感度にSA-β-Galを検出することができるSPiDER-β-Gal（DOJINDO）
を用いて試みた。DRおよび高栄養条件で飼育した若齢個体と老齢個体の腸管を解析したところ、
高栄養条件下において、加齢に伴い SPiDER-β-Gal陽性細胞の数が顕著に上昇することが判明した。
次に木村を中心として加齢と脂肪酸受容体の関連を引き続き解析したところ、一年齢マ
ウスと二年齢マウスを用いた腸管での各種脂質受容体群の発現比較の結果、加齢に伴い
長鎖脂肪酸受容体 GPR40に比べて GPR120の大腸での発現はともに激減した。今年度は
さらに食事性油脂に対する応答の違いも解析したところ、高脂肪食負荷により加齢マウ
スでも若齢マウスでも血糖値が有意に上昇していた。インスリン値は加齢や高脂肪食負
荷で統計的に有意な変動がみられなかったものの、若齢マウスでは高脂肪食負荷で消化
管ホルモンである GLP-1が低値を示すこと、逆に加齢マウスではコントロール食群でも
高脂肪食群でも低値を示した。さらに腸管 GPR120のリガンドとなりうる脂肪酸の分析
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を試みた。食事由来の脂肪酸のほとんどは回腸までで吸収されるが、吸収を逃れた脂肪
酸が腸内細菌によって代謝され特殊な構造を持つ脂肪酸になる。そこで、盲腸中の脂肪
酸を測定してみたところ、CLA2 (trans-9-trans-11-octadecanoic acid)や KetoB 
(10-oxooctadecanoic acid)といった加齢と高脂肪食によって影響を受ける脂肪酸のある
ことが判明した。またその際の糞便中の細菌叢を Family levelで解析したところ、高脂肪
食を与えると対照食に比べて若齢でも加齢でも Streptococcaceaeが増加して、
BacteroidalesS24-7が減少することもわかった。昨年度に NCGG動物実験施設棟内で飼
育されている加齢育成動物（老齢群 20〜25ヶ月齢と若齢群 6週齢でともに雌６個体）よ
り採糞し、短鎖脂肪酸の解析を木村とともにガスクロマトグラフィー質量分析法（GC/MS）
を用いて解析した結果、加齢とともに糞便中に含まれる短鎖脂肪酸の量は増える傾向が
明らかにしたが、今年度は食物繊維と腸内細菌叢に与える影響も解析した。食物繊維負
荷により糞便中の酢酸やプロピオン酸が若齢と加齢マウス双方で増加（または増加する
傾向）していた。糞便中の腸内細菌叢の解析を行ったところ、Family Levelの解析では、
若齢、加齢でも食物繊維負荷で Desulfovibrionaceaeが増加することがわかった。高脂肪
-高糖質食負荷のみでは、若齢と加齢で短鎖脂肪酸と腸内細菌叢に変化がみられなかった。 
一方、プロバイオティクスを用い、野生型高齢マウスに長期栄養介入する事で加齢によ
る血中の炎症性カイトカイン（SASP）の抑制にどのような影響があるのか、またその結
果、全身性にどのような老化が緩和されるのかという検証をキリン株式会社との共同研
究にて解析した。具体的には雌の C57BL/6Jマウス(3ヵ月齢、17あるいは 22ヵ月齢)に
KW3110株を１mg/dayで 6ヶ月間摂取させ、終了後の腸内細菌叢、腸内免疫細胞解析、
サイトカイン分析、網膜免疫細胞解析、網膜細胞評価を一連の解析として行った。結果、 
KW3110は加齢による腸内細菌叢変化を抑制する傾向が見られたが、腸内の Bifido- 
bacteriaceaeを有意に維持させた。また小腸の粘膜固有層の IFNγ、Cd4陽性 T細胞の増 

     （図 乳酸菌パラカゼイ株摂取における炎症抑制効果の作用機序） 
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加を抑制させ、IL-6，TNK-α、IFNγ等も炎症性サイトカインも同様に抑制し、その効果は
血中サイトカインにも及んだ。結果として彼委員夜網膜免疫細胞の炎症を抑制する事で
網膜神経節細胞死を抑制することが明らかになった。 
 
Ｄ．考察と結論 
本研究は「老化の機構に関する研究」のみにならず、中期計画における「加齢に伴う疾
患等の本態解明」、すなわち老化に伴う身体機能の脆弱化の中でも、多くの老年疾患の引
き金となる生体防御系の機能低下について、そのメカニズムを理解し、克服し、重篤化
を予防することが期待される。研究開始後 2年目になる平成 30年度は先ずは加齢と高脂
肪食負荷が長鎖脂肪酸受容体 GPR120 の発現や消化管ホルモンである GLP-1量に影響
を与えていることが明らかになった。加えて高脂肪食や加齢によって影響を受ける腸内
細菌とその脂肪酸代謝物を検出することができたことはやはり、加齢に伴って腸管の受
容体発現低下や腸内細菌叢とその代謝産物が。宿主の代謝機能の低下に重大な影響を与
えている可能性が考えられた。一方で、近年、獲得免疫系、自然免疫系が巧みなバラン
スで働くことで生体を防御することが明らかになった粘膜・腸管免疫系（腸内フローラ
と炎症、感染症を含む各種疾患との関連性）が注目されている。すなわち、加齢に伴う
免疫機能が低下する原因として、腸内フローラの加齢変化を通した腸管免疫系の免疫動
態を客観的に評価することが注目されており、本研究を継続することで高齢者における
免疫機能が栄養摂取による改善や賦活化につながる有効な方策を検討していくことがで
きると考えている。ショウジョウバエを用いたモデルシステムで加齢した腸管では
SPiDER -β-Gal陽性細胞が増加し、その増加は DRによって抑制できることが明らかに
なった。今後は SPiDER-β-Gal陽性細胞がこれまでに報告されている loser cellマーカー
やサイトカインの発現を同時に検討していく必要がある。また、30年度は免疫能の改善
も期待されるプロ、あるいはプレバイオティクス等の栄養介入によって老化関連疾患の
発症や有病率が変化する要因について解析した。結果にも示したように乳酸菌パラカゼ
イの一種を長期摂取させたマウスでは小腸粘膜固有層における腸内細菌叢の改善、炎症
を惹起させるCD4陽性T細胞の抑制等のこれまでも見られた老化関連の変化のみならず、
驚いたことに加齢に伴う網膜細胞の欠落にも抑制効果を示した。このことから、我々は
このパラカゼイ株は生理的老化マウスにおける慢性炎症や加齢依存的な網膜細胞欠損の
抑制に寄与したと考察している。健常高齢者においても日常生活の中で免疫能の低下が
予防する手立てが提唱できれば医療政策的に、高齢者の QOLを改善できるばかりでなく、
疾患療養中の高齢者にとっても、感染等に対するリスクの軽減に大いに期待される。い
ずれにせよ、本研究における腸内環境の変化に注目した感染症に対する免疫力賦活化に
関する試みは政策的にも介護負担の軽減につながり、今後、間接的に在宅医療の推進を
図れる等、健全な高齢化社会を築く上でも不可欠な研究として位置づけられる。 
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