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研究成果の概要（和文）：本研究は重症インフルエンザ感染後肺炎球菌性肺炎にヒストンアセチル化を介したエ
ピジェネティクス制御が関与している仮説のもとに、C57BL/6マウスにインフルエンザA(PR8株）5PFUを点鼻投与
し、7日後に10の4乗CFUの肺炎球菌を点鼻感染させた。ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害薬のTSAを1日1回腹
腔内投与を行った(1 mg/kg)ところ、HDAC活性は有意に低下し、生存率も有意に向上し、細菌の菌量や肺胞洗浄
液中の総細胞数は有意に低下した。さらにTSA投与により全肺NK細胞数も有意に低下し、TSAによるインフルエン
ザ感染後肺炎球菌性肺炎の保護的効果に寄与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The hypothesis of the study was epigenetic mechanism, especially for histone
 acetylation, might contribute to the poor outcome of post-influenza pneumonia. Mice were infected 
intranasally with 1.0 × 104 CFU of Streptococcus pneumoniae 7 days after intranasal inoculation 
with 5 PFU of influenza virus A/PR8.The mice were intraperitoneally injected with the histone 
deacetylase (HDAC) inhibitor TSA. TSA significantly suppressed HDAC activity and significantly 
improved the survival rate of mice after post-influenza pneumococcal infection, which was associated
 with a significant decrease in bacterial load and the total cell count of the BALF. The number of 
natural killer cells in the lungs were significantly lower in the TSA-treated group, which may 
contribute to the protective effects of TSA. 
TSA protects mice against post-influenza pneumococcal pneumonia possibly through multiple factors, 
including a decrease in lung and systemic bacterial load, and suppression of systemic inflammation.

研究分野：呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 

(1) エピジェネティクスとは、DNA の塩基配
列の変化を伴わずに遺伝子発現・情報を調節
する機構であり、種々のヒストン修飾や DNA
メチル化などがその具体例として挙げられ
る。例えばヒストンアセチル化は遺伝子の転
写活性を上昇させ、ヒストン H3 の 27番リジ
ン残基のトリメチル化（H3K27me3）は遺伝子
の転写活性を抑制する。 
これまでエピジェネティクスによる遺伝

子制御機構は、発生学や腫瘍学などの分野で
の重要性は確立されているが (Verma M et al. 
Lancet Oncol.,2002) (Feinberg AP et al. 
Nature, 2007)、近年では免疫学や感染症学
の分野でもエピジェネティクスの重要性が
報告されてきている (Ansel KM et al. Annu 
Rev Immunol., 2006.) 
 
(2) 研究代表者は、これまで主に敗血症など
の重症感染症におけるエピジェネティック
制御機構に関し研究を継続して行ってきた。
例えば、敗血症においても病態に関与すると
される M2 マクロファージのエピジェネティ
クス制御 (Ishii M et al. Blood, 2009)、
敗血症における好中球のエピジェネティク
ス制御(Ishii M et al. J Immunol., 2012)、
敗血症における制御性 T細胞(Cavassani KA, 
Ishii M et al. Blood, 2010)や Th1/Th2 細
胞のエピジェネティクス関与 (Carson WF 
4th, Ishii M et al. Eur J Immunol., 2010)
などを報告してきた。 
 
(3) インフルエンザウイルス感染症は、本邦
での 2009 年の新型インフルエンザウイルス
(A/H1N1)流行など、社会的な脅威であり、重
症化した場合の致死率は高く、その病態の詳
細な解明と適切な治療法の確立が急務であ
る。 
 
(4) 研究代表者は上述の様にこれまで主に
敗血症においてエピジェネティクスの関与
を検討してきたが、インフルエンザウイルス
感染の病態でもエピジェネティクスの関与
の可能性が十分あると考え、予備研究を行っ
た。その結果、マウス馴化インフルエンザウ
イルス(A/PR8; H1N1)400pfu の点鼻投与によ
るインフルエンザ肺炎マウスにおいて、ヒス
ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 (Histone 
Deacetylase:HDAC) 阻 害 薬 で あ る
Trichostatin A (TSA)をインフルエンザ感染
前日から連日腹腔内投与(1mg/kg)を行うと
生存率は上昇する結果を得た。 
 

２．研究の目的 

以上の予備検討の結果を踏まえて、インフ
ルエンザ感染症においてもエピジェネティ
ックな遺伝子発現の制御機構がその病態に
寄与している可能性が高いと考え、特にヒス
トンアセチル化とヒストン H3K27 メチル化
に着目し、ヒストン脱アセチル化酵素 

(HDAC)阻害薬である TSA 及び Ezh2 コンデ
ィショナルノックアウトマウス(Ezh2flox/flox 

ERT2-Cre マウス：以下 Ezh2 cKO マウス)

を用いて、インフルエンザ肺炎マウスや、イ
ンフルエンザ・肺炎球菌重複感染マウスモデ
ルにおけるエピジェネティクスの関与・重要
性を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

特にインフルエンザウイルス感染後肺炎
球菌 2次感染マウスモデルに焦点をあて、重
症感染症におけるエピジェネティクスの関
与を明らかにする。具体的には以下のことを
行う。 
 
(1)マウス馴化インフルエンザ(A/PR8; H1N1) 
10 pfu の経鼻感染を行い、その 7日後に肺炎
球菌 1x104 cfu の経鼻投与による 2 次感染を
行い、インフルエンザウイルス感染後肺炎球
菌 2次感染マウスモデルを作製する。 
 
(2) ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬の TSA
を用いて、各々の投与効果を免疫学的に検討
し、インフルエンザウイルス感染後肺炎球菌
2 次感染におけるヒストンアセチル化の役割
を詳細に検討する。 
 
(3) Ezh2 cKO マウスを用いて、インフルエン
ザウイルス感染後肺炎球菌 2次感染における
ヒストン H3K27 メチル基転移酵素 Ezh2 の役
割を In vivo および In vitro で詳細に検討
し解明していく。 
 
４．研究成果 
(1) インフルエンザウイルス感染後肺炎球
菌 2次感染マウスにおいて、ヒストン脱アセ
チル化酵素阻害薬である TSA を投与すると、
HDAC活性は有意に低下した。 
 
(2) インフルエンザウイルス感染後肺炎球
菌 2 次感染マウスにおいて、TSA を投与する
と、有意にその生存率は改善した（下図）。 

 一方、肺炎球菌感染 36 時間後の菌量は、
TSA 投与により減少傾向であったが、有意差
は認めなかった。 
 
(3) 肺炎球菌感染 24 時間後の肺胞洗浄液中
の総細胞数は、TSA 投与により有意に減少し



たが、細胞分画の好中球は減少傾向であるも
のの、有意差は認めなかった。 
 
(4) 肺胞洗浄液中のサイトカイン IL-1β は
TSA 投与により有意に低下したが、TNF-α や
IL-6は低下傾向ではあったが、変化を認めな
かった。 
 
(5) 肺炎球菌感染 48時間後の肺病理所見は、
TSA 投与によっても明らかな差は認めなかっ
た。 
 
(6) 一方、肺内の Natural killer (NK) 細胞
数は、TSA 投与により有意に低下しており、
NK 細胞の低下が、インフルエンザウイルス感
染後肺炎球菌 2次感染マウスの TSA投与によ
る保護的作用に寄与している可能性が示唆
された。 
 
(7) インフルエンザウイルス感染後肺炎球
菌 2 次感染マウスにおける Ezh2 の効果に関
しては、現在研究を継続中で有り、Ezh2 cKO
マウスでは、野生型マウスに比べて、生存率
が低下しており、さらに解析を進めている。 
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