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研究成果の概要（和文）：本研究では肺炎球菌に対する新規治療法開発を目指し、肺炎球菌の病原因子と宿主因
子との相互作用に焦点を当て解析を行った。その結果、感染1時間後にはFIP200非依存的なLAPosome
(LC3-associatedphagosomes)様vesicle(PcLV)が一過性に誘導され、感染2時間後にはFIP200依存的な殺菌的なオ
ートファジー (PcAV)が誘導されること、PcAV誘導はPcLVに依存すること、PcLV誘導はp62、NDP52、Atg16L1 WD
ドメインを必要とし、PcAV誘導はp62、Rab41、Nedd4-1によるK63型Ub鎖形成を必要とすることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a new therapeutic method against 
Streptococcus pneumoniae, and conducted an analysis focusing on the interaction between pneumococcal
 virulence factor and the host factor. As a result, FIP200-independent LAPosome (LC3-associated 
phagosomes)-like vesicles (PcLV) were transiently induced after 1 h of infection, and 
FIP200-dependent bactericidal autophagy (PcAV) was subsequentially occurred after 2 h of infection. 
Furthermore, it was revealed that PcLV induction is prerequisite for PcAV induction, PcLV induction 
requires p62, NDP52, and Atg16L1 WD domain, and PcAV induction requires p62, Golgi-localized Rab41, 
and K63-linked poly-Ub chain formation by Nedd4-1.

研究分野：病原細菌学、細胞生物学、感染生物学

キーワード： 肺炎球菌　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺炎球菌は鼻咽頭に常在し、小児や高齢者では菌血症・髄膜炎といった致死性の高い侵襲性肺炎球菌感染症を引
き起こす。近年、血清型交代によるワクチンが効かない血清型の肺炎球菌や、多剤耐性肺炎球菌の分離例が増加
しており、新規治療法の開発が喫緊の課題である。本研究により、一次バリアである粘膜上皮細胞内での感染成
立に必要な病原因子、菌の排除に必要な宿主細胞内での膜輸送系、さらには菌と宿主細胞との相互作用の一端が
明らかとなり、新規治療法開発の標的分子探索に必要な基礎的な知見を多く得ることが出来た。今後、本研究を
さらに発展させ、肺炎球菌と宿主との相互作用全体を俯瞰するモデルを構築していきたいと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は小児の中耳炎や咽頭炎などからしばしば分離され、健

常者では鼻腔、咽頭など上気道部に常在する日和見感染菌である。小児や免疫力が低下した高

齢者では敗血症、髄膜炎など侵襲性肺炎球菌感染症（IPD）を引き起こす。日本では高齢者・

小児ともにワクチンが定期接種化され、一定の予防効果を上げている。その一方で、ワクチン

定期接種化により、血清型交代が加速し既存のワクチンが効かない血清型の肺炎球菌が増加

している。さらに、臨床分離される肺炎球菌の 50％以上がペニシリン耐性であることと、多

剤耐性肺炎球菌の出現が報告されていることから、血清型に依存しない次世代肺炎球菌ワク

チン、および新規予防法・治療法の開発が急務である。 

 

２．研究の目的 

次世代肺炎球菌治療法の開発に必要な標的分子を探索するためには、肺炎球菌ン感染過程にお

ける病原因子と宿主因子との相互作用について分子レベルで解析することが必要となる。そこ

で、我々は細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主細胞内殺菌機構との相互作用について、オートフ

ァジー着目して解析を行っている。現在までに、肺炎球菌感染細胞においてオートファジーの

特異的マーカー分子である LC3 が菌体周囲に集積することを見いだしていることから、本研究

では肺炎球菌感染細胞におけるオートファジー誘導の意義を明らかにするとともに、肺炎球菌

を標的とするオートファジーの誘導機構について、菌側（病原因子）、宿主側、双方から解析を

行い、細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主細胞との相互作用を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(１) 宿主細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主因子との共局在性解析 

宿主因子発現用ベクターをトランスフェクションした MEF 細胞（マウス胎児繊維芽細胞）に肺

炎球菌を moi=100 で感染させ、1,000 rpm、5 min、室温で遠心後、5% CO2存在下、37℃で 60 分

間培養した。PBS で 2 回洗浄後、200 γのゲンタマイシンを添加した DMEM/10% FCS 培地を加

え 30 分間処理し細胞外の菌を殺菌した後、100 γのゲンタマイシンを添加した DMEM/10% FCS

培地に交換後、5% CO2 存在下、37℃でさらに 1 または 2 時間培養した。培養後、4％パラホルム

アルデヒド/リン酸緩衝液を用いて室温で 30 分間固定後に PBS で 3 回洗浄し、蛍光免疫染色を

行った後に、共焦点レーザー顕微鏡による観察に供した。 

 

 (２) 肺炎球菌の各病原因子欠失変異株の細胞内生残性の検討 

MEF 細胞に肺炎球菌を moi=100 で感染させ、1,000 rpm、5 min、室温で遠心後、5% CO2 存在下、

37℃で 60 分間培養した。PBS で 2 回洗浄後、200 γゲンタマイシン/ DMEM/10% FCS で 15 分、

さらに 1 γペニシリン/200 γゲンタマイシン/ DMEM/10% FCS で 15 分処理し細胞外の菌を殺菌

した。その後、PBS で 3 回洗浄し抗生物質を除去した後に 1％ サポニン/PBS で細胞を可溶化し、

段階希釈した細胞抽出液を THY プレートに塗布し、cfu (colony forming unit)により侵入菌数を求

めた。経時的な細胞内菌数測定は、上述の通り感染と細胞外の菌の殺菌を行った後に、PBS で 3

回洗浄し、DMEM/10% FCS に交換後、5% CO2 存在下、37℃でさらに一定時間培養した。各タイ

ムポイントで細胞を可溶化し、段階希釈した細胞抽出液を THY プレートに塗布し、cfu により

生残菌数を求めた。菌の生残性は侵入菌数に対する各タイムポイントでの生菌数の相対値で算

出した。 

 



４．研究成果 

(１) 感染 2 時間後に誘導される肺炎球菌を標的とするオートファジー（PcAV）誘導機構解析 

本研究では、感染 2 時間後に誘導される肺炎球

菌を標的とするオートファジー（PcAV）と PcAV

誘導に必要な病原因子の探索を行った。オート

ファジーマーカーである GFP-LC3 または

mCherry-LC3 を安定発現させた BHK、MEF、

Detroit 562 細胞に肺炎球菌 R6 株または TIGR4

株を 2 時間感染させた結果、肺炎球菌を内包す

る膜小胞（PcV）に LC3 が高頻度に集積するこ

とが明らかになった。そこで、透過型電子顕微

鏡による観察を行った結果、この小胞はオート

ファジーに特有の 2重膜であることが明らかに

なった。さらに、オートファジー不全細胞である ATG5 KO MEF では LC3 の PcV への集積が完

全に阻害され、肺炎球菌の殺菌も抑制されたことから、肺炎球菌感染 2 時間後に観察される LC3

陽性の PcV は殺菌性のオートファゴソーム（PcAV：pneumococci-containing autophagic vesicles）

であることが明らかとなった。病原細菌の保有する膜孔形成毒素はエンドソームに損傷を与え、

選択的オートファジーの引き金になることが知られている。そこで、肺炎球菌の保有する膜孔形

成毒素である PLY（ニューモリシン）を欠失させた肺炎球菌 R6 株を野生株と共に MEF に感染

させた結果、PcAV の誘導は完全に抑制された。次に、PcAV 誘導に必要な宿主因子を（1）カノ

ニカルオートファジー関連因子と（2）選択的オートファジーの受容体に焦点を絞り解析した結

果、PcAV は FIP200、ULK1/2、Atg5、Atg 7、Atg 14、Atg 16L1 を必要とするカノニカルなオー

トファジーであり、さらに poly-Ub-p62/SQSTM1-LC3 オートファジー受容体が PcAV の誘導に関

与することが明らかとなった。さらに、PcAV 誘導に関与する Rab タンパク質と E3 リガーゼの

探索をおこなった結果、ゴルジ体に局在する Rab41 と、K63 型ユビキチン鎖形成に関与する

Nedd4-1 が PcAV 誘導に必要であることが明らかとなった（引用文献 1）。 

 

(２) 感染初期に一過性に誘導される LC3 陽性エンドソーム（PcLV）の誘導機構解析 

FIP200 非依存的に誘導されるノンカノ

ニカルオートファジーである LAP（LC3-

associated phagocytosis）に焦点をあてて

解析を行った。FIP200 ノックアウトマウ

ス由来の MEF 細胞に肺炎球菌を感染さ

せ、ノンカノニカルオートファジー誘導

解析を行った結果、感染 1 時間後に一過

性に LAP 様構造（PcLV: pneumococci-

containing LAP）が誘導されることが明ら

かになった。そこで、透過型電子顕微鏡による観察を行った結果、この小胞は LAP に特有の 1

重膜であることが明らかになった。次に、貪食細胞における LAP 誘導に必要であることが報告

されている PI3P、NADPH oxidase 由来の ROS、および TLR2 が肺炎球菌誘導性の PcLV 誘導に

必要かどうかを調べた結果、いずれも PcLV 誘導には必要ないことが明らかになり、LAP と PcLV
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の誘導メカニズムは異なることが明らかとなった。LAP における先行研究から、C 末の WD 領

域を欠失させた Atg16 L1 で相補した Atg16 L1 KO MEF ではオートファジーは正常に起きるにも

関わらず LAP 形成が不全になることが知られていたことから、我々も Atg16L1 KO MEF/ Atg16 

L1 ∆WD を作製し PcLV 誘導性を解析した結果、貪食細胞で PI3P、ROS、TLR2 依存的に誘導さ

れる LAP 同様に PcLV 誘導も阻害されることが明らかになった。このことは、FIP200 非依存的

に誘導される LAP 様 vesicle が多様性を持つとともに類似性も持つことを示していた。さらに、

興味深いことに、Atg16 L1 KO MEF/ Atg16 ∆WD ではカノニカルなオートファジーは阻害されな

かったにもかかわらず、感染 2 時間後に誘導されるカノニカルなオートファジーである PcAV が

完全に阻害されていた。この結果から、感染 2 時間後に誘導される PcAV 誘導は、感染 1 時間後

に一過性に誘導される PcLV に依存することが明らかとなった。さらに、興味深いことに、PcLV

同様に NDP52 も感染 1 時間後に一過性に出現し消失することを見いだしたことから、NDP52 を

マーカーとして用いて肺炎球菌を内包する膜小胞（PcV）の動態を経時的に観察した結果、肺炎

球菌誘導性オートファジーは、PcLVとPcAVとその間にAtg14依存的に誘導されるNDP52-, LC3-, 

p62+ PcV の 3 層性であることが明らかとなった（引用文献 2）。 
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