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研究成果の概要（和文）：我が国では肺炎による年間死亡者数が約12万であり，特に高齢者で増加し続けてい
る．本疾患が重症化すると，敗血症などの侵襲性感染症を合併することが報告されている．本研究ではそのメカ
ニズムとして，①肺炎球菌が好中球からプロテアーゼを漏出させ，②自己プロテアーゼが肺組織の自然免疫受容
体およびサイトカインを分解して免疫機構を崩壊させることで，③菌が血中に侵入すると言う肺炎重症化カスケ
ードモデルを明らかにした．肺炎重症化機構を細菌と宿主の両面から分子レベルで解析し，長期的な治療・予防
法研究の基盤を確立した．

研究成果の概要（英文）：Bacterial pneumonia constitutes a leading cause of morbidity and mortality 
worldwide, being responsible for approximately 3.5 million deaths annually. In this study, we showed
 that pneumococcal autolysis induces pneumolysin release, which exerts cytotoxicity against 
infiltrating neutrophils. However, we also observed that pneumolysin exhibited less cytotoxicity 
against alveolar epithelial cells and macrophages. Therefore, S. pneumoniae exploits NE leakage from
 degraded neutrophils to promote alveolar epithelial cell injury. We also demonstrated that NE 
cleaves Toll-like receptors and inflammatory cytokines. Our work indicates that NE induced by S. 
pneumoniae subverts the innate immune response and that inhibition of this enzyme may constitute a 
novel therapeutic option for the treatment of pneumococcal pneumonia.

研究分野： 口腔細菌学，免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，病原細菌（肺炎球菌）が感染した宿主よりプロテアーゼを誘導して，間接的に肺の免疫機構を崩壊さ
せることを明らかにした点において，学術的意義が高い．肺炎球菌は近年薬剤耐性化の進行が問題になっている
が，プロテアーゼ阻害剤の開発により薬剤耐性の有無に関わらず肺炎治療に結びつけることが可能であることも
示唆された．肺炎をを軽症化・治療補助する薬剤開発の提案ができれば，数千億円の波及効果が推計されてお
り，社会的意義も高い．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
わが国の肺炎による死亡数は年間約 12 万であり，特に高齢者で増加し続けている．超高齢

社会を迎える今日において，高齢者に好発する呼吸器感染症を予防することは喫緊の課題と云
える．高齢者における肺炎の発症原因のうち，約 9 割に誤嚥の関与があるとの報告があり，健
康寿命の延伸や QOL の向上のため，歯科領域においても肺炎の基礎的研究は重要な課題であ
る． 
近年，好中球は内在するエラスターゼを過剰放出することによりヒト組織を傷害する可能性

が示唆されている．一般的に，好中球エラスターゼは細菌など異物の分解，消化に関与する．
一方，肺炎球菌性肺炎においては，肺組織に過剰な好中球の浸潤とエラスターゼ活性の上昇が
みられるにもかかわらず，肺炎球菌の排除が十分にされないまま重症化し，肺傷害が引き起こ
されることが知られている．これらの知見から，肺炎球菌は好中球エラスターゼによる排除か
ら回避し，そのエラスターゼを悪用することで肺組織の破壊と感染拡大を巧妙に達成している
可能性を推察した． 
 
２．研究の目的 
研究代表者は，「肺炎球菌が膜孔形成毒素であるニューモリシンを用いて好中球の細胞膜を溶

解し，貪食を回避するとともに，強制的にエラスターゼを漏出させることで肺傷害を惹起する」
という仮説を立てた．本研究では，肺炎重症化機構を細菌と宿主の両面から分子レベルで解析
し，長期的な治療・予防法研究の足掛かりとする． 
 
３．研究の方法 

3 ヶ年計画の当初の 2 年間は，自己融解酵素およびニューモリシン組換えタンパク質ならび
にその遺伝子欠失株を作製し，それらの宿主細胞に対する作用を好中球エラスターゼ漏出誘導
能に焦点を当てて解析する．次に，好中球エラスターゼが肺の防御機構に関わる細胞群である
マクロファージと肺胞上皮細胞に及ぼす細胞毒性について免疫学的，分子生物学的に解析を行
う．最終年度は 1～2 年目の in vitro 解析を基盤として，自己融解酵素およびニューモリシン気
管支投与マウスを作製・解析することにより，肺炎球菌の好中球エラスターゼ漏出誘導を介し
た肺傷害および肺炎拡大メカニズムを明らかとする． 
 

４．研究成果 
 
（1）肺炎球菌の自己融解酵素および菌体内毒素ニューモリシン遺伝子組換え体の作製 
新潟大学遺伝子組換え実験安全委員会の承認（承認番号：SD00112, SD00114，SD00124）の

もと，大腸菌発現系を用いて，自己融解酵素およびニューモリシンの遺伝子組換え体を作製し
た． 
 
（2）ニューモリシン遺伝子欠失株の作製 
ニューモリシン遺伝子の一部を PCR で増幅し，遺伝子欠失用ベクターにクローニングした．

これを肺炎球菌 D39 株に導入し，ニューモリシン遺伝子欠失株を作製した． 
 
（3）好中球に対するニューモリシンの細胞毒性 
新潟大学倫理委員会の承認のもと（承認番号:25-R9-07-13），ヒト由来の好中球を単離した．

次に，ニューモリシンを培地に添加し 6 時間後の作用を解析した．その結果，ニューモリシン
は好中球の細胞膜に結合して破壊し，細胞死を誘導すること（図 1），細胞死した好中球からエ
ラスターゼが過剰に漏出すること（図 2）が明らかとなった．さらに，野生型肺炎球菌の培養
上清は好中球に対し細胞死を誘導することが明らかとなった．一方，ニューモリシン遺伝子欠
失株より採取した培養上清は，ほとんど細胞死を誘導しなかった．これらの結果から，肺炎球
菌は，主にニューモリシンの作用により好中球を細胞死させ，エラスターゼを漏出させること
を明らかにした． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（3）宿主細胞に対するニューモリシンもしくは好中球エラスターゼの細胞毒性 
肺胞上皮細胞 A549 およびマウスマクロファージ RAW264.7 培養培地にニューモリシンを添

加したが，細胞毒性はほとんど観察されなかった．次に，両細胞培養培地に好中球エラスター
ゼを添加したところ，いずれの細胞も傷害を受け，ウェルプレートから剥離した．一方で，肺
炎球菌の自己溶菌酵素は，好中球を含め，いずれの細胞にも毒性を示さなかった．したがって，
肺胞内におけるニューモリシンの主なターゲットは好中球であり，そこから漏出するエラスタ
ーゼを用いて肺を傷害していることが明らかとなった． 
 
（4）宿主の自然免疫応答に対する好中球エラスターゼの作用解析 
好中球エラスターゼは，強力なセリンプロテアーゼであり，肺胞上皮細胞を傷害するだけで

なく，様々な宿主由来タンパク質を分解する可能性がある．次に，エラスターゼが宿主の自然
免疫応答に及ぼす影響について解析を行った．マクロファージ様細胞に分化させた THP-1 細胞
に対し，熱処理した肺炎球菌死菌もしくは大腸菌由来 LPS とともに好中球エラスターゼを培地
に添加した．一定時間後の炎症性サイトカイン遺伝子転写量を real-time PCR 法にて，培養上清
中の炎症性サイトカイン濃度を ELISA 法にて定量した．その結果，エラスターゼは IL-6，IL-8，
および TNF の炎症性サイトカイン遺伝子の転写を有意に抑制した．同様に，培養上清中の各サ
イトカイン検出量を有意に低下させた．さらに，好中球エラスターゼによる炎症性サイトカイ
ンの分解の有無を，Western blot 法にて調べたところ，いずれのサイトカインに対しても直接分
解作用があり（図 3），マクロファージ貪食能をも低下させることが明らかとなった． 
次に，好中球エラスターゼ添加群における NF-ĸB の活性化について免疫蛍光染色法で解析し

たところ，同分子の核内への移行が有意に低下していた．このメカニズムとして，好中球エラ
スターゼが宿主の Toll 様受容体を分解することが明らかとなった（図 4）． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（5）肺炎マウスモデルにおける好中球エラスターゼの作用解析 
まず，肺炎球菌 D39 株をマウスの気管支に感染させ，肺炎モデルを作製した．感染 18 時間

後に肺胞洗浄液を採取し，洗浄液中のエラスターゼ活性について解析したところ，有意な上昇
が認められた．このような所見は，ヒトの重症肺炎においても報告されている．そこで，エラ
スターゼインヒビターをマウスに投与し，その後同様に肺炎球菌を感染させたところ，肺胞洗
浄液中の肺炎球菌生菌数の低下，エラスターゼ活性の低下，肺胞中におけるサイトカイン濃度
の上昇，および肺炎球菌の血液への侵入抑制等の作用が認められた．したがって，in vivo にお
いても肺炎球菌はエラスターゼを好中球から漏出させることで，宿主の自然免疫応答を撹乱し，
肺炎を重症化させていることが明らかとなった． 
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