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研究成果の概要（和文）：マクロファージをオートファジー阻害剤で前処理したところ、肺炎球菌MOI 100暴露
群においてCcl2 mRNA発現量が有意に低下した。次にJ774細胞を肺炎球菌で刺激しWesternblotを行なった結果、
ATG5とLC3が検出され、wortmanninの前処理によってその検出強度が減弱した。抗LC3抗体による蛍光染色では肺
炎球菌接種によってLC3発現量の増加し、wortmanninの前処理によってLC3発現量が減少した。透過電子顕微鏡で
の観察では、肺炎球菌菌体を取り込んだオートファゴゾ―ムと考えられる二重膜構造物の形成が確認できた。

研究成果の概要（英文）：Pretreatment of macrophages with an autophagy inhibitor significantly 
reduced Ccl2 mRNA expression in the pneumococcal MOI 100-exposed group. Next, when Western blot was 
performed by stimulating J774 cells with Streptococcus pneumoniae, ATG5 and LC3 were detected, and 
the detection intensity was weakened by pretreatment with wortmannin. In fluorescent staining with 
anti-LC3 antibody, LC3 expression level increased by pneumococcal inoculation, and LC3 expression 
level decreased by wortmannin pretreatment. Observation with a transmission electron microscope 
confirmed the formation of a bilayer membrane structure that is considered to be an autophagosome 
that incorporated pneumococcal cells.
This study suggests that autophagy may be involved in the immune response to pneumococci by 
macrophages in terms of both phagocytosis and inflammatory response.

研究分野：感染症内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺炎球菌感染、特に鼻咽頭クリアランスにおける宿主免疫応答が十分解明されておらず、また鼻咽頭クリアラン
スに着目した予防戦略もこれまでに認められていない。今回の研究成果は肺炎球菌に対するマクロファージ依存
性防御機構、いわゆる自然免疫活性化による感染症防御法の新知見をオートファジーとの関連から明らかにした
ものである。鼻粘膜局所におけるマクロファージのオートファジー活性化に基づくクリアランス機構の亢進によ
る新たな肺炎球菌予防法を提案するものであり、将来的な臨床応用と社会福祉への貢献も可能であると考える。

※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 

肺炎球菌感染症発症への第一段階として、鼻咽頭への定着は極めて重要である。一般的に無菌

とされる下気道の免疫と比較し、上気道には常在細菌叢が存在するためその免疫機構は異なり、

依然として十分解明されていない。これまでの研究により、肺炎球菌の鼻咽頭定着によって局

所の常在マクロファージがマクロファージ遊走性ケモカイン CCL2 を産生し、感染局所へのマク

ロファージ集積が促進することで鼻咽頭クリアランスが亢進することを突き止めた (Davis KM, 

Nakamura S, et al. J Clin Invest 2011)。さらにこの研究ではマクロファージ内に取り込ま

れた肺炎球菌はファゴソーム内で分解され、その菌体成分の一部であるペプチドグリカン断片

が NOD2 受容体によって認識され、マクロファージ遊走性ケモカイン CCL2 が産生されることを

明らかにした。また別の研究では、マクロライド系抗菌薬がマウス鼻咽頭へのマクロファージ

集積を促進し莢膜血清型に依存することなく肺炎球菌の定着を抑制することを明らかにしてい

る (Iwanaga N, Nakamura S, et al. J Infect Dis 2015). このように鼻咽頭におけるクリア

ランス機構の解明することで肺炎球菌感染症に対する新たな予防法が確立できる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

マクロファージはサイトカイン産生細胞であると同時に貪食細胞として機能し病原細菌の除去

にも重要な役割を担う。これまで我々は肺炎球菌を取り囲むファゴソームの形成機転をエンド

サイトーシスによるものと考えていたが、菌体内毒素ニューモリシンの存在下でファゴソーム

膜に孔形成が起こった結果菌体成分が細胞質内へ移動することから、ファゴソーム内の pHの酸

性化が起きているとは考えにくく、このファゴソームがオートファゴソームではないかという

仮説を立てた。本研究では、マクロファージによるオートファジー誘導機構と肺炎球菌クリア

ランスとの関連性を明らかにする目的で研究を行なった。 

 

３．研究の方法 

1) マクロファージを介した免疫応答とオートファジーの関連性の解析 

 主にマウス腹腔内マクロファージを抽出し研究材料として用いる。野生型マウスよりマクロ

ファージを抽出し、オートファジー阻害剤/誘導剤で前処理した後に肺炎球菌と共培養を行い、

サイトカイン/ケモカイン産生能 (ELISA)について評価を行う。 

 

2) Nod2 による肺炎球菌の認識とオートファジー誘導性の検討 

 野生型マウス、Nod2 欠損マウスよりマクロファージを抽出し、それぞれの肺炎球菌に対する

オートファジー誘導性の相違について、Western blotting (LC3-I、LC3-II の検出)、蛍光顕微

鏡 (GFP-LC3プラスミド導入後のLC3の肉眼的評価)、電子顕微鏡 (オートファゴソームの評価)

を用いて解析する。 

 

 

 

４．研究成果 

まずマウスマクロファージ J774 細胞 (5X10^5/well)をオートファジー阻害剤 wortmannin 

100nM で前処理し、肺炎球菌血清型 23F による刺激 (MOI 10-100)を加え、マクロファージより

RNA を抽出し、Ccl2 mRNA 発現量の比較を行なった。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、wortmannin投与によってMOI 100暴露群においてCcl2 mRNA発現量が有意に低下した 

(図1)。一方、オートファジー誘導剤Rapamycinの前処理においては、Ccl2 mRNA発現量の亢進は

認められなかった (data not shown)。この結果は、マクロファージからのマクロファージ遊走

性ケモカインCCL2産生がオートファジーによる肺炎球菌処理が関わっている可能性を示唆して

いる。次にマクロファージ内でのオートファジー関連タンパクの発現を確認するため、J774細胞

を肺炎球菌血清型23Fで刺激した後、タンパクを抽出し、抗ATG5抗体および抗LC3抗体による

Western blotを行なったところ、ATG5とLC3が検出された (図2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、wortmanninの前処理によってATG5およびLC3の検出強度が減弱していることが分かった。

これまでの結果から、肺炎球菌暴露によってマクロファージ遊走性ケモカインCCL2の産生がオー

トファジー依存性であること、肺炎球菌暴露によってATG5が誘導されることが明らかとなった。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、肺炎球菌接種後のJ774細胞を抗LC3抗体で蛍光染色し蛍光顕微鏡で確認したところ、肺炎

球菌接種によってLC3発現量の増加し、wortmanninの前処理によってLC3発現量が減少することが

分かった (図3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、肺炎球菌接種後の J774 細胞を透過電子顕微鏡で観察したところ、肺炎球菌菌体を取り

込んだオートファゴゾ―ムと考えられる二重膜構造物の形成が確認できた (図 4)。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マクロファージ内のオートファジー形成に関与する菌体成分認識受容体を明らかにするため、

Nod2欠損、およびTlr2欠損マウスより常在腹腔マクロファージを分離し、肺炎球菌接種後、タン

パクを抽出し抗LC3-I/II抗体によるWestern blottingで確認したところ、LC3-I/IIともに発現量

が低下していたことから、タンパク抽出不十分である可能性が考えられた (図5)。 

今後は骨髄由来マクロファージを分離し同様の実験を行なう予定である。 

 

今回の検討によってマクロファージによる肺炎球菌に対する免疫応答は、貪食作用および炎症

反応惹起の両面でオートファジーが関与している可能性が考えられた。本研究結果を基盤とし

て、今後とも研究を継続していきたい。 
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