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研究成果の概要（和文）：重症細菌性肺炎に対するバクテリオファージ療法について、重症緑膿菌性肺炎動物モ
デルを用いてその実用性を検討した。人類の将来にとって多剤耐性菌による細菌感染症が大きな懸念となってい
る。特に緑膿菌感染症に関しては、免疫不全患者への多剤耐性緑膿菌による肺炎への対応が社会的課題である。
本研究では、マウス重症緑膿菌性肺炎モデル等を用いて、バクテリオファージ療法の治療療効果や副作用につい
て調べ、抗菌剤に代わる新たな重症緑膿菌性肺炎の治療法として、バクテリオファージ療法と抗III型分泌阻害
抗体療法の併用が肺傷害の軽減に効果があることを見出した。これらの新規治療法の実用化に向けた基礎的デー
タを集積できた。

研究成果の概要（英文）：The utility of bacteriophage therapy for severe bacterial pneumonia was 
examined using an animal model of severe Pseudomonas pneumonia. In the context of global overuse of 
antibiotics, the spread of multidrug-resistant bacteria has become a worldwide issue, raising 
concerns about the emergence of superbugs such as extensively drug-resistant or pan-drug-resistant 
bacteria, posing a significant threat to humanity's future. Specifically, addressing 
multidrug-resistant Pseudomonas pneumonia in immunocompromised patients poses a social challenge. 
This study investigated the therapeutic efficacy and side effects of bacteriophage therapy using a 
mouse model of severe Pseudomonas pneumonia and found that combining bacteriophage therapy with 
anti-type III secretion system antibody therapy could reduce lung damage, suggesting a new treatment
 approach for severe Pseudomonas pneumonia. This provided foundational data for the practical 
application of these novel therapies.

研究分野：集中治療医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多剤耐性菌が地球規模で蔓延してきている社会情勢のなかで、抗菌剤だけに頼らない重症感染症を制御する治療
法開発が強く求められている。特に21世紀に入って高齢者社会は増々進行し、医療高度化に伴い抗がん剤治療や
移植医療などに起因する医原性免疫不全状態にある患者も増加し、重症感染症に対する新規治療法を開発するこ
とが喫緊の課題である。そこで、バクテリオファージ療法が細菌の薬剤耐性に対処する新たな代替治療法の一つ
として検討がはじまっている。多剤耐性菌に対する新戦略として可能性を持つバクテリオファージ療法につい
て、実用化に向けて動物実験で有効性を示せたことは、実用化に向けて意義深い研究成果が得られたと考える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
地球規模での抗菌剤の汎用により多剤耐性菌が世界中で蔓延し、超多剤耐性や全抗菌剤
耐性菌などのスーパーバクテリアの出現も懸念され、人類の将来にとって細菌感染症の脅
威は大きな懸念となってきている。特に 21世紀に入って高齢者社会は増々進行し、医療高
度化に伴い抗がん剤治療や移植医療などに起因する医原性免疫不全状態にある患者も増加
し、重症感染症に対する新規治療法を開発することが喫緊の課題である。ファージ療法は、
20世紀前半より旧東欧地域にて限定的に開発研究が進んできて、その後は普及しなかった。
しかしファージ療法が細菌の薬剤耐性に対処する新たな代替治療法の一つとして再考がはじまっ
ている。人類の将来が懸念される多剤耐性菌に対する新戦略として可能性を持つファージ療法に
ついて、本邦のこれまでの獣医領域および医薬領域の英知を結集して研究を推進したいと考えて
いる。 
 
２．研究の目的 
重症細菌性肺炎に対するバクテリオファージ療法について、重症緑膿菌性肺炎動物モデルを
用いて、その臨床的実用性を評価する。社会背景として、地球規模での抗菌剤の汎用によ
り多剤耐性菌が世界中で蔓延し、超多剤耐性や全抗菌剤耐性菌などのスーパーバクテリア
の出現も懸念され、人類の将来にとって細菌感染症の脅威は大きな懸念となってきてい
る。一方で、21 世紀に入って新規抗菌剤の開発は極めて停滞し、抗菌剤に代わる新たな治
療法が求められている。本研究では、マウス重症緑膿菌性肺炎モデルを用いて、新たな重
症細菌性肺炎の治療法としてのバクテリオファージ療法の効用や副作用について調べ、実用
化に向けた基礎的データを集積したい。このようにバクテリオファージ療法を臨床に応用するた
めには、解決しないといけいない問題点に挑戦的に取り組み、多剤耐性菌の危機に直面している
人類にとって、バクテリオファージ療法が抗菌剤に変わる、あるいは抗菌剤の欠点を補う新しい感
染症治療法となりうる可能性を目指して、新しい研究の芽を萌えさせたい。 
 

 
３．研究の方法 
本研究では、効率的なファージの選択技術に、緑膿菌ワクチン及び抗体療法開発研究に
用いてきた重症緑膿菌性肺炎マウスモデルを組み合わせ、バクテリオファージ療法の治療効果
や副作用を評価した。①特定の臨床分離緑膿菌株に有効なファージを効率的に選定するシ
ステム構築、②緑膿菌・肺上皮細胞共培養系を用いたファージの細胞保護作用を評価する in 
vitro 実験系の確立、③マウス重症緑膿菌性肺炎モデルでのファージ療法の効果評価、④バ
クテリオファージに対する生体免疫応答評価、と 4段階の実験を計画した。 
① 抗緑膿菌バクテリオファージの選択:  特定の緑膿菌種に有効な殺菌性を示すファージを
選択してファージ療法に応用するために効率の良いファージの選択システムが必要である。
研究分担者らは、これまでに汚水から多種多様のファージストックを作成し、また特有の細
菌種に対して殺菌作用を持つファージの選択を短時間で行うシステムを構築してきた。こ
の技術をヒト臨床に応用すべく、臨床分離緑膿菌に対して既存ファージライブラリ、あるい
はファージ新規ハンティングにより殺菌作用を発揮するファージの高速スクリーニンクを
実施した。 
② 細菌・肺上皮細胞in vitro共培養実験系（平成30年度、主に京都府立医科大学で実施）：  緑
膿菌の主要な病原毒性は、そのⅢ型分泌システムによる細胞障害に起因する。Ⅲ型分泌シス
テムとは、1990 年代に広く病原性グラム陰性菌に広く発見された菌種間で相同性の高い病
原毒素タンパクの分泌システムであり、その分泌毒素タンパクは細菌の持つ特殊な分泌装
置を通じて、直接、標的細胞の細胞質内に注入される。緑膿菌の場合、ExoS, ExoT, ExoU, 
ExoYと 4種類の分泌毒素が同定されている(Sawa T. J Intensive Care 2:10, 2014)。中でも ExoU
は、申請者らによりその酵素機能が同定されたホスホリパーゼ A2作用をもつ強力な細胞毒であ
り、約 20-30%の緑膿菌がこの毒素を発現している。この毒素の細胞内転移は急速な細胞壊死
を誘導し、組織障害をもたらす(Finck-Barbançon V, Sawa T,  et al. Mol Microbiol 25:547, 1997; 
Sato H, Sawa T, et al. EMBO J 22:1, 2003; Tamura M, Sawa T, et al. Biochem Biophys Res Commun 
316:323, 2004; Pankhaniya RR, Sawa T, et al. Crit Care Med 32:2293, 2004)。緑膿菌性肺炎におい
ては、肺胞腔を形成する上皮細胞内へこの ExoU毒素が転移し急性肺上皮細胞障害をもたら



し、重篤な肺浮腫、菌血症、さらには敗血症へと病態を悪化させる(Kurahashi K, Sawa T, et al. 
J Clin Invest 104:743, 1999)。In vitro環境においても、ExoU発現陽性緑膿菌を培養肺上皮細
胞と共培養すると、経時的に肺上皮細胞への ExoU毒素の転移により細胞壊死が誘導される
(Sawa T, et al.  Infect Immun 66:3242, 1998)。細菌による肺傷害をファージが抑制できるかど
うかは、ファージの殺菌作用のみならず、殺菌に関わる時間的因子や、ファージの細菌への
付着など複雑な要因が in vivoでは影響するため、より in vivoに近い環境でファージを選択
することがファージ療法の有効性を確実にする上で重要である。そこで緑膿菌・培養肺上皮
細胞の共培養で効用を評価することで、ファージが細菌に発揮する殺菌作用だけでなく、よ
り生体内に近似した環境で細菌による細胞死が抑制可能なファージの選定が可能となる。 
③ マウス重症緑膿菌性肺炎モデルでの効果評価: マウス（CD1、週令 8〜12 週）を短時間全身
麻酔し、鈍針を用いて経気道的に致死量の緑膿菌を肺内に投与する（図 3）。感染後、毒性の強
い緑膿菌株 PA103 を致死量（2x105CFU/mouse）用いた場合には、感染後約 4 時間で急性肺上
皮傷害がピークに達し、肺浮腫が確立して 24 時間以内に死亡に至る。このモデルを基準に臨床
分離緑膿菌株を感染させ、その後 1〜4時間以内に治療用ファージを再度、短時間全身麻酔下に
経気道的に肺内に投与する。申請者の過去の研究では、緑膿菌のⅢ型分泌毒性を抑制できる抗
PcrV 抗体やガンマグロブリン製剤（IVIG）の感染前及び感染後の静脈内投与により、この体温低
下は抗体やガンマグロブリン投与量依存性に軽減し、最終的に死亡率も低下する (Sawa T, et al. 
Nature Medicine 5:392, 1999; Katoh H, Shimizu M, Kinoshita M, Sawa T, et al. Crit Care Med 
44:e12, 2016; Shimizu M, Kinoshita M, Sawa T, et al. J Infect Chemother 22:240 2016; Kinoshita 
M, Shimizu M, Sawa T, et al. Hum Vaccin Immunother 12:2833-2846, 2016)。ファージ療法の効果
について、既存の治療や無治療群との比較において、感染後 48 時間の体温、活動度、肺浮腫
（Wet-to-dry ratio）の定量、肺内細菌量、ミエロペルオキシダーゼ測定、炎症性サイトカイン
（TNFα、IL-1β、IL-6）等を測定することで評価を行った。 

④ バクテリオファージに対する in vivo 免疫応答評価: バクテリオファージ療法の懸念として、
宿主のファージやファージタンパクに対する免疫応答が考えられる。無処置のマウスに対
して、肺内に治療量のファージを短時間全身麻酔下に肺内投与し、8〜12週間の観察期間の
のちに血液を採取し、ファージあるいはファージタンパクに対する液性免疫、細胞性免疫能
について測定した。一部のマウスについては、再度、肺内に治療量のファージを短時間全身
麻酔下に肺内投与し、急性全身反応等の観察に加えて、血液を採取しヒスタミン、トリプタ
ーゼ等のアナフィラキシー検査を行った。さらに一部のマウスについては、ファージ投与後
の一定期間後に緑膿菌の肺内投与による感染実験及びファージの再投与を行い、治療効果
と副作用について、前述の測定項目を用いて判定した。 
 
４．研究成果 
In vitro において、緑膿菌に対して強い殺菌能を持つバクテリオファージの選定が行えた。
このファージを用いて、マウス緑膿菌性肺炎モデルにおいて、バクテリオファージ療法単独、三
型分泌システム阻害抗体療法、あるいは両者の併用療法における肺傷害への治療効果を判
定した。その結果、併用療法で最も効果的な肺傷害の抑制効果が確認できた。本研究によっ
て、従来の抗菌剤に頼らない新規治療法としての実証が行えた。 
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