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研究成果の概要（和文）：誤嚥性肺炎に代表される肺炎は，薬剤耐性菌の増加により重症化している．申請者
は，好中球と病原細菌のせめぎ合いを独自に解析してきた．本研究では，未だ詳細不明なin vivoにおける耐性
肺炎球菌による肺炎の重症化機構を解析し，耐性菌による肺炎の治療基盤構築を目指した．具体的には，耐性肺
炎球菌の肺感染マウス系を確立後，肺胞中の耐性菌とマウスの両分子群をiTRAQ-MS/MS法で網羅同定した後，耐
性菌とマウスの両分子群の動態を多分子同時解析装置で詳細分析した．そして，肺炎の重症化に関与する分子を
治療標的として選出し，耐性肺炎球菌の病原因子のみを特異的に制御する等の抗菌薬を選出した．

研究成果の概要（英文）：Pneumonia and aspiration pneumonia are becoming more severe due to the 
increase in drug-resistant bacteria. The applicant has independently analyzed the conflict between 
neutrophils and pathogenic bacteria. In this study, we aimed to analyze the mechanism of aggravation
 of pneumonia caused by resistant pneumococci in vivo, which is still unclear in detail, and to 
establish a basis for the treatment of pneumonia caused by resistant bacteria. Specifically, after 
establishing a lung-infected mouse strain with resistant pneumococci, we comprehensively identified 
both the resistant bacteria and mouse molecular groups in the alveoli using the iTRAQ-MS/MS method. 
The dynamics of the reaction were analyzed in detail using a multi-molecule simultaneous analysis 
device. We then selected molecules involved in the aggravation of pneumonia as therapeutic targets, 
and selected antibacterial agents that specifically control only the pathogenic factors of resistant
 pneumococci.

研究分野：口腔細菌学

キーワード： Streptococcus pneumoniae

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢社会の到来および薬剤耐性菌の増加により，誤嚥性肺炎や肺炎の患者数・死亡者数が急増している．そし
て，現行の肺炎球菌ワクチンには30%未満の防御効果しかないことが，最新知見で明らかとなっている．さらに
は，切札の抗菌薬も奏効しないことが世界的に報告されつつある．そこで，数年前から厚生労働省は，周術期患
者の口腔清掃に保険点数を新設し，誤嚥性肺炎の予防を図る取組を推進している．しかしながら，歯ブラシ等に
よる口腔清掃以外の誤嚥性肺炎や薬剤耐性肺炎球菌への対応は国内外で進んでおらず，国民健康の観点から，薬
剤耐性肺炎球菌を制御する新たな基礎研究や創薬研究が必須と考えた．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年，国内の肺炎死亡者は毎年 1 万人ずつ増加し，昨年度は 13 万人以上の死者が報告された．そ
の中でも，歯科領域と密接に関連する誤嚥性肺炎の死者数増加が特に著しく，昨年度から厚生労働省
の統計データにおいて，誤嚥性肺炎の死者統計が新設されることになった．集計初年度にも関わらず，
誤嚥性肺炎の死亡者が 3.5万を超え 死因 7位となったことは，国民健康の観点から看過できない事態
といえる（「日本人の死因順位」，厚生労働省人口動態統計，2018）．その理由を解明するため，肺炎お
よび誤嚥性肺炎の主たる起因菌である肺炎球菌に着目し，最新の薬剤耐性動態を調査した．市中患
者から分離した約 2600 株の肺炎球菌について解析したところ，国内外の既報通りペニシリン耐性菌は
約 40%であった．さらに，マクロライド耐性菌が 80%を超えること，およびキノロン耐性を含む多剤耐性菌
も散見されることが新たに明らかとなった（J. Infect. Chemother., 2019；責任著者 寺尾）．つまり，誤嚥
性肺炎に代表される市中肺炎は，既に現行の抗菌薬では治療困難となっていることを示唆している．こ
のような薬剤耐性菌による感染症の難治化に伴う重症化は，世界規模で多発しており，WHO ならびに
国連の最新試算では，現行の抗菌薬以外の対策が考案できなければ，2050 年以降は毎年 1000 万人
の死者が出ると予測されている．そこで本申請研究では，未だ詳細不明な in vivo における耐性肺炎球
菌による肺炎の重症化機構を分子解析し，耐性菌肺炎の治療基盤を構築することとした． 
 
２．研究の目的 
誤嚥性肺炎に代表される肺炎は，薬剤耐性菌の増加により重症化している．日本政府・WHO 等は，
耐性菌による肺炎の制御を人類の最重要課題と定めている．申請者は，好中球と病原細菌のせめぎ合
いを独自に解析してきた．その結果，肺炎球菌だけが自己溶菌する細菌であり，溶菌で漏出する細菌
分子を活用して免疫系を無力化し，組織傷害を果たすという in vitro での知見を得た．本研究では，未
だ詳細不明な in vivo における耐性肺炎球菌による肺炎の重症化機構を解析し，耐性菌による肺炎の
治療基盤を構築する．具体的には，耐性肺炎球菌の肺感染マウス系を確立後，肺胞中の耐性菌とマウ
スの両分子群を iTRAQ-MS/MS 法で網羅同定した後，耐性菌とマウスの両分子群の動態を多分子同
時解析装置で詳細分析する．そして，肺炎の重症化に関与する分子を治療標的として選出し，萌芽研
究の in vitro 系で確立し，in vivo 系において耐性肺炎球菌の病原因子のみを特異的に制御する抗菌
薬の開発あるいは選出を行う． 
 
３．研究の方法 
国内外のマウス肺炎モデルでは，腹腔内に病原菌を接種しており，ヒト肺炎の臨床病態を再現してい
るとは言い難い．そこで本研究では，マウス専用のマイクロスプレイヤーに加え，LED 付きファイバース
コープを準備し，明視下にて再現性高く肺炎球菌をマウスに経気道感染させる系を確立させた．次いで，
肺炎モデル高齢マウスの肺胞洗浄液を採取し，iTRAQ-MS/MS 解析を実施した．iTRAQ-MS/MS 法で
は，実験グループ間の MS 同定分子群をそれぞれ定量比較することができる．この特性を活かし，耐性
菌のマウス感染により，有意に増減する耐性菌側とマウス側の分子をそれぞれ網羅選出した．同定し
た耐性菌の組換えタンパクは，大腸菌発現系およびブレビバチルス系にて作製を行った．続
いて，現有設備のBiacoreにて分子間相互作用解析およびWestern blotおよびELISAにて，
詳細解析を実施した． 
上述の通り，肺炎の主な原因菌である肺炎球菌は，抗菌薬に対する抵抗力を獲得し，肺炎治療にお
いて大きな障害となっている．しかしながら，臨床現場においては，マクロライド系薬は依然として肺炎
球菌感染症に対して有効であることも報告されている．本研究では，この相反する理由について分子レ
ベルで解析を試みた． 
 
４．研究成果 
iTRAQ-MS/MS 法で網羅同定した後，耐性菌とマウスの両分子群の動態を多分子同時解析装置で詳
細分析した結果，in vitro 培養系とは異なり，図 1 の様な肺炎球菌分子群が検出された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 マウス肺炎モデルの肺胞洗浄液 iTRAQ-MS/MS 解析結果 
 



すなわち，肺炎球菌は，ゲノム解析において 1,911 の分子をコードすると推察されるが，in vivo 感染系
の iTRAQ-MS/MS解析では，宿主肺胞では15の分子しか検出されなかった．図 1の結果から，検出さ
れた 15 の肺炎球菌分子は，宿主の肺感染時に病原因子として機能する可能性が推察された． 
ここで臨床上，マクロライド耐性肺炎球菌にマクロライド系薬を使用しても治療効果を得られる理由とし
て，マクロライド系薬が肺炎球菌を殺菌できなくとも，その病原因子を低下させるという仮説を立てた．図
1 で得られた肺炎球菌の病原因子を含めた対象分子群について，この仮説を検証する実験を進めた．
まず，マクロライド耐性肺炎球菌にマクロライド系薬を添加して培養し，その培養液をヒト免疫細胞に作
用させ，誘導される炎症の程度を比較した．マクロライド系薬を添加培養した菌液により誘導される炎症
の程度は，比較群と比べ低いことが示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 マクロライド系薬を添加したマクロライド耐性肺炎球菌の炎症惹起作用 
 

 肺炎球菌は，ペプチドグリカンやリポタンパク質を放出することで，TLR 系シグナルを介し免疫細胞に
炎症を引き起こすことが報告されている．そこで，マクロライド系薬を添加培養した菌液に，これら炎症誘
導物質がどの程度含まれるかを解析した．その結果，マクロライド系薬はペプチドグリカンおよびリポタ
ンパク質のどちらの産生量も低下させることが示された（図 3, 図 4）． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 マクロライド系薬を添加したマクロライド耐性肺炎球
菌のペプチドグリカン産生量 
 

 
 



 
 

 
図 4 マクロライド系薬を添加したマクロライド耐性肺炎球菌の形質変化 

 
本研究では，マクロライド系薬が肺炎球菌のペプチドグリカンおよびリポタンパク質等の炎症誘導物質
産生を抑制することを明らかにした（図 5）．  

 
図 5 マクロライド系薬は肺炎球菌ペプチドグリカンやリポタンパク質等の産生を抑制する 

 
一方，薬剤耐性化の観点から，肺炎に対して積極的にマクロライド系薬を投与していくのは現実的では
ないと考えられる．そこで，萌芽研究において，抗菌作用を除去し，耐性菌を生み出しにくいマクロライ
ド誘導体を分子設計し，新たな肺炎治療薬の開発を行った．その成果については，科研費課題番号
22K19614 の報告書にて全容を報告している． 
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