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研究成果の概要（和文）：肺炎レンサ球菌は肺炎の主な起因菌であり，高い致死性を有する．本研究では，肺炎レンサ
球菌がヒトの自然免疫を回避する機構について解析を行った．その結果，肺炎レンサ球菌のα-enolaseが好中球のneut
rophil extracellular trapの形成とそれに伴う細胞死を誘発することを見出した．そして，菌体表層タンパクであるP
fbAが直接的に好中球による貪食回避に働くことを明らかにした．さらに，肺炎レンサ球菌は血中において赤血球に侵
入し自然免疫機構や抗生物質による殺菌を回避することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pneumoniae is a common causative agent of pneumonia with high morbid
ity and mortality rates. In this study, we analyzed how Streptococcus pneumoniae evades host innate immuni
ty. We revealed that pneumococcal a-enolase induce neutrophil extracellular trap formation and NETosis. Ut
ilizing several biochemical assays and a recombinant procedure, a pneumococcal cell wall anchoring protein
, PfbA, was found to function as an anti-phagocytic factor. In addition, we elucidated that S. pneumoniae 
invades human erythrocytes and escapes from neutrophil- and antibiotics-mediated killing. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肺炎レンサ球菌Streptococcus pneumoniaeは，
肺炎や中耳炎の主たる起因菌で，口腔・咽
頭・上気道等より分離される．本菌は，髄膜
炎や敗血症などの致死性の高い疾患を惹き
起こすことがあり，一般に高齢者人口の増加
や薬剤耐性菌の出現により，肺炎レンサ球菌
感染症の患者は増加する． 
 肺炎レンサ球菌感染症において，感染部位
に多量の好中球が浸潤し，激しい炎症反応が
引き起こされる．しかしながら，肺炎レンサ
球菌は宿主の免疫応答を回避し，しばしば敗
血症や髄膜炎といった侵襲性の疾患を惹起
する．このことから，肺炎レンサ球菌は宿主
の自然免疫機構を回避するメカニズムを備
えることが推測された． 
 申請者らは，グラム陽性菌の菌体表層タン
パクの細胞壁への架橋反応に関わる酵素分
子である sortase A の欠失によりレンサ球菌
の抗貪食能が低下することを発見した（M. 
Yamaguchi et al. Microbes Infect., 8: 
2791-2796.）．また，別の研究グループは肺炎
レンサ球菌の細胞壁分解酵素による自己融
解産物が，好中球のサイトカイン産生を阻害
することを報告した (A. Martner et al. Infect. 
Immun., 77: 3826-3837, 2009)．これらの所見を
勘案すると，肺炎レンサ球菌の菌体表層タン
パクは自然免疫の回避に重要な役割を演じ
ることが推察された．さらに，申請者らは肺
炎レンサ球菌の新規菌体表層タンパク PfbA
が抗貪食能に寄与することを見出した (M. 
Yamaguchi et al. J. Biol. Chem., 283: 
36272-36279, 2008)． 
 
２．研究の目的 
 市中肺炎の主な原因菌である肺炎レンサ
球菌は菌血症・敗血症から最も頻繁に分離さ
れる菌種の一つである．肺炎レンサ球菌によ
る肺炎では，感染局所に多量の好中球が浸潤
する．しかし，同菌はしばしば免疫機構を回
避し，さらに深部へと感染を拡大させる．肺
炎レンサ球菌の免疫回避機構については，莢
膜が大きな役割を担うことが知られている
が，それ以外にも様々な機構を介して宿主免
疫機構を回避する．本研究では，好中球と相
互作用を持つ肺炎レンサ球菌の菌体表層タ
ンパクならびにサイトカイン分解酵素に着
目し，本菌の自然免疫回避機構への関与につ
いて明らかにすることを目的とした．  
 肺炎レンサ球菌の貪食回避機構として，２
種類が予測される．すなわち，食細胞に結合
することで直接作用する場合と，各種サイト
カインや補体などに作用し，間接的に影響を
及ぼす場合である．本研究では，肺炎レンサ
球菌が貪食細胞に及ぼす影響を解析するた
め，貪食細胞に結合する分子の同定，ならび
に各種サイトカインの分解を行う分子の同
定を試みた．同定された分子について，抗貪
食能に及ぼす影響，貪食細胞の活性化に及ぼ
す影響，作用する宿主分子の同定，宿主分子

との相互作用解析，および肺炎レンサ球菌臨
床分離株における分布などについて検討を
行った． 
 
３．研究の方法 
 好中球または単球に結合し，貪食を抑制さ
せる肺炎レンサ球菌の分子を検索した．同定
した貪食細胞結合分子について，肺炎レンサ
球菌臨床分離株における発現分布を確認し，
臨床病態との相関関係の評価を行った．当初
の予定では，サイトカイン分解する肺炎レン
サ球菌由来酵素の検索を行う予定であった．
しかし，肺炎レンサ球菌は，A群レンサ球菌
と異なり，高いタンパク分解酵素活性を示さ
ず，in silicoにおける相同性検索においても既
報のサイトカイン分解酵素と相同性を有す
る分子が検出されなかったことから，自然免
疫回避に関わる菌体表層分子 PfbA の機能解
析および肺炎レンサ球菌と赤血球の相互作
用の解析によって，血中での同菌の動態解明
を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 好中球結合分子の検索と機能解析 
① 好中球様細胞表層画分と結合する肺炎レ
ンサ球菌 菌体表層タンパクの同定 
 肺炎レンサ球菌の菌体表層・培養上清画分
と，好中球様に分化させた THP-1細胞のビオ
チン標識表層画分をリガンドブロット分析
により反応させたところ，肺炎レンサ球菌菌
体表層タンパクとの結合が認められた．当該
タンパクは，質量分析の結果，α-enolase 
(SpR1036)と同定された． 
 
② 肺炎レンサ球菌の菌体における α-enolase
局在の解析 
 得られた α-enolaseの配列をもとに，組換え
タンパクおよび抗血清を調製した．抗
α-enolase 抗血清を用いたウェスタンブロッ
ト分析の結果，菌体表層画分および培養上清
画分の両方から，ウサギ抗 α-enolase抗血清と
反応する 47.1 kDaのバンドが検出された． 
 また，生菌体における α-enolaseの局在を確
認するため，蛍光免疫染色を行い，共焦点レ
ーザー蛍光顕微鏡下で菌体を観察した．抗
α-enolase抗血清を反応させた菌体では，菌体
表層の全面に渡り，α-enolase が検出された．
一方，非免疫血清を反応させた菌体では反応
は認められなかった．以上の結果より，
α-enolase は肺炎レンサ球菌の菌体表層およ
び培養上清に存在することが明らかとなっ
た． 
 
③ α-enolase 添加による好中球の形態変化お
よび細胞傷害の解析 
 α-enolase を添加した際の好中球の形態変
化を観察するため，走査型電子顕微鏡による
観察を行った．培養上清に 組換え α-enolase 
を添加し，反応させた後の好中球を検鏡した
結果，非添加の検体と異なり，一部の好中球



の細胞構造が破壊され，網状構造物の漏出が
認められた．α-enolase添加および非添加群の
それぞれの電子顕微鏡像から，各々20視野を
無作為に選び，細胞構造の破壊が認められる
好中球の割合を算定したところ，培養上清に
100 nM α-enolaseを添加した群では，約 50％
の細胞で構造の破壊が認められた．蛍光顕微
鏡による観察から，これらの網状の構造物が，
DNA を主体とする Neutrophil Extracellular 
Trapsであることが示された． 
 次に，α-enolaseのヒト好中球への細胞傷害
性を LDH遊離試験にて測定した．その結果，
添加しない場合と比較して，α-enolase を 10 
nM以上添加したとき，好中球の LDH量は有
意に増加した．また，好中球の培養上清中に
添加する α-enolaseの量依存的に，好中球より
遊離する LDH量が増加することが示された．
これらの結果から，α-enolaseは好中球に対し
て細胞傷害性を有し，Neutrophil Extracellular 
Traps を伴う細胞死を誘導することが示唆さ
れた． 
 さらに，ヒト末梢血中に肺炎レンサ球菌を
混和し α-enolaseを添加することで，α-enolase
がヒト血液の殺菌能におよぼす影響を検索
した．その結果，α-enolaseの添加によりヒト
末梢血中における肺炎レンサ球菌の生存率
は低下することが示された． 
 
④ 好中球表層の α-enolase受容体の検出 
 α-enolase と結合する好中球表層のタンパ
クを検索するため，α-enolase固相化カラムを
用いたプルダウン実験と質量分析を行った．
解析の結果，当該タンパクは機能未知である
myoblast antigen 24.1D5 であった．myoblast 
antigen 24.1D5と α-enolaseの反応性をリガン
ドブロット法で検討した結果，myoblast 
antigen 24.1D5は α-enolaseと結合することが
示された． 
 好中球における myoblast antigen 24.1D5の
局在を免疫蛍光染色法により観察した結果，
myoblast antigen 24.1D5 の好中球表層での発
現が認められた． 
 
(2) 菌体表層タンパク PfbA による貪食回避
機構の解明 
① PfbAの立体構造解析 
 組換え PfbA について，多波長異常分散法
を用いて結晶構造解析を行った。その結果，
PfbA がβ-シートがヘリックス状につながる
特殊な立体構造（β-ヘリックス）を取ること
が明らかとなった．類縁の菌種で病原性の高
い黄色ブドウ球菌，A群レンサ球菌，および
B群レンサ球菌において，PfbAと相同性の高
いタンパクの存在は報告されていない．また，
ゲノムデータベースを用いた検索において
も、類似遺伝子は検出されない。その一方で，
肺炎レンサ球菌の菌株では，PfbAは保存され
ている．したがって，PfbAは肺炎球菌に特異
性の高い分子であり，同菌の病態を特徴付
ける分子である可能性が考えられる．  

 
② PfbA が好中球による貪食回避に果たす役
割の解析 
 肺炎レンサ球菌 野生株もしくは pfbA遺伝
子欠失株とヒト好中球の混和液を血液寒天
培地に播種し，生育したコロニー数から抗貪
食能を検討した．その結果，肺炎レンサ球菌
pfbA遺伝子欠失株の生存率は，野生株に対し
て約 50%低下した．しかしながら，サイトカ
ラシン D で好中球を前処理した群やプロテ
アーゼインヒビター添加群では，野生株と
pfbA 遺伝子欠失株の生存率に有意な差は認
められなかった． 
 次に，ヒト末梢血から好中球を分離し，タ
イムラプス顕微鏡システムにより，好中球が
肺炎レンサ球菌を貪食する過程を経時的に
観察した．その結果，好中球に接触した pfbA
遺伝子欠失株は，1 分間以内に捕獲され，フ
ァゴソームに取り込まれる過程が観察され
た．一方，野生株では好中球による捕獲像は
認められなかった． 
 さらに，PfbAもしくは BSAを固相化した
蛍光マイクロビーズと非固相化マイクロビ
ーズについて，好中球による取り込みの差を
フローサイトメトリー解析により比較した．
その結果，PfbAの固相化により，好中球によ
る蛍光ビーズの取り込みは抑制されること
が示された． 
 これらの結果から，PfbAは貪食を直接的に
回避する分子として働くことが示された． 
 
(3) 赤血球侵入による自然免疫回避機構の発
見 
① 赤血球が肺炎レンサ球菌の増殖に与える
影響の解析 
 肺炎レンサ球菌培養液に赤血球を添加す
ると，生育菌数は培養 2時間後に約 50%以下
に低下したが，培養 6 時間後には 10 倍以上
まで増加した．さらに，鉄イオンキレート剤
存在下では、赤血球に添加した黄色ブドウ球
菌の増殖は有意に阻害されたのに対し，肺炎
レンサ球菌の生育菌数は 100倍以上に増加し
た．一方，赤血球非添加時において，鉄イオ
ンキレート剤は黄色ブドウ球菌の増殖を有
意に阻害したが，肺炎レンサ球菌の増殖には
影響を及ぼさなかった． 
 
② 赤血球鉄イオンによる肺炎レンサ球菌の
増殖阻害機構の解析 
 鉄イオンによってフリーラジカルが産生
されることから，赤血球の鉄イオンによる酸
化ストレスが菌の増殖を阻害すると仮説を
立てた．酸化ストレス阻害剤の存在下で赤血
球添加時の肺炎レンサ球菌 生菌数を算定し
た．その結果，鉄イオンキレート剤または酸
化ストレス阻害剤の添加により，培養 2時間
後の生育菌数はそれぞれ 10 倍以上に増加し
た．これらの結果から，肺炎レンサ球菌は黄
色ブドウ球菌と異なり，生育に鉄イオンを必
要としないことが示された．また，赤血球の



鉄イオンが産生する酸化ストレスは，肺炎レ
ンサ球菌の増殖を阻害することが示唆され
た．一方，赤血球存在下での長時間の培養に
おいては，酸化ストレスによる殺菌効率より
も，菌の増殖能は上回ることが示唆された． 
 
③ 肺炎レンサ球菌の赤血球侵入能の発見 
 次に，走査型電子顕微鏡と共焦点蛍光レー
ザー顕微鏡による観察を行ったところ，肺炎
レンサ球菌は赤血球に付着・侵入することが
示された．抗生物質を用いた侵入試験から，
対数増加期の肺炎レンサ球菌では，約 10%の
菌が赤血球に侵入し，抗生物質による殺菌を
逃れることが示された．また，肺炎球菌の赤
血球侵入試験の結果から，野生株と比較して
lytA遺伝子欠失株の侵入率は 3倍以上に増加
し，srtA遺伝子欠失株の侵入率は 39%まで低
下した。一方，ply 遺伝子欠失株については
有意差が認められなかった．さらに，リピッ
ドラフト形成阻害剤，アクチン重合阻害剤存
在下では約 50%まで侵入率が低下した．これ
らの結果から，肺炎レンサ球菌の赤血球侵入
機構に，菌体表層タンパクとリピッドラフト
ならびにアクチンリモデリングは重要な役
割を果たすことが示唆された．また，肺炎レ
ンサ球菌の溶血毒素は赤血球への侵入に影
響を与えないことが示唆された． 
 
④ 赤血球が肺炎レンサ球菌の自然免疫回避
能に及ぼす影響 
 補体非働化ヒト血清を加えた好中球殺菌
試験では，肺炎レンサ球菌の菌数に差は認め
られなかったが，新鮮ヒト血清添加時には、
培養 3時間後に赤血球添加群が赤血球非添加
群と比較して生存菌数が 3倍以上に増加した．
また，H2O2による殺菌能は赤血球の添加によ
り 80%以上抑制された． 
 以上の結果から，赤血球の鉄イオンから生
じるフリーラジカルにより一部の肺炎レン
サ球菌は殺菌されるが，殺菌を逃れた菌は赤
血球に侵入し，宿主の免疫機構や抗生物質に
よる殺菌を回避する可能性が示された． 
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