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研究成果の概要（和文）：野生型マウスを麻酔下にインフルエンザPR8株および肺炎球菌D39株を経鼻感染し、二次性肺
炎球菌肺炎マウスモデルを作成に成功した。肺炎球菌病原因子欠損株を用いた生存率解析において、ΔCbpA, ΔNanA, 
ΔBgaA, ΔSpxBにおいてマウスの生存率が有意に回復した。またマクロライド系薬によるインフルエンザと肺炎球菌の
共感染によって誘導されるTNF-α過剰産生の有意な抑制 (ex vivo)、および生存率の改善傾向 (in vivo)が認められた
。本研究によって二次性肺炎球菌性肺炎の重症化に関わる菌側因子の同定と、マクロライド系薬による重症化抑制の可
能性について明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We successfully established the experimental model of post-influenza secondary 
pneumococcal pneumonia. Next we found the candidate genes responsible for the severity of secondary 
pneumococcal pneumonia by using deleted mutants. The percent survival was significantly restored in the 
mice co-infected with influenza and deleted mutants, ΔCbpA, ΔNanA, ΔBgaA, ΔSpxB compared with wild 
strain. In addition, the excessive production of TNF-α induced by co-infection from the murine 
peritoneal macrophages was significantly reduced by macrolide antibiotics. Furthermore the percent 
survival of co-infected mice treated with intraperitoneal administration of 50mg/kg azithromycin for 3 
days after pneumococcal co-infection is prone to restore compared with control mice. Taken together of 
these results, we are able to elucidate the bacterial factors related to the severity of secondary 
pneumococcal pneumonia and the potency of macrolides to improve the prognosis by its immunomodulately 
effects.

研究分野：呼吸器内科学、感染症学
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１．研究開始当初の背景 

 インフルエンザに合併する肺炎はウイルス

そのものによって発症する原発性ウイルス性

肺炎と、細菌感染が関与する二次性もしくは

重複感染性に大きく分類される。インフルエ

ンザ感染後の二次性細菌性肺炎は、特に小児

や高齢者などのハイリスク群を中心に罹患率

および死亡率が高い。その発症機序は、主に

先行するインフルエンザ感染による宿主自然

免疫の減弱および細菌感受性の亢進が考えら

れているが、細菌の病原因子との関連性につ

いての報告は極めて少ない。また、発症メカ

ニズムの解明が進む一方で、二次性細菌性肺

炎の予防・治療法への応用には至っていない。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、インフルエンザ後の二次

性肺炎球菌性肺炎に関連する細菌側因子の同

定と、臨床応用可能な治療法の開発を目的と

する。 

３．研究の方法 

(1) 二次性肺炎球菌性肺炎モデルの確立 

・使用マウス：C57BL/6 (6 週齢、雌) 

・使用ウイルス：influenza A/PR/8/34 (PR8) 

・使用細菌：Streptococcus pneumoniae (D39、

serotype 2)、D39 株の病原因子欠損株Δply 

(菌体内毒素ニューモリシン欠損株), Δ

plyW433F (ニューモリシン孔形成能欠損株), Δ

spxB (ピルビン酸代謝酵素欠損株), ΔNanA

およびΔBgaA (複合糖質末端切断酵素欠損

株), ΔCbpA (多量体 Ig 受容体結合タンパク

欠損株) 

・感染スケジュール：インフルエンザ PR8 100 

TCID50/animal の経鼻接種を行った 5日後、S. 

pneumoniae 1X105 CFU/animal を経鼻接種 

・評価方法：生存率、肺内生菌数 

(2) マクロライド系薬による二次性肺炎球菌

性肺炎の予後改善効果の検討 

 インフルエンザ後に二次性肺炎球菌性肺炎

では、過剰な炎症性サイトカイン産生が誘導

されることで肺胞出血や急性肺障害が惹起さ

れることが報告されている。マクロライド系

抗菌薬は、宿主免疫調整薬としての側面を有

しており、炎症性サイトカイン産生の抑制、

好中球遊走およびエラスターゼ産生の抑制な

ど、様々な報告が認められている。我々はマ

クロライド系薬の炎症性サイトカイン産生抑

制作用に着目し、二次性細菌性肺炎で誘導さ

れる過剰な炎症性サイトカン誘導に対するマ

クロライド系薬の有効性についてin vitroに

よる検討を行った 

・使用細胞：マウス腹腔内マクロファージ (4%

チオグリコレート溶液腹腔注により誘導) 

・使用薬剤：EM900, クラリスロマイシン 

(CAM), アジスロマイシン(AZM) 

・使用ウイルス：influenza A/PR/8/34 (PR8) 

・使用細菌：S. pneumoniae (AZM 耐性株) 

 マウス腹腔内マクロファージを抽出後、96 

well plate に接種 (2.5X104 cells/well)し 24

時間培養する。EM900・CAM・AZM をそれぞれ

100 μM を加え 1 時間共培養を行なう。その

後、インフルエンザPR8株 50TCID50/well (MOI 

0.013)および heat-killed S. pneumoniae 

1X106 CFU/well を加え 24時間培養。培養上清

中の炎症性サイトカインTNF-α量をELISAに

て定量する。 

４．研究成果 



(1) 二次性肺炎球菌性肺炎マウスモデルの確

立と遺伝子欠損株を用いた重症化関連病原因

子の同定 

 S. pneumoniae 接種 10日後、共感染群では

全てのマウスが死亡したが、インフルエンザ

単独群、肺炎球菌単独群では全てのマウスが

生存した (図①-A)。また共感染 24 時間後、

48 時間後にマウス肺をサンプリングし、肺内

生菌数を定量培養にて測定したところ、どち

らも有意に肺内生菌数の増加が認められた 

(図①-B)。以上より、インフルエンザ後の二

次性肺炎球菌性肺炎マウスモデルの確立が確

認できた。さらに上記にて確立したマウスモ

デルを用いて遺伝子欠損株による感染実験を

行った。その結果、野生株 (WT)と比較し、Δ

spxB・ΔnanA・ΔbgaA・ΔcbpA において、イ

ンフルエンザとの共感染後の生存率が有意に

改善した (図②-A, B)。このことより、これ

ら 4 遺伝子が二次性肺炎球菌感染症の重症化

に影響を及ぼす細菌側因子の候補として考え

られた。 

 

図①-A 生存率の比較 

 

 

図①-B 肺内生菌数 

 
図②-A 生存率の比較 

図②-B 生存率の比較 

 

 

(2) マクロライド系薬による二次性肺炎球菌

性肺炎の予後改善効果の検討 

 マウス腹腔内マクロファージをインフルエ

ンザおよび肺炎球菌で刺激した結果、単独刺

激群に比べ、共刺激群では培養上清中の

TNF-α 産生量の有意な増加が確認できた 



(data not shown)。マクロファージ刺激前に、

EM900・CAM・AZM により前処理し、共刺激を

行ったところ、いずれのマクロライド系薬に

おいても培養上清中の TNF-α 産生量が有意

に減少した (図③)。 

 

図③ 培養上清中 TNF-αの定量 

 

<考察と今後の方針> 

 今回確立したインフルエンザ後の二次性肺

炎球菌性肺炎マウスモデルを用いて、その予

後と関連する候補 4遺伝子を同定した。CbpA、

NanA、BgaA は気道粘膜への定着に関与する病

原因子であり、インフルエンザの先行感染に

よって気道粘膜に発現誘導された受容体への

結合と相関している可能性がある。一方、SpxB

はピルビン酸代謝酵素であるが、肺炎球菌性

肺炎における役割についてはほとんど解明さ

れていない。ピルビン酸は解糖系のグルコー

ス嫌気性代謝の生成物である。仮説として、

急性肺障害によって肺胞領域に生じる低酸素

状態下における肺炎球菌の増殖に SpxB が重

要であると考えられ、今後、in vitro, in vivo

の両面から検討を進めていきたい。また、過

剰な炎症性サイトカインの、マクロライド系

薬による抑制作用についてもin vitroではあ

るが明らかにすることができた。今後はマク

ロライド系薬が作用すると考えられるTNF-α

産生における細胞内シグナル伝達経路を明ら

かにし、in vivo における有効性についても

検討を加える。 
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