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研究成果の概要（和文）：致死的であるインフルエンザウイルス感染に続発する肺炎球菌2次感染のメカニズム
解明は急務である。同2次感染を再現するマウスモデル（非致死量インフルエンザウイルス経鼻投与→7日後に肺
炎球菌経鼻投与）を確立した。エピジェネティクス（DNAの配列変化を伴わない遺伝子発現を制御・伝達する機
構）に注目し、同モデルでEzh2 cKO群の生存率が対照群と比較して有意に低下し、肺炎球菌感染後の肺NK細胞が
cKO群で有意に増加することを示した。肺炎球菌感染前のNK細胞中和抗体投与でcKO群の生存率は改善傾向を示
し、同2次感染でEzh2がNK細胞関連遺伝子群の発現調節を介して保護的作用を示す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Secondary bacterial pneumonia following influenza virus infection is 
associated with high mortality, but the mechanism is largely unknown. We established mouse model of 
secondary bacterial pneumonia following influenza virus infection. Mice were infected intranasally 
with Streptococcus pneumoniae, 7 days after intranasal inoculation with influenza virus. We 
hypothesized that epigenetic gene regulation via histone methylation was involved in the 
pathogenesis of lethal postinfluenza bacterial pneumonia. The survival rate of Ezh2 cKO mice was 
significantly decreased after post-influenza pneumococcal pneumonia. Lung NK cells were 
significantly higher in Ezh2 cKO mice after pneumococcal infection, and  the survival rate of Ezh2 
cKO mice was improved by administering NK cell neutralizing antibody. These results suggest that 
Ezh2 might have protective effect via regulation of NK cell-related genes in the mouse model of 
post-influenza pneumococcal infection. 

研究分野： 呼吸器感染症

キーワード： インフルエンザ感染後肺炎球菌2次感染　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザウイルス感染に続発する肺炎球菌2次感染は致死的であり病態は十分に明らかになっておらず、
抗菌薬や抗ウイルス薬による治療のみでの予後改善が難しいという現状がある。本研究では、同疾患においてエ
ピジェネティクス（DNAの配列変化を伴わない遺伝子発現を制御・伝達する機構）という新しい角度からのアプ
ローチを試み、NK細胞という免疫担当細胞がその病態に関与している可能性を見出した。将来的な新規薬剤の創
薬や予後改善につながる一助になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染の臨床的重要性 
 肺炎は日本人の死因の第 3 位である。その中でもインフルエンザウイルス感染に続発する細
菌 2 次感染はしばしば致死的となり予後不良であり、2009 年の新型インフルエンザウイルス
感染症死者の 50%以上で 2 次性細菌性肺炎が関与したという報告がある(McCullers JA et al. 
Nat Rev Microbiol. 2014)。肺炎球菌はその主要な起因菌であるが、インフルエンザ感染後細
菌 2 次感染の重症化メカニズムの詳細は明らかになっていない(Metzger DW et al. J Immunol. 
2013)。インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染の病態の詳細な解明が予後改善に向けて急務
である。 
 
(2) 当研究室における炎症性疾患のエピジェネティクスに関する検討 
 エピジェネティクスとは DNA の配列変化を伴わない遺伝子発現を制御・伝達する機構であ
り、種々のヒストン修飾（メチル化、アセチル化、ユビキチン化、リン酸化）、DNA メチル化
などにより制御される。発生学・腫瘍学分野でその関与は確立され、近年は炎症性疾患分野へ
の関与が報告されている。これまで、研究代表者の指導教官・石井誠講師は、炎症性疾患のエ
ピジェネティクスにおける検討を継続・研究し、国際学術誌に報告してきた。例えば、M2 マ
クロファージのエピジェネティック制御 (Ishii M et al. Blood. 2009)、敗血症における好中球
のエピジェネティック制御 (Ishii M et al. J Immunol. 2012)等の報告がある 
 
(3) インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染とヒストンアセチル化及びメチル化の関与 
  ある遺伝子プロモーター領域のヒストン H3 や H4 にアセチル化が生じるとクロマチン構造
が弛緩して転写活性は上昇し、アセチル化はヒストン脱アセチル化酵素(histone deacetylase; 
HDAC)により抑制される。HDAC 阻害薬はその抗炎症効果から敗血症マウスモデルにおける
保護的効果を示すと報告がある(Roger T et al. Blood. 2011, Takabe M et al. J Surg Res. 2014)。
研究代表者は、インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染マウスモデルにおいて HDAC 阻害薬
である trichostatin A (TSA)の投与が保護的効果を有し、同 2 次感染の病態にヒストンアセチ
ル化が関与することを報告した(Yagi K, Ishii M et al, Crit Care Med. 2016)。 
 ヒストン H3 や H4 のメチル化では、その修飾部位により転写活性の影響が異なる。インフ
ルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染におけるヒストンメチル化の関与の可能性については、転写
抑制性ヒストン修飾の H3K9 メチル化を増加させるメチル基転移酵素 Setdb2 がインフルエン
ザ感染後の細菌感染の感受性を増強させて重症化に関係するという報告がある(Schliehe C et 
al. Nat Immunol. 2015)。上記のように同 2 次感染の病態にヒストンアセチル化及びヒストン
H3K9 メチル化をはじめとするエピジェネティックな制御機構が関与している可能性が示唆さ
れているが、転写抑制性ヒストン修飾の H3K27 メチル化の関与について報告した研究はない。
ヒストンメチル化はアセチル化とクロストークしながら転写活性を調節しており(Wang Z et 
al. Nat Genet. 2008)、ヒストン H3K27 メチル化もインフルエンザ感染後細菌 2 次感染の病態
に関与している可能性が十分ある。  
 
(4) インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染と Ezh2 関与の可能性 
 研究代表者は、転写抑制性ヒストン修飾である H3K27me3 のメチル基転移酵素 Ezh2 に注
目し、既に確立した同 2 次感染マウスモデルを用いてその関与について予備検討を行った。
Ezh2 コンディショナルノックアウト(cKO) (Ezh2flox/flox ERT2-Cre)マウス及び対照マウスに
対して非致死量のインフルエンザウイルス(5 pfu)を経鼻感染し、その 7 日後に肺炎球菌(1x104 
cfu)を経鼻感染して生存率を評価した。Ezh2 cKO 群で対照群と比較し有意に生存率が低下し
た。また、肺炎球菌感染 24 時間後の気管支肺胞洗浄(BAL)液総細胞数及びマクロファージ数が
cKO 群で有意に上昇し、24 時間後の BAL 液中の IL-1が cKO 群で有意に上昇した。以上よ
り、同 2 次感染において Ezh2 は保護的に作用し、その病態に H3K27 メチル化を介するエピ
ジェネティックな制御が関与する可能性が示唆される。本研究では Ezh2 cKO マウスや Ezh2
特異的阻害薬を用いてインフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染における Ezh2 の意義をさらに
詳細に免疫学的に検討する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者の研究室で確立されているインフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染マ
ウスモデルにおいて、Ezh2 cKO マウスや Ezh2 特異的阻害薬、さらには臨床検体を用いてイ
ンフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染における Ezh2 を介するエピジェネティクス制御機構の
寄与を動物実験および臨床検体で検討し、その機序の包括的解明をめざすことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Ezh2 cKO マウス及び対照マウスに、非致死量のインフルエンザウイルス感染 7 日後に

肺炎球菌を感染させ、生存率、肺内細菌量、サイトカイン発現、肺内免疫担当細胞分画、
肺病理所見、などを比較検討する。さらに、肺内免疫担当細胞毎に網羅的に遺伝子発現
解析(RNA-sequence)を行い、Ezh2 の標的候補遺伝子を探索する。Ezh2 特異的阻害薬投



与マウスと対照マウスについても上記と同様の検討を行う。 
(2) Ezh2 の標的候補遺伝子(Ezh2 cKO 群で発現が上昇する遺伝子)プロモーター領域におけ

る Ezh2 及び H3K27me3 の発現を ChIP assay で検討する。また、ChIP(クロマチン免
疫沈降)-sequenec 法により Ezh2 が作用する標的遺伝子を網羅的に探索し、Ezh2 の役割
を包括的に解明する。 

 
４．研究成果 
(1) Ezh2 cKO マウス用いたインフルエンザ
感染後肺炎球菌 2 次感染実験 
① インフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染
マウスモデルを作成し、8-12 週齢 Ezh2 cKO
マウス及び対照マウスに対して、非致死量の
インフルエンザウイルス(A/PR8;H1N1) 5 
pfu を経鼻投与、7 日後に肺炎球菌(血清型 3
型)1.0×10^4 cfu を経鼻投与する実験系を確
立した。Ezh2 cKO 群で対照群と比較し有意
に生存率が低下することを繰り返し確認し
た【図 1】。 
 
② また、肺炎球菌感染 24 時間後の気管支肺胞洗浄(BAL)液総細胞数及びマクロファージ数
が cKO 群で有意に上昇し、24 時間後の BAL 液中の IL-1β が cKO 群で有意に上昇することを
繰り返し確認した。 
 
③ Flow cytomerty を用いて肺内免疫担当細胞の検
討を行ったところ、肺炎球菌感染 18・36 時間後の
肺 NK 細胞が Ezh2 cKO 群で有意に増加することを
繰り返し確認した【図 2】。インフルエンザ感染後
肺炎球菌 2 次感染における NK 細胞の関与の可能性
が考えられた。 
 
④ 同感染モデルにおける NK 細胞の関与をさらに
検討するため、肺炎球菌感染前に NK1.1 中和抗体を
投与してインフルエンザ感染後肺炎球菌 2 次感染マ
ウスの生存率を評価したところ、有意差は認めない
ものの NK1.1 中和抗体投与群で Ezh2 cKO マウス
の生存率が改善傾向を示すことを繰り返し確認した。 
 
上記の実験により、Ezh2 cKO 群の生存率低下の一
因として NK 細胞の関与が考えられ、インフルエン
ザ感染後肺炎球菌 2 次感染マウスモデルにおいて、
Ezh2 が NK 細胞関連遺伝子群の発現調節に寄与し
ている可能性が示唆された。 
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