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研究成果の概要（和文）：はじめに，予備実験で得たレンサ球菌 non-cording RNA（ncRNA）ク

ローン導入細胞では TGF- β1 の転写が減少した．さらに，ncRNA クローンの導入細胞に対する

肺炎球菌ならびにレンサ球菌の細胞付着能を解析した結果，細胞付着能の亢進を認めた．次に，

ncRNA クローン導入による Th17 免疫応答の解析を行ったところ，マウス MIP の産生が増加し

た．本研究から得られた結果は，肺炎球菌のみならず，種々の感染症を引き起こす数多くの病

原性細菌の感染制御に幅広く応用できる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs are single-stranded RNAs that regulate gene expression 
by forming imperfect base pairs, which have also been speculated to play regulatory roles 
in gene expression of Streptococcus pyogenes itself. We hypothesized that bacterial 
microRNAs cause molecular interference in host, when there is high homology to human 
microRNAs. Total RNA from cultured S. pyogenes strain SSI-1 was isolated and the cDNA 
fragments were then inserted into vector plasmid and transformed to competent cells, after 
which genomic sequence analyses were performed. Cell transfection, evaluation of mRNA 
transcription, measurement of inflammatory mediators, and assessment of surviving 
bacteria with murine splenocytes were also performed. Three microRNAs were selected 
from about 600 candidates according to their homology with human genome DNA. In the 
quantitative method, transcription of nasopharyngeal cells with microRNA was 
significantly lower in 2 of 11 targets, and greater in 10 of 11 targets. The ELISA findings 
revealed that transcription of MIP-2 was significantly greater with miR-SSI1-221 and 
miR-SSI1-281. Furthermore, strain SSI-1 had significantly higher survival in the 
supernatant of the control as compared to the miR-SSI1-221 and miR-SSI1-281 transfected 
cells. In conclusion, microRNA fragments derived from S. pyogenes have a high homology 
to the human genome and contribute to enhancement of the host immune system. 
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１．研究開始当初の背景
 新型インフルエンザウイルス感染症や新
型の多剤耐性菌による院内感染症が世界的
に大流行し，感染症対策が再び注目を集めて
いる．しかしながら，わが国の感染症対策は
他の先進諸国からも大きく遅れをとり．感染
症である肺炎が死亡疾患の第 4位となってい
る．高齢者を中心としてわが国では年間約 10
万人が肺炎により命を落としており，諸外国
からは「感染症後進国」などと揶揄される事
態を招いている．今後，わが国では 65 歳以
上の高齢者は増加の一途を辿り，2025 年に
は約 3300 万人（全人口の 27%）に達すると
予測されている．これまでの報告によれば，
高齢者の重症市中肺炎の約 50%から肺炎レ
ンサ球菌が分離され，このうち抗生物質耐性
菌は 30～50％にも及ぶ．肺炎レンサ球菌感
染症に対しては，従来より抗生物質療法が採
られてきた．しかし，抗生物質耐性株の分離
率が上昇しており，類縁のレンサ球菌におい
ても抗生物質耐性化が進んでいることが申
請者らの研究で示された．高齢者の割合が増
加する将来においては，他の疾病で入院した
高齢者の抗生物質耐性菌による院内感染が
一層懸念される．それにも関わらず，わが国
の医学分野では，免疫，腫瘍や再生医療など
特定の領域ばかりに研究対象が集中してい
る．その結果，感染症対策は後手に回り，感
染症が大流行してから初めて対策を講じる
のであるが，治療方法の確立はおろか治療に
結びつく基礎的な研究成果の蓄積も不十分
であるというのが現状である．歯科領域では，
口腔細菌叢に定着する肺炎起因細菌を口腔
清掃で減少させると肺炎の発症率が低下す
ることを以前より証明し，歯科領域から肺炎
をコントロールできることを提唱してきた．
本研究では，高齢者肺炎に対して抗生物質療
法に代わる新規治療方法ならびに予防方法
の確立を目指した．

２．研究の目的
 本申請研究では，レンサ球菌由来の
non-cording RNA（ncRNA）群の中から，ヒ
ト ncRNA と相同性を有する候補分子をデー
タベースより選出し，ヒト細胞株およびマウ
スに接種した際のサイトカイン産生能や免
疫担当細胞の賦活化を検索することを目的
とした．申請者らは，これまでにレンサ球菌
の ncRNA ライブラリーを構築し，網羅的に
ヒトの ncRNA データベースと相同検索を行
った．その結果，約 600 のレンサ球菌 ncRNA
クローンから，3 種類のヒト ncRNA 相同体
を得た．そこで，当該の 3 種類のレンサ球菌
の配列を RNA 転写ベクターにそれぞれ導入
し，ncRNA 発現ベクターを構築した（クロ
ーン#221, #281, および#301）．続いて，ヒ

ト咽頭上皮細胞 Detroit562 株へ 3 種類のレ
ンサ球菌 ncRNA 発現ベクターをそれぞれ導
入した．そこで今後，ncRNA 導入細胞にお
けるヒトサイトカイン転写量を RT-PCR 法
を用いたスクリーニングによりそれぞれ検
索する．その結果，コントロールの Detroit 
562 細胞に比べ，転写の増減が認められるサ
イトカインに関しては，real-time PCR 法に
より更に詳細な検討を行う．スクリーニング
を予定しているヒトサイトカインのうち，
TGF-β1 はヒト細胞表層のフィブロネクチン
の発現を制御している．多くの細菌はヒト細
胞表層のフィブロネクチンを介してヒト細
胞に付着・侵入することから，TGF-β1 の転
写量の増減が認められる ncRNA クローン発
現細胞では細菌のヒト細胞付着能が変化す
る可能性が考えられる．そこで，レンサ球菌
ならびに肺炎球菌の細胞付着能を in vitro レ
ベルで明らかにする．また，当該クローンの
感染防御効果について，ヒトの各種免疫細胞
株ならびにマウスを用いた動物実験で明ら
かにすることを目的とした．

３．研究の方法
(1)ncRNAクローン#281導入細胞に対する
細胞付着能解析
ヒト咽頭上皮細胞 Detroit 562 株に

ncRNA クローン#281 発現ベクターを導入
後，導入細胞をポリスチレンプレートに生
育させ，肺炎球菌またはレンサ球菌を共培
養させた後，液体培地で洗浄し，純水で細
胞を破砕し，破砕液を寒天培地に播種し生
育菌数を算定した．これにより，細胞付着
能を in vitro レベルで明らかにした．前述
の real-time PCR を用いた予備実験におい
て，ncRNA クローン#281 導入細胞では，
TGF- β1 の転写が減少した．TGF- β1 はヒ
ト細胞表層のフィブロネクチンの発現を正
に制御する．多くの細菌はヒト細胞表層の
フィブロネクチンを介してヒト細胞に付
着・侵入することから，ncRNA クローン
#281 導入細胞では細菌のヒト細胞付着が
減少することが予測された．
(2)ncRNAクローン#221の抗菌ペプチド誘
導能解析
ヒト咽頭上皮細胞 Detroit 562 株に ncRNA
クローン#221 発現ベクターを導入後，経時
的に上清を採取し，細胞外へ遊離する抗菌
ペプチド LL-37 のタンパク量を ELISA キ
ットにて定量した．LL-37 はヒトの上皮細
胞や好中球から分泌され，特に炎症巣にお
いて高濃度に存在することが知られている．
前述の real-time PCR を用いた予備実験に
おいて，ncRNA クローン#221 導入細胞で
は，LL-37 の転写が増加した．そこで，抗
菌ペプチドの産生が最も高くなる時間，お
よび ncRNAクローン#221発現ベクター導



入量を決定した．続いて，抗菌ペプチドの
濃度が最も高まる条件下で，MRSA 等の
様々な病原性細菌を ncRNA クローン#221
導入細胞に感染させ，経時的に上清を寒天
培地に播種し生育菌数を算定し，殺菌効率
を算出した．野生型の Detroit 562に比べ，
LL-37 の産生能が高い ncRNA クローン
#221 導入細胞では，抗菌ペプチドの作用に
より殺菌効率が上昇することが予測された．

(3)ncRNA クローン#221 導入による Th17
免疫応答の解析
マウス脾臓からリンパ球画分を調整し，

ncRNA クローン#221 発現ベクターを導入
した．その後，IL-17 および MIP（＝ヒト
IL-8のマウスホモログで好中球遊走活性を
有する）産生量を ELISA キットにて定量
した．前述の real-time PCR を用いた予備
実験において，ncRNA クローン#221 では，
IL-17 の転写が増加した．そこで，MIP 誘
導の条件を至適化し，マウス脾臓の全細胞
画分に ncRNA クローン#221 を導入した．
次に，肺炎レンサ球菌や MRSA 等の細菌を
感染させ，反応液を寒天培地に播種し生育
菌数を算定した．これにより，好中球依存
性の貪食効率の変化を算出した．Th17 免
疫応答が上昇した ncRNAクローン#221導
入細胞の上清では IL-17およびMIPの産生
量が上昇し，菌の貪食効率が高まると予測
された．

(4)ncRNAクローン#281導入による肺炎球
菌の細胞付着阻害実験
ヒト咽頭上皮細胞 Detroit 562 株に

ncRNA クローン#281 発現ベクターを導入
後，蛍光免疫染色法により，細胞表層のフ
ィブロネクチン発現量を可視化し，画像解
析ソフトウェアにより半定量を行った．ま
た，最もフィブロネクチン発現量が低下す
る条件下で肺炎球菌を感染させ，菌の細胞
付着率の変化を算定した．フィブロネクチ
ン発現が低下した ncRNAクローン#281導
入細胞では，菌の付着率が低下することが
予測された．

(5)ncRNA 投与マウスにおける感染防御能
の解析

さらに，上記の項目(1)～(3)より得られた
ncRNA の機能について，脂質試薬で
ncRNA 相同体を投与したマウス実験モデ
ルにおいて解析を行った．最終的には，
ncRNA 相同体を投与したマウスに細菌を
感染させた際の感染防御能の変化を検証し
た．申請者らはこれまでに，サイトカイン
発現量の多いマウス脾臓リンパ球細胞を用
いた in vitro での感染実験において，
ncRNA クローン#301 を導入したマウス脾
細胞に対する感染菌数が，他の ncRNA ク
ローン導入細胞に比べ少ないという結果を

得ていた．このことから，ncRNA#301 投
与マウスにおいてはレンサ球菌に対する感
染防御効果が高まることが予測された．ま
た，ncRNA#301 はレンサ球菌のみならず，
様々な感染症に対する防御剤候補として発
展的な解析対象となる可能性があると思わ
れた．また，この仮説が肺炎レンサ球菌を
モデルとして証明できれば，数多くの病原
性細菌の病原性解明に幅広く応用できる可
能性も秘めていた．

４．研究成果
 はじめに，予備実験で得たレンサ球菌の
ncRNA クロ－ン#221，#281 および#301 の
感染防御効果について in vitro ならびに in 
vivo での解析を進めた．real-time PCR を用
いた予備実験において，ncRNA クローン
#281 導入細胞では，TGF- β1 の転写が減少
した．TGF- β1 はヒト細胞表層のフィブロネ
クチンの発現を正に制御する．多くの細菌は
ヒト細胞表層のフィブロネクチンを介して
ヒト細胞に付着・侵入することから，ncRNA
クローン#281 導入細胞では細菌のヒト細胞
付着が減少することが予測された．そこで
ncRNA クローン#281 の導入細胞に対する肺
炎球菌ならびにレンサ球菌の細胞付着能を
in vitro レベルで解析した結果，#301 クロー
ンにおいて細胞付着能の亢進を認めた．
 次に，ncRNA クローン導入による Th17
免疫応答の解析を行った．マウス脾臓からリ
ンパ球画分を調整し，ncRNA クローン発現
ベクターを導入し，IL-17 および MIP（＝ヒ
ト IL-8 のマウスホモログで好中球遊走活性
を有する）産生量を ELISA 法にて定量した
ところ， ncRNA クローン#221 では，MIP
の産生が増加した．
 本研究から得られた結果は，肺炎球菌のみ
ならず，種々の感染症を引き起こす数多くの
病原性細菌の感染制御に幅広く応用できる
可能性がある．
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