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研究成果の概要（和文）：本研究課題では，新たに開発した水溶性糖脂質の細菌性肺炎に対する効果，およびそ
のメカニズムを解析することを目的に実験を進めた．その結果，以下の３つのことが明らかとなった．1)水溶性
糖脂質は，マクロファージや好中球に作用すると細胞外に核酸を主成分とする網状構造体を放出していることが
判明した．特にマクロファージに於いては，ミトコンドリア由来の核酸を放出し，肺炎球菌や緑膿菌をトラップ
していることが分かった.2)阻害剤やノックダウン細胞を用いた解析により，水溶性糖脂質は，mincle受容体に
作用していることが示唆された．3)水溶性糖脂質を経鼻投与した結果，肺炎球菌による肺炎，および致死を抑制
した．

研究成果の概要（英文）： In this research project, experiments were carried out to analyze the 
effect of newly developed water-soluble glycolipid (WSG) on bacterial pneumonia and its mechanism. 
As a result, the following three things were revealed.1) WSG induced the extracellular release of a 
net structure containing nucleic acid as a main component in macrophages or neutrophils. Especially 
in macrophages, it was found that mitochondria-derived nucleic acid was released with little cell 
death and trapped Streptococcus pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa.2) Analysis using inhibitors 
and knockdown cells suggested that the WSG act on the mincle receptor other than TLR4 receptor.
3) Pneumonia and mortality caused by S. pneumoniae were suppressed by nasal administration of WSG.

研究分野： 細菌学、免疫学、薬学、口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 

 わが国の肺炎による死亡数は年間 12 万を

超えており，特に高齢者肺炎患者の死亡率が

高く，かつ増加し続けている．平成 24 年度

には日本の三大死因が 53 年ぶりに変化し，

ついに肺炎が死因第三位となった．したがっ

て，超高齢社会を迎える今日において，高齢

者に好発する呼吸器感染症を予防すること

は喫緊の課題であるといえる．しかし，口腔，

鼻腔，上下気道を介して発症する肺炎は，医

歯学の境界領域の感染症であり，医学基礎領

域においてはほとんど研究されていない．ま

た，肺炎起因菌（黄色ブドウ球菌，緑膿菌，

肺炎球菌）は，薬剤耐性化が進行し，ペニシ

リン系，セフェム系，そしてマクロライド系

薬剤などに抵抗性を示す多剤耐性菌へと変

貌することにより，治療がより困難になって

いる．一方で，抗生物質に頼らない予防対策

に重点を置く施策も推進されている．生体防

御機構である免疫系は，体内に侵入した細菌

等の表面構造を特異的に認識して作動し，多

剤耐性菌に対しても有効な防御システムと

なる．そのため，免疫療法薬として，菌体由

来成分の医療への応用が試みられてきた．し

かしながら，免疫療法薬は，有効成分が様々

な多糖や糖脂質の混合物で，組成成分ごとの

正確な薬効・薬理が証明されていないため，

用途が厳しく制限されている． 

 申請者らは，単一の化合物として免疫活性

化作用を示す糖脂質トレハロース-6,6-ジコリ

ノミコレート（TDCM）に着目し，これをリ

ード化合物とすることで，効果的な免疫療法

薬の開発を目指してきた．そして，これまで

に 150 種に迫る類縁体を合成して構造活性相

関研究を行い，構造の単純化と作用の増強に

成功した機能性糖脂質を合成した (1)．さら

に 機 能性糖 脂 質の受 容 体のひ と つ が

TLR4/MD2 であることも明らかにした (2)． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，肺炎起因菌に感染させた肺炎

モデルマウスに対する機能性糖脂質の効果

に関する実証研究を行い，不必要な抗菌薬投

与を行わない，新たな肺炎の予防法を探索す

る．また，本機能性糖脂質の免疫賦活効果に

関する詳細を明らかにするため，好中球に対

する作用，および C 型レクチン受容体との関

係について解析する． 

 

３．研究の方法 

1) 機能性糖脂質の水溶性を向上させるため，

構造リファインメント，あるいは溶解剤を工

夫した． 

2) 好中球やマクロファージに水溶性糖脂質

を作用させた時の細胞外捕獲網形成につい

て，免疫組織学的染色法や共焦点レーザー顕

微鏡を用いたライブイメージング解析法に

より解析した．細菌の感染拡大に対する ETs

の影響を解析するため，トランズウェルを用

いて調べた． 

3) C 型レクチン受容体と水溶性糖脂質の関

係について，各種阻害剤や siRNA を用いて解

析した． 

4) 水溶性糖脂質を経鼻投与したマウスにお

ける肺炎球菌や緑膿菌感染時の肺炎インデ

ックスおよび致死について解析した． 

  

４．研究成果 

1) 本研究課題開始前までに開発した機能性

糖脂質は，水に難溶性であることが課題であ

った．そこで，既存の機能性糖脂質のトレハ

ロース部位に硫酸基やリン酸基を付加する

ことにより，免疫賦活効果（マクロファージ

の貪食活性やインターフェロン γ遊離など）

は維持した状態であり，かつ蒸留水や 5%ブ

ドウ糖液に溶解できることが明らかとなっ

た．また，本水溶性糖脂質を添加したマクロ

ファージ、あるいは投与したマウスにおける

炎症性サイトカイン（TNF, IL−1β）の遊離量

が少なく，糖脂質のひとつであるリポポリサ

ッカライドと比較しても炎症反応が極めて

低いことが判明した．水溶性糖脂質の開発に

より薬剤の調製時間を格段に短縮できた． 

2) ヒト好中球やマクロファージ（RAW264.7

細胞）に水溶性糖脂質を添加した結果，核酸

を主成分とする細胞外捕獲網（ETs）を形成

していることが判明した．特にマクロファー

ジでは，細胞死をほとんど引き起こすことな

く，ETs を形成していることが分かり，詳細

を調べた結果，ミトコンドリア由来の核酸が



放出されていることが明らかとなった．また，

この ETs 形成には，ミトコンドリアにおける

カルシウムイオン濃度の上昇と膜電位の低

下が密接に関与していることが示唆された．

さらに，ETs は，肺炎球菌，緑膿菌，黄色ブ

ドウ球菌の感染拡大を抑制していることが

トランズウェルを用いた解析により明らか

になったが，ETs に捕獲された菌は，生存し

ていた．好中球由来の ETs は，抗菌ペプチド

を多く含んでいるため，殺菌作用があると報

告されているが，マクロファージ由来の ETs

は，抗菌ペプチドの量が好中球由来 ETs より

少ないのではないかと考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 水溶性糖脂質刺激マクロファージ由来

細胞外捕獲網の遊離像 

 

3) 水溶性糖脂質の受容体として TLR4/MD2

を明らかにしてきた．また，ドッキングシミ

ュレーションの結果，水溶性糖脂質の脂肪酸

側鎖が MD2 に直接相互作用していた．した

がって，水溶性糖脂質のトレハロース部位が

異なる受容体に作用しているのではないか

と仮説を立て検証した．その結果，約 30 種

類の阻害剤を用いた解析により，C 型レクチ

ン受容体であることが分った．さらに各種 C

型レクチンに対する siRNA（６種）を使用し

てノックダウン細胞を作製し解析した結果，

mincle 受容体に作用していることが判明した．

mincle 受容体の下流に存在する Syk のリン酸

化も認められ，さらに， Syk 阻害剤である

Piceatannol 処理により，水溶性糖脂質による

TNF 遊離が亢進した．したがって，水溶性糖

脂質の糖鎖部位が mincle 受容体に作用する

ことにより，TNF 遊離により引き起こされる

炎症反応を抑制していたと考えられた． 

4) 水溶性糖脂質を CBA/JN マウスの鼻腔に

投与（Day 0, 3, 5, 6, 7, 8）後，肺炎球菌を鼻腔

感染（Day 4）させた．9 日目のマウス肺胞洗

浄液および鼻腔洗浄液の肺炎球菌数をカウ

ントした結果，コントロールマウスと比較し

て著しく少なかった．また，肺炎球菌による

マウスの致死も水溶性糖脂質の経鼻投与に

より抑制された． 
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