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研究成果の概要（和文）：肺炎球菌が自己溶菌することは，古くから知られていた．また，近年の病理診断か
ら，ヒトの肺炎球菌感染部位には，好中球が多量に浸潤することも明らかになっていた．さらに，国内外の感染
症の専門臨床医が，好中球に内在するプロテアーゼの阻害剤を投与すると，肺炎重症化を軽減できると報告され
ていた．しかし，これらを総合的に捉え，分子解明した研究論文は国内外に存在していなかった．そこで，肺炎
が重症化する分子機序について，肺炎球菌側とヒト好中球側の2方向から網羅的な質量分析解析を実施した．つ
いで，肺炎球菌側とヒト側の解明データを統合し，肺炎重症化に関与する分子候補群を同定した．

研究成果の概要（英文）：It has long been known that pneumococci perform autolysis. In addition, 
recent pathological diagnosis has revealed that a large amount of neutrophils infiltrate human 
pneumococcal infection sites. Furthermore, it has been reported that the infectious disease 
specialists in Japan and overseas can reduce the severity of pneumonia by administering an inhibitor
 of neutrophil endogenous protease. However, there was no research paper that integrated and 
elucidated them. Therefore, we carried out the mass spectrometric analysis on the molecular 
mechanism by which pneumonia becomes severe from two directions: the pneumococcal side and the human
 neutrophil side. Then, we integrated the elucidation data of the pneumococcal side and the human 
side, and identified a group of molecular candidates involved in the severity of pneumonia

研究分野： 口腔細菌学

キーワード： 好中球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
誤嚥性肺炎を含めた肺炎は，耐性菌の出現と高齢社会を迎え増加･重症化している．2016年以降，日本政府およ
び国連が，具体名を挙げて肺炎を人類の最脅威のひとつに定義している．WHOならびに国連の最新試算では，抗
菌薬以外の対策を考案できなければ，2050年以降は毎年1000万人の死者が出ると予測されている．本研究の結
果，肺炎球菌だけが好中球を敢えて周囲に集積させて好中球を傷害し，同細胞の内容物を利用して感染拡大を行
うユニークな知見を掴んだ．今後は本研究成果に加え，好中球を利用する肺炎球菌の病原機構を詳細解析し，そ
の制御法へと繋げることができる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 2014 年 9 月，アメリカ合衆国大統領府は，「薬剤耐性の肺炎球菌や MRSA の対策」を国家政
策として世界に発信した．続いて，日本政府は 2016 年 2 月に「感染症基本計画」を策定し，肺
炎球菌等の耐性菌対策を重要政策に据えた．その後，4 月には「耐性菌アクションプラン」が閣
議決定され，6 月の伊勢志摩サミットでは 肺炎球菌等の耐性菌対策が国際社会に重要議題とし
て提示された． 9 月には国連総会の場で，世界規模の緊急課題として肺炎球菌等の耐性菌対策
が採り上げられた．そして，これら一連の肺炎球菌等の耐性菌対策について，日本政府は世界で
リーダーシップを発揮すると国際的に公約した．その政策第一弾が，今年度に厚生労働省が策定
した「抗菌薬の乱用防止ガイドライン」である．3 年半後に，抗菌薬の使用量を 3 分の 2 に制限
する数値目標が明記されていた．背景にあるのは，耐性菌の増加に伴い，肺炎死亡者が国内で毎
年 10 万人以上も発生し，かつ年々増加している現状であった．さらには，「薬剤耐性の肺炎球菌
等に抜本対策が採られなければ，2050 年には世界で毎年 1000 万人以上の死者が生じる」と 
WHO･国連，厚生労働省から試算が出されたことであった．それにも関わらず，抗菌薬に頼り切
っていた わが国の医歯薬学分野では，腫瘍や再生医療等の特定領域に研究費と人材が集中し，
耐性菌の治療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
現実てあった． 
 本研究において申請者は，感染免疫の基礎的解析に基づく 新規の感染制御の研究こそが現在
の第一課題であると考えた．申請者が約 20 年間，一貫して研究テーマとするレンサ球菌属は，
ヒトの口腔や鼻腔から感染し，う蝕･咽頭炎･肺炎を引き起こす．その中でも，肺炎球菌は高齢者
肺炎･誤嚥性肺炎の主要な起因細菌である．しかし，国内外の医学領域では，肺炎球菌は疫学研
究の対象となっているにすぎず，基礎領域で分子解析を行う医学研究者はほとんどいなかった．
臨床現場では，経験則に基づく抗菌薬を用いた対処療法が 100 年続き，結果として現在の国際
社会が途方に暮れる耐性菌の出現に繋がった．一方で，その病原細菌に抗するヒトの防御システ
ムが免疫系である．免疫で最初に作動する好中球については，他の免疫研究テーマの後塵を拝し，
詳細な解析がされてこなかった．そのため申請者は，好中球と細菌感染の相互作用を分子イメー
ジング解析する領域を開拓し，続いて好中球免疫の機序を深化解明してきた．肺炎球菌感染症で
は，患者病理組織像において好中球の浸潤が多数認められていた．しかし，好中球による細菌排
除が行われず，むしろ病態は悪化することが各国の臨床データで示されていた． 
 
２．研究の目的 
 申請者は，『肺炎球菌は戦略的に免疫細胞の好中球を自己周囲に集積させ，その後に好中球を
傷害し，漏出した好中球内容物を感染拡大や肺炎球菌の増殖と免疫回避に役立てるのではない
か』と仮説を立てた．この仮説は，肺炎球菌が自己溶菌するユニークな細菌であること，その溶
菌漏出物に細胞傷害毒素が含まれていたことを根拠にしている．そして本研究において，肺炎が
重症化する分子機序に関し，肺炎球菌側とヒト好中球側の双方向から明らかにする．次いで，肺
炎球菌側とヒト側の双方向の解明データを統合し，肺炎重症化の制御法を検索し，提案すること
を目的した． 
 
３．研究の方法 
(1) 自己溶菌した肺炎球菌から漏出する病原分子の同定 
① 病原因子のin silico同定を可能にするため，使用する肺炎球菌は全ゲノム公開株のD39株，
R6 株および TIGR4 株を使用した．肺炎球菌を細胞培地に血清を添加した条件で培養し，自己溶
菌が生じる 24時間まで 37℃で静置した．続いて，培養液を遠心とフィルター濾過し，未溶菌の
細菌を除去してサンプルとした．SDS-PAGE 電気泳動でサンプルを分離後に，質量分析を外部受
託にて行った．PC上で肺炎球菌のゲノムデータと対合し，漏出タンパク質群を in silico 同定
した． 
② MS/MS を用いた in silico 解析から得られた遺伝子情報を基に，順次，組換えタンパク質を
作製した．この際，グラム陽性菌である肺炎球菌の組換えタンパク質は，グラム陰性菌である大
腸菌で発現させることは困難であった．そこで，一部については，グラム陽性菌の枯草菌発現系
を用いて作製を試みた． 
③ 続いて，上記②で作製した組換えタンパク質をヒト好中球に添加し，37℃で 1 時間反応させ
た後，顕微鏡下で形態観察を行ったほか，LDH 遊離実験等で病原性を調べた． 
 
(2) 自己溶菌した肺炎球菌由来の漏出分子による好中球の細胞傷害解析 
① 上記(1)までにスクリーニングした 肺炎球菌の病原因子を 96 ウェルプレートに分注し，そ
れぞれに好中球を添加した．続いて，Luminex 多分子同時解析装置で 1ウェルごとの好中球が産
生するサイトカインを同時定量した． 
 
(3) 傷害を受けた好中球から漏出する分子のヒト組織為害性の検索 
① 上記(2)に加え，好中球内部から肺炎球菌により漏出したサイトカインや傷害マーカー（ミト
コンドリア断片やゲノム断片等を想定），あるいはプロテアーゼ類の同定を試みた． 
② ヒト肺胞上皮細胞株およびヒトのマクロファージ様細胞株に，上記①で調整した好中球内部
のプロテアーゼ等を添加し，ヒト組織への傷害性ならびに機能抑制能を分析した．細胞傷害は



LDH 遊離量から算出し，マクロファージ細胞の機能抑制は蛍光ラベル細菌を貪食させて定量した． 
 
(4) 好中球内部の分子と肺炎球菌由来の病原因子の相互作用解析 
① 肺炎球菌の内部から自己溶菌により漏出した病原因子が，好中球に傷害を及ぼして細胞内部
のヒト分子を漏出した後，細菌とヒトの分子同士が結合し，新たな組織傷害能を有する可能性を
検索した．具体的には，肺炎球菌の内部に局在するシャペロン分子，および DNA 結合タンパク質
を組換え体で作製し（一部は製品を購入），好中球から抽出したゲノム DNA と反応させた．Biacore
装置を用いて，複合体形成が確認できれば，複合体をヒト肺胞上皮細胞株およびヒトのマクロフ
ァージ様細胞株に添加し，組織傷害性や細胞増殖の阻害能等を検索した． 
② 肺炎球菌の内在性タンパク質を作用させ好中球を破壊し，その内部から得られた画分を肺炎
球菌の培養時に添加した．次いで，ヒト由来の成分の有無で，肺炎球菌の増殖速度を比較した． 
③ 上記②の際，肺炎球菌が菌体表層にヒト分子を結合させることができれば，ヒト免疫系から
の認識を逃れる「分子擬態」を果たす可能性が考えられた．そこで，上記②のサンプルの一部を
マクロファージ様細胞と混和し，未処理の肺炎球菌との貪食回避率の有意差をプレート培養法
で比較した． 
 
(5) In vitro 解析を基にした肺炎球菌感染の制御法の検索 
① 上記(4)までの解析で，好中球内部のプロテアーゼ漏出が肺胞やマクロファージへの傷害を
起こすことが示された場合は，プロテアーゼ阻害剤を LDH 測定の反応系に添加し，組織傷害の軽
減割合を観察･測定した． 
② 上記(4)までの解析で，好中球内部の傷害マーカー（ミトコンドリア断片やゲノム断片等を想
定）が肺胞やマクロファージへの傷害を起こすことが示された場合は，ミトコンドリアの分裂阻
害剤 Mdivi-1 を添加し，ヒト肺胞上皮細胞株およびヒトのマクロファージ様細胞株からの LDH 遊
離を測定し，組織傷害性の軽減効果を定量した． 
③ 上記(4)までの解析で，好中球内部のサイトカイン漏出が肺胞やマクロファージへの傷害を
起こすことが示された場合は，抗サイトカイン抗体を Luminex 解析系に添加し，炎症性サイトカ
インの軽減等を同時多分子解析した． 
 
(6) 重症肺炎モデルマウスを用いた肺炎制御実験 
① 致死量の肺炎球菌を調整し，現有機器の気道噴霧装置でマウスへ感染させる．続いて，in 
vitro の上記(5)で決定した細胞レベルでの肺組織ダメージ軽減薬剤をマウスへ尾静脈から接種
した．経日的にマウスの採血と生死をモニターし，感染防御もしくは肺炎重症化に働く薬剤を決
定した． 
 
４．研究成果 
 肺炎球菌が自己溶菌することは，古くから知られていた．また，ヒトの肺炎球菌感染部位には，
好中球が類縁レンサ球菌属と比較して多量に浸潤することも近年の病理診断から明らかになっ
ていた．さらに，国内外の感染症の専門臨床医が，好中球に内在するプロテアーゼの阻害剤を投
与すると，肺炎重症化を軽減できると報告していた．しかしながら，これらを総合的に捉え分子
解明した研究論文は国内外に存在していなかった．そこで 本研究において，肺炎が重症化する
分子機序を解明した．ついで，肺炎重症化の制御法を検索した．具体的な生化を以下に列挙する． 
(1) 肺炎球菌が自己溶菌することで，内部から漏出する病原因子群を同定した．それら成果の詳
細は，次々頁以降の「５．主な発表論文等」に記載した． 
(2) 好中球に作用する肺炎
球菌の漏出分子を 細胞傷
害/免疫撹乱/貪食阻害能に
分けて調べた．それら成果
および一部継続解析中の概
要は右図に，そして詳細は
次々頁以降の「５．主な発表
論文等」に記載した． 
(3) 傷害を受けた好中球か
ら漏出する分子群を サイ
トカイン/プロテアーゼ/傷
害マーカーに分け，肺胞上
皮細胞およびマクロファー
ジ等への為害性を調べた．
それら成果の詳細は，次々
頁以降の「５．主な発表論文
等」に記載した． 
(4) 好中球および肺炎球菌
由来の分子同士が複合体を
形成し，病原性を発揮する



可能性を調べた．それら成果の詳細は，次頁以降の「５．主な発表論文等」に記載した． 
(5) 肺炎球菌がヒト細胞を損傷する分子解析結果を基にし，阻害剤による治療法を検索した．そ
れら成果の詳細は，次頁以降の「５．主な発表論文等」に記載した． 
 厚生労働省の公表データによると，薬剤耐性肺炎球菌を主とした重症の高齢者肺炎は 600 万
人以上である．そのうち新規患者は年間 100 万人以上であり，薬剤耐性が進む肺炎球菌の対策が
遅れれば，数倍の新規発症患者が生じ続けると予測されている．本研究では，肺炎が重症化する
分子機構が解明し，薬剤耐性の有無に関わらない新規の分子制御法の一案を報告できた．さらな
る臨床研究により，数割の肺炎重症化患者を軽症化できれば，各種の社会的損失および医療費が
削減できると推察される．また，世界規模で考えれば，非常に大きな波及効果が数値上で明確に
予見できる．  
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