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研究成果の概要（和文）：病原性レンサ球菌である化膿レンサ球菌と肺炎レンサ球菌は多様な病態を惹き起こ
し，ヒトに高い致死率をもたらす．両レンサ球菌種はA型インフルエンザウイルス感染に付随する二次性細菌感
染症の主要な原因菌でもある．本研究では，培養細胞を用いた感染系において宿主とレンサ球菌の相互作用を解
析するとともに，マウス感染モデルによりレンサ球菌感染症の病態形成機構を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pyogenes and Streptococcus pneumoniae are major human-specific
 bacterial pathogens that causes a wide array of manifestations ranging from mild localized 
infections to life-threatening invasive infections. These streptococcal species were also identified
 as the predominant pathogens that cause bacterial pneumonia following influenza. To clarify the 
mechanism responsible for viral infection-induced enhancement of bacterial adherence to host cells, 
we identified both host and bacterial factors involved in that process. We then utilized an in vivo 
model to investigate whether the identified host and bacterial factors involved in the pathogenesis 
of coinfection are useful targets for development of therapeutic strategies. 

研究分野： 細菌学

キーワード： レンサ球菌　インフルエンザ

  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合併する細菌性肺炎は臨床的に重要性があるにも関わらず，重複感染の分子機構
についての解析は稀有であった．本研究では，細菌感染初期におけるA型インフルエンザウイルス感染宿主と肺
炎球菌の相互作用を解析し，小胞体局在シャペロンであるGP96がウイルス感染上気道へ異所性に表出し，二次的
に感染する肺炎球菌の肺組織への伝播と定着を亢進させることを明らかにした．また，マウス感染モデルを用い
て，GP96は二次性肺炎の予防・治療標的として有用であることを示した．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

化膿レンサ球菌と肺炎球菌は小児や高齢者の上気道で高頻度に認められる．細菌叢内での競

合や組織特異的な付着を介して定着し，宿主免疫機構からの回避と病原因子群の発現調節によ

り病態を惹起する．さらに，両菌種は A 型インフルエンザウイルス (IAV) 感染後に続発する細

菌感染症の主要な原因細菌であるが，重複感染による病態増悪機構は不明である． 

 化膿レンサ球菌は主に上気道と皮膚にそれぞれ咽頭炎と膿痂疹等を惹き起こす．これらの化

膿疾患が治癒した後，心臓や腎臓に急性リウマチ熱や糸球体腎炎などの二次性疾患が生じる場

合があり，発展途上国では主な死因となっている．また，化膿レンサ球菌は軟組織壊死，敗血症，

多臓器不全などを伴う劇症型感染症を惹起するため，「人喰いバクテリア」と称される．劇症型

感染症では，化学療法の実施にかかわらず，致死率は約 30 %を超える．化膿レンサ球菌に対す

るワクチンは存在せず，病態発症機構を基にしたワクチンや新規治療薬の開発が待ち望まれて

いる．化膿レンサ球菌はヒトを唯一の宿主とする常在細菌としての側面を有しながら，特異的な

解剖学的部位において，いかに病原性を発揮し全身に伝播するかについての詳細は不明である．     

一方，肺炎球菌による感染症は乳幼児と高齢者の主な死因の一つである．実際，重症の肺炎を

患う高齢者の約半数から菌体が分離される．本菌は粘膜感染症ならびに侵襲性感染症 (菌血症を

伴う肺炎や髄膜炎など) を惹き起こす．侵襲性感染症は主に 5 歳以下の小児と 65 歳以上の高

齢者に偏り，高齢者での致死率は約 10 %にも及ぶ．本菌は莢膜多糖の抗原性から約 90 種の血

清型に分類される．これまで，ワクチン抗原として，分離頻度が高い血清型群の莢膜多糖が選択

されてきた．予防効果を齎したが，莢膜合成遺伝子群の変化を伴う血清型変化や置換が認められ，

現行ワクチンに担保されない血清型による侵襲性感染症の発生率が増加している．それゆえ，肺

炎球菌の血清型変化に対応するワクチン更新や普遍的な新規ワクチンの開発が求められている．

しかし，本菌は高いコンピテンス能を有し，外来 DNA の獲得と DNA 組換えを頻繁に起こす．

したがって，同一の病原因子において配列多様性が認められる場合があるため，ワクチン開発の

障害になっている．また，肺炎球菌が菌血症を伴う肺炎や髄膜炎などの侵襲性疾患を惹起する機

構は不明である． 

 

 

２．研究の目的 

病原性レンサ球菌は IAV 感染後に発生する細菌感染症の主要な原因菌であるため，IAV 感染

後の気道において，レンサ球菌感染に対する宿主感受性が上昇するだけでなく，レンサ球菌の病

原性は亢進する可能性が高い．そこで，細菌の単独感染，ならびにウイルスと細菌の重複感染が

惹き起こす病態増悪に関与する宿主・細菌因子の検索により，病原性レンサ球菌感染症における

新規の病原因子と病態発症機構を解明することを目的とした． 

 

 

３．研究の方法 

(1) 化膿レンサ球菌の線毛産生機構の解析 

 国内外で分離された化膿レンサ球菌の菌株を収集し，T 型別用免疫血清を用いる T 型別法に

より分類した．37˚C と 25˚C で培養した各菌株の細胞壁画分を調製し，線毛のメジャーサブユニ

ットに対する抗血清もしくは T 型別用免疫血清を用いたウェスタンブロット解析を行った．ま



た，フローサイトメトリー解析により，両培養温度における線毛産生細胞を検出した．供試した

菌株から，25˚C でのみ線毛が検出された M3 型菌株と M49 型菌株を選択し，温度感受性の線毛

産生を担う機構の解析を行った．まず，25˚C でのみ線毛が検出された菌株に共通して存在する

転写因子 Ralp2 の遺伝子欠失株と復帰変異株を作製し，両培養温度における Ralp2 と線毛の

mRNA 量とタンパク質量を解析した．次に，ralp2 遺伝子の転写開始点を 5´-RACE 法により決定

した．転写開始点から 5´側翻訳領域の mRNA 構造を予測し，翻訳領域の推定ステムループ構造

に着目した．ステムループを融解させるサイレント変異を染色体DNAに導入した菌株を作製し，

変異が Ralp2 と線毛の産生量に与える影響を検討した．さらに，Ralp2 の野生型 mRNA と上記の

サイレント変異を導入した mRNA を合成し，37˚C と 25˚C において in vitro 翻訳反応を行った．

温度の違いによる Ralp2 翻訳量の変化を検討し，in vivo で得られた結果を確認した． 

 

(2) 化膿レンサ球菌のアルギニン代謝系による皮膚病態形成機構の解明 

血清型 M1 型の化膿レンサ球菌を親株として，アルギニンデイミナーゼをコードする arcA 

遺伝子の欠失株を作製した．野生株および arcA 欠失株において，THY 培養液中での生菌数の

推移，arcA 発現量，培養上清中のアンモニアおよびグルコース濃度を測定した．また，グルコ

ースおよびアルギニン不含の DMEM 培地を用い，アルギニン添加による各菌株の遺伝子発現

変化を，RNA-seq 解析を用い検討した．さらに，化膿レンサ球菌のアルギニン代謝能が皮膚病

変形成に及ぼす影響を検討するため，フィラグリンの発現が欠失したマウスを経皮感染モデル

に応用し，皮膚上における病原遺伝子発現量，皮膚病変中の生菌数，ならびに病理像を評価した． 

 

(3) 進化解析を用いた肺炎球菌の病原因子の検索 

 肺炎球菌の全ゲノム情報から，細胞壁に局在すると予測されるタンパク質をコードする 30 の

遺伝子群を選出し，分子進化解析を行った．変異の制限が強いと判定された遺伝子のうち病原性

に果たす役割が不明である遺伝子に着目し、分子系統解析を行った．また，当該遺伝子がコード

するタンパク質の立体構造を取得し，進化的に保存された残基の構造上の分布を検討した．さら

に，当該遺伝子が病原性に果たす役割を解明するため，相同組換えにより遺伝子欠失株を作製し

た．得られた欠失株を用いて，マウス感染モデルにおける宿主の致死率，各臓器における菌数の

分布，宿主遺伝子群の応答，血液凝固能の変化について検討した． 

 

(4) インフルエンザウイルス感染に合併する細菌性肺炎の重症化機構 

肺胞上皮細胞 (A549) に A 型インフルエンザウイルス (IAV) A/FM/1/47 株 (H1N1) を感染さ

せた．感染細胞と非感染細胞の表層分子をビオチンで標識し，ストレプトアビジンビーズを用い

た免疫沈降法と質量分析により，感染により発現量が変化する分子を同定した．また，肺炎球菌

D39 株 (血清型 2 型) からムラミダーゼ処理により菌体表層画分を抽出した．組換え宿主タンパ

ク質と反応する菌体表層分子を免疫沈降により回収し，質量分析による同定を行った．大腸菌で

組換えタンパク質を作製し，ELISA および共焦点レーザー顕微鏡観察により，宿主タンパク質と

の親和性と相互作用を確認した．さらに，6 週齢の BALB/c マウスに IAV A/FM/1/47 株 (H1N1) 

を経鼻感染させた．感染 6 日後に，肺炎球菌 D39 株を経鼻感染させ，細菌感染 2 日後の肺組織

における細菌の定着を評価するとともに，上気道および下気道における GP96 の発現を定量 RT-

PCR 法で解析した． 

 

 



４．研究成果 

(1) 化膿レンサ球菌の線毛産生機構の解析 

 化膿レンサ球菌が産生する線毛はヒト組織への菌体付着とバイオフィルムの形成を促進する．

特定の菌株では，培養温度の低下により線毛遺伝子の発現量と線毛産生量は増加する．しかし，

温度依存性の線毛産生を制御する機構は不明であった．国内外で分離された臨床分離株を用い

て，線毛産生量に対する培養温度の影響を検討したところ，転写因子である Ralp2 を有する菌株

のみにおいて，通常の培養温度である 37˚C で線毛産生が認められず， 25˚C で線毛が検出され

た．Ralp2 の mRNA 量は培養温度の違いにより有意に変化しなかった一方，タンパク質量は低温

で増加した．変異株を用いた解析と in vitro 翻訳反応を用いた解析で得られた結果から，Ralp2

は線毛遺伝子に対する正の転写因子であり，Ralp2 mRNA 翻訳開始コドンの下流に位置するステ

ムループ構造が温度感知を担う mRNA サーモセンサーであることが示唆された．これまで主に

報告されてきた非翻訳領域に位置する mRNA サーモセンサーとは異なり，リボソームとの翻訳

開始複合体の形成に重要であることが推察された．Ralp2 を有する菌株の皮膚から分離される頻

度が高いことから，温度感受性の線毛産生は皮膚感染に重要であることが示唆された．線毛サブ

ユニットタンパク質の抗原性に基づく型別法では低温で培養された菌体が用いられてきたが，

その基盤となる分子機構が明らかになった． 

 

(2)  化膿レンサ球菌のアルギニン代謝系による皮膚病態形成機構の解明 

皮膚表面は糖質が少ないため，化膿レンサ球菌の生存に適した環境ではない．一方で，化膿レ

ンサ球菌は糖質が少ない培養環境において，増殖を停止し，病原性を上昇させるだけでなく，ア

ミノ酸代謝の中でも特にアルギニン代謝を亢進させることが報告されてきた．しかし，アルギニ

ン代謝と病原性の関連性の詳細は不明である．化膿レンサ球菌のアルギニン代謝が遺伝子発現

および病原性に与える影響を検討した．その結果，化膿レンサ球菌は糖質がない低栄養環境にお

いて，アルギニンを代謝して細胞溶解毒素などの発現を上昇させ，病原性を発揮することが明ら

かとなった．また，皮膚組織由来のアルギニンを化膿レンサ球菌が利用するかを調べるために，

皮膚の角層細胞を構成する主要なタンパク質であるフィラグリンの発現が欠失したマウスを経

皮感染モデルに応用した．野生型マウスでは化膿レンサ球菌のアルギニン代謝能力が皮膚病変

の形成に重要であった．一方で，フィラグリンの発現が欠失したマウスでは，化膿レンサ球菌の

アルギニン代謝能力と皮膚病変形成に関連が認められなかった．以上の結果から，化膿レンサ球

菌がフィラグリン由来のアルギニンを利用して皮膚病変を引き起こすことが明らかになった． 

 

(3) 進化解析を用いた肺炎球菌の病原因子の検索 

 分子進化解析の結果，以前の研究で同定した自己溶解酵素をコードする lytA，好中球による殺

菌の回避に寄与する分子をコードする cbpJ に加えて，シアル酸分解酵素をコードする nanA，な

らびにβ-ガラクトシダーゼをコードする bgaA の 2 遺伝子について，10%以上のコドンが負の選

択下にあることが示された．また，分子系統解析から，肺炎球菌の種内においては，ほぼすべて

の株がβ-ガラクトシダーゼを持つとともに，他のレンサ球菌種と比較して多様性が低いことが

示された．肺炎球菌のβ-ガラクトシダーゼの構造と進化的に保存された残基を重ね合わせたと

ころ，構造の安定性に寄与するループ構造上のプロリン残基ならびに活性中心を構成する残基

についても進化的な保存性が高いことが示唆された．次にβ-ガラクトシダーゼの遺伝子欠失株

を作製し，得られた欠失株と野生株を用いて，それぞれマウスに経静脈感染を行った．その結果，

遺伝子欠失株感染群は野生株感染群と比較して，致死率が有意に低下した．一方で，感染後のマ



ウスの各臓器における菌数は差が認められなかった．さらに RNA-seq 解析と血液凝固試験を行

ったところ，β-ガラクトシダーゼの欠失により自然免疫応答と血液凝固能の抑制が緩和される

ことが示唆された．これらの結果から，肺炎球菌のβ-ガラクトシダーゼは進化的に保存された

病原因子であることが示唆された． 

 

(4) インフルエンザウイルス感染に合併する細菌性肺炎の重症化機構 

ヒト肺胞上皮細胞株に IAV を感染させ，感染により細胞表層での発現量が変化する分子群を

質量分析により同定した．その結果，小胞体局在性の分子シャペロンである GP96 が IAV 感染

に伴い，ストレスタンパク質として上皮細胞表層へ誘導されることを見出した．IAV 感染細胞へ

の肺炎球菌の付着量は，ウイルス非感染細胞への付着量と比較して有意に増加したが，GP96 抑

制剤もしくは抗 GP96 抗体の添加により非感染細胞への菌体付着量と同等にまで減少した．一

方，GP96 ノックアウト細胞への菌体付着量は IAV 感染の有無に関わらず一定であった．GP96

と相互作用する細菌表層分子として，肺炎球菌の AliA と AliBを同定した．また，IAV 感染上皮

細胞では，細胞間接着分子群の分解と発現抑制に関与するカルパインや Snail1 の活性化が認め

られた．したがって，ウイルス感染による異所性の GP96 発現は菌体付着を促進し，細胞間接着

の脆弱化により細菌伝播を亢進させることが示唆された．さらに，IAV-肺炎球菌重複感染マウス

モデルを構築し，ウイルス感染組織における GP96 の発現と細菌定着の関連を検証した．非感染

群および肺炎球菌単独感染群と比較して，IAV 単独感染群では上気道においてのみ，GP96 の顕

著な発現上昇を認めた．一方で，IAV-細菌重複感染群では上気道および下気道で発現量は上昇し

た．IAV 感染後に GP96 阻害剤を経気道投与した結果，非投与群と比較して，ウイルス感染肺組

織への肺炎球菌の定着は抑制された． 

以上の研究成果から，IAV 感染に伴い気道表層に誘導される GP96 は二次性細菌性肺炎の増悪

因子として機能することが明らかになった．また，GP96 シャペロン機能の阻害により，細菌性

肺炎の発症と病態形成を制御できる可能性が示唆された． 
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肺炎球菌のニューモライシンによる鼻粘膜上皮バリアの障害と脳伝播機構の解析.

老化により肺炎球菌感染症が重症化する機構のマウスモデルを用いた探索.
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第73回日本細菌学会関西支部総会

血清型M49型Streptococcus pyogenes のCvfAは病原因子の発現と温度依存性の線毛産生に関与する．
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化膿レンサ球菌におけるヒアルロン酸分解酵素の分子系統解析およびタンパク質結晶構造解析
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肺炎球菌のβ-ガラクトシダーゼBgaAは敗血症の病原因子として働く．
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インフルエンザに続発する細菌性肺炎の重症化機構．
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Streptococcus pyogenesは低グルコース環境においてアルギニン代謝依存的に遺伝子発現を変動させる．

Streptococcus pneumoniaeは種特異的なタンパク質PfbAにより過剰な免疫応答を伴う宿主の死亡を抑制する．
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肺炎球菌の菌体表層タンパク質BgaAが病態形成に果たす役割．
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