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研究成果の概要（和文）：本申請研究では「肺炎重症化機序の統合的な解明」を目標に掲げ，肺炎球菌を気管支
に感染させたマウスおよび未感染マウスより肺胞洗浄液を採取し，iTRAQ試薬を用いてタンパク質発現・相対定
量解析を行った．その結果，複数の肺炎球菌由来タンパク質および1,000種類以上の宿主タンパク質を同定し
た．同定した肺炎球菌由来タンパク質のうち，TpiAは，プラスミノーゲンと結合して活性化を促進し，細胞外マ
トリックスを分解することを発見した．続いて，同定した宿主タンパク質のうち，MHCクラスIと上皮成長因子受
容体が好中球エラスターゼにより分解され，肺炎の増悪化に関連することを報告した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this research project is to comprehensively elucidate the 
mechanisms underlying the progression of severe pneumonia. To achieve this, bronchoalveolar lavage 
fluid was collected from mice intratracheally infected with Streptococcus pneumoniae, as well as 
from uninfected mice, and proteome analyses were performed using iTRAQ. As a result, we identified 
multiple pneumococcal proteins and over 1,000 different host proteins. Among these pneumococcal 
proteins, we found that TpiA binds to plasminogen and promotes its activation, leading to the 
degradation of the extracellular matrix. Among host proteins, we reported that MHC class I and 
epidermal growth factor receptor were degraded by neutrophil elastase, which may be associated with 
the exacerbation of pneumococcal pneumonia.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，肺炎の重症化に関わる分子機構を解明し，肺炎（Pneumonia）をヒトと細菌の両側面から統合的に
検索する”Pneumonia-omics”研究領域を開拓した．本研究成果を基盤とし，薬剤耐性の有無に関わらない新規
の肺炎制御法を開発する予定である．肺炎球菌感染症をを軽症化・治療補助する薬剤開発の提案ができれば，わ
が国において5,000億円以上の医療費が削減されると推計される．

※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、研究者個人に帰属します。
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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約 13 万であり，特に高齢者で増加し続けている．高齢者に
おける肺炎の発症原因のうち，約 8 割に誤嚥の関与があると報告されており，歯科における肺
炎研究も重要であると期待されている．主たる肺炎の起因菌は肺炎球菌であるが，薬剤耐性化が
進行し，治療において大きな障害となっている．  

細菌感染症において，好中球は細菌を最初に貪食排除することで感染の最前線で働く．しかし
ながら，肺炎球菌性肺炎の場合，好中球が肺組織に大量に浸潤するにもかかわらず，肺炎球菌を
排除できずに重症化することが臨床現場から報告されている．申請者は，肺炎球菌が自己溶菌に
より膜傷害毒素を放出し，好中球から内在性プロテアーゼの一種であるエラスターゼを漏出さ
せ，肺傷害を誘導するカスケードモデルを報告した．続いて，漏出したエラスターゼは，Toll様
受容体や炎症性サイトカイン等の宿主免疫関連分子を分解し，肺における自然免疫機構を崩壊
させ，感染拡大を引き起こすことを示した．さらに，エラスターゼ以外にも肺組織を傷害する未
知のヒト由来プロテアーゼや肺炎球菌由来分子が存在するとの傍証も得た．  

 

 

２．研究の目的 

本申請研究では，肺炎球菌性肺炎の制御に向け， 以下 2 つの目標を設定した．一つ目は，新
規の肺傷害を誘導するヒトもしくは肺炎球菌由来タンパク質を同定し，分子レベルで解析を行
うことである．二つ目は，薬学系の連携研究者が合成する有機合成化学ライブラリーを用い，肺
炎球菌の膜傷害毒素の放出を抑制する化合物，および肺におけるヒト免疫を調節する化合物を
選出することである． 

 

 

３．研究の方法 

上述の目標設定に基づき，3 ヶ年の研究期間で以下の解析を行った． 
(1)  iTRAQ 試薬を用いた網羅的 Pneumonia-omics解析 
肺炎球菌（1.0 x 109 cells/50 μL）を気管支に感染させた C57BL/6Jマウスおよび未感染マ

ウスより肺胞洗浄液を採取し，遠心分離にて細胞成分の除去を行った．続いて，分離した上清部
分を用いて ShotGun-MS/MS 法と iTRAQ試薬を用いたタンパク質発現・相対定量解析を行った．  

 
(2)  Pneumonia-omics解析にて同定した病原因子を欠失した肺炎球菌株の作製と病原性解析 
 （1）にて同定した病原因子を欠失した肺炎球菌株を作製し，肺胞上皮細胞株 A549 培養培地に
添加した．一定時間経過後，A549 細胞に付着・侵入した肺炎球菌数について，コロニーカウン
トを行った． 
 
(3)  Pneumonia-omics解析にて同定した肺炎球菌の病原因子の作用解析 
 （1）にて同定した病原因子のうち，triosephosphate isomerase（TpiA）および excinuclease 
ABC subunit C (UvrC)の遺伝子組換えタンパク質を大腸菌発現系にて作製し，ヒトプラスミノ
ーゲンとの結合性・活性化能について解析した． 
 
(4)  Pneumonia-omics解析にて同定した宿主因子の解析 
（1）で同定した宿主タンパク質のうち，免疫細胞等の細胞膜に発現し，通常，肺胞洗浄液上

清から検出されない 2 種類の分子（MHCクラス I および上皮成長因子受容体）を選別し，解析対
象とした．それぞれの分子の組換えタンパク質に好中球エラスターゼを混合し，直接分解される
か SDS-PAGE にて解析した． 
 
(5) 肺炎球菌の膜傷害毒素の漏出を抑制するマクロライド誘導体の選定 
マクロライド耐性肺炎球菌株にマクロライド誘導体を作用させ，増殖定常期まで培養した．ヒ

ツジ赤血球に対する溶血能を指標とし，培養上清中の膜傷害毒素量を減少させる誘導体を検索
した． 

 
(6) 好中球の活性化を抑制するマクロライド誘導体の選定 
ヒト好中球を単離した後，マクロライド誘導体を作用させ，細胞内エラスターゼ活性を抑制す

るものを検索した． 
 

(7) 炎症性サイトカインの産生を抑制するマクロライド誘導体の選定 
ヒト単球系細胞株 THP-1にマクロライド誘導体（各 10 μg/mL）とともに LPS(5 ng/mL)を添加

し，12時間培養後，TNFや IL-8等の炎症性サイトカイン産生を抑制する誘導体を検索した． 
 



４．研究成果 
(1)  iTRAQ 試薬を用いた網羅的 Pneumonia-omics解析 
肺炎球菌感染マウスの肺胞洗浄液中で変動するタンパク質をハイスループットに同定するた

め，iTRAQ試薬を用いたタンパク質発現・相対定量解析を行った．その結果，複数の肺炎球菌由
来タンパク質（表 1）を同定した．続いて, 1,000種類以上の宿主タンパク質を同定した（表 2）． 

 

Description MW [kDa] 

Triosephosphate Isomerase 26.8  

分子 A 47.1 

分子 B 50.9 

excinuclease ABC subunit UvrC 70.4 

 
表 1. 肺胞洗浄液中から検出された肺炎球菌由来タンパク質の一部 

 
 

Description MW [kDa] 
Fold change 

(Pneumonia/healthy) 

H-2 histocompatibility antigen 37.2 93.2 

Epidermal growth factor receptor 134.8 46.0 

分子 C 61.6 8.4 

分子 D 24.9 6.0 

分子 E 79.8 4.7 

 
表 2. 肺胞洗浄液中から検出された宿主由来タンパク質（約 1,300種類）の一部 
（右側列の数字は未感染群と比較した肺炎群における検出倍率を示す） 

 
 

(2)  Pneumonia-omics解析にて同定した病原因子を欠失した肺炎球菌株の作製と病原性解析 
同定した肺炎球菌タンパク質をコードする遺伝子を欠失した肺炎球菌株を複数作製し，肺胞

上皮細胞に感染させたが，顕著な病原性の変化を示さなかった． 
 

(3)  Pneumonia-omics解析にて同定した肺炎球菌の病原因子の作用解析 
 表１のタンパク質のうち， TpiAの組換えタンパク質を作製し,解析を行った結果, プラスミ
ノーゲンと結合して活性化を促進し，細胞外マトリックスを分解することを発見した（Hirayama, 
Domon et al., FEBS Open Bio, 12(6):1206-1219, 2022）．同様に, excinuclease ABC subunit 
C (UvrC)もプラスミノーゲンと結合して活性化を促進することを明らかにした（Hirayama, 
Yasui, Sasagawa, Domon et al., Microbiol Immunol, 67(2):99-104, 2023.）． 
 
(4)  Pneumonia-omics解析にて同定した宿主因子の解析 

MHC クラス I および上皮成長因子受容体の組換えタンパク質に好中球エラスターゼを混合し，
SDS-PAGE にて解析した結果，いずれのタンパク質もエラスターゼにより分解されることが明ら
かとなった．MHC クラス Iの分解により，肺炎において宿主免疫機能が抑制される可能性が示唆
された（Domon et al., Sci Rep. 28;11(1):2432, 2021.）．また，上皮成長因子受容体の分解に
より，肺胞上皮細胞の増殖が阻害され，肺炎からの治癒に遅延が生じる可能性を示した（Isono, 
Hirayama, Domon et al., J Biol Chem, in press）． 
 
(5) 肺炎球菌の膜傷害毒素の漏出を抑制するマクロライド誘導体の選定 

50 種類程度のマクロライド誘導体についてスクリーニングを行ったが，有意に膜傷害毒素の
漏出量に影響を与える誘導体は発見できなかった． 

 
(6) 好中球の活性化を抑制するマクロライド誘導体の選定 

50 種類程度のマクロライド誘導体についてスクリーニングを行ったが，有意に好中球の活性
化を抑制する誘導体は発見できなかった． 

 
(7) 炎症性サイトカインの産生を抑制するマクロライド誘導体の選定 
 50 種類程度のマクロライド誘導体についてスクリーニングを行い，LPS 誘導性のサイトカイ
ン産生を抑制する 2種の誘導体を発見した． 
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