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研究成果の概要（和文）：口腔レンサ球菌の一種である肺炎球菌は、肺炎の主たる起因菌である。肺炎球菌性肺
炎では、宿主の過剰な炎症応答が組織を破壊し、菌が深部へ伝播すると考えられている。一方で、感染によりど
のような細胞集団が遊走されるか、また細胞集団が感染にそれぞれどのように応答しているのか、詳細な情報は
今まで明らかとなっていない。本研究では、マウス感染モデルにて免疫学的解析及び組織学的解析を行うととも
に、感染検体を用いたシングルセルRNA-seqのプロトコールを確立し、解析を行った。その結果、本来感染防御
に働く好中球が、状態により病態の重症化に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pneumoniae, one of oral Streptococcus species, is the most 
common cause of pneumonia. In pneumococcal pneumonia, the exaggerated host inflammatory response is 
thought to cause tissue destruction and deep dissemination of the organism. However, detailed 
information on which cell populations are migrated by infection and how each cell population 
responds to infection has not been elucidated. In this study, we performed immunological and 
histological analyses in a murine infection model and established a protocol for single-cell RNA-seq
 using infected samples. The results suggest that neutrophils, originally involved in infection 
defense, may contribute to disease severity depending on the state of infection.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって、肺炎球菌性肺炎の重症化メカニズムの一端が明らかになった。さらに、マウス感染肺を用
いたシングルセル単離のプロコールならびにシングルセルRNA-seqの情報解析プロトコールが確立された。シン
グルセルレベルの解析は加速度的に需要が増加しており、感染検体を用いたこれらの解析手法の確立は、今後の
感染症研究において重要性が増すと考えられる。

※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 

 口腔レンサ球菌の一種である肺炎球菌は、肺炎の主たる起因菌である。肺炎球菌性肺炎では、
宿主の過剰な炎症応答が組織を破壊し、菌が深部へ伝播すると考えられている。一方で、感染に
よりどのような細胞集団が遊走されるか、また細胞集団が感染にそれぞれどのように応答して
いるのか、詳細な情報は今まで明らかとなっていない。感染によって引き起こされる宿主の RNA

転写およびゲノムワイドのオープンクロマチン領域の変化を細胞集団ごとに解析することで、
これまでにない精度での宿主応答の解明手段の確立を試みる。 

 本研究では、近年急速に発展しているシングルセル解析技術を応用し、これまでの細胞集団の
平均的なプロファイルを測定する技術では検出できなかった、感染局所における宿主細胞群の
応答を明らかにする。さらに、世界に先駆けて、シングルセル ATAC-seq によって感染時におけ
るエピジェネティックな応答を解析する。シングルセル ATAC-seq は、効率的にオープンクロマ
チン領域を決定する手法として近年報告された手法である (Buenrostro J. et al. Nature 523: 486-

490. 2015)。感染モデルにおけるこれらの手法の確立は、感染現象を解明する手段として、本分
野に大きく貢献すると考える。 

 我々はこれまでに、新規病原因子やその立体構造を明らかにし、生体内における細菌と宿主細
胞との複数の相互作用を解明した。また、分子系統関係に基づいて、病原因子が菌の進化に果た
す役割を報告した。さらに、同じサンプルから宿主組織由来の RNA と細菌由来 RNA を分画し、
効率的に dual RNA-seq を行う手法を確立した。しかし、感染局所における各細胞集団の構成や
応答の違いについては未だ不明である。各細胞群に対応した細菌の遺伝子応答の違いが測定で
きるならば、これまで観察不可能であった、感染時に起こっている現象のより高解像度での理解
が可能となる。さらに、マウスからの検体量レベルでの解析技術が確立されれば、実際のヒトの
余剰臨床検体を用いた解析につながる技術となることが期待できる。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究計画では、既存の手法による解析の問題点を改善する、新たな手法を確立する。従来の
感染症における研究においては、炎症性サイトカインやケモカインなど、特定の分子に着目した
解析が多く行われてきた。しかし、病原細菌による急性の感染が、宿主にどのような応答を引き
起こすのか、いまだ解析されていない部分が多く存在する。本計画では、シングルセル解析の手
法をマウス感染モデルに適用し、肺炎球菌感染に対する宿主応答を細胞集団ごとに網羅的に明
らかにすることで、これまでに明らかとなっていない免疫応答に重要な役割を果たす細胞や分
子の存在を検索する。 

 シングルセル解析においては、微量な DNA または RNA を増幅して解析するという手法が用
いられる。質の高いデータを得るには、得られた新鮮な生体サンプルに対して適切な細胞単離処
理を行い、物理的なダメージを最小に抑えつつ、高品質な RNAまたは核を抽出する必要がある。
具体的には細胞を分散させるために機械的な分散または酵素を用いた分散を試みる。赤血球の
存在は後のシーケンス解析の障害となるため、他の細胞へのダメージを最小限居抑える溶血処
理が必要となる。また、デブリや死細胞の除去についても検討が必要である。シングルセル解析
の手法について多数の報告がなされているが、病原細菌を感染させた生体組織に対する解析手
法は確立されていない。さらに、クラウドコンピューティングサービスを利用することで、大規
模計算機が容易に使える環境でなくとも、迅速に生命科学のビッグデータを用いた解析が可能
となることを証明する。信頼性のあるプロトコールの確立は世界的に求められている技術であ
り、感染症研究における宿主応答の解析精度の更新に大きく貢献するものであると考える。 

 感染症の実態の解明には、ヒト臨床サンプルの解析が重要な役割を果たす。本計画によって、
in vivo サンプルのシングルセル解析手法を確立することで、近い将来に臨床検査の余剰検体な
どを用いたヒト臨床サンプルを解析する礎とする。 

 

 

３．研究の方法 

(1) マウス肺炎モデルを用いた肺組織の経時的な状態観察 

 マウス肺炎モデルにおいて、半数致死量の菌を感染させた場合、感染 48 時間以降に死に至る。
感染 48時間までの感染肺組織について、経時的に組織像観察を行うとともに、肺胞洗浄液中、
肺組織全体ならびに血中に移行した菌数の推移を測定する。 

(2) マウス肺炎モデルを用いた一細胞遺伝子発現解析 

 マウス肺炎モデルにおける一細胞解析手法の最適化を行う。まず、感染モデルにおける細胞の
単離手法の確立と精製する RNA 品質確保のための条件検討を行う。酵素と機械的分散の併用に
よって肺から上皮細胞と内皮細胞、血球系細胞を分離する。分離した細胞の単離と全ゲノム増幅
に関して、核酸へのバーコード配列の付与とマイクロウェルプレートを用いた Nx1-seq 法
（Hashimoto S. Single Molecule and Single Cell Sequencing. pp 51-61）をベースとして改変を行う。



検出感度に問題がある場合は、微小液滴技術を用いた自動化プラットフォームなど、異なる細胞
単離手法を試みる。解析する RNA の品質を確保した上で、RNA sequencing (RNA-seq) を行い、
遺伝子応答から細胞集団のクラスタリングを行う。さらに、細胞集団ごとの転写応答の違いを決
定する。項目 1で特に顕著な応答変化が認められたタイムポイントを中心として、解析を行い、
細胞集団ごとの転写応答を明らかにする。 

(3) 大規模データの解析環境の構築 

 本計画では細胞集団ごとのゲノムワイドな解析を行うため、大量のデータが生成される。現在、
我々は国立遺伝学研究所のスーパーコンピューターシステムのアカウントを獲得し、利用して
いる。さらに、データ規模に応じた計算資源を確保するため、クラウドコンピューティングサー
ビスならびに OSレベルの仮想化環境システムを利用し、迅速かつコストを抑えた解析環境を構
築する。なお、当研究室におけるクラウドを利用した大規模計算環境について、現在、国立情報
学研究所の支援のもと、利用システムおよび回線環境の整備を行っている。 

(4) 一細胞解析で同定した細胞集団に対応する細胞株または初代培養細胞を用いた感染試験 

 項目 2, 3で得られる結果から、過剰な炎症応答につながる細胞集団を同定する。その細胞集団
に対応する細胞株または初代培養細胞に対して肺炎球菌を感染させ、宿主細胞の応答を RNA-seq

にて解析し、マウスモデルでの応答が再現される細胞を決定する。宿主応答に強く影響を与える
分子は、マウス感染モデルにおける病原性に寄与する分子であると考えられる。決定された細胞
に対して、肺炎球菌野生株ならびに当研究室で構築した肺炎球菌の代表的な病原因子の遺伝子
欠失株ライブラリーを用いて、宿主細胞の応答に寄与する細菌側の分子を同定する。細菌側の候
補分子は、宿主応答から対応する分子を推定可能な場合は、それらの分子の欠失株を優先的に実
験に供する。 

 

 

４．研究成果 

 若齢および老齢マウスを用いて、肺炎球菌 TIGR4 株の経鼻感染を行った。感染後の生死を比

較するとともに、感染 24時間後の肺胞洗浄液について、菌数ならびに各種サイトカインの測定

を行った。また、肺組織について組織染色を行い、病理組織解析を行った。さらに、マウスより

好中球を分離して肺炎球菌に対する殺菌能を比較した。 

 感染実験の結果、老齢マウスでは若齢マウスと比較して有意に生存率が低下したことから、マ

ウスの加齢が肺炎球菌感染症のリスクファクターとなることが示された。次に若齢群と高齢群

のマウスについて、感染 24 時間後の鼻腔洗浄液、肺胞洗浄液および血液中の菌数を比較したと

ころ、高齢群の肺胞洗浄液中の菌数が有意に高いことが示された。さらに、肺胞洗浄液のサイト

カイン量の測定から、老齢マウスでは慢性的に軽度の炎症が生じていることが示唆された。感染

後の肺組織について病理組織学的評価を行ったところ、高齢群における好中球エラスターゼ陽

性細胞の割合が有意に高いことが示された。さらに高齢群の肺胞洗浄液では、慢性的に IL-1α や

IL-22などが高発現している一方で、若齢群では感染時にMMP-8が高発現することが示された。

腹腔好中球を分離して殺菌試験を行ったところ、高齢由来群と混和した肺炎球菌の生存率が有

意に高いことが示された。 

 マウス肺炎モデルから得た肺胞洗浄液について、細胞デブリを密度勾配遠心により除き、死細

胞を磁気標識してマグネットを用いて除去することを試みた。しかし、シングルセル解析を実施

するのに十分な数と品質の細胞を確保することができなかった。そこで、感染マウスより肺を摘

出し、自動組織分散装置を用いたシングルセル化処理を行うこととした。感染肺の解析条件につ

いて、10X Genomics 社、ミルテニーバイオテク社とともにこれまでに検討を行い、専用のプロ

トコールを確立することに成功した。シングルセル単離した肺の細胞について、10X Chromium

ならびに次世代シーケンサーを用いたシングルセル RNA-seq を実施した。 

 得られたシングルセル RNA-seq データについて、まず 10X 社の Cell Ranger解析パイプライン

を用いて処理を行った。Cell Ranger後の解析について、R プラットフォームの Seura、あるいは

Python プラットフォームの Scanpy が主要な 2 つの解析手法である。両者を比較した場合に、R

ベースの解析が主流である一方で、Python ベースの解析プログラムの発表数が増加している現

状があることから、本研究では Scanpy を用いることとした。Cell Ranger より出力されたファイ

ルを用いて、解析プログラム Scanpy により、複数のライブラリをインポートして前処理、正規

化、特徴量選択、次元削減、クラスタリング、深層生成モデルを用いたバッチ効果の補正、発現

変動遺伝子解析を行った。 

 これらの結果から、高週齢マウスの肺において、好中球が若齢と異なる応答をすることで宿主

の致死率を増加させている可能性が示された。 
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