
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６０３

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

次世代肺炎球菌ワクチンの開発に必要な病原因子・宿主因子に関する分子基盤の確立

Establishment of the molecular bases for development of the next-generation 
Streptococcus pneumoniae vaccine

８０３６１６２４研究者番号：

小川　道永（OGAWA, Michinaga）

国立感染症研究所・その他部局等・室長

研究期間：

２５４６０５５５

平成 年 月 日現在２８   ６ ２２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究では肺炎球菌の病原因子の機能と菌と宿主細胞との相互作用を明らかにすることを目
指した。
肺炎球菌の保有する40種類の病原因子を欠失させた変異株を作製し、細胞内生残性を解析した結果、14種類の細胞内低
生残性株を得る事が出来た。さらに、肺炎球菌感染細胞において、菌と58種類のRabタンパク質との共局在性について
解析した結果、10種類のRabタンパク質が肺炎球菌を内包するエンドソームと共局在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed at revealing the function of the pneumococcal virulence 
factor and the interaction of intracellular pneumococci and host cells.
As a result of intracellular survivability test using 40 kinds of gene-targeted deletion mutants, it was 
revealed that 14 pneumococcal virulence factors play pivotal role in the survivability of pneumococci in 
host cells.
Next, I examined 58 kinds of Rab proteins in their co-localization with intracellular pneumococci, and 10 
Rab protein were revealed to be targeted to the endosomes engulfing pneumococci.

研究分野：細菌学

キーワード： 肺炎球菌　病原性　次世代ワクチン

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は
ヒトの鼻腔、咽頭など上気道部に常在する日
和見感染菌である。小児や高齢者では肺炎、
敗血症、髄膜炎などの侵襲性肺炎球菌感染症
（IPD）を引き起こす。抗生物質による治療
が有効だが、薬剤耐性菌が近年増加し社会問
題化している。現在、我が国では成人用の 23
価ポリサッカライドワクチンおよび小児用
の 7価結合型ワクチンが導入され、一定の効
果を上げているが、ワクチン接種患者におい
てワクチンがカバーしていない血清型の菌
の検出頻度が増加する「血清型交代現象」が
大きな問題となっている。このことから、血
清型に依存しない次世代肺炎球菌ワクチン
の開発が急務である。 
 次世代肺炎球菌ワクチンの開発には肺炎
球菌感染症の発症に関与する菌側・宿主側の
因子について分子レベルでの解析データを
蓄積し、肺炎球菌感染メカニズムを理解する
ための分子基盤を確立することが必須であ
る。ゲノム解析の結果から，肺炎球菌は 70
種類以上の病原因子を保持していると予想
されているが、分子レベルでその機能が報告
されているものはごく一部に限られ、大部分
の病原因子の機能は不明な点が多く残され
ている。 
 一方、宿主の粘膜には様々な防御機構が構
築され、微生物の侵入を阻止している。病原
細菌はこれらのバリアを巧妙に回避・抑制し、
局所あるいは全身で増殖しさまざまな疾患
を引き起こす。肺炎球菌は日和見感染菌であ
るが、バリア機構が未発達な小児やバリア機
能が低下した高齢者では髄膜炎や敗血症な
どの侵襲性感染を引き起こす。宿主バリア機
構の中でも肺炎球菌の上皮細胞内での肺炎
球菌の病原性に関する分子レベルでの解析
は殆ど進んでいないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 肺炎球菌は小児や高齢者では敗血症、髄膜
炎などの侵襲性感染症を引き起こす。近年、
肺炎球菌ワクチンの接種による「血清型交代
現象」が問題となっており、莢膜多糖以外を
抗原とする次世代ワクチンの開発が急務で
ある。本研究では「肺炎球菌感染の成立に必
要な菌側・宿主側因子の同定および解析」を
行い、肺炎球菌感染発症の基本メカニズムを
分子レベルで解明し、次世代肺炎球菌ワクチ
ン開発、および新規治療法開発のための分子
基盤を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 病原因子の異所的発現による機能解析 
 本研究では、宿主細胞の細胞質に移行した
肺炎球菌の表層病原因子がどのような機能
を持つのかについて解析するための一次ス
クリーニングとして、肺炎球菌のゲノム情報
から菌体表層に局在・または分泌されること
が予想される54種類の病原因子を対象にGFP

タンパク質との融合タンパク質発現ベクタ
ーを作成し、それらを HeLa と mcherry-LC3
を発現させた BHK 細胞に異所的に発現させ、
病原因子の細胞内局在性、オートファジー誘
導性について共焦点レーザー顕微鏡を用い
て解析した。 
 
(2) 肺炎球菌の各病原因子欠失変異株の細
胞内生残性の検討 
 42 種類の肺炎球菌病原因子を欠損させた
変異株を作成し、MEF 細胞（マウス胎児繊維
芽細胞）を用いて細胞内生残性を検討した。
MEF 細胞に moi=100 になるように調製した肺
炎球菌懸濁液をアプライし、1,000 rpm、5 min、
室温で遠心後、5% CO2存在下、37℃で 1 時間
培養した。PBS（phosphate buffered saline）
で 2 回洗浄後、ゲンタマイシン、 ペニシリ
ンを添加した培地を各ウェルに添加し細胞
外の菌を殺菌した後に PBS で 3回洗浄し、こ
の時を感染0時間と定めた。PBSで洗浄後に、
DMEM/10% FCS 培地に交換し、5% CO2存在下、
37℃で 2 時間培養した。感染 0、2 時間のサ
ンプルの細胞内から菌体を回収し、細胞内菌
数を cfu (colony forming unit)により求め
た。各菌株の生残性は、各々の菌に対して
{（感染 2時間後の細胞内菌数）x100/（感染
0時間での細胞内菌数（侵入菌数））} を算出
し、その値について野生株を 100 とした時の
相対値で比較した。 
 
(3) 宿主細胞内に侵入した肺炎球菌とRabタ
ンパク質との共局在性解析 
 58種類のGFP-Rabタンパク質発現用ベクタ
ーをそれぞれトランスフェクションした BHK
細胞に肺炎球菌をmoi=100で感染させ、1,000 
rpm、5 min、室温で遠心後、5% CO2存在下、
37℃で 20 分間培養した。PBS で 2 回洗浄後、
DMEM/10% FCS 培地に交換し、5% CO2存在下、
37℃でさらに 40 分間培養した。200γのゲン
タマイシンを添加した DMEM/10% FCS 培地で
30 分間細胞外の菌を殺菌した後、100γのゲ
ンタマイシンを添加した DMEM/10% FCS 培地
中で 1 または 2 時間培養した。培養後、4％
パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液（和光
純薬）を用いて室温で 15 分間固定後に PBS
で 3回洗浄し、抗肺炎球菌抗体を用いた免疫
染色を行い共焦点レーザー顕微鏡による観
察に供した。 
 
４．研究成果 
(1) 病原因子の異所的発現による機能解析 
肺炎球菌の保有する病原因子のうち菌体表
層に局在、または分泌されていることが予想
される病原因子 54 種類を GFP 融合タンパク
質として HeLa 細胞に発現させた結果、各病
原因子は細胞質、核内、核膜、小胞体(ER)ま
たは細胞接着斑での発現が認められた。一部
の病原因子は細胞質で凝集体を形成してい
た。しかし、特定のオルガネラへの局在や細
胞死などは観察されず、局在解析のみからそ



の機能を類推することはできなかった。一方
で、細胞接着斑に局在する病原因子 Spr001
とパンクタ（細胞質内の斑点）を形成する病
原因子 Spr002 を見出した。 
 
 (2) 肺炎球菌の各病原因子欠失変異株の細
胞内生残性の検討 
 肺炎球菌の 42 種類の病原因子に関して欠
失変異株を作製しそれらをMEF細胞に感染さ
せ、細胞内生残性を野生株（WT）と比較する
ことにより解析した。その結果、細胞内生残
性が WTと比較して顕著に低下する株を 15株
同定することができた。実験（1）で細胞接
着斑に局在する病原因子 Spr001 を欠失した
株の細胞内生残性は WT と同程度だったが、
パンクタを形成する病原因子 Spr002 を欠失
した株は細胞内生残性が低下することを見
出した。野生株と比較して細胞内生残性が低
下した変異株 15 株の解析を今後行う予定で
ある。 
 
(3) 宿主細胞内に侵入した肺炎球菌とRabタ
ンパク質との共局在性解析 
 58種類のGFP-Rabタンパク質発現ベクター
を用いて、各 Rab タンパク質を発現させた培
養細胞に、肺炎球菌を感染させ、菌を内包す
るエンドソームと各種GFP-Rabタンパク質と
の経時的な局在性について現在解析を行っ
た結果、10 種類の Rab タンパク質が肺炎球菌
を内包するエンドソームと共局在しするこ
とを見出した。それぞれの Rab タンパク質が
肺炎球菌感染により菌を内包するエンドソ
ームにリクルートされる意義について今後
解析を行う予定である。 
 本研究の成果から細胞内に侵入した肺炎
球菌と宿主細胞との相互作用の一端が明ら
かになった。今後、本研究の成果を元に肺炎
球菌の細胞内生残に必要な病原因子の機能、
肺炎球菌の排除に関与する宿主防御機構を
明らかにする予定である。 
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