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研究成果の概要（和文）：RSV肺炎の重症化には肺炎球菌が関与する、という知見を基にRSVマウス感染モデルを
用いて不活化肺炎球菌の感染病態重症化の作用機序について、汎用難燃剤と比較して明らかにすることを目的と
した。本研究ではホルマリン不活化肺炎球菌を用いたが、これによる明確なRSV肺炎の増悪化現象は認められな
かった。むしろ不活化肺炎球菌の複数回の前投与により、感染初期における強い炎症抑制作用が見出され、肺に
おけるRSV増殖のピーク時においても有意なウイルス増殖抑制効果が認められた。これらの作用機序を解析する
ことで、新たなRSV感染症対策に応用できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To reveal effects of Streptococcus pneumoniae on the exacerbation of 
RSV-induced pneumonia, effects of formalin-inactivated the bacteria (SP) on RSV infection in mice 
were investigated.Single intranasal exposure to SP did not show any exacerbation of pneumonia in 
RSV-infected mice on day 5 post-infection, compared with a brominated flame retardant TBBPA. By 
three times exposure to SP, the levels of proinflammatory cytokines, such as TNF-α and IL-6, in 
bronchoalveolar lavage fluid were strongly suppressed rather than enhancement of inflammation in 
RSV-infected mice on day 1 post-infection. The tendency to alleviate pneumonia due to the 
SP-exposure was also found in histopathological analysis. Pulmonary viral titers were significantly 
decreased due to SP-exposure in RSV-infected mice compare with the control on day 5 post-infection.
　Analysis for the mechanism of action of our findings should contribute to establish novel approach
 for reduction of exacerbation of RSV-induced pneumonia.

研究分野： 微生物学

キーワード： RSウイルス　肺炎球菌
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１．研究開始当初の背景 
Respiratory syncytial（RS）ウイルスは、

ほぼすべての乳幼児に感染し上・下気道炎な
ど風邪症状を発症するが多くは重症化しな
いのに対して、循環器系への障害や免疫系の
機能・発達に障害がある小児が感染すると重
篤な肺炎を併発することが知られている。そ
して現在、感染流行の拡大とそれに伴った肺
炎など重症化症例数の増加は医療行政上の
重要な問題である。この重症化のメカニズム
については、今まで宿主側の免疫低下と考え
られており、実際私たちの確立した環境化学
物質の評価系は、この RS ウイルス感染病態
が宿主の免疫状態を良く反映することに着
目したものである。近年、肺炎球菌などの重
複感染が重症化に関与することが分かって
きたが、詳細は未だ不明である。肺炎球菌は
ほぼ全ての人の口腔内に常在しているため、
RS ウイルス肺炎重症化へのリスク要因であ
るとすると予防が困難である。そして RS ウ
イルス感染症と肺炎球菌の相互作用は今ま
で報告されていない。私たちの研究グループ
は RS ウイルス感染マウスモデルを利用して
臭素化難燃剤の免疫影響など多くの知見を
得てきた。本研究テーマで RS ウイルス重症
化と肺炎球菌の因果関係を細胞レベルで明
らかにできれば、重症化を抑制するための多
くの情報が得られると思われた。 
  
２．研究の目的 
RS ウイルス感染マウスモデルを用いて、今

まで環境化学物質の影響評価で蓄積した RS
ウイルス感染病態の増悪化や初期感染応答
の不具合などの様々な知見を利用し、臨床上
で問題になってきた RS ウイルス感染病態の
重症化に関する肺炎球菌の作用について、汎
用難燃物質テトラブロモビスフェノール A
（TBBPA）をツールに用いて解明することを
目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 肺炎球菌 
三 種 類 の 肺 炎 球 菌 を 用 い た （ SP-1, 

ATCC49619 標準株; SP-2, JCSP16 マクロライ
ド耐性株; SP-3, JI2001-13 莢膜型）。これら
の菌は 5％羊血液寒天培地で増やしたのち、
10%ホルマリン/ phosphate buffered saline 
(PBS)中で室温、60 時間インキュベートして
不活化した。なお、鏡検と追加培養確認試験
後に生物実験に利用した。 
 

(2) RSV マウス感染実験 
不活化肺炎球菌を PBS に均一懸濁・稀釈し

た。ウイルス感染前にこれらの試料を 100 uL
ずつ 2-4 × 106 cfu になるように BALB/c マ
ウス（雌性、6週齢）に麻酔下（ketamine 40 
ug/g, xylazine 6 ug/g、筋注）で経鼻投与
した。なお、対照には PBS を投与した。投与
後、RSV A2 株 5 × 105 PFU を麻酔下で経鼻
感染させた。RSV 感染 1 および 5 日後に麻酔

下でマウス気道にカテーテル経由で冷 PBS 
0.8 mL を注入し、肺胞洗浄液（BALF）を取得
した。BALF は使用時まで-80℃に保管した。
BALF 中のケモカイン・サイトカインレベルは、
ELISA やタンパクアレイで解析した。肺は中
性ホルマリンを気道より注入し、結索後に摘
出しホルマリン固定を行った。肺組織は、HE
染色法で解析した。なお、ウイルス量を測定
するための肺組織は、液体窒素で急速凍結し、
-80℃に保管した。 
 
(3) In vitro感染実験 
RAW264.7 細胞を懸濁した三種類の不活化

肺炎球菌と共に 24 時間培養した。その後、
RS ウイルス（MOI=1）を感染させて、さらに
培養を継続した。培養上清中の TNF-α量を
ELISA で測定した。 
 

４．研究成果 
(1) 不活化肺炎球菌の RS ウイルス感染培養
マクロファージへの影響 
 RS ウイルス感染の初期標的細胞と考えら
れている肺胞マクロファージへの作用を検
討するため、培養マクロファージ RAW264.7
細胞への作用を調べた。3 種類ともに添加量
に依存して TNF-α産生増強効果が認められ
た。一方、RS ウイルス非感染条件下では、SP-1
と-2 では高用量においても TNF-α量の増加
が見られた。これらの結果から SP-3 が選択
的にRSウイルス感染に影響を及ぼすと考え、
in vivo 試験に使用することとした。なお、
動物実験は九州保健福祉大学動物実験に関
する規則に従って、安全面および倫理面に配
慮して適正に実施した。 
 
(2) 不活化肺炎球菌の RS ウイルス感染マウ
スにおける肺炎への影響 
 不活化肺炎球菌 SP-3 投与 5日後に RSウイ
ルスを感染させ、感染5日後のBALF中のCCL5
などを ELISA で測定した。その結果、ばらつ
きは大きいが、肺炎増悪化現象と思われる産
生増強が認められた。これらの結果の再現性
を確認するため、難燃剤 TBBPA を対照に増悪
化の最適条件を探索することに注力した。し
かしながら、肺炎球菌 SP-3 刺激のタイミン
グ（感染 5,3 あるいは 1日前）や刺激量を変
えた一連の実験で、使用するウイルスのロッ
トが替わったところ、RS ウイルス肺炎増悪化
現象を確認することができなかった。そこで、
マウスにウイルスを感染させず、SP-1
（ATCC49619 標準株）と SP-3 刺激のみで翌日
の BALF 中の TNF-α量を指標に影響検討を実
施したところ、SP-1 による応答性が高いこと
が判明し、ウイルス感染初期への検討など以
後の試験に利用することにした。 
 
(3) 不活化肺炎球菌の RS ウイルス感染マウ
スにおける感染初期応答への影響 
 SP-1 を感染 5,3,1 日前に投与後、ウイルス
感染1日後での影響評価を試みた。その結果、



RSV 感染で誘導される BALF 中の TNF-α量が、
不活化 SP-1 投与で顕著に減少することが判
明した（図-1）。そこで、この BALF 中のケモ
カイン/サイトカインの変動について、タン
パクアレイを用いて網羅的に解析した。その
結果、CCL3 や IL-6 など炎症性サイトカイン
類も顕著に抑制されることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-1 SP-1 の TNF-α産生への影響 
 
これらの現象を細胞および組織レベルで

確認するため、BALF 中の浸出細胞をライトギ
ムザ染色法で、肺組織をHE染色で検討した。
SP-1 投与のみでは殆どが単核球の浸出であ
ったのに対して、RS ウイルス感染群のマウス
では、単核球と好中球が多くみられた。しか
し、SP-1 投与の有無による明確な差はなかっ
たが、投与による浸出細胞の幼若化が一部認
められた。肺組織では、SP-1 投与群では軽微
な炎症が認められたが、RSウイルス感染によ
る肺炎像に病理学的な明確な差は認められ
なかった。 
 これらの結果を受けて、同様の投与スケジ
ュールで感染5日後の肺組織でのウイルス感
染価を測定した（図-2）。その結果、有意な
ウイルス感染抑制効果が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-2 SP-1 のウイルス感染価への影響 
 
本研究を通して、RS ウイルス肺炎増悪化作

用に関しては、不活化肺炎球菌の増量や RS
ウイルス感染前後での投与スケジュールを
検討したが、明確な RS ウイルス肺炎の増悪
化結果は得られなかった。これは、ホルマリ
ンで不活化した肺炎球菌では菌自体の産生
因子などが欠如するため、臨床を反映できな
い可能性が高いと考えられた。一方、初期炎
症抑制効果に関しては、不活化 SP-1 投与に
より肺組織における RS ウイルス増殖のピー

ク時での有意なウイルス増殖抑制効果が認
められた。また、病理組織学的には、肺葉で
のばらつきはあるが炎症細胞の浸潤抑制も
見られ、回復期（感染後 14 日）でもその傾
向が認められた。以上の結果より、RS ウイル
ス肺炎の重症化への肺炎球菌の関与は明確
にできなかった。しかし、不活化肺炎球菌の
RS ウイルス感染初期での強い炎症抑制効果
を見出し、この作用機序を解析することは新
たな RS ウイルス感染症対策に応用できる可
能性が示された。 
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