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研究成果の概要（和文）：肺炎球菌感染症に対しては，細菌―宿主の感染メカニズム解析に基づく更なる感染制御法の
検索が重要である．本研究では，肺炎球菌の主要な病原因子である菌体内毒素ニューモリシンに着目し，免疫細胞に対
する細胞死誘導能、および肺炎球菌の免疫回避機構について解析した．その結果，肺炎球菌はニューモリシンにより好
中球の細胞死を誘導し，結果として過剰なエラスターゼが放出されることが明らかとなった．これを起点として肺炎球
菌は肺傷害を誘導し，宿主の免疫による排除から回避する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pneumoniae is a Gram-positive bacterium that is a leading cause of 
bacterial pneumonia. It was suggested that excessively activated neutrophils release proteinases such as 
elastase that contribute to lung injury in severe pneumonia. However, underlying mechanisms are not fully 
understood. In this study, we investigated the effects of pneumococcal pneumolysin against neutrophils. 
Our findings suggest that S. pneumoniae induce neutrophil cell death caused by pneumococcal autolysis and 
subsequent release of pneumolysin and may trigger neutrophil elastase-dependent lung injury.

研究分野：微生物学
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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 12万
を超えており，特に 70歳以上の死亡者が
多く，かつ増加し続けている．したがって，
超高齢社会を迎える今日において，高齢者
に好発する呼吸器感染症を予防すること
は喫緊の課題と云える．しかしながら，口
腔・鼻腔・上下気道を介して発症する肺炎
は，医歯学の境界領域の感染症であり，医
学基礎領域においてはほとんど研究され
ていない．また，主たる肺炎起因菌
Streptococcus pneumoniae（肺炎球菌）
は薬剤耐性化が進行し，ペニシリン系，セ
フェム系，およびマクロライド系薬剤など
に抵抗性を示す多剤耐性菌の登場が報告
されている．そのため，抗生剤に代わる新
たな治療方法の開発が急務となっている． 
 以上のことから，現在の肺炎球菌感染症
に対しては，細菌―宿主の感染メカニズム
の解析結果に基づく感染制御法の検索が
重要だと考えた．そこで，本研究期間では， 
申請者がこれまでに蓄積した研究手法や
知見を基盤として，肺炎重症化機構を細菌
と宿主の両面から分子レベルで解析し，長
期的な治療・予防法研究の足掛かりとする． 
 
２．研究の目的 
 
申請者は，歯周病という口腔内に特有の
慢性細菌性感染症に着目し，口腔細菌と自
然免疫との相互作用について研究を行っ
てきた．口腔細菌の病原因子が補体成分
C5を分解して積極的に活性化C5aを産生
し，好中球を遊走させながらも C5a 受容
体と TLR2 のクロストークを撹乱するこ
とで宿主による排除から逃れ，慢性化する
ことを明らかにした (Wang, M., Krauss, 
J.L., Domon, H. et al., Sci Signal. 2010)．
この知見は，全身感染症である肺炎等では
全く研究されていないことである．肺炎患
者や肺炎病態の動物モデルでは，血清中お
よび肺組織における C5a 濃度の上昇が見
られると報告されている．さらに，C5a
受容体を撹乱するためには TLR2 とのク
ロストークが必要であるが，肺炎球菌の細
胞壁の構成成分が TLR2 のリガンドであ
ることから，肺炎球菌が口腔細菌と同様の
機構を用いて好中球の殺菌機構から逃れ
る可能性を考えた．すなわち，「肺炎球菌
が宿主の補体系を破綻させることで，好中
球を感染局所に遊走させながらも殺菌さ
れず，好中球内在性の酵素を過剰放出させ
て肺組織を破壊しながら，感染拡大を果た
し重症化を起こす」という仮説である．こ
れらの基礎的研究仮説ならびに臨床知見
を踏まえ，肺炎球菌による肺炎モデルマウ
スを用い，同菌に対する宿主の免疫応答と
排除機構，また排除からの回避機構を解明
するため，補体免疫と好中球免疫の撹乱の

観点から，免疫学的，分子生物学的手法を
用いて解析する． 

 
３．研究の方法 
 
２ヶ年計画の研究初年度は，肺炎球菌の
産生するプロテアーゼが C5 を分解して活
性型 C5a を産生する能力があるか，そして
TLR-C5a 受容体のクロストークを利用して，
肺炎球菌がマクロファージや好中球による
殺菌から逃れるかどうかに焦点を当てて研
究を行う．TLR2-C5aRのクロストークが確
認されなかった場合，肺炎球菌を認識する
TLR と好中球の肺への浸潤の二つに焦点を
当て，研究を行う． 
 計画２年目は，ヒト細菌性肺炎を模し，
マウス肺炎モデルを構築する．ついで，感
染後の肺における炎症応答を組織学的に評
価すると共に，各種炎症性サイトカイン等
の発現の変動を検討する．また，生体にお
ける肺炎球菌の排除能を C5a 受容体，およ
び TLRノックアウトマウス，あるいは好中
球枯渇マウスを用いて評価する．最終的に
は，本研究の仮説を検証するため，抗体あ
るいは C5a 受容体アンタゴニストを用いて
C5a の活性を抑制し，好中球の肺への遊走
を阻害することが炎症の抑制と治療に適し
ているか検討を行う． 
 
４．研究成果 
【平成 26 年度】 
 
（1）肺炎球菌の補体成分 C5 分解能 
肺炎球菌 D39株もしくはその培養上清を
用い，補体成分 C3および C5と混合した後，
ウェスタンブロットにて補体成分に対する
分解能を検討した．しかしながら，今回の
実験条件下では明確な分解能が認められな
かった． 

 
（2）肺炎球菌による TLR2-C5aR のクロスト
ーク撹乱現象の有無 
肺炎球菌 D39 株を感染させた好中球に

C5aを添加し，1-3時間後に貪食された菌に
対する殺菌能を比較したが，明らかな殺菌
能の低下は認められなかった． 

 
（3）肺炎球菌菌体に対する菌体認識 TLR  
ヒト単球系細胞株 THP-1を肺炎球菌 D39
株，熱処理した死菌，もしくは肺炎球菌の
培養上清にて感染・刺激を行ったところ、
生菌感染によるサイトカイン産生の上昇が
有意に認められた．一方で，死菌もしくは
培養上清刺激においてはサイトカイン産生
が僅かであった．さらに，生菌感染時，サ
イトカラシン Dを用いて単球細胞内への肺
炎球菌の取り込みを抑制すると，有意にサ
イトカイン産生が減少することが明らかと
なった．これらの結果より，肺炎球菌は好
中球の細胞膜上のレセプターに認識される



と同時に，貪食後の細胞内においても認識
を受け，サイトカイン産生を誘導している
ことが明らかとなった． 

 
【平成 27年度】 
平成 26 年度の結果より，肺炎球菌が

TLR2-C5aR のクロストークを利用している
ことが確認されなかった．したがって，当初
計画どおりに進まない時の対応として，肺炎
球菌を認識する TLR，好中球の肺への浸潤お
よび肺炎球菌の免疫回避機構に焦点を当て
た． 
 
（4） 肺炎球菌の菌体内毒素ニューモリシン
の遺伝子組換え体の作製 
ニューモリシンは，TLR 認識と密接な関
わりがあり，またその細胞毒性により好中
球を破壊することが報告されている．そこ
で平成 27年度は，まず大腸菌発現系を用い，
ニューモリシンの遺伝子組換え体を作製し
た． 

 
（5） 好中球に対するニューモリシンの細胞
毒性 
新潟大学倫理委員会の承認のもと（承認
番号:25-R9-07-13），ヒト由来の好中球を単
離した．次に，ニューモライシンを培地に
添加し作用を解析した．その結果，ニュー
モリシンは好中球の細胞膜に結合して破壊
し，細胞死を誘導すること（図 1），細胞死
した好中球はエラスターゼを過剰に分泌す
ること（図 2）が明らかとなった． 

 

 
 

 

（6） in vitroにおける好中球エラスターゼの
肺炎球菌殺菌作用 

 肺炎球菌培地中に好中球エラスターゼを
各種濃度で添加して 6 時間インキュベート
し，その殺菌能を評価した．結果，肺炎球
菌はエラスターゼ存在下においても生菌数
に影響が認められなかった． 

 
（7）ニューモリシンのターゲット分子の検
索 
他の細菌種由来の孔形成毒素は，P2X7レ
セプターに結合して病原性を発揮すること
が報告されている．免疫組織化学を用いて
細胞死が誘導された好中球を解析すると，
ニューモリシンと P2X7 レセプターの共局
在像が確認された．また，P2X7レセプター
アンタゴニストの作用によりニューモリシ
ンによる細胞死が抑制されることが明らか
となった．一方，ニューモリシンを作用さ
せた好中球においてTNF産生誘導は認めら
れなかったことから，少なくともニューモ
リシン単独ではTLRに認識されないことが
判明した． 
 以上の結果より，肺炎球菌はニューモリ
シンを放出することで肺胞中に浸潤する好
中球を細胞死させ，エラスターゼを放出さ
せながらも自らは殺菌されず，宿主による
排除から回避していることが明らかとなっ
た．今後，好中球が放出したエラスターゼ
と肺炎の重症化についての解析を行う予定
である 
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