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要約 

 Streptococcus pneumoniae は，肺炎や敗血症の主な原因菌として知られている．S. 

pneumoniae が産生するコリン結合タンパク質（Choline-binding protein：Cbp）は，細胞

壁に含まれるホスホリルコリンへの結合を介して菌体表層に局在し，様々な生物学的

機能や病原性に重要な役割を果たす．本研究では，詳細な機能が不明であるCbpLおよ

び CbpJが，S. pneumoniaeの病原性に果たす役割を検討した． 

 全ゲノムが解読された S. pneumoniae 28株について，cbpLおよび cbpJ 遺伝子の分布

を BLAST プログラムにより検索した．その結果，cbpL 遺伝子は全ての株に存在し，

そのうち 7株でフレームシフト変異を認めた．一方，cbpJ 遺伝子は 28株中 18株に存

在しており，フレームシフト変異を持つ株は認められなかった．CbpL と CbpJ の機能

を検討するため，S. pneumoniae TIGR4株を親株として，cbpL と cbpJ の遺伝子欠失変

異株をそれぞれ作製した．各菌株をそれぞれマウスに経鼻感染させ，マウス肺炎モデ

ルとして使用した．マウスの生存率を比較した結果，cbpJ 欠失変異株感染マウスは，

野生株感染マウスと比較して，有意に高い生存率を示した．生存率の結果と相関して，

感染 24 時間後の肺胞洗浄液中の菌数は cbpJ 欠失変異により有意に減少した．野生株

感染 24 時間後の肺組織像には著しい炎症像が認められた一方，cbpJ 欠失変異株感染

マウスの肺組織の炎症は軽度であった．cbpL 欠失変異株の病原性は，野生株と比較し

て，減弱する傾向が認められたが，有意な差は確認されなかった．CbpL と CbpJ が好

中球による殺菌からの回避に及ぼす影響を検討するため，ヒト好中球と各菌株を混和

し，培養後の生菌率を比較した．その結果，cbpL 欠失変異株と cbpJ 欠失変異株は，

野生株と比較して，有意に低い生菌率を示した．さらに，cbpJ 欠失変異株と好中球を

混和させた後に組換え CbpJ を添加したところ，生菌率は有意に上昇した．また，肺胞
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上皮細胞株への菌体付着率に各菌株間で有意差は認められなかった．これらの結果か

ら，CbpL および CbpJ は好中球による殺菌回避に寄与する一方で，肺胞上皮細胞への

付着因子として機能しないことが示唆された．次に，マウス敗血症モデルにおける各

菌株の病原性を検討した．各菌株を経静脈感染させ，マウス生存率を比較したところ，

各菌株間で差は認められなかった．また，マウス血液中における各菌株の生菌率を比

較したところ，いずれも同程度の生菌率を示した．そこで，血漿成分が cbpL および

cbpJ の発現に与える影響を定量的 PCRにより比較した．その結果，血漿成分の添加に

より，各遺伝子の転写量は有意に減少した．したがって，血中では cbpL および cbpJ

の発現量が低下し，血流感染時の病原性に関与する可能性は低いことが示唆された． 

 以上の結果から，CbpL は好中球による殺菌に抵抗性を示すものの，マウス肺炎モデ

ルおよびマウス敗血症モデルでは病原性に有意な影響を与えなかった．一方で，CbpJ

は肺感染時において，好中球による殺菌からの回避に寄与し，S. pneumoniae の病原因

子として働くことが示唆された． 
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はじめに 

 Streptococcus pneumoniae は，血液寒天培地上でα溶血性を呈する通性嫌気性のグラ

ム陽性双球菌である．莢膜多糖の抗原性により，97 種類以上の血清型に分類される．

健常である小児や成人の上気道，鼻腔および口腔内に常在する一方，中耳炎や肺炎だ

けでなく，敗血症や髄膜炎といった侵襲性感染症を惹き起こす．侵襲性感染症の成立

過程における S. pneumoniaeの免疫回避機構の詳細は不明である． 

 S. pneumoniae の下気道感染により，世界で毎年約 120 万人以上が死亡していると推

計されている 1)．この下気道感染症は，5歳未満の小児の主要な死因であり，2015年に

は約 30万人の小児が命を落としている 2)．現在，S. pneumoniae感染症に対して，莢膜

多糖を抗原とするワクチンが使用されている．わが国の小児に使用されているワクチ

ンが対象とする血清型は，１，3，4，5，6A，6B，7F，9V，14，18C，19A，19F，

23F である．ワクチンの導入によって，世界的には S. pneumoniae 感染症による 5 歳未

満の小児の死亡者数は，2000 年から 2015 年の間でほぼ半減した 2~4)．日本における 5

歳未満の小児についても，ワクチン導入によって，S. pneumoniae による侵襲性感染症

の罹患率は，同様に減少した 5)．しかし，莢膜多糖を抗原とするワクチンによる感染

防御効果は，ワクチンの対象である血清型に限局される．ワクチン導入後に，ワクチ

ン対象外の血清型による感染症は増加している 4, 6, 7)．ワクチン導入前と比較して，ワ

クチン対象外の血清型の分離頻度は，約 3 倍に増加した 8)．近年，血清型 12F，15A，

24F の分離頻度が増加している 8）．そのため，S. pneumoniae 感染症を制御する新たな

ワクチン抗原として，血清型間で広く保存され，抗原性が高い菌体表層タンパク質が

着目されている． 
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 S. pneumoniae の細胞壁は，ペプチドグリカン，タイコ酸，リポタイコ酸によって構

成されている．タイコ酸とリポタイコ酸には，ホスホリルコリンが非共有結合してい

る．S. pneumoniaeの菌体表層タンパク質の一種であるコリン結合タンパク質（Choline-

binding protein：Cbp）は，コリン結合性リピート領域を有し，ホスホリルコリンとの

結合を介して，菌体表層に局在している 9)．S. pneumoniae のコリン結合タンパク質に

は，補体活性化の抑制により好中球の貪食に抵抗性を与える Pneumococcal surface 

protein A（PspA）10,11) や CbpA12,13)，自己融解酵素である LytA14) などの重要な病原因子

が含まれる．また，PspA は，多くの S. pneumoniae 株に保存されており，動物感染モ

デルでの感染防御抗原としての可能性が示されていることから 15)，タンパク質ワクチ

ン抗原候補として注目されている．PspA はアミノ酸配列から 3 つのファミリー，6 つ

のクレードに分類されている 16)．しかし，ファミリー，クレード間で必ずしも免疫交

差性が認められない 17)．そのため，異なるファミリーの PspAの抗原部位を融合するこ

とによって広範な S. pneumoniae 株に対して効果を示す PspAワクチン抗原が構築され

ている 18)． 

 本研究では，S. pneumoniae のコリン結合タンパク質のうち，病原性との関連が不明

な CbpLおよび CbpJに着目した．CbpLは，9つのコリン結合ドメインの繰り返し構造

を有し，アミノ基末端側（N 末端側）とカルボキシル基末端側（C 末端側）には，そ

れぞれ細胞外カルシウム結合ドメインとリポタンパク質ドメインを有する．また，N

末端側のアミノ酸残基 24 番目と 25 番目の位置に推定シグナルペプチダーゼの認識部

位を有している．すでに立体構造が解明されており，全長 180Åを超える細長い形状を

示し，細胞外にカルシウム結合ドメインを露出することが示唆されている 19)．CbpJ は，

C 末端側に 6 つのコリン結合ドメインの繰り返し構造を有するが，他の機能ドメイン
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構造は認められない．S. pneumoniae TIGR4 株を親株として，それぞれの遺伝子欠失変

異株を作製した．得られた遺伝子欠失変異株を用い，肺胞上皮細胞に対する付着試験，

好中球殺菌試験，およびマウス感染実験を行い，S. pneumoniae の病態形成に果たす役

割を検証した． 
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材料と方法 

1. 使用菌株と培養細胞株 

 本研究で使用した細菌株およびプラスミドを表 1 に示した．S. pneumoniae の培養に

は，酵母エキス（Becton Dickinson and Company，Franklin Lakes，NJ，USA）を重量体

積比 0.2％になるように添加した Todd-Hewitt 液体培地（THY; Becton Dickinson and 

Company），重量体積比 1.5%の寒天（和光純薬，大阪，日本）を含む THY 寒天培地，

または羊脱繊維血液（日本バイオテスト研究所，埼玉，日本）を重量体積比 5%になる

ように添加した THY血液寒天培地を用いて培養した．また，必要に応じて，スペクチ

ノマイシン（ナカライテスク，京都，日本）を最終濃度 120 µg/mL になるように添加

して用いた．Escherichia coli XL-10 Gold 株（Agilent，Santa Clara，CA，USA）は，

Luria-Bertani液体培地（LB; ナカライテスク），またはLB寒天培地を用いて培養した．

E. coli の形質転換株の選択には，カルベニシリン（ナカライテスク）もしくはスペク

チノマイシンをそれぞれ最終濃度が 100 µg/mLと 120 µg/mLになるように添加した． 

 ヒト肺胞上皮由来の細胞株 A549（ATCC CCL-185）は，10％ウシ胎児血清（FBS; 

Thermo Fisher Science，Waltham，MA，USA）含有ダルベッコ改変イーグル培地（D-

MEM：和光純薬）にて 37˚C，5% CO2存在下で培養した．ヒト白血病細胞株 HL-60 は

10％FBS 含有 RPMI-1640 培地（RPMI：和光純薬）にて，37˚C，5% CO2存在下で培養

した． 
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表1. 本研究に使用した菌株とプラスミド 

 

 

2. in silico ゲノム解析 

 S. pneumoniae TIGR4 株の全ゲノム配列は， National Center for Biotechnology 

Information（NCBI）の GenBank（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE005672.3）よ

り入手した．全構造遺伝子から，Cbp モチーフをコードする遺伝子を選出した．シグ

ナル配列は，SignalP 4.1 サーバー（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）により推定

した．機能ドメインは，MOTIF Search（https://www.genome.jp/tools/motif/）にて，

PROSITE，Conserved Domain Database，および P-famを使用し，検索した 20~22)． 

 

3. 組換えタンパク質の作製 

 プラスミド構築に使用したプライマーを表 2 に示した． 推定シグナルペプチド配列

をコードする部位を除いた cbpJ 遺伝子配列について，GENEius ソフトウェア

（Eurofins Genomics，Brussel，Belgium）を用いてコドン配列を E. coli での発現に最適

化させ，人工 cbpJ DNAを合成した．合成 DNAを鋳型として，cbpJ 遺伝子に特異的な

プライマー（表 2： pQEcbpJOPTiF / pQEcbpJOPTiR および pQEcbpJOPTvF / 

pQEcbpJOPTvR）を用いて PCR で増幅した．GeneArt™ Seamless Cloning and Assembly 
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Enzyme Mix（Thermo Fisher Science）を用いて，PCR産物を pQE-30プラスミド（Qiagen，

Hilden，Germany）に組込み，発現プラスミドを構築した．E. coli XL-10 Gold株に発現

プラスミドを形質転換し，形質転換体をカルベニシリン含有 LB培地 100 mLで 37˚Cに

て振盪培養した．波長 600 nm における吸光度（OD600）が 0.4 の時点で，最終濃度 1 

mM のイソプロピル-α-D-チオガラクトピラノシド（和光純薬）を添加した．16˚C で

24 時間培養した後，菌体を回収した．菌体をリン酸緩衝生理食塩水（PBS：137 mM 

塩化ナトリウム，10 mM リン酸水素二ナトリウム，2.68 mM 塩化カリウム，1.47 mM 

リン酸二水素カリウム）20 mL に懸濁し，リゾチーム（Roche Diagnostics，Basel，

Switzerland）を最終濃度 0.25 mg/mLとなるように添加した．4˚Cで 30分間反応させた

後，超音波破砕機（UD-201：トミー精工，東京，日本）を用いて 10分間の間欠的な超

音波破砕（DUTY 30，OUT PUT 4）を行った．遠心分離（4˚C，8000 × g，20分間）に

より得られた上清画分を Econo-Pac Chromatography Colum（Bio-Rad，Hercules，CA，

USA）に充填した TALON Metal Affinity Resin（タカラバイオ，滋賀，日本）と混和し，

4˚Cで一晩振盪した．20 mLの PBSで 5回洗浄した後，5 mLの溶出緩衝液〔50 mM リ

ン酸ナトリウム緩衝液 (pH 8.0)，300 mM塩化ナトリウム，250 mM イミダゾール〕を

添加し，溶出液を回収した．その後，溶出液を計 3 L の PBS に対して透析し，溶液を

置換した．精製タンパク質の濃度は，BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Science）で

測定した． 

 

4. 定量的 PCR  

 血漿成分存在下における cbpL 遺伝子と cbpJ 遺伝子の発現量を比較するため，S. 

pneumoniae TIGR4株を 5 mLの THY培地で対数増殖初期（OD600 = 0.4～0.5）まで培養
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した．遠心分離（4˚C，13,000 × g，7分間）により，上清を除去した後，体積比で 0，

10，もしくは 50％のヒト血漿を含む RPMI培地 5 mL で再懸濁を行い，37˚C で 3 時間

培養した．ヒト血漿は，健常成人の肘正中皮静脈より採取した血液から調整した．血

液に最終濃度が 30 units/mL となるようにヘパリン（持田製薬，東京，日本）を添加し，

遠心分離（25˚C，500 × g，10分間）を行い，上清を血漿として用いた． 

 S. pneumoniae各菌株の lytA 発現量を比較するため，5 mLの THY培地中で，対数増

殖期初期（OD600 = 0.4），対数増殖期中期（OD600 = 0.8），定常期（OD600 = 1.2）に達す

るまで培養した．また，死滅期のサンプル検体として 24時間後（OD600 = 0.5～0.6）ま

で培養した菌体を用いた．各菌株の全 RNAは，RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて抽

出した．ついで，ランダムプライマーおよび SuperScript IV VILO Master Mix（Thermo 

Fisher Science）を用いて逆転写反応を行い，全 RNAから相補鎖 DNA（cDNA）を合成

した．次に，cDNA を鋳型として，各遺伝子に特異的なプライマー（表 2：TIGR4 

16SrRNAF / TIGR4 16SrRNAR，lytA qPCR_F / lytA qPCR_R，cbpL qPCR_F / cbpL qPCR_R

および cbpJ qPCR_F / cbpJ qPCR_R）および SYBR® Green Realtime PCR Master Mix（東

洋紡，大阪，日本）を用い，StepOnePlus Real-Time PCR system（Thermo Fisher Science）

にてインターカレーター法で定量的 PCR を行った．16S rRNA を内部標準遺伝子とし

て，ΔΔCt法にて相対定量を行った． 

 

5. 遺伝子欠失変異株の作製 

 cbpL，cbpJ 遺伝子の上流および下流領域，およびスペクチノマイシン耐性遺伝子

aad 9について，特異的なプライマー（表2：T4cbpLKOuF / T4cbpLKOuR，T4cbpLKOaF 

/ T4cbpLKOaR，T4cbpLKOdF / T4cbpLKOdF，T4cbpJKOuF / T4cbpJKOuR，T4cbpJKOaF  
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/ T4cbpJKOaR，T4cbpJKOdF / T4cbpJKOdF）を用いて PCR にて増幅した．オーバーラ

ップ PCR で 3 種の DNA 断片を連結させ，精製した．Competence stimulating peptide

（CSP）を用いる形質転換は，Bricker らの方法に従って行った 23)．S. pneumoniae 

TIGR4株を改変 THY培地（1 mM 塩化カルシウム，0.5%グリシン，0.2%ウシ血清アル

ブミン含有 THY培地）で一晩培養し，培養菌液 150 µLを改変 THY培地 5 mLに添加

し，37˚C で OD600 の値が 0.03 に達するまで培養した．培養菌液 1 mL に最終濃度 500 

ng/mLとなるようにCSP-2（ニッピ・バイオマトリックス研究所，茨城，日本）を添加

して，37˚Cで 14分間培養後，培養菌液 200 µLに上記の DNA断片を添加した．菌液を

37˚Cで 1時間培養後，THY培地で 4倍に希釈し，37˚Cでさらに 2時間培養した．その

後，スペクチノマイシン含有 THY寒天培地に播種して，組換え体を選択した． 

 ゲノム DNA は， Dr. GenTLE™ (from Yeast) High Recovery（タカラバイオ）を用い

て，抽出した．抽出したゲノム DNAを鋳型 DNAとして，cbpL および cbpJ 遺伝子上

流領域のプライマーと下流領域のプライマー（表 2：T4cbpLKOuF / T4cbpLKOdF およ

び T4cbpJKOuF / T4cbpJKOdF）を用いた PCR と電気泳動によって，組換えが行われて

いることを確認した． 

図 1. cbpL，cbpJ欠失変異株の作製 

cbpL または cbpJ 遺伝子の上流領域DNAと下流領

域 DNA をスペクチノマイシン耐性遺伝子である

aad 9遺伝子と，PCRにより連結させ，TIGR4株に

形質転換した．点線で表示する部位での相同組換え

により，cbpLと cbpJ 遺伝子は aad 9遺伝子に置換

される． 
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表 2. 本研究で使用したプライマー 

 

 

6. 増殖曲線の比較 

 S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株，もしくは cbpJ 欠失変異株を OD600の値が

0.4 に達するまで培養し，遠心分離（4˚C，13,000 × g，7 分間）により菌体を回収した． 

菌体を PBSにて 1回洗浄した後，PBSに再懸濁し，OD600の値を 0.4に調整した．5 mL

の THY 培地に菌液を 150 µL 添加した後，37˚C で静置培養し，定常期まで 30 分毎に

OD600の値を測定した．定常期から死滅期の増殖速度を測定するため，上記と同様に，

37˚Cで 7時間の培養を行った後，1時間毎に OD600の値を測定した． 
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7. グラム染色 

 S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株，およびcbpJ 欠失変異株をTHY培地中で，

定常期（OD600 = 1.2）および死滅期（24 時間後の培養，OD600 = 0.5～0.6）まで培養し

た．菌液をスライドガラスに塗布し，火炎固定後，グラム染色液（I）（Sigma-Aldrich）

で 1 分間の染色を行った．水洗後，グラム染色液（II）（Sigma-Aldrich）で 1 分間の染

色を行った．水洗後，100% エタノール中で 20 秒間の脱色を行い，水洗後，グラム染

色液（Ⅲ）（Sigma-Aldrich）で 1 分間の染色を行った．再び水洗を行い，乾燥後，マリ

ノール（武藤科学株式会社，東京，日本）で封入した．その後，オールインワン顕微

鏡 BZ-X710（キーエンス，大阪，日本）にて検鏡を行った． 

 

8. ペニシリン Gに対する最小発育阻止濃度および最小殺菌濃度測定 

 ペニシリン G に対する最小発育阻止濃度（MIC）および最小殺菌濃度（MBC）の測

定は，山口らの方法で行った 24)．96ウェルプレートの各ウェルに 195 µLのペニシリン

G（ナカライテスク）THY 培地，ならびにペニシリン G を含まない THY 培地と 5 µL

あたり 0.5～1.0 × 104 CFUに調整した S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株変異，も

しくは cbpJ 欠失変異株を混和した．アネロパック（三菱ガス化学，東京，日本）を用

い，37˚C において嫌気条件下で 24 時間の培養を行った．ペニシリン G の最終濃度は

段階的に 8 µg/mLから 0.125 µg/mLとした．培養後，OD620の値を測定し，0.06以下を

完全に発育が阻害されていると判断した．発育阻害が生じる最小の抗菌薬濃度を MIC

とした．また，各培養菌液を 5 µL ずつ THY 血液寒天培地に播種し，嫌気条件下で，

24時間の培養を 37˚Cで行い，生育コロニーを観察した．コロニーが観察されない最小

の抗菌薬濃度をMBCとした． 
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9. ヒト肺胞上皮由来細胞 A549への S. pneumoniaeの付着試験 

 A549細胞への付着試験は，Ozeri および山口らの方法に改変を加えて行った25, 26)．

24ウェルポリスチレンプレート（Corning，Stuben，NY，USA）を用い，5 × 105 細胞

のA549細胞に対し，S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株，もしくは cbpJ 欠失変

異株を 5 × 106 CFUで感染させ，37˚C，5% CO2存在下で1時間培養した．PBSで2回洗浄

し，付着していない菌体を除去した後，0.2% EDTAを含む0.25% トリプシン溶液

（Thermo Fisher Science）を用いてA549細胞を回収した．細胞懸濁液をPBSにて段階希

釈し，THY血液寒天培地上に播種した．培養後に，生育したコロニー数を計測し，

A549細胞に付着した菌数を算定した．  

 

10. 好中球殺菌試験 

 HL-60細胞の好中球様細胞への分化は，Collinsらおよび Wenらの方法に改変を加え

て行った27, 28)．1 × 106 細胞/mLに調整したHL-60細胞に，ジメチルスルホキシドを最終

濃度1.2％になるように添加し，37˚C，5% CO2存在下で5日間の培養を行い，好中球様

に分化誘導した． 

 ヒト正常好中球を分離するため，健常成人の肘正中皮静脈より採取した血液に最終

濃度が30 units/mLとなるようにヘパリンを添加した．血球分離溶液 PolymorphprepTM

（Alere Technologies AS, Oslo, Norway）に血液を重層し，遠心分離（25˚C，450 × g，35

分間）を行った．遠心後，上清を除外し，ACK緩衝液〔150 mM 塩化アンモニウム，1 

mM 炭酸水素カリウム，0.1 mM EDTA（pH 7.2）〕を加えて溶血処理を行い，赤血球を

除去した．再び遠心分離して細胞を回収し，RPMI培地で2回洗浄した後，RPMI培地で

再懸濁し，細胞数を計測した． 



 14 

 HL-60細胞もしくは好中球と混和した後の菌の生菌率を比較するため，2 × 105 細胞

に対して，1 ×104 CFUの S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株，もしくはcbpJ 欠失

変異株を添加した．混和液を，37˚C，5% CO2存在下で静置培養した．培養3時間後ま

で１時間毎に培養液をTHY血液寒天培地に播種した．37˚Cで一晩の培養により，生育

したコロニー数を算定した．また，好中球による殺菌への抵抗性にCbpJが関与するか

について検討するため，cbpJ 欠失変異株に最終濃度が0～100 nMとなるように組換え

CbpJ（rCbpJ）を添加し，同様の実験を行った．  

 

11. マウス血液中における生菌率の比較 

 6 週齢の ICR 雌マウス（日本エスエルシー，浜松，日本）をペントバルビタールナ

トリウム（ソムノペンチル：共立製薬，東京，日本）の腹腔内投与（4.0 mg/匹）によ

り安楽死させた後，心臓穿刺によって血液を回収した．採取した血液に最終濃度が 30 

units/mLとなるようにヘパリンを添加し，180 µLのマウス血液と PBSで 5 × 105 CFU/mL

に調整した菌液 20 µL を混和し，37˚C，5% CO2存在下で 1～3 時間の培養を行った．

混和液を PBSで段階希釈した後，THY血液寒天培地に播種し，37˚Cでの一晩培養によ

り，生育したコロニー数を算定した． 

 

12. マウス感染実験 

 マウス敗血症モデルとして，6 週齢の ICR 雌マウス（日本エスエルシー）に 2 × 106 

CFUの菌懸濁液 100 µLをマウスの尾静脈から感染させた．マウス肺炎モデルとして，

同マウスに 3.0～5.0 × 107 CFUの菌懸濁液 20 µLをマウスの鼻腔から麻酔下で感染させ

た．麻酔を行うため，マウス 1匹あたり，塩酸メデトミジン 0.01 mg（ドミトール：日
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本全薬工業，福島，日本），ミダゾラム 0.13 mg（ドルミカム：アステラス製薬，東京，

日本），酒石酸ブトルファノール，0.17 mg（ベトルファール：Meiji Seika ファルマ，

東京，日本）の三種混合麻酔薬をマウスの腹腔内に投与した．両感染モデルで感染 14

日後まで 12 時間毎に生存状態を確認した．マウス肺炎モデルでは，感染マウスの肺内

の生菌数を検討するため，経鼻感染 24 時間後に，ペントバルビタールナトリウム（共

立製薬）の腹腔内投与（4.0 mg/匹）により安楽死させた後に，18G の注射針（テルモ，

東京，日本）で気管に穴を開け，1 mL シリンジを用いて 800 µL の PBS を気管内に投

与し，気管支肺胞洗浄液（Bronchoalveolar Lavage Fluid：BALF）として回収した．

BALFを PBS で段階希釈した後，THY血液寒天培地に播種し，一晩培養して生育した

コロニー数を算定した． 

 競合試験として S. pneumoniae 野生株と cbpJ 欠失変異株の菌数の比率を約 1：1.5で

混和し，計 2.5 × 107 CFUの菌を含む PBS 20 µLを麻酔下で経鼻投与した．感染 24時間

後にBALFを回収し，THY血液寒天培地およびスペクチノマイシン含有 THY血液寒天

培地に播種した．THY 血液寒天培地上に生育したコロニー数を野生株と cbpJ 欠失変

異株の合計菌数とし，スペクチノマイシン含有 THY 血液寒天培地上に生育したコロニ

ー数を cbpJ 欠失変異株の菌数とした．野生株に対する cbpJ 欠失変異株の菌数の比を

算出し，菌数相対比とした． 

 

13. ヘマトキシリン・エオジン染色 

 経鼻感染 24 時間後に採取した肺組織を 10％中性緩衝ホルマリン液（和光純薬，大

阪，日本）に浸漬させ，室温で一晩固定した．パラフィン包埋したサンプルから切片

を作製し，脱パラフィン処理と水洗の後にヘマトキシリン染色液とエオジン染色液で
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染色した．エタノールで脱水後にスライドガラスに封入し，オールインワン顕微鏡

BZ-X710で観察した． 

 

14. 統計学的解析 

 各実験は，少なくとも 3 回繰り返した．実験データの有意差検定には，Graphpad 

Prism7 ソフトウェア（GraphPad Software，Inc.，San Diego，CA，USA）を用いて

Mann-Whitney U 検定，Kruskal-Wallis 検定，Willcoxon の符号順位検定，One-way 

ANOVA および Tukey 多重比較検定もしくは Log-rank 検定を行った．全ての結果にお

いて，P < 0.05を以って有意差ありとした． 

 

15. 実験承認 

 本研究は，大阪大学遺伝子組換え実験委員会（承認番号：4037），病原体取扱安全管

理委員会 [病原体保持承認番号：23（歯学研究科）-6]，大阪大学動物実験委員会（承

認番号：動歯-28-002-0），大阪大学論理審査委員会（承認番号：H26-E43）の承認を得

て行った． 
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結果 

1. CbpLおよび CbpJのバイオインフォマティクス解析と欠失変異株作製 

 cbpL 遺伝子は，全ゲノムが解読されている S. pneumoniae 28株全てに存在し，その

うち 7 株でフレームシフト変異を認めた（図 2A）一方，cbpJ 遺伝子は 28株中 18 株

に存在するが，フレームシフト変異を持つ株は認められなかった．S. pneumoniae 

TIGR4 株の CbpJ には，N 末端側部のアミノ酸残基 27 番目と 28 番目の位置に推定シ

グナルペプチダーゼによる推定切断部位を認めた（図 2B）． 

 S. pneumoniae TIGR4株を親株として，CSPを用いた相同組換えにて cbpL 欠失変異

株および cbpJ 欠失変異株を作製した．得られた欠失変異株から抽出したゲノム DNA

を鋳型 DNA として，各遺伝子の上流領域と下流領域に対するプライマーセットを用

いて PCR を行った．cbpL 遺伝子に関して，野生株では 2917 bp，cbpL 遺伝子欠失変

異株では 2688 bp相当のバンドを確認した．また，cbpJ 遺伝子に関して，野生株では

2728 bp，cbpJ 遺伝子欠失変異株では 2499 bp相当のバンドが確認され，それぞれの遺

伝子について相同組換えが行われたことを確認した（図 2C）． 

 

2. CbpLおよび CbpJが S. pneumoniaeの自己融解に及ぼす影響 

 CbpLおよび CbpJが S. pneumoniaeの生育度に影響を及ぼすかを検討するために，野

生株，cbpL 欠失変異株および cbpJ 欠失変異株の生育度を検討した（図 3）．THY培地

中における対数増殖期の生育度は，cbpL 欠失変異により亢進する傾向を認めた．また，

定常期から死滅期では，cbpJ 欠失により OD600 の値が上昇したが，各菌株間で大きな

差は認められなかった（図 3）． 
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 S. pneumoniaeのコリン結合タンパク質において，LytA，LytB，LytC，およびCbpEが

細胞壁成分を分解する酵素として自己融解に寄与する 9, 29, 30)．また，CbpF は S. 

pneumoniae の自己融解の調節因子として作用する 31)．コリン結合タンパク質である

CbpLと CbpJが S. pneumoniaeの自己融解に及ぼす影響を検討するため，それぞれの株

の各時点における lytA 転写量の比較を行った．その結果，cbpJ 欠失変異株は対数増殖

期中期（OD600 = 0.8）および死滅期（OD600 = 0.5～0.6）の時点において lytA の転写量

が野生株と比較して有意に高かった（図 4）． 

 次に，定常期（OD600 = 1.2）および死滅期（OD600 = 0.5～0.6）の各菌株のグラム染

色を行い，形態を比較したところ，各時点で全ての菌株間で差は認められなかった．

定常期においては，各菌株とも多くの菌体が紫色に染色され，形態が維持されていた．

一方，死滅期においては，各菌株とも大半の菌体がピンク色に染色され，自己融解に

より細胞壁が分解されていることが示唆された（図 5）． 

 細胞壁の分解を伴う自己融解により，S. pneumoniae のペニシリンに対する感受性は

亢進することが報告されている 32)．そこで，野生株，cbpL 欠失変異株，cbpJ 欠失変

異株のペニシリン Gに対するMICおよびMBCを測定した．S. pneumoniae は，MICが

0.125 µg/mL 未満の場合にペニシリン G感受性と判定される 33)．野生株，cbpL 欠失変

異株，cbpJ 欠失変異株の MIC および MBCは 0.125 µg/mL 未満であり，ペニシリン G

に感受性を示した（表 3）． 増殖曲線とグラム染色像，および MIC 測定の結果から，

cbpLもしくは cbpJの欠失は，自己融解に大きな影響を与えないことが示唆された． 

  



 19 

 

 

 

 

 

 

図 2. CbpL，CbpJのドメイン構造および遺伝子欠失の確認 

A. 全ゲノムが解読された S. pneumoniae 28株におけるコリン結合タンパク質をコードする遺伝子の

分布を表す．青：遺伝子の存在，黄色：フレームシフト変異，灰色：遺伝子の欠落． 

B. CbpL および CbpJ は，それぞれ 332 アミノ酸残基で構成される．SS：シグナル配列，Exc：

Extracellular calcium-binding ドメイン，LP：リポタンパク質ドメイン，黄緑色のボックス：コリ

ン結合ドメイン． 

C. 遺伝子の欠失を確認するため，ゲノムDNAを抽出し，表 2に示したプライマーを用い PCRを行っ

た．M：分子量マーカー，WT：野生株，ΔcbpL：cbpL 欠失変異株，ΔcbpJ ：cbpJ 欠失変異株． 
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図 3. 野生株，cbpL欠失変異株および cbpJ欠失変異株の増殖曲線 

A. 対数増殖期から定常期までの増殖曲線，B. 定常期から死滅期までの増殖曲線を示す． 

野生株（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）および cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ) を THY液体培地を用

い，37℃で培養し，波長 600 nmにおける吸光度を測定した（n = 5）．3回の実験を行い，代表的なデ

ータを示している．誤差バーは標準誤差を示す． 

図 4. S. pneumoniaeの lytAの転写量測定 

野生株（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）および cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を対数増殖期初期

（OD600 = 0.4），対数増殖期中期（OD600 = 0.8），定常期（OD600 = 1.2）および死滅期（培養 24時間：

OD600 = 0.5～0.6）まで培養し，全 RNA抽出を行った．cDNA合成後，定量的 PCRにて lytA の転写

量を測定した（n = 8～9）．グラフ中の縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示す．統計解析は，

Mann-Whitneyの U検定により行った． 
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図 5. 定常期および死滅期における S. pneumoniaeのグラム染色像 

野生株（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）および cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を THY 液体培地中

にて，37℃で定常期または死滅期まで培養し，グラム染色を行った．各菌株について，定常期および

死滅期の代表的な像を示している．白枠は強拡大を示し，黒枠は強拡大した範囲を表す． 



 22 

表 3. ペニシリン Gの S. pneumoniaeに対する MICおよび MBC 

 

 

 

3. マウス肺炎モデル 

 CbpLおよび CbpJが S. pneumoniaeの病原因子として機能するかを，マウス肺炎モデ

ルを用いて調べた．野生株感染マウスと比較して，cbpJ 欠失変異株感染マウスの生

存率は有意に上昇した（図 6A）．また，経鼻感染 24時間後のBALF中の菌数は，cbpJ 

欠失変異株感染マウスでは，野生株感染マウスと比較して，有意に減少した（図 6B）．

cbpL 欠失変異株については，野生株感染時と比較して，マウスの生存率が上昇し，

BALF中の菌数も減少する傾向であったが，有意差は認められなかった． 

 

4. ヒト肺胞上皮細胞に対する付着試験 

 CbpL および CbpJ が付着因子として機能するかを解析するため，A549 細胞に対す

る S. pneumoniae 野生株，cbpL 欠失変異株，もしくは cbpJ 欠失変異株の付着率を調

べた．野生株と比較して，cbpL 欠失変異株および cbpJ 欠失変異株の A549 細胞への

付着率に差は認められなかった（図 7）．この結果から，CbpLおよびCbpJは肺胞上皮

細胞への付着因子ではないことが示唆された． 

 

野生株（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）および cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）のペニシリン G

に対するMIC，およびMBCを測定した． 
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5. S. pneumoniae 野生株および cbpJ欠失変異株競合経鼻試験 

 マウス肺炎モデルにおいて，cbpJ 欠失変異株の病原性が大きく低下したことから，

野生株と cbpJ 欠失変異株に対する選択圧の差を検討するために，マウスに S. 

pneumoniae 野生株および cbpJ 欠失変異株を混和した菌懸濁液（2.5 × 107 CFU/ 20 µL） 

を経鼻感染させた．感染 24時間後のBALF中の各菌株の菌数を算定した．その結果， 

図 6. マウス肺炎モデルにおける CbpLおよび CbpJの病原性への関与 

A. 肺炎モデルとして，6 週齢の CD-1 マウスに 5.0 × 107 CFU の S. pneumoniae 野生株（WT），

cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）もしくは cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を経鼻感染させ，感染後 14 日

間のマウスの生存率を示す（n = 8）．統計解析は，Log-rank試験にて行った． 

B. 経鼻感染 24 時間後に BALF を回収し，菌数を算定した．グラフ中の丸は各マウスにおける菌数

を，横棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示す．統計解析は，Kruskal-Wallis検定で行った． 

C.  

図 7. cbpLまたは cbpJの欠失による付着率の変化 

A549 細胞に対する菌体付着率を比較した．付着率は，付着菌数

に対する感染菌数の割合で算定した（n = 6）. 3 回の実験を行

い，代表的なデータを示す．グラフ中の縦棒は平均値を，誤差

バーは標準誤差を示す．統計解析は，Kruskal-Wallis 検定にて行

った． 
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cbpJ 欠失変異株の BALF 中の生菌数は，野生株に比べ有意に少なかった（図 8）．こ

の結果から，S. pneumoniae の集団において，cbpJ を欠失した菌体が選択的に排除さ

れることが示唆された. 

 

6. マウス肺組織像の観察 

 経鼻感染 24 時間後の各菌株感染マウスの肺の病理組織学的解析を行った．野生株

感染マウスの肺組織では，著しい好中球の浸潤や出血が認められた．一方，cbpJ 欠

失変異株感染マウスの肺は，野生株感染マウスと比較して，炎症性細胞の浸潤は軽度

であった．また，cbpL 欠失変異株感染マウスの肺組織の炎症度は，野生株感染マウ

スより低く，cbpJ 欠失変異株感染マウスより高かった（図 9）．これらの結果から

図 8. 野生株および cbpJ 欠失変異株を用いた競合経鼻感染試験 

A. 野生株（WT）および cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を混和した菌懸濁液（2.5× 107 CFU）をマウス

に経鼻感染させ，感染 24時間後の BALF中の各菌株の菌数を比較した（n = 8）．グラフ中の丸は

各マウスにおける菌数を，横線は平均値を，誤差バーは標準誤差をそれぞれ示す．統計解析は，

Wilcoxonの符号順位検定で行った． 

B. BALF 中の野生株に対する，cbpJ 欠失変異株の菌数を比で示す．グラフ中の丸は各マウスにおけ

る菌数相対比を，横線は平均値を，誤差バーは標準誤差をそれぞれ示す． 
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CbpJ は，肺炎発症における病原因子として機能することが示唆された．一方で，

CbpLは経鼻感染において病原性に及ぼす影響は少ないことが示された． 

 

7. 好中球と混和した後の S. pneumoniae 生菌率の比較 

 CbpL および CbpJ が好中球による殺菌からの回避に寄与するかについて検討するた

めに，好中球様に分化させた HL-60細胞またはヒト末梢血から分離した好中球を用い，

各菌株の生存試験を行った．血清中には，好中球細胞外トラップ（neutrophil 

extracellular trap：NETs）を分解する DNA 分解酵素が含まれているため 34)，血清非添

加の RPMI 培地を用いて好中球殺菌試験を行った．その結果，cbpL 欠失変異株およ

び cbpJ 欠失変異株は，培養 1 時間後から 3 時間後まで，野生株と比較して，有意に

低い生菌率を示した（図 10A，B）．また，好中球非存在下の RPMI 培地中における

cbpL 欠失変異株および cbpJ 欠失変異株の生菌率を比較した．その結果，野生株と比

較し，cbpJ 欠失変異株が有意に高い生菌率を示した（図 10 C）．これらの結果から，

CbpL および CbpJ は，好中球の殺菌回避に寄与することが示唆された．そこで，cbpJ 

欠失変異株に rCbpJをそれぞれ最終濃度 0～100 nMとなるように添加し，ヒト好中球

による殺菌回避への CbpJ の関与を検証した．その結果，cbpJ 欠失変異株は野生株と

比較し有意に低い生菌率を示した．培養 1時間後において，100 nMの rCbpJを添加し

た場合，cbpJ 欠失変異株の生菌率が有意に上昇した．一方，培養 2時間後，3時間後

は，1 nMの rCbpJ の添加により生菌率の有意な増加を認めた．また，rCbpJ の濃度依

存的に，生菌率が上昇した（図 11）．このことから，cbpJ 欠失による好中球混和後の

生菌率の低下が，CbpJ 以外の分子の発現変動によるものではなく，CbpJ が直接的に

作用して好中球の殺菌能を抑制したことが示唆された． 
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図 9. 経鼻感染 24時間後のマウス肺組織像 

経鼻感染 24時間後に肺を回収し，ホルマリン固定およびパラフィン包埋の後にヘマトキシリン・エ

オジン染色を行った．黒枠は強拡大した範囲を表す．それぞれ代表的な像を示している． 

図 9. 経鼻感染 24時間後のマウス肺組織像 

経鼻感染 24時間後に肺を回収し，ホルマリン固定およびパラフィン包埋の後にヘマトキシリン・エ

オジン染色を行った．黒枠は強拡大した範囲を表す．それぞれ代表的な像を示している． 
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図 10. 好中球と混和した後の S. pneumoniaeの生菌率 

好中球様に分化誘導した HL-60 細胞（A）とヒト好中球（B）に MOI が 0.05 となるように野生株

（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）または cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を感染させた．陰性対照と

して，RPMI培地で各菌株を培養した（C）．それぞれ 37℃，5% CO2条件下で 1～3時間培養し，生菌

数を算定した．生菌率は，混和後の生菌数に対する感染菌数の割合で算出した（n = 6）．3 回の実験

を行った中の代表的なデータを示している．グラフ中の縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示

す．統計解析は，One-way ANOVAおよび Tukey多重比較検定で行った． 
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8. マウス敗血症モデル 

 CbpL および CbpJ が敗血症における病原因子として機能するかについて検討するた

め，2 × 106 CFUの S. pneumoniae をマウスの尾静脈から感染させた．野生株感染群と

比較して，cbpL 欠失変異株および cbpJ 欠失変異株感染群のマウスの生存率に有意な

差は認められなかった（図 12）． 

図 11. 好中球による cbpJ 欠失変異株の殺菌に及ぼす rCbpJの影響 

ヒト好中球に MOI が 0.05 となるように野生株（WT）または cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を感染させ

た．cbpJ 欠失変異株には，rCbpJを 0～100 nM添加した．37℃，5% CO2条件下で 1～3時間培養し，

菌数を算定した（n = 6）．3回の実験を行った中の代表的なデータを示している．グラフ中の縦棒は平

均値を，誤差バーは標準誤差を示す．統計解析は，One-way ANOVA および Tukey 多重比較検定で行

った． 
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9. マウス血液中における S. pneumoniae生菌率の変化 

 血中において CbpL および CbpJ が S. pneumoniaeの生菌率に与える影響を解析する

ため，マウス血液中の野生株，cbpL 欠失変異株，もしくは cbpJ 欠失変異株の生菌

率を評価した．培養 1時間後のみで，cbpJ 欠失変異株は野生株と比較し有意に低い生

菌率を示したものの，培養 2 時間後および 3 時間後で各菌株の生菌数に大きな差は認

められなかった（図 13）．この結果から，CbpL および CbpJ はマウス血液中における

S. pneumoniaeの生存に与える影響は少ないことが示唆された． 

 

10. 血漿成分存在下における cbpJ および cbpL の転写量測定 

 好中球殺菌試験では病原性に差があり，血中殺菌試験では差が認められなかったこ

とから，血漿成分が cbpL および cbpJ の発現に与える影響を与えるかについて定量的

PCR で検討した．その結果，血漿成分存在下において，cbpL および cbpJ の転写量は

血漿成分非存在下と比較し，有意に減少した（図 14）． 

 

 

図 12. マウス敗血症モデルにおける CbpL

および CbpJの病原性への関与 

敗血症モデルとして，6週齢の CD-1マウス

に 2.0 × 106 CFUの S. pneumoniae野生株

（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）もし

くは cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を経静脈

感染させ，感染後 14日間のマウスの生存率

を示す．（n = 8）統計解析は，Log-rank試

験にて行った． 



 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14. 血漿存在下における S. pneumoniae 野生株の cbpLおよび cbpJの転写量測定 

S. pneumoniae TIGR4株を THY液体培地中にて，37℃で対数増殖初期（OD600 = 0.4～0.5）まで培養

後，ヒト血漿を 0，10または 50%となるように添加し，37℃で 3時間の培養を行った後，全 RNA抽

出をした．cDNAを合成した後，定量的 PCRにて cbpL，cbpJ の転写量を測定した（n = 8～9）．グ

ラフ中の縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示す．統計解析は，One-way ANOVA および Tukey

多重比較検定で行った． 

 

図 13. マウス全血中における S. pneumoniaeの生菌率 

ヘパリン処理したマウス血液（180 μL）に，野生株（WT），cbpL 欠失変異株（ΔcbpL）または 

cbpJ 欠失変異株（ΔcbpJ）を約 1 × 104 CFU（20 μL）を添加し，37℃，5% CO2条件下で 1，2，3

時間培養し，菌数を算定した．生菌率は，感染菌数に対する生育した菌数の割合で算出した（n = 

6）．3 回の実験を行った中の代表的なデータを示す．グラフ中の縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤

差を示す．統計解析は，One-way ANOVAおよび Tukey多重比較検定で行った． 
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考察 

 本研究では，S. pneumoniae のゲノムデータベースからコリン結合リピート配列が

認められる 16 種の菌体表層タンパク質を選出した．そして，詳細な機能が不明であ

った CbpLと CbpJに着目し，S. pneumoniaeの病原性に果たす役割を解析した．本研究

の結果から，S. pneumoniae のコリン結合タンパク質 CbpJ が，好中球による殺菌から

の回避に寄与することで肺炎発症における病原因子として働くことが示唆された（図

15）．一方，CbpL は CbpJ と同様に，好中球による殺菌からの回避に寄与したが，マ

ウス肺炎モデルおよびマウス敗血症モデルでは，病原性に有意な影響を与えなかった．

cbpL と cbpJ の発現量はともに血漿存在下で低下し，血流感染における病原性に関与

しない可能性が示された． 

 フレームシフト変異と判定した遺伝子のうち，670-6B株のcbpG遺伝子，P1031株，

SPN45 株，gamPN10373 株，NCTC7465 株の cbpL 遺伝子，および JJA株の pspA 遺伝

子において，コードするタンパク質の N末端側の配列は保存されているが，C末端側

に存在するコリン結合リピート領域が保存されていない．その他のフレームシフト変

異と判定した遺伝子は，翻訳開始直後にフレームシフト変異が存在する，または遺伝

子の構造が不完全であることから，機能していないと考えられる． 

 レンサ球菌は，菌体表層タンパク質と宿主分子の相互作用によって，自然免疫機構

の抑制や殺菌回避を行う．S. pneumoniaeでは，菌体表層への補体成分C3の結合の抑制

およびアポラクトフェリンによる殺菌からの回避に関与する PspA 10, 11, 29) や，宿主の H

因子を菌体表層へ誘導し，補体成分 C3b の結合を抑制する CbpA が，免疫回避に重要

な役割を果たす 12, 13, 30, 35)．固相の結合試験から，CbpLはコラーゲン，エラスチン，お 
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よび C反応性タンパク質（CRP）と親和性を有し，CbpJは CRPと結合することが報告

されている 36)．しかし，CbpL および CbpJ は，血漿非存在下で好中球による殺菌から

の回避に寄与した．すなわち，細胞外マトリックスタンパク質や血中のタンパク質を

介する免疫回避機構とは異なる機序で働く可能性が高い．CbpL および CbpJ が抗貪食

能に影響を及ぼす機構として，食細胞表層の分子に直接作用し，食細胞の活性化を抑

制することが考えられる．これまで，CbpL はマウスマクロファージの貪食を抑制する

ことが報告されている 19）．したがって，マクロファージと好中球に共通する分子が

CbpL のレセプターである可能性が考えられる．好中球による貪食の後，脱顆粒による

菌体の殺菌性分子群への暴露や活性酵素種による殺菌が起こるが 37)，cbpL と cbpJ の

欠失はこの過程に影響する可能性がある．また，cbpL や cbpJ の欠失により，細胞外

殺菌機構である NETs38) の誘導能や NETs に対する感受性の違いが生じたため，生菌数

が変化した可能性もある．さらに，好中球が分泌する LL-37 などの抗菌ペプチド 39)へ

図 15. CbpJが S. pneumoniae の病原性に果たす影響 

S. pneumoniae の CbpJ は，好中球による殺菌回避に寄与し，肺炎発症における病原因子として働く

ことが示唆された．また，血中においては，cbpJ の発現量は低下し，血流感染における病原性に寄与

しない可能性が示された． 
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の感受性が変化する可能性もある．cbpL や cbpJ の欠失が貪食効率，細胞内生存能，

NETsの捕菌，殺菌活性への感受性等に影響するかについて検討する必要がある． 

 本研究において，cbpL 欠失変異株経鼻感染マウスの生存率は，野生株感染マウスと

比較して有意差は認められないものの，上昇する傾向が認められた．以前の研究では，

D39 株を用いて，cbpL 欠失によりマウス経鼻感染における病原性は低下することが報

告されている 19）．TIGR4株とD39株のCbpLアミノ酸配列の相同性は 99%であるため，

両菌株の CbpL が異なる機能を持つ可能性は低い．一方で，D39 株には CbpJ が存在し

ないことから，好中球による殺菌への抵抗性に CbpL がより重要な役割を果たすため

に，経鼻感染マウスでの生菌率に差異が生じたと考えられる． 

 本研究の結果から，CbpJ は A549 細胞への付着に影響せず，自然免疫からの回避に

寄与することが示唆された．しかし，野生株と cbpJ 欠失変異株を用いたマウス経鼻競

合感染試験では，BALF 中に認められた野生株と cbpJ 欠失変異株の平均菌数の比率は

約 2：1であり，単独感染時の比率である約 1000：1と比較して，その差は小さかった．

競合感染試験においては，野生株の発現した CbpJ が好中球に作用することで，好中球

の殺菌活性が抑制され，cbpJ 欠失変異株の一部が，野生株と同様に好中球による殺菌

を回避したと推察される．すなわち，肺感染時に CbpJ を持つ菌体と持たない菌体が混

在した場合，CbpJ を持たない菌体が選択的に淘汰される割合は，単独感染と比較して

低いことが示唆された．一方で，S. pneumoniae の血液循環への侵入や宿主間の伝播の

際には，特定のクローンが増殖し，遺伝的多様性が消失もしくは減少するようなボト

ルネック効果が起こることが報告されている 40, 41)．ボトルネック効果が働くような感

染環境では，CbpJが機能しない菌体はより選択的に淘汰される可能性がある． 



 34 

 cbpL および cbpJ の転写量は，血漿成分存在下で減少することが示唆されたが，そ

の機序は明らかではない．S. pneumoniae はヒスチジンキナーゼとレスポンスレギュレ

ーターから構成される 13 対の二成分制御系（Two-component regulatory system：TCS）

と１種のオーファンレスポンスレギュレーターを持つ．これまでに病原性に関与する

複数の TCS が報告されており，TCS02 や TCS06 はコリン結合タンパク質である PspA

や CbpA の発現を制御することが示されている 42, 43)．また，TCS の病原性への関与に

関しては，菌株特異的あるいは感染部位特異的に機能することが示唆されている 44, 45)．

血中における S. pneumoniaeの転写制御機構には不明な部分が多いが，TCSのヒスチジ

ンキナーゼが血漿成分に応答し，cbpL および cbpJ の発現を調節する可能性があり，

今後の検討が必要である． 

 S. pneumoniaeはmitis群レンサ球菌に属する．同群に分類される Streptococcus mitisや

Streptococcus oralisにおいても，cbpJと高いDNA配列相同性を示す遺伝子が存在する．

一方で，他のレンサ球菌には存在しないことから，cbpJは mitis群レンサ球菌に特異的

な遺伝子であると考えられる．進化の過程においては，ゲノム上での遺伝子重複によ

り直上または直下に相同性の高い遺伝子が生じる場合がある．TIGR4 のゲノム上には，

cbpJ の直上にコリン結合タンパク質をコードする cbpK（SP_0377）が存在する 46)．

CbpKは CbpJ と 50％の配列相同性を有するが，コリン結合ドメインを除く領域に相同

性は認められないため，異なる機能を持つ遺伝子であると推察される． 

 CbpJは S. pneumoniae 感染症に対する感染防御抗原となる可能性がある．PspAは有

望視されているタンパク質抗原の一つであるが，S. pneumoniae の菌株間で多様性があ

り，複数種の PspA をワクチンとして用いる必要がある 16)．CbpJ の菌株間における配

列保存性は高いため，CbpJ を産生する菌株に対して単一の抗原で効果が得られること
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が期待できる．しかし，CbpJ は S. pneumoniae の全ての菌株には保存されていないた

め，S. pneumoniaeに対する普遍的なワクチン抗原にはならない．そのため，CbpJと他

の菌体表層タンパク質を併用して免疫を行うことが望ましいと考えられる．また，

CbpJ は血漿存在下での発現量が少なく，経鼻感染において病態形成に寄与することか

ら，皮下免疫ではなく経鼻免疫が望ましいと考えられる． 

 S. pneumoniae の病原性と菌体表層に局在するタンパク質の機能解明は，本菌による

感染症を理解するために必要である．S. pneumoniae による肺炎の発症に関わる細菌因

子群として，貪食回避に働く莢膜，細胞膜への孔形成や補体活性化を惹き起こす外毒

素 Pneumolysin29, 47），細胞壁分解活性によりPly放出に関与するLytA，補体C3の結合を

阻害し好中球による貪食への抵抗性に寄与するPspA，ABC輸送体として金属イオンの

取り込みを担うPsaAなどが報告されてきた11, 14, 48)．本研究の結果から，これらの分子

群とCbpJが協調して機能することにより，S. pneumoniae は宿主の免疫を回避し肺炎を

惹き起こすと考えられる．しかし，詳細なCbpJの機能について未だ不明な点が存在す

る．今後の更なる解析により，CbpJの病原因子としての機能とワクチン抗原としての

有用性，安全性を明らかにすることが必要である． 

 

結論 

 CbpJは，S. pneumoniae の肺感染時において，好中球の殺菌回避に寄与することで病

原因子として働くことが示唆された．一方で，CbpLは in vitro では好中球からの殺菌

回避に寄与したが，マウス肺炎モデルでは病原性に寄与しなかった．さらに，CbpJお

よびCbpLは，血漿存在下でそれぞれの遺伝子発現量が低下し，血流感染において病原
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因子として働かないことが示唆された．これらの結果から，S. pneumoniae による肺炎

に対して，CbpJがワクチン抗原などの薬剤標的となりうる可能性が示された． 
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