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要約 

肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は，呼吸器感染症の主要な原因菌である．肺炎

に引き続いて，髄膜炎や敗血症などの致死性が高い侵襲性疾患を惹き起こす．本研究で

は，肺炎球菌の菌体表層タンパク質である β ガラクトシダーゼ BgaA に着目し， 

S. pneumoniae の病態形成に果たす役割を解析した． 

S. pneumoniae TIGR4 株を親株として bgaA 遺伝子欠失株を作製し，ヒトおよびマウス

全血中での菌体生存能を検討した．野生株と比較して，bgaA 欠失株の生存能は両血液

中において有意に低下した．また，肺胞上皮細胞（A549），肺微小血管内皮細胞（HMVEC-

L），および脳微小血管内皮細胞（hBMEC）を用いた菌体の付着・侵入試験にて，bgaA

欠失株は野生株と比較して，各細胞への有意に低い付着率および侵入率を呈した．次に，

野生株もしくは bgaA 欠失株を CD-1 マウスに経鼻感染ならびに経静脈感染させ，それ

ぞれ肺炎モデル，敗血症モデルとし，BgaA が病原性に及ぼす影響を検討した．マウス

肺炎モデルにおいて，野生株感染群と bgaA 欠失株感染群の死亡率に有意差は認められ

なかった．一方，マウス敗血症モデルでは，野生株感染群と比較し，bgaA 欠失株感染群

の死亡率は有意に減少した．さらに，敗血症モデルにおいて，野生株感染群と bgaA 欠

失株感染群の臓器における菌数，および感染組織のヘマトキシリン・エオジン染色像を

比較した．感染 36 時間後の血液，脳，肺，肝臓，脾臓，および腎臓における菌数を算

定すると，野生株感染群と bgaA 欠失株感染群の各臓器における菌数に有意差を認めな
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かった．しかし，感染 36 時間後のマウス各臓器の組織像を観察した結果，野生株感染

群の組織では，bgaA 欠失株感染群と比較して，顕著な出血と血管の閉塞が認められた．

さらに，血液凝固能試験において，野生株感染群では非感染群と比較してプロトロンビ

ン時間が短く，フィブリノーゲン量が多かったが，bgaA 欠失変異株感染群では非感染 

群との間に有意な差は認められなかった． 

以上の結果から，in vitro 感染モデルにおいて，bgaA 欠失により血液中での菌体生存

能，ならびに肺胞上皮細胞および血管内皮細胞への菌体付着・侵入能が低下することが

示唆された．また，マウス敗血症モデルにおいて，bgaA 欠失によってマウス体内にお

ける菌の伝播に影響は認められなかった一方で，感染による血液凝固能の亢進が抑えら

れ，病原性は低下することが示唆された． 
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はじめに 

肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は，血液寒天培地上で α 溶血を呈するグラム陽

性の双球菌である．ヒトの口腔および鼻咽腔粘膜に常在し，健常な成人では約 5～10%

から，健常な小児では約 20～40%からそれぞれ分離される 1-3．また，S. pneumoniae は

呼吸器感染症の主要な起因菌であり，菌血症を伴わない肺炎，中耳炎，副鼻腔炎などの

非侵襲性感染症を発症させる 4．さらに，本菌が粘膜バリアを超えて血液中に侵入し，

血行性に臓器へ移行し増殖することで，主に小児や高齢者に菌血症を伴う肺炎，髄膜炎，

敗血症などの侵襲性肺炎球菌感染症（invasive pneumococcal disease；IPD）を惹き起こ

す．世界では年間に約 2 億症例の肺炎球菌性肺炎が発症し，死亡者数は約 120～150 万

人におよぶ．このうち，約 34～39 万人は 5 歳未満の小児と推計されている 4，5．日本に

おける肺炎球菌感染症に対する治療には，経口薬としてペニシリン系薬，ペネム系薬，

キノロン系薬が処方され，注射薬としてペニシリン系薬とセフェム系薬が用いられてい

る．一方，重症例にはカルバペネム系薬が使用される 6．しかし，近年では抗菌薬耐性 

菌の増加により抗菌薬の選択肢が狭まっている 7，8． 

肺炎球菌の血清型は，莢膜の抗原性により，少なくとも 97 種類以上に分類され 

る 3，9．現在，肺炎球菌感染症に対して，先進諸国において高頻度に IPD から分類され

る血清型を抗原として含む，多価莢膜多糖体ワクチンが世界的に使用されている．しか

し，感染防御効果はワクチンに含まれる血清型に限局され，他の血清型に対する感染防
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御効果は期待できない．また，ワクチンに含まれない血清型の分離頻度が増加するとい

う血清型置換の問題も生じている 10，11．このため，肺炎球菌感染症の病態発症機構の解

明および菌株間で保存された抗原を用いた新たなワクチンの開発が求められている． 

本研究では，外界と直接作用し，菌の病原性に重要な役割を果たすタンパク質として，

菌体表層に局在するタンパク質に着目した．肺炎球菌の菌体表層タンパク質はその局在

の機序に基づき，リポタンパク質，細胞壁架橋タンパク質，コリン結合タンパク質，お

よび局在の機序不明のタンパク質に分類されている 12．このうち，細胞壁架橋タンパク

質は，細胞表層のトランスペプチダーゼにより認識される LPXTG モチーフを有し，細

胞壁の遊離アミノ酸に共有結合で架橋される 13．肺炎球菌の細胞壁架橋タンパク質には，

好中球による貪食を抑制することで自然免疫回避に寄与する PfbA14，咽頭および肺胞上

皮細胞への付着・侵入を促進する PclA15，鼻咽頭上皮細胞への菌体の付着，栄養素獲得

や宿主免疫回避に関与するシアル酸分解酵素の NanA，BgaA，β-N-アセチルグルコサミ

ニダーゼ StrH16 などの糖鎖分解酵素，ヒトトロンボスポンジン-1 を菌体表層に誘導し上

皮細胞への付着・侵入を促進する PavB17 などの感染初期過程に重要な機能を担う分子

群が存在する 18-20． 

S. pneumoniae の細胞壁架橋タンパク質の一つである β ガラクトシダーゼ BgaA は菌

体表層に発現し，糖鎖分解による炭素源の獲得や，咽頭，気管支，および肺胞上皮細胞

への付着や，好中球によるオプソニン化貪食作用からの回避に寄与することが報告され
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ている 17，21，22．しかし，BgaA が in vivo において病原性に果たす役割は明らかとなって

いない．本研究では，細菌感染に関わる重要な機能を担っており，ワクチン標的になり

得る細胞壁架橋タンパク質のうち，病原因子としての機能が不明である BgaA に着目し，

in vivo と in vitro の感染モデルを用いて病態形成に果たす役割を解析した．その結果，

S. pneumoniae の BgaA は，感染時の組織傷害と血液凝固を促進することで，敗血症にお

ける病原因子として働くことが示唆された．  
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材料と方法 

1．実験材料および培養方法 

本研究で使用した菌株を表1に示した．S. pneumoniaeの培養には，0.2%（weight/volume，

以降w/v）Yeast Extract（Becton，Dickinson and Company，Sparks，USA）を添加した Todd-

Hewitt 液体培地（THY；Becton，Dickinson and Company），または 1.5%（w/v）寒天（和

光純薬，大阪，日本）を含む THY 寒天平板培地，あるいは 5%（w/v）羊脱繊維血液（日

本バイオテスト研究所，朝霞，日本）を含む 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（最終濃度 500 µg/ml）を添加して用いた． 

ヒト肺胞上皮由来の細胞株 A549（ATCC CCL-185）は，Dulbecco’s Modified Eagle Medium

（和光純薬）に10%（volume/volume，以降v/v）ウシ胎児血清（Biowest，Nuaillé，France）

を添加した培地にて培養した．ヒト脳微小血管内皮細胞株（hBMEC）は，カリフォルニ

ア大学サンディエゴ校の Victor Nizet 博士より分与を受けた．hBMEC の培養は，

RPMI1640（和光純薬）に 10%（v/v）ウシ胎児血清，10%（v/v）Nu-serum（Corning，New 

York，USA），1%（v/v）非必須アミノ酸溶液（Sigma-Aldrich，St. Louis，USA）を添加

した培地にて行った．正常ヒト肺微小血管内皮細胞（HMVEC-L; Lonza，Walkersville，

USA）は，EGM-2-MV Bullet Kit（Lonza）を用いて培養した．すべての細胞は 37 ℃，

5% CO2 存在下で培養した．hBMECはCollagen Type I（Corning）でコラーゲンコートし

た細胞用フラスコまたは24穴培養プレート（Corning）を用いて培養した．  
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 表 1. 本研究で使用した菌株   

菌株 特徴 抗菌薬耐性 由来 

S. pneumoniae    

TIGR4 株 莢膜血清型 4 型  23 

ΔbgaA 株 

 

TIGR4 株の bgaA 欠失

変異株 

スぺクチノマイシン 本研究 

 

2．バイオインフォマティクス解析 

2016年5月13日時点で全ゲノムが解読されているS. pneumoniae 28株の配列は， 

National Center for Biotechnology Information （ NCBI ） の  GenBank

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/）より入手し，全構造遺伝子から，LPXTGモチー

フを有するタンパク質をコードする遺伝子を選出した．S. pneumoniae TIGR4 株のBgaA

の 機 能 ド メ イ ン は ， ゲ ノ ム 配 列 を NCBI の GenBank

（ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE005672.3 ） よ り 入 手 し ， MOTIF Search

（https://www.genome.jp/tools/motif/）にて，P-fam（http://pfam.xfam.org/）と，Conserved 

Domain Database （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）を使用し，検索

した24，25． 

 

3．bgaA 欠失株の作製 

S. pneumoniae TIGR4 株を親株とした bgaA 欠失変異株の作製は，PCR 産物を用いたダ

ブルクロスオーバーによる相同組換えにより行った 26．bgaA 遺伝子の上流領域，下流
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領域，およびスぺクチノマイシン耐性遺伝子 aad9 を PCR により連結させ，形質転換を

行った．各遺伝子断片は，特異的なプライマー（表 2：bgaA-uF / bgaA-uR，bgaA-aad9F 

/ bgaA-aad9R，bgaA-dF / bgaA-dR）を用いて PCR で増幅した．オーバーラップ PCR 法

で 3 領域の遺伝子断片を連結し，精製した．Competence stimulating peptide（CSP）を用

いた形質転換は，Bricker と Camilli らの方法に従って行った 27． S. pneumoniae TIGR4

株を形質転換用の改変 THY 液体培地（1 mM CaCl2，0.5%グリシン，0.2%ウシ血清ア

ルブミン含有 THY 液体培地）で一晩培養し，培養菌液 150 µl を改変 THY 培地 5 ｍl に

添加後，37 ℃で波⾧ 600 nm における吸光度（OD600）が 0.03 に達するまで培養を行っ

た．培養菌液 1 ml に化学合成した CSP-2（ニッピ・バイオマトリックス研究所，取手，

日本）を最終濃度 500 ng/ml になるように添加し，37℃で 14 分培養した後に，培養菌液

200 µl にオーバーラップ PCR 法にて得た DNA 断片を添加した．形質転換を誘導するた

めに 37 ℃で 1 時間反応させた後に，THY 液体培地で 4 倍に希釈し，37℃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 血液寒天培地に播種し，組換え体

を選択した．生育したコロニーについて，bgaA 遺伝子上流領域のプライマーと下流領

域のプライマーを用いたコロニーPCR 法を行い，bgaA 遺伝子の欠失を確認した．さら

に，菌体からゲノム DNA を Dr. GenTLE（from Yeast）High Recovery（タカラバイオ，草

津，日本）を用いて抽出し，PCR 法による再確認を行った． 
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表 2. 本研究で使用したプライマー 

プライマー名 プライマー塩基配列(5’- 3’) 

bgaA-uF  TATGACTGGAGTATCGGATATATTTGAATACACTACGAACA   

bgaA-uR  TACTTGATTGTTTTCTCAATTTTTTTATAATTTTTTTAAT  

bgaA-aad9F   GTAAGTTTGCTGTGGGAGCTTGCT  

bgaA-aad9R TATTCAAATATATCCGATACTCCAGTCATACGGT  

bgaA-dF TTATAAAAAAATTGAGAAAACAATCAAGTAGCTTCAAC 

bgaA-dR  GGCTTGCCGCACTACCTGTACTTGG    

 

4．THY 培地中における増殖速度の比較  

S. pneumoniae 野生株，bgaA 欠失変異株を対数増殖期中期（OD600＝0.40）まで培養し，

遠心分離（4℃，12,000 × g，7 分間）により菌体を回収した．菌体をリン酸緩衝生理食

塩水（PBS；137 mM 塩化ナトリウム，8.10 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）にて 1 回洗浄した後，PBS に再懸濁し，

OD600 を 0.40 に調整した．5 ml の THY 培地に 150 µl の菌液を添加した後，37℃ で静

置培養を行った．定常期まで 30 分毎に OD600 の値を測定し，得られたデータを増殖曲

線とした． 

 

5．β ガラクトシダーゼ活性の測定 

β ガラクトシダーゼ活性の測定は，Kharat と Tomasz らの方法を改変し行った 28．S. 

pneumoniae 野生株と bgaA 欠失変異株を OD600 が 0.4 に達するまで培養し，15 分間氷上

で静置した．培養液 1 ml を遠心分離（4℃，12,000 × g，5 分間）し，培養上清と菌体に

分離した．菌体を 0.1% Triton X-100 含有リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）100 µl で懸



10 

 

濁した後，900 µl のリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）を添加し，総量を 1 ml とした．

培養上清と菌体懸濁液のそれぞれに 4 mg/ml の 2-Nitrophenyl β-D-Galactopyranoside（和

光純薬）を 200 µl 添加し，37℃で 30 分間反応させた後，500 µl の 1 M 炭酸ナトリウム

水溶液の添加により反応を停止させた．β ガラクトシダーゼ活性は，以下の数式にて算

出した 29． 

Miller Unit = 100× 
OD420ʷ(1.75×OD550)

(t×v×OD600)
 

t は反応時間（分），v は反応容量（ml）を表す． 

 

6．ヒトおよびマウス全血中における S. pneumoniae 生存能の検討 

ヒトの血液は，健常成人の肘正中皮静脈より採取した．マウスの血液は，雌 6 週齢の

CD-1 マウス（日本 SLC，浜松，日本）に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）を腹腔内投与（150 mg/kg bw）することにより安楽死さ

せた後，心臓穿刺により採取した．凝固を防ぐため，ヒトおよびマウスの血液に最終濃

度 30 units/ml となるようにヘパリン（持田製薬，東京，日本）を添加した．S. pneumoniae

野生株および bgaA 欠失変異株を対数増殖期中期（OD600 = 0.40）まで培養し，遠心分離

（4℃，12,000 × 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 で懸濁し，104 colony forming units（CFU）/ml に調整した．菌液 20 µl と 180 µl の

ヒト末梢血あるいはマウス血液を混和し，37℃，5% CO2 存在下で 1，2，3 時間培養し
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た．この培養液を PBS で段階希釈した後，THY 血液寒天培地に播種し，37℃で一晩培

養し生育コロニー数を算定した． 

 

7. ヒト好中球存在下における S. pneumoniae 生存能の検討 

ヒト好中球を分離するため，ヒト血液を健常成人の肘正中皮静脈より採取し，最終濃

度 30 units/ml となるようヘパリンを添加した．血球分離溶液 Polymorphprep（Alere 

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

ノーブレーキ）を行った．遠心後，上清を除去し，好中球層を分離した．PBS で洗浄し

た後，遠心分離（25℃，450 × g，8 分間）を行った．遠心後，上清を除去し，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 エチレンジアミン

四酢酸：EDTA（pH 7.2）〕を加えて溶血処理を行い，赤血球を除去した．RPMI1640 培

地で 2 回洗浄した後，RPMI1640 培地で再懸濁し，細胞数を計測した．好中球と混和し

た後の菌の生菌率を比較するため，2 × 105 個の好中球に対して，対数増殖期中期（OD600 

= 0.40）まで培養した 1×104 CFU の S. pneumoniae 野生株もしくは bgaA 欠失変異株を添

加した．混和液を 37℃，5% CO2 存在下で静置培養した．培養 1 時間，2 時間，3 時間後

にそれぞれ各培養液を THY 血液寒天培地に播種した．37℃で一晩培養した後に，生育

コロニー数を算定し，感染時の菌数に対する割合を算出することで生存率とした． 
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8. ヒト培養細胞への S. pneumoniae の付着・侵入試験 

ヒト培養細胞への S. pneumoniae の付着・侵入能は，ヒト肺胞上皮由来細胞 A549，ヒ

ト脳微小血管内皮細胞 hBMEC，ヒト肺微小血管内皮細胞 HMVEC-L を用いて，以前に

報告された方法に改変を加えて検討した 26，30，31．24 穴培養プレートの各ウェルに培養

した 1×105 個の各細胞に，5×106 CFU の対数増殖期中期（OD600 = 0.40）まで培養した S. 

pneumoniae 野生株もしくは bgaA 欠失変異株を感染させ，37℃，5% CO2 存在下で 1 時

間培養した．付着率を検討するため，PBS で 2 回洗浄を行い，細胞に付着していない S. 

pneumoniae を除去した後，0.2% EDTA および 0.025% Triton X-100 を含むトリプシン溶

液（Thermo Fisher Science，Waltham，USA）を用いて細胞を回収した．侵入率を検討す

るため，感染 1 時間後の細胞を PBS で洗浄した後，最終濃度 100 µg/ml のゲンタマイシ

ンを含有する各培地で 1 時間培養することにより，細胞外の S. pneumoniae を殺菌し，

同様に細胞を回収した．得られた細胞懸濁液を PBS にて段階希釈し，THY 血液寒天培

地上にそれぞれ播種した．一晩培養後に，生育コロニー数を計数し，菌体付着率および

侵入率を感染菌数に対する付着菌数または侵入菌数の割合で算定した． 

 

9．マウス感染試験 

雌 6 週齢の CD-1 マウス（日本 SLC）に，対数増殖期中期（OD600 = 0.40）まで培養し

た S. pneumoniae 野生株もしくは bgaA 欠失変異株を，麻酔下で両鼻孔から 107 CFU 感染
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させ，マウス肺炎モデルとした．マウス 1 匹あたり，塩酸メデトミジン 0.01 mg（ドミ

トール：日本全薬工業，郡山，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）の三種を混合して腹腔内に投与することで麻酔を行った．次に，同

マウスに対数増殖期中期（OD600 = 0.40）まで培養した 106 CFU の S. pneumoniae 野生株

もしくは bgaA 欠失変異株を尾静脈から感染させ，マウス敗血症モデルとして使用した．

両モデルとも感染 14 日後まで 12 時間毎に生存状態を確認した．マウス敗血症モデルで

は，菌の全身への伝播状態を検討するため，経静脈感染 24 時間後および 36 時間後に，

ソムノペンチルを腹腔内投与（150 mg/kg bw）することで安楽死させ，心臓穿刺により

血液を採取した．採血に続いて，PBS を用いた灌流により脱血処理した後，脳，肺，肝

臓，脾臓，および腎臓を摘出した．各臓器をホモジネートし，PBS で段階希釈した後，

THY 血液寒天培地に播種した．37℃，5% CO2 存在下で一晩培養して生育したコロニー

数を算定し，各臓器における菌数とした．  

 

10．マウス組織像の観察 

マウス敗血症モデルにおいて，各臓器の組織像をヘマトキシリン・エオジン（HE）染

色した組織切片で観察した．感染 36 時間後に採取した脳，肺，肝臓，脾臓，腎臓の各

組織を 4%中性緩衝ホルマリン液（ナカライテスク，京都，日本）に浸漬させ，室温で
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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染色した．エタノールで脱水後にス

ライドガラス上に封入し，オールインワン顕微鏡 BZ-X710（キーエンス，大阪，日本）

で観察した．なお，組織像の評価は本研究に関与しない病理学者が行った． 

 

11．マウス血液の凝固試験 

マウス敗血症モデルにおいて，マウス血液を採取し，血液凝固試験を行った．感染 36

時間後に安楽死させた後，心臓穿刺により血液を採取し，クエン酸ナトリウム水溶液を

最終濃度 11 mM となるように添加した．遠心分離（室温，3,000×g，10 分間）し，血

漿を採取した．血液凝固試験には，血液凝固分析装置 KC1 デルタ（Tcong Ireland Ltd.，

Wicklow，Ireland），プロトロンビン時間（PT）キット，ならびにフィブリノーゲンキッ

ト（Sysmex，神戸，日本）を使用した．KC1 デルタを用い，血漿検体 50 µl を 37℃で 3

分間加温し，あらかじめ 37℃に加温した PT 試薬液 100 µl を加え凝固時間を測定した．

フィブリノーゲン量は，オーレンベロナ―ル緩衝液（Sysmex）で 10 倍希釈した血漿検

体 200 µl を 37℃で 3 分間加温し，あらかじめ 37℃に加温したトロンビン試薬 100 µl を

加え凝固時間を測定することで算定した． 
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12．RNA シーケンス解析 

マウス敗血症感染モデルにおいて，S. pneumoniae に対する宿主の応答を網羅的に解

析するため，マウス血液から全 RNA を抽出し，RNA シーケンス（RNA-seq）解析を行

った．感染 12，24，36 時間後のマウスを安楽死させた後，心臓穿刺により血液を採取

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た．PureLink 

Total RNA Blood Purification Kit（Thermo Fisher Science）および DNase Ⅰ，Amplification 

Grade（Thermo Fisher Science）を用い，グロビン mRNA を除去してマウスの白血球 RNA

を採取した．Agilent 2100 バイオアナライザ（Agilent Technologies，Santa Clara，USA）

で RNA のクオリティチェックを行った．TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit（illumina 

Inc.，San Diego，USA）を用いて cDNA ライブラリーを調整し，Hiseq2500/3000（illumina 

Inc.）にてシークエンス解析を行った．シークエンスされたリードを，TopHat プログラ

ムおよび Cufflinks プログラムにて処理することでマウスゲノムへのマッピング，

Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped fragments（FPKM）の算出，および発現

解 析 を 行 っ た ． ま た ， 得 ら れ た FPKM 値 を 用 い て ， iDEP

（http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/）により主成分分析，スキャッタープロットおよび

ヒートマップの描写を行った 32 ．  
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13．統計学的解析 

全ての実験は，少なくとも 3 回以上実施した．実験データは，Graphpad Prism7 ソフ

トウェア（GraphPad Software，Inc.，San Diego，USA） を用いて統計処理を行った．2

群間の比較には Mann-Whitney U 検定を，生存曲線の比較には Log-rank 検定を，3 群間

の比較には Kruskal-Wallis 検定を用い，それぞれ P < 0.05 をもって有意差ありと 

した． 

 

14．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），大阪大学倫理審査委員会（承認番号：H26-E43）の承認を得て

行った． 
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結果 

１．BgaA は S. pneumoniae 菌体における主たるβガラクトシダーゼ活性を担う 

bgaA 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 1 株でフレームシフト変異を認めた（図 1A）．S. pneumoniae の BgaA は，N-アセ

チルグルコサミンとガラクトースの β 1-4 結合を特異的に切断するエキソグリコシダ

ーゼである 33．S. pneumoniae TIGR4 株の BgaA は，2233 アミノ酸からなり，7 種類の

ドメインまたはモチーフ配列を含んでいる（図 1B）．BgaA の N 末領域にある Glycoside 

hydrolases 2 ドメインは β ガラクトシダーゼ酵素活性を，C 末領域にある糖鎖結合モジ

ュールはラクトースや N-Acetyl-D-lactosamine との結合を担うことが報告されている 34． 

S. pneumoniae TIGR4 株を親株として，bgaA 遺伝子欠失株を作製し，bgaA 欠失変異

が S. pneumoniae の β ガラクトシダーゼ活性に及ぼす影響を検討した．BgaA は S. 

pneumoniae の菌体表層に局在するため 35，菌体の β ガラクトシダーゼ活性を比較した．

その結果，対数増殖期の S. pneumoniae 菌体における β ガラクトシダーゼ活性は，野生

株と比較し有意に低下した（図 2A）．次に，BgaA が S. pneumoniae の増殖速度に影響

を及ぼすかを検討するため， THY 培地中における 37℃での各菌株の増殖速度を比較

した結果，野生株と bgaA 欠失変異株の間に有意な差は認められなかった（図 2B）． 
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2．BgaA は血液中および好中球存在下における S. pneumoniae 生存能に寄与する 

血液中における S. pneumoniae の生存に BgaA が果たす役割を解析するため，ヒト 

およびマウス血液中での S. pneumoniae  野生株と bgaA 欠失変異株の生存能を 

図 1．BgaA の遺伝子分布とドメイン構造 

A．全ゲノムが解読された 28 株の S. pneumoniae における LPXTG モチーフを有するタン

パク質をコードする遺伝子の分布を表す．水色：遺伝子の存在，黄色：フレームシフト変異，

桃色：遺伝子の欠失．  

B．S. pneumoniae TIGR4 株の BgaA のドメイン構造を示す．SS：シグナル配列，GH2：

Glycoside hydrolases family 2 ドメイン，DUF：機能不明ドメイン，IgG：IgG 様ドメイン，

CBM：糖鎖結合モジュール，G5：G5 ドメイン.  
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比較した．培養 1 時間後では，野生株と bgaA 欠失変異株のヒト血液中での生存率に有

意差を認めなかったが，2 時間後，3 時間後では bgaA 欠失により生存率は有意に低下

した（図 3A）．マウス血液中では，bgaA 欠失変異株の生存能は，野生株と比較して，

1，2，3 時間のすべての培養時間で，有意に低下した（図 3B）．したがって，BgaA は

S. pneumoniae の血液中での生存能に寄与することが示唆された． 

次に，BgaA 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，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．培養 1 時間後では，

野生株と bgaA 欠失変異株の生存率に有意差を認めなかったが，2 時間後，3 時間後で

図 2． bgaA 欠失変異株の β ガラクトシダーゼ活性と増殖曲線 

A．S. pneumoniae 野生株（WT），bgaA 欠失変異株（ΔbgaA）の菌体の β ガラクトシダ

ーゼ活性を示す．各菌株を 37℃で培養し，対数増殖期中期（OD600 = 0.40）の酵素活性を

測定した．3 回の実験を行い，代表的なデータを示す．誤差バーは標準誤差を表す（n = 6）．

有意差検定は，Mann-Whitney U 検定で行った．  

B．WT，ΔbgaA の増殖曲線を示す．各菌株を THY 液体培地中，37℃で培養し，波⾧ 600 

nm における吸光度を測定した．3 回の実験を行い，代表的なデータを示す．誤差バーは標

準誤差を表す（n = 6）．  
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は，bgaA 欠失変異株の生存率は有意に低下した（図 4）．これらの結果から，BgaA は

好中球による殺菌からの回避に寄与することが示唆された． 

 

３．BgaA は上皮細胞および血管内皮細胞への付着・侵入に寄与する 

BgaA が S. pneumoniae 感染時の上皮細胞および血管内皮細胞に対する付着因子とし

て働くかを解析するため，ヒト肺胞上皮由来細胞 A549，ヒト脳微小血管内皮細胞

hBMEC，ヒト肺微小血管内皮細胞 HMVEC-L を用いて付着・侵入試験を行った．付着

試験の結果，野生株と比較して，bgaA 欠失変異株の各細胞への付着率は有意に低下し

た（図 5A）．また，bgaA 欠失により，それぞれの細胞に対する侵入率は有意に低下し

た（図 5B）．これらの結果から，BgaA が肺胞上皮細胞および血管内皮細胞への付着・ 

侵入に寄与する可能性が示された． 

 

4．BgaA はマウス敗血症モデルにおいて病原因子として働く 

BgaA が病原性に及ぼす影響を，マウス肺炎モデルおよび敗血症モデルにて検討した．

マウス肺炎モデルでは，野生株感染群と比較して，bgaA 欠失変異株感染群の生存率は

高い傾向にあったが，有意差を認めなかった（図 6A）．一方，マウス敗血症モデルで

は，bgaA 欠失によりマウス生存率は有意に上昇した（図 6B）．マウス敗血症モデルに

おいて，BgaA が各臓器への菌体伝播に関与するかを検討するため，感染 24 時間後なら

びに 36 時間後の血液，脳，肺，肝臓，脾臓，腎臓を摘出し，各臓器の菌数を比較した． 
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図 3．血液中における S. pneumoniae の生存率 

A．ヒト血液中での生存能，B．マウス血液中での生存能．ヘパリン処理したヒトあるいはマ

ウス血液（180 μl）に，約 1×104 CFU（20 μl）の S. pneumoniae WT もしくは ΔbgaA を添

加し，37℃，5% CO2 条件下で 1，2，3 時間培養し，生存菌数を算定した．菌体生存率は，

感染菌数に対する生育した菌数の割合で算出した．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表す（n = 6）．有意差検定は，Mann-

Whitney U 検定で行った． 

 

図 4．好中球存在下での S. pneumoniae 生存率 

2 × 105 個のヒト好中球に，約 1 × 104 CFU の S. pneumoniae WT もしくは ΔbgaA を感染

させた． 37℃， 5% CO2 条件下で 1，2，3 時間培養し，生菌数を算定した．菌体生存率

は，感染菌数に対する生育した菌数の割合で算出した．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表す．（n = 6）有意差検定

は，Mann-Whitney U 検定で行った． 
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図 6．肺炎モデル・敗血症モデルにおけるマウスの生存率 

A. 肺炎モデルとして，6 週齢の CD-1 マウスに 107 CFU の S. pneumoniae WT または ΔbgaA

を経鼻感染させた．グラフは感染後 14 日間のマウスの生存率を示す（n = 8）． 

B. 敗血症モデルとして，6 週齢の CD-1 マウスに 106 CFU の S. pneumoniae WT または ΔbgaA

を経静脈感染させた．グラフは感染後 14 日間のマウスの生存率を示す（n = 8）． 

生存曲線の比較は，Log-rank 検定にて行った． 

図 5．A549，hBMEC，および HMVEC-L への S. pneumoniae 付着・侵入試験 

1 × 105 個のヒト培養細胞に，5 × 106 CFU の S. pneumoniae WT もしくは ΔbgaA を感染させ，細胞

に対する菌体付着率（A）菌体侵入率（B）を感染菌数に対する割合でそれぞれ算定した（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表す．

B 
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その結果，野生株感染群と bgaA 欠失変異株感染群の感染 24 時間後ならびに 36 時間

後の各臓器の菌数に有意な差は認められなかった（図 7A，Ｂ）．一方で，血液凝固試

験の結果から，野生株感染群における PT 値は，PBS コントロール群と比較し有意に低

下し，フィブリノーゲン量は有意に増加した．bgaA 欠失変異株感染群では，PBS コン

トロール群と比較し PT 値およびフィブリノーゲン量ともに有意差は認めなかった（図

8）． 

次に，感染 36 時間後における脳，肺，肝臓，脾臓，腎臓の HE 染色像について，病

理組織学解析を行った．脳の組織切片では，野生株感染群と bgaA 欠失変異株感染群で

炎症や出血に顕著な差は認められなかった．肺，肝臓，脾臓および腎臓組織切片では，

野生株感染群では著明な出血が認められた．一方，bgaA 欠失変異株感染群の組織では，

その傾向が減弱した．肺の組織切片では，bgaA 欠失変異株感染群と比較し，野生株感

染群で肺胞腔内に赤血球の漏出が多く認められた．脾臓の組織切片では，野生株感染群

で白脾髄の中心動脈の構造の破壊が認められた．腎臓の組織切片では，野生株感染群で

皮質の腎小体の数が PBS コントロール群や bgaA 欠失変異株感染群と比較し減少してお

り，組織破壊を認めた（図 9）． 

以上の結果より，BgaA は敗血症の際に，血管内皮細胞を傷害し出血を導くこ 

とにより血液凝固を促進し，病原因子として機能することが示唆された． 
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図 7．経静脈感染後の全身への菌の伝播 

敗血症モデルを用い，感染後 24 時間（n = 6）（A）もしくは感染後 36 時間（n = 8）（B）の各

臓器を摘出し，生育菌数を算定した．グラフ中の丸は各マウスにおける菌数を，誤差バーは中央

値と四分位範囲を表す．統計解析は Mann-Whitney U 検定で行った． 
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5．BgaA は S. pneumoniae 感染時における宿主免疫応答に影響を及ぼす 

 BgaA が敗血症モデルマウスの血液における転写応答に及ぼす影響を検討するため，

感染後 12，24，36 時間に，PBS 投与群，野生株感染群，bgaA 欠失変異株感染群のマウ

ス血液から白血球 RNA を分離し，RNA-seq 解析を行った．得られたマウス白血球の転

写応答情報について，主成分分析にてデータの可視化を行った（図 10A）．PC1 のマイ

ナス側に PBS コントロール群，0 付近に野生株感染群，プラス側に bgaA 欠失変異株感

染群が分布した．野生株感染群と bgaA 欠失変異株感染群の分布は，感染 12 時間，24 時

間後では明確な差を認めないが，感染 36 時間後では両者の分布に収束を認めた．感染

36 時間後の野生株感染群と bgaA 欠失変異株感染群の遺伝子発現量をスキャッタープロ

ット解析（図 10B）およびヒートマップ（図 10C）で比較したところ，多くの遺伝子発

現が変動していることが示された．感染 36 時間後で統計的な有意差が認められ，かつ 

図 8．敗血症モデルにおける血液凝固の評価 

敗血症モデルを用い，感染後 36 時間の A. 採血量，B. フィブリノーゲン量，C. PT の測定を

行った．3 回の実験を行い，代表的なデータを示す．グラフ中の記号は各マウスにおける値

を，縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を表す（n = 6）．有意差検定は，Kruskal-Wallis 検

定で行った． 

A                B                            C 
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変動量が大きい遺伝子について上方制御または下方制御された上位 20 遺伝子をそれぞ

れ表に示した（表 3，4）．上方制御されている遺伝子群においては，インターフェロン

（IFN）によって誘導されるタンパク質をコードする遺伝群に加え，C3 と結合する補体

B 因子やラクトフェリンなどの自然免疫に関与する分子をコードする遺伝子が存在 

図 9．経静脈感染 36 時間後のマウス臓器組織像  

経鼻感染 36 時間後に脳，肺，肝臓，脾臓，腎臓を回収し，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．各臓器の上段は弱拡大像，下段は強

拡大像，白枠は強拡大した範囲を表す．白矢印は赤血球の漏出あるいは出血部位を示す．そ

れぞれ代表的な像を示す． 

脾臓 

腎臓 
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図 10．RNA-seq 解析による宿主の遺伝子変動 

A．敗血症モデルマウスにおける感染後 12，24，36 時間の PBS コントロール群，WT 

感染群，ΔbgaA 感染群（n=2）の主成分分析を示す． 

Ｂ．感染後 36 時間のΔbgaA 感染群と WT 感染群を比較したスキャッタープロットを 

示す．赤丸と青丸はそれぞれ統計的に有意に，かつ 2 倍以上上方制御または下方制御 

された遺伝子を示す． 

Ｃ．感染後 36 時間のΔbgaA 感染群と WT 感染群を比較し，発現量上位 1000 遺伝子の 

ヒートマップを示す．色は Z-スコアを示す．緑：低発現，赤：高発現． 

 

 

A                         B 

 



29 

 

表 3-1．感染 36 時間後に野生株感染群と比較して bgaA 欠失変異株感染群において上方

制御されている上位 20 遺伝子 

 

上方制御 

ΔbgaA / WT 36 時間 

遺伝子名 倍率変化 P 値 コードするタンパク質の種類 

Gm4951 35.323 3.19E-02 IFN 誘導性 GTPase 

Iigp1 30.653 3.99E-02 IFN 誘導性 GTPase 

Cfb 20.698 2.06E-02 補体 B 因子 

Tgtp2 19.651 6.44E-03 IFN 誘導性 GTPase 

Serpina3g 18.491 1.71E-02 セリンプロテアーゼインヒビター 

Gm12185 17.606 3.20E-02 IFN 誘導性 GTPase 

Serpina3f 15.773 3.57E-02 セリンプロテアーゼインヒビター 

Tgtp1 15.501 7.93E-03 IFN 誘導性 GTPase 

Usp18 13.837 4.78E-02 ユビキチン特異的プロテアーゼ 

Gbp4 13.716 4.71E-03 グアニル酸結合タンパク質 

Ifit3 13.027 4.34E-02 IFN 誘導性抗ウイルスタンパク質 

Cmpk2 11.225 1.43E-02 ミトコンドリア UMP-CMP キナーゼ 

Socs1 9.754 4.40E-02 サイトカイン転写抑制因子 

Mlkl 9.247 3.24E-02 偽キナーゼ 

Oasl1 8.386 4.68E-02 二本鎖 RNA 結合タンパク質 

Kdr 8.251 2.62E-02 VEGF 受容体 

Ms4a8a 7.945 1.75E-02 膜貫通型リン酸化タンパク質 

Gm4841 7.661 2.76E-02 IFN 誘導性 GTPase 

Mnda 7.418 1.23E-02 IFN 誘導性タンパク質 

Ltf 6.855 8.11E-03 ラクトフェリン 

 

した．また，ネクロトーシスシグナルの基質をコードする MlKl およびアポトーシスの

抑制に関わる分子をコードする Kdr といった遺伝子も大きく上方制御された．一方，下

方制御されている遺伝子には，non-cording RNA や転写調整因子が複数存在した．また，

B 細胞の成熟に関わるプレ B 細胞タンパク質や抗凝固作用および抗炎症作用を持つ 
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表 3-2．感染 36 時間後に野生株感染群と比較して bgaA 欠失変異株感染群において下方

制御されている上位 20 遺伝子 

 

下方制御 

ΔbgaA / WT 36 時間 

遺伝子名 倍率変化 P 値 コードするタンパク質の種類または

転写産物 

4930597A21Rik -7.662 1.31E-02 non-coding RNA 

Vpreb3 -7.418 9.39E-03 プレ B 細胞タンパク質 

Pax5 -7.234 4.11E-02 B 細胞特異的転写因子 

Gm4532 -7.109 3.04E-03 non-coding RNA 

Thbd -7.083 3.78E-02 トロンボモジュリン 

Hes1 -6.727 2.74E-02 Hes 群転写因子 

Cyb561 -6.554 3.15E-02 チトクローム b561 

Fam196b -6.49 1.24E-03 機能未知のタンパク質 

Gal -6.449 8.25E-03 神経ペプチド 

Clec4b1 -6.39 3.65E-02 C 型レクチン 

Rec114 -6.289 2.34E-02 減数分裂期組換えタンパク質 

Lsmem1 -6.111 2.84E-02 機能未知の一回膜貫通型タンパク質 

E130215H24Rik -6.016 4.09E-02 non-coding RNA 

Rgs2 -5.862 1.95E-02 G タンパク質シグナル伝達調節因子 

Prss39 -5.853 9.87E-03 不活性型セリンプロテアーゼ 

Ell3 -5.55 1.07E-02 RNA ポリメラーゼ伸⾧因子 

Mir17hg -5.526 1.58E-02 non-coding RNA 

Hfe -5.147 1.18E-03 恒常性鉄調節タンパク質 

C920021L13Rik -5.006 5.65E-03 non-coding RNA 

Bach2 -4.779 1.97E-02 転写因子 

 

トロンボモジュリンをコードする遺伝子が存在した．すなわち，野生株感染群では血液

凝固が促進しているために宿主の抗凝固能が促進されている．また，bgaA の欠失によ

り，S. pneumoniae 感染時における IFN 誘導性の分子群の発現が上昇するとともに， 
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ネクロトーシスが誘導される可能性が示された． 
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考察 

本研究では，S. pneumoniae の菌体表層タンパク質のうち，詳細な機能が不明である

BgaA に着目し，病態形成に果たす役割を解析した．S. pneumoniae 感染症の病態発症機

構を理解するために，菌の組織への付着・侵入など感染成立の初期段階に関わる菌体表

層タンパク質の機能解明は非常に重要である 36．S. pneumoniae は莢膜多糖が持つ負電荷

により，宿主の負電荷を帯びたムコ多糖を含んだ粘液によるクリアランスを回避すると

ともに，オプソニン化貪食作用を回避し，気道粘膜へ定着する 37．そして，肺へ移行し

た後，炎症による組織破壊により血液中に侵入するとともに血行性に遠隔臓器に移行し

て増殖する．この過程で多くの菌体表層タンパク質が病態形成に寄与していることが報

告されてきた 38-43．特に，S. pneumoniae は複数の糖鎖分解酵素により，宿主の N-結合型

糖鎖を分解する．NanA はシアル酸とガラクトースの α2-3 結合，α2-6 結合，およびα2-

8 結合を切断する．BgaA はガラクトースと N-アセチルグルコサミンまたはグルコース

の β1-4 結合を切断し，StrH は N-アセチルグルコサミンとマンノースの β1-2 結合を切

断する．S. pneumoniae は糖鎖を分解することで，炭素源としての糖を獲得するととも

に，付着に必要な何らかの受容体を露出させ定着を容易にする可能性が指摘されている

38．NanA は気道におけるコロニー形成，咽頭から肺への伝播に寄与するとともに，サイ

トカイン産生や脳微小血管内皮細胞を活性化させることで細菌の脳への侵入を促進す

る 44-46．BgaA は，S. pneumoniae の莢膜血清型 2 型である D39 株と D39 株由来の無莢膜
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型である R6 株において，咽頭上皮由来細胞 Detroit562 への菌体付着を，莢膜血清型 22F

型の C06_18 株では Detroit 562，ヒト気管支上皮細胞 16HBE14，A549 細胞への菌体

の付着をそれぞれ酵素活性非依存的に促進することが報告されている 21，34．本研究に

て，TIGR4 株の BgaA が，上皮細胞である A549 細胞ならびに血管内皮細胞である hBMEC

と HMVEC-L への付着および侵入因子として働くことが示された． BgaA は複数のド

メイン構造をもつ巨大な表層タンパク質のため，酵素活性だけではなく，糖鎖結合能な

どの複数の機序で宿主と細菌の相互作用を引き起こしていると考えられる． 

マウス敗血症モデルにおいて，bgaA 欠失株感染群の生存率が野生株感染群と比較し

て有意に高かった．一方で，感染 24 時間後および 36 時間後において，S. pneumoniae の

各臓器への伝播に差は認められなかった．BgaA は C3b 補体によるオプソニン化に必要

なヒト糖タンパク質である N-結合型糖鎖を脱グリコシル化することで好中球殺菌回避

に寄与する 22．本研究では in vitro で血液中での菌の生存並びに，好中球の殺菌回避に

BgaA が寄与していることが示された．しかし，敗血症モデルマウスにおける血液では

感染 24 時間後および 36 時間後では菌数に有意差は認めなかった．感染 24 時間後から

感染 36 時間後の菌数を経時的に比較すると，bgaA 欠失変異株感染群では 106 CFU を超

えての菌の増殖を認めないが，野生株感染群では一部のマウスで 106 CFU より多い菌の

増殖を認めた．また，各臓器の菌数に関しても同様の傾向が認められた．RNA-seq 解析

の結果から，bgaA 欠失変異株感染群では IFN によって誘導される分子をコードする遺
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伝子が多く上方制御されていた．IFN は抗ウイルス活性だけでなく抗菌活性にも重要な

役割を果たし，宿主防御に働く 47．Ⅰ型 IFN 受容体を欠失させたマウスでは，肺炎ある

いは敗血症モデルで S. pneumoniae に対する感染防御能が抑制されることが報告されて

いる 48，49．また，in vitro の実験においては，外部から新たな細胞が遊走されることがな

く，内皮細胞との相互作用なども存在しない．マウス感染モデルにおいて，in vitro で認

められた血中における野生株と bgaA 欠失変異株の生存能の差は，宿主の血液以外の環

境因子の違いや，免疫応答の差による影響を受け有意差を認めなくなったと考えられる．

すなわち，マウスにおける病原性の差は，BgaA が持つ好中球による殺菌回避能が果た

す役割は大きくない可能性が示された． 

一般的に，敗血症は感染症によって重篤な臓器障害が引き起こされる状態と定義され

ている 50．敗血症では感染による過剰な炎症性サイトカインの産生が引き起こされ，血

管内皮細胞の傷害に伴う末梢循環不全, 多臓器不全や，凝固・線溶系の破綻，心機能障

害によるショックに陥る 51．本研究のマウス敗血症モデルにおいて，感染 36 時間後の

心臓穿刺による採血量は PBS コントロール群および bgaA 欠失変異株感染群と比較し，

野生株感染群で有意に低く，循環血液量が減少していることが示唆された．また，血液

凝固検査の結果，PT 値の短縮およびフィブリノーゲン量の増加が認められた．PT は外

因系血液凝固系のスクリーニングに用いられる．播種性血管内凝固症候群に お い て

は ，組 織 因 子 の 血 中 流 入 に よ り PT の 短 縮 が 引 き 起 こ さ れ る 52．フ ィ ブ リ ノ



35 

 

ー ゲ ン は ，出血時に血管内皮細胞の傷害部位においてフィブリンに転化することで止

血機能を担っている．急性感染症において、フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 血 液 中 で 増 加 し

て 血 液 の 粘 性 を 増 す 53． す な わ ち ，bgaA 欠失変異株感染群と比較し，野生株感染

群では，全身で組織変性が生じ血栓形成傾向が強いと考えられる．血小板は止血や凝固

において重要な働きをし，感染における炎症応答や宿主防御にも関わる 54．  S. 

pneumoniae は，血小板上の TLR2 や FcγRⅡA やインテグリン αⅡbβ3 などを介し血小板を

活性化させ，血小板凝集を起こすことが報告されている 55, 56．ブタ IPD モデルで S. 

pneumoniae の病原因子では，Ply が血小板活性化や NETosis を促進することが報告され

ているが，詳細な機構は明らかとなっていない 57．また，NanA は ADP シグナル伝達に

依存し血小板の表面からシアル酸を除去することで血小板反応性を亢進させる 58．BgaA

によって切断可能な糖鎖が血小板に存在しており 59，BgaA が血小板の糖鎖修飾を変え

ることで機能に影響を及ぼしている可能性がある．感染後の各臓器の HE 染色組織像な

らびに血液凝固能試験の結果より，野生株感染群では，bgaA 欠失変異株感染群と比較

し，血管構造の破壊と血液凝固能が促進されることで高い死亡率を示すことが示唆され

た．すなわち本研究により，BgaA は全身への S. pneumoniae の伝播や血中での増殖にお

ける影響は限定的であるが，組織内での出血に伴う末梢循環不全，多臓器不全，凝固・

線溶系の破綻を亢進することで病原因子として働くことが示唆された．クローズドコロ

ニーである CD-1 マウスを用いた RNA-seq の主成分分析の結果から，S. pneumoniae 感
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染初期にはマウス個体ごとの転写応答に大きな差が認められるが、感染 36 時間後には

ゲノムワイドな転写応答の変動が収束することが示唆された．本研究における経静脈感

染の条件では，感染後 48 時間からマウスの死亡が認められたことから，感染初期では

個体ごとに様々な応答が起きるが，マウスの死亡に至る過程で個体ごとの応答の差は少

なくなる可能性が示された．また，bgaA 遺伝子欠失変異株感染群では，野生株感染群

と比較してネクロトーシスシグナルの鍵となる基質である Mlkl を含む IFN 誘導性タン

パク質をコードする遺伝子群の顕著な発現上昇が認められた．ネクロトーシスは，プロ

グラムされたネクローシスとして知られており 60，TNF-α や IFN などによって誘導さ

れ，RIPK3 と Mlkl 依存的に引き起こされることが報告されている 61，62．Mlkl ノックア

ウトマウスでは野生型マウスよりも鼻腔に定着した TIGR4 の排除が遅かったことが報

告されている．さらに，Mlkl が S. pneumoniae 感染時における抗体産生などの宿主の適

応免疫の応答の開始に寄与することが示唆されている 63．BgaA の欠失によるマウス感

染時の病原性の低下は，感染時の組織傷害や血液凝固能の変化に加えて，細胞死の様式

の違いが寄与している可能性が考えられる． 

現在，S. pneumoniae の菌体表層タンパク質を標的としたワクチン候補として PspC，

PcpA，PhtD，PspA などを用いた臨床試験が実施されている 64-66．ただし，S. pneumoniae

の全ての菌株に対して有効な共通抗原は少なく，現行のワクチンの欠点を補うには不十

分である．BgaA は，S. pneumoniae の多くの菌株に保存され，S. pneumoniae 感染症に対
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して有効な感染防御抗原となる可能性がある．S. pneumoniae の病態発症には多様な分

子が関与しているため 36, 67，他の抗原と混合し，多価抗原として免疫を行うことでさら

なる防御能を示すとともに，ワクチンへの耐性化の確立を抑制することが期待できる．

菌体表層に局在する新たな病原因子の同定は，今後のワクチン開発の可能性を広げるも

のであると考える． 

S. pneumoniae は，新たな莢膜型あるいは高度耐性化した菌株の出現 68，69，ワクチンの

普及による血清型置換 70 などの変化を示しており，環境に応じて進化してきている．新

規抗菌薬の開発が停滞するなか 71，72，ワクチンによる予防や病態発症機構の解明が非常

に重要である．本研究において，S. pneumoniae の BgaA が，臓器の出血と組織傷害を促

進し，血液凝固を亢進する病原因子であることが示唆された．また，RNA-seq 解析の結

果より，BgaA は IFN などの抗菌物質の分泌に関わることで宿主の免疫応答にも関与す

る可能性が示唆された．BgaA による詳細な病態発症機構やワクチン抗原としての有効

性および安全性について，今後さらなる研究を行うことにより新たな創薬につながると

考える． 
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図 11． BgaA が S. pneumoniae の病態形成に果たす影響 

S. pneumoniae の BgaA は，血液中での菌の増殖や，上皮細胞あるいは血管内皮細胞への 

付着・侵入を促進し，臓器の出血，凝固および組織傷害を誘導する病原因子として機能する． 
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