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研究成果の概要（和文）：好中球は白血球の一種で、細菌感染に対する生体防御の一次機構において中心的な役
割を果たしている。感染巣において細菌を貪食した好中球は活性酸素等を産生して強力に殺菌作用を示す。この
とき、活性酸素の産生に依存して細胞内蛋白質の分解機構のひとつであるオートファジーが誘導される。
本研究の実験結果は誘導されたオートファジーが好中球の細胞死や、細胞質に豊富に含まれるカルシウム結合蛋
白質であるS100A8/A9の分解、走化性因子のひとつであるIL-8産生などに影響を及ぼし、好中球が集積する細菌
感染巣の病態形成や好中球機能に影響を及ぼしている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil is a type of leukocyte that plays a central role in the primary 
machinery of host defense against bacterial infection. Neutrophils exert the bactericidal activity 
by producing reactive oxygen species （ROS） after engulfing bacteria in infected site. Autophagy 
which are intracellular protein degradation mechanisms are induced in the neutrophils depending on 
the production of ROS.
The experimental results of the present study show that induced autophagy affects neutrophil cell 
death, degradation of S100A8/A9, which is a calcium-binding protein abundant in the cytoplasm, and 
production of the chemokine IL-8. Therefore, it was suggested that the autophagy affect the 
pathogenesis at the site of bacterial infection and functions of the neutrophils in the site.

研究分野： 生体防御学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は易感染性患者の難治性、重症の細菌感染症に対する治療法として、抗菌薬を主体とした従来の考え方で
はなく、生体防御機構を活用する観点から新たな治療戦略に繋げる点に特色がある。好中球機能におけるオート
ファジーの役割の詳細を明らかにすることにより、オートファジーを介した全く新しい好中球機能の制御法が期
待される。これにより、抗菌薬だけでは解決できない易感染性患者の多剤耐性菌感染症に対する新規治療法の開
発に繋がり、治療成績の向上が期待される。また、過剰な好中球機能の発現による炎症病態に対する新たな抗炎
症の治療法の開発に繋がることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
近年、医療の高度先進化や高齢化により易感染性患者が増加し、起炎菌の多剤耐性化とともに

感染症の難治化、重症化、および院内感染症等が大きな臨床問題となっている。このような問題
に対し、新たな抗菌薬の開発など抗菌薬だけに頼る治療法は限界に達しつつある。易感染性患者
は生体防御機構の低下が背景にあることから、宿主の生体防御機構の活用も見据えた治療法が
合理的であるが、具体的治療法は依然として限られている。 
好中球は白血球の一種で、細菌感染に対する生

体防御の一次機構において中心的な役割を果た
す。研究代表者はこれまでに、重症感染症でしばし
ば抗菌薬と併用される静注用免疫グロブリン製剤
（IVIG）による好中球の食殺菌能増強効果を多剤
耐性菌で示した。このとき、細胞内寄生性のない大
腸菌や緑膿菌など非病原性細菌に対する貪食促進
によって細胞内蛋白質の分解機構のひとつである
オートファジーが誘導され、菌を内包するオート
ファゴソーム(図 1) 数が増大するとともに、オー
トファジーを抑制させると殺菌能が低下すること
を明らかにした（Itoh H, et al. J. Leukoc. Biol. 
2015）。この所見は、好中球の殺菌能にオートファ
ジーが貢献していることを示している。また、IVIG
製剤が多剤耐性菌に対する好中球の食殺菌能を増
強するという研究成果は、感染症治療において生
体防御機構の活用が極めて重要であることを示し
ている。 

 
 

２．研究の目的 
 
本研究は好中球が果たす諸機能において、オートファジーがどのような役割を果たしている

かを明らかにし、オートファジー機構を介した好中球機能の制御によって易感染性患者の新規
治療法の開発に繋げることを目的としている。好中球は過剰に働くと自らの組織の傷害を引き
起こすことから、その機能は厳密な制御を受けている。好中球が役割を果たす場である感染巣の
環境に即応した制御を受けるには、好中球自身に由来する成分による作用機構が合理的といえ
る。そこで、オートファジーが好中球の細胞質に豊富に含まれるカルシウム結合蛋白質である
S100A8、S100A9 蛋白質を介して好中球機能を制御する機構についても検討を行った（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 

大腸菌  

オートファゴソーム 

（図 1）大腸菌（中央）を内包する好中
球の細胞質内に形成された 
オートファゴソーム 



３． 研究の方法 
 
（1）材料 
① 好中球：健常成人の末梢血からパーコール比重遠心法により分離して用いた。 
② 試薬：好中球に活性酸素産生とオートファジーを誘導する刺激物質として、Phorbol 12-

Myristate 13-Acetate（PMA）を用いた。また、オートファジーの阻害薬として、オートフ
ァゴソームとリソソームの融合を阻害する Bafilomycin A1 を用いた。 

 
（2）解析法 
① 殺菌能：コロニー法 
② 活性酸素産生能：SOD-inhibitable cytochrome c 還元法 
③ オートファジーの誘導：ウェスタンブロット法による LC3B conversion の解析、および免

疫蛍光染色標本の観察 
④ 好中球の細胞生存率の評価：XTT 法 
⑤ 好中球の培養上清試料中の S100A 蛋白質（S100A8、S100A9、S100A8/A9（Calprotectin））お

よび Interleukin-8（IL-8）の測定：ELISA 法 
 
 
４． 研究成果 

 
（1）S100A 蛋白質の解析 
ヒト好中球に PMA を加えて活性酸素

産生とオートファジーを誘導する刺激
を与え、培養上清中の S100A8、S100A9、
および S100A8/A9 ヘテロダイマー（以
下、S100A8/A9）の濃度を比較検討した
結果、大部分が S100A8/A9 であった。ま
た、培養後の好中球生存率の実験結果な
どから、好中球の細胞死に伴う細胞内
S100A8/A9 の細胞外放出が考えられた。 
オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 薬 と し て

Bafilomycin A1 を好中球に作用させる
と、無刺激および PMA 刺激とも培養上清
中の S100A8/A9 濃度が上昇した（図 3a, 
b）。このことは、好中球の細胞内
S100A8/A9 のオートファジーによる分
解を示唆している。S100A8/A9 は、好中
球の遊走など種々の生理活性が報告さ
れていることから、オートファジーによ
って感染巣における好中球由来の
S100A8/A9 量を調節し、好中球が集積す
る細菌感染巣の病態形成や好中球機能
に影響を及ぼしている可能性が考えら
れる。 
 

（2）IL-8 の解析 
好中球の代表的な走化性因子のひと

つである IL-8 について解析を行った。
20 時間培養後のヒト好中球培養上清中
の IL-8 濃度は、Bafilomycin A1 の存在
下で上昇し（図 3c）、また好中球の生存
率の低下も示した。これは、オートファ
ジーの阻害によって細胞死が亢進し、細胞内の IL-8 が細胞外へ放出されたことによるものと考
えられる。好中球を PMA で刺激すると 20時間後の培養上清中の IL-8 が著増した。PMA 刺激によ
って IL-8 の産生が誘導されたと考えられる。このとき、Bafilomycin A1 の存在下では培養上清
中の IL-8 の減少を示した。PMA 刺激を受けた好中球は数時間以内に大半が細胞死に至り、
Bafilomycin A1 による有意差はみられなかった。このことは、オートファジー阻害による好中
球の IL-8 産生の抑制を示唆している。 
 
好中球は感染病巣において細菌を貪食すると活性酸素等を産生して強力に殺菌作用を示す。

このとき、活性酸素の産生に依存してオートファジーが誘導されるが、本研究の実験結果は誘導
されたオートファジーが好中球の細胞死や細胞内 S100A8/A9 の分解、IL-8 産生などに影響を及
ぼし、好中球が集積する細菌感染巣の病態形成や好中球機能に影響を及ぼしている可能性を示



した。好中球機能におけるオートファジーの役割の詳細をさらに明らかにすることにより、オー
トファジーを介した全く新しい好中球機能の制御法が期待される。これにより、抗菌薬だけでは
解決できない易感染性患者の多剤耐性菌感染症に対する新規治療法の開発に繋がると期待され
る。また、過剰な好中球機能発現による炎症病態に対する新たな炎症制御法の開発に繋がること
も期待される。 
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