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研究成果の概要（和文）：　細菌呼吸活性測定チップは大腸菌と共培養した好中球の抗菌活性をみることで
compromised hostの評価ができる。一方、自然免疫強化法であるLPS/MPLAプレコンディショニングは貪食細胞の
殺菌能強化によりcompromised hostの感染抵抗性を増強できる。本研究課題では、これらを用いた易感染性宿主
の早期診断と感染回避を試みた。さらに感染併発後は、細菌呼吸活性測定チップを用いて起炎菌の抗生剤感受性
を迅速診断し、かつ合成CRPなどを用いて感染発症後の宿主の貪食細胞の殺菌能強化を試みた。このような施策
を臨床に反映させることで未だ予後不良な重症感染症の治療施策に寄与したい。

研究成果の概要（英文）：  Our oxygen sensor that can measure respiratory activity of bacteria could 
precisely evaluate the host compromised condition by measuring antibacterial activity of host 
neutrophils using this sensor. Trained innate immunity by LPS/MPLA preconditioning could augment 
bactericidal activity of host phagocytes, resulting in resistance to infection in compromised hosts.
 When infections occur in patients, effectivity of antibiotics should be rapidly evaluated by 
monitoring the change in respiratory activities of antibiotic-loaded bacteria using this sensor. 
Synthetic CRP peptides could effectively augment bactericidal activity of phagocytes even after 
infection occurs, resulting in reducing infection mortality. The current multi-layered therapeutic 
strategy may contribute to improvement of poor septic mortalities. 

研究分野： 侵襲学、重症感染症

キーワード： 重症感染症　細菌活性測定チップ　薬剤感受性迅速診断　MPLAプレコンディショニング　合成CRP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々が開発した細菌呼吸活性測定チップは2022年5月に特許登録された(第7066087号)。抗生剤による菌の呼吸
活性減弱をみることで30分以内に菌の薬剤感受性が迅速診断でき、従来の感染症へのエンピリックな治療が激変
する可能性がある。また、好中球の抗菌活性はヒトのストレスの程度を反映するが、ヒト好中球を大腸菌と共培
養し呼吸活性の減弱をみることで抗菌活性が評価でき、ストレスの程度を測ることが可能となった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 重症感染症から敗血症、多臓器不全に至る病態は依然として予後不良で、日本感染症学会に

よると毎年 10 万人が本邦で死亡していると推定され、その対策は急務である。これに対し、

我々は感染病態の重篤化を時間軸とした治療戦略の視点から、①compromised hosts（易感染

性）の迅速診断、②感染発症・合併

の予防、③感染後の適確な抗菌化学

療法、④感染後の感染病態軽減化策

など、多段階での革新的な対策が有

用ではないかと考えた（図 1）。

我々が開発した「細菌活性測定チッ

プ」や「貪食細胞の機能強化療法」

を用いて、このような重篤化する予

後不良な感染病態への多角的な治療

戦略を構築したい。 

 

２．研究の目的 

重症感染症から敗血症、多臓器障害へと増悪する予後不良な感染病態を、各々の病態におけ

る各段階に応じた以下の 4 つの治療施策について、細菌の呼吸活性と貪食細胞の機能強化に着

目した診断・治療施策を行うことで包括的な重症感染症の治療戦略の構築を目的とする。 

① ストレスが生体に及ぼす影響を解析し、ストレス後の compromised hosts の状態を細菌活性

測定チップで迅速に評価する。 

② LPS/MPLA プレコンディショニングによる感染予防・回避 

③ 細菌活性測定チップを用いた感染起炎菌の薬剤感受性迅速診断：エンピリックではない適確

な抗菌化学療法を目指して 

④ 感染発症後の感染病態軽減化策：重症感染症の発症後でも有効な感染病態軽減策を目指して 

 

３．研究の方法 

① マウスに水浸拘束負荷を施し、好中球の殺菌活性への影響をみた。またこの際の好中球の抗

菌活性を、細菌活性測定チップを用いて測定した。次に、ヒト好中球を用いて本デバイスでの

抗菌活性が測定できるか、条件検討を行った。さらに、熱中症に着目し、熱ストレスが生体に

与える影響をマウスやヒトで検討し、好中球の抗菌活性測定のための基礎データとした。 

② LPS プレコンディショニングによる感染予防効果とその機序を各種マウスモデルで検討し

た。まず、LPS プレコンディショニングが自然免疫に与える影響をマウス大腸癌の肝転移モデ

ルで転移抑制効果に着目して検討した。次に、マウスのマラリア感染モデルで LPS プレコンデ

ィショニングの感染抑止効果を検討した。LPS プレコンディショニングは肝臓のマクロファー

ジの貪食機能増強が重要になるが、この肝臓マクロファージの機能的な亜分類を行った。さら

に合成 LPS である MPLA を用いたプレコンディショニングがマウスの感染抵抗性を増強できる

かを検討した。 

③ 抗生剤（オキサシリン）に感受性のある黄色ブドウ球菌株と非感受性の黄色ブドウ球菌株を

抗生剤を添加して培養し、各々の菌の呼吸活性の消長を、細菌活性測定チップを用いて検討し
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た。さらに、細菌呼吸活性測定チップを用いて、大腸菌や緑膿菌における抗生剤の抗菌活性を

検討した。まず、大腸菌や緑膿菌が菌量依存性に酸素消費をしているかの基礎検討を行った

後、大腸菌や緑膿菌に対するオキサシリンの抗菌活性を細菌活性測定チップで検討した。さら

に、ゲンタマイシンやカルバペネム系抗菌剤での大腸菌や緑膿菌の抗菌活性を検討した。チッ

プ自体にも改良を重ね、発色により抗菌活性が目視できる細菌呼吸活性測定チップを開発し、

細菌に対する薬剤感受性診断が可能か検討した。 

④ 重症感染症の予後改善には適切な抗菌化学療法の他に、宿主側の生体防御能を強化すること

も重要と考える。重症感染症の発症後でも有効な感染病態軽減化策を合成 CRP の貪食細胞機能

亢進作用に着目して検討した。 

 

４．研究成果 

① マウスでは水浸拘束ストレスで好中球の殺菌活性が減弱していたが、この際の好中球の抗

菌活性を細菌活性測定チップで定量評価した(Hsueh AJ, et al. Anal Chem 93; 5577–85, 2021)。次

に、健常人の好中球の大腸菌に対する抗菌活性測定の最適化条件を検討した。健常人の 0.2 cc

の採血から好中球が 1×106個採取でき、これを 0.1 cc のチップの培養環境で共培養する場合の

最適な大腸菌数は 1×107 CFU であった。さらに、健常人におけるストレス負荷モデルとして熱

中症患者や酷暑環境下での体力練成訓練者を対象に検討した。熱中症患者では尿中の L-FABP

が有意に上昇していた他に(Goto H, et al. Nephrol Dial Transplant 38; 644-54, 2023)、血中のアシル

カルニチンも上昇していた(Goto H, et al. Am J Physiol Renal Physiol 326; F338-51, 2024)。酷暑環

境下での体力練成訓練でも好中球の活性酸素産生や単球の Hsp-70 の発現は亢進していたが(投

稿準備中)、細菌活性測定チップでの好中球の大腸菌に関する抗菌活性はデータを収集中であ

る。マウスの熱中症モデルでも、暑熱順化(Goto H, et al. Am J Physiol Renal Physiol 323; F243-54, 

2022)や L カルニチンの前投与で熱ストレスによる急性腎障害の軽減が認められた(Goto H, et al. 

Am J Physiol Renal Physiol 326; F338-51, 2024)。熱中症のような熱ストレスでは好中球も関与す

る自然免疫系が急性腎障害などの臓器障害に関与していることが考えられた(Goto H, et al. Front 

Med 10:1250457, 2023)。熱ストレス以外にも熱傷などの侵襲によってもマウスは compromised

な状態に陥るが、PPAR-γ受容体を刺激することで貪食細胞の貪食活性を亢進させ、熱傷後感染

の予後が改善した(Miyazaki H, et al. Int J Mol Sci 23; 12746, 2022)。 

② 抗腫瘍活性の誘導には、肝臓における NK 細胞や NKT 細胞の活性化が重要である

(Nakashima H, et al. J Clin Med 12; 866, 2023)。LPS プレコンディショニングを誘導したマウスで

は、肝臓でマクロファージだけでなく NK 細胞や NKT 細胞を含めた自然免疫系が活性化され、

マウスの大腸癌で肝転移抑制効果が認められた(Nishikawa M, et al. J Gastro Hepatol 36; 1889-98, 

2021)。また、LPS プレコンディショニングはマウスのマラリア感染モデルにおいてクッパー細

胞のマラリア感染赤血球の貪食亢進効果が認められ、マラリア感染に対する抵抗性が誘導され

た(Ono T, et al. Infect Immun 89; e0024921, 2021)。LPS プレコンディショニングは肝臓のマクロフ

ァージの貪食殺菌能を亢進することが感染抵抗性に重要であるが、肝臓には肝由来のクッパー

細胞と単球由来のマクロファージがあり、前者はさらに貪食殺菌能が旺盛な CD163 陽性クッパ

ー細胞とそうでない CD163 陰性クッパー細胞に分かれ、後者も MHC II 強陽性で炎症性の単球

由来マクロファージと MHC II 発現が弱い単球由来マクロファージに分類された(Nakashima H, 

et al. Cytometry: Part A 103; 902-14, 2023)。LPS プレコンディショニングでは貪食殺菌能が旺盛な
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CD163 陽性クッパー細胞が増えていた(unpublished data)。MPLA プレコンディショニングに関

しては、通常は 3 回行っていた LPS や MPLA の事前投与を MPLA の 2 回投与にしても 1 週

間は感染症に対する感染耐性効果が維持できることをマウスで確認した(unpublished data)。ヒト

の PBMC を用いて MPLA プレコンディショニングの最も有用な導入法を現在、検討中であ

る。 

③ オキサシリンに対する黄色ブドウ球菌の薬剤感受性の有無を、細菌活性測定チップを用いて

20 分以内に迅速診断できた(Hsueh AJ, et al. Anal Chem 93; 5577–85, 2021)。また、大腸菌や緑膿菌

においても、菌量依存性に酸素消費をしていることが細菌活性測定チップの検討から分かった。

これら細菌ではオキサシリン、ゲンタマイシンは鋭敏に呼吸活性が減弱し細菌活性測定チップ

で 20 分以内に薬剤感受性が判定できるようになったが、菌数濃度の下限界もあることが分かっ

てきた(投稿準備中)。ゲンタマイシンやカルバペネム系抗菌剤でも同様に細菌活性測定チップを

用いて薬剤感受性診断が迅速に行えた。病棟分離株を用いた細菌活性測定チップによる薬剤感

受性試験を現在、検討中である。また、発色により抗菌活性が目視できる細菌呼吸活性測定チッ

プを開発し、これを用いて大腸菌に対するピペラシリンやオキサシリンへの薬剤感受性の迅速

診断、緑膿菌に対するセファゾリンやゲンタマイシンへの薬剤感受性の迅速診断を行った

(Shirato Y, et al. ACS Omega 19; 10825-33, 2024)。 

④ 重症感染症の病態ではエンドトキシンショックのような過剰炎症も重要であるが(Kinoshita 

m, et al. Fungal Genomics & Biology 11; S2, 1-5, 2021)、クッパー細胞をはじめとした肝臓のマクロ

ファージや(Nakashima H, et al. IntechOpen, Antimicrobial Immune Response 2021, Ishikiriyama T, et 

al. PlosOne 16; e0254886, 2021, Maeda H, J Control Release 341; 457-474, 2022)、腎臓のマクロファ

ージ(Ito S, et al. Am J Physiol Renal 321; F757-F770, 2021, Ito S, et al. Kidney Blood Press Res, 47; 

277-90, 2022)も重症感染症の病態に深く関与することが分かって来た。さらには肺炎球菌によ

る感染などでは B 細胞による菌貪食(Nakashima M, J Immunol 209; 26-37, 2022)も重要であった。

これら感染時には肝臓だけでなく腎臓のマクロファージにおいても菌貪食を司る Fcγ受容体の

発現が増強してくる(Kinoshita M, et al. J. Innate Immun. 13; 306-18, 2021, Ito S, et al. J Leukoc Biol 

113; 400-13, 2023)。合成 CRP はこの Fcγ受容体に結合してマクロファージの貪食殺菌能を増強

するため、マウスの穿孔性腹膜炎の発症後に合成 CRP を後投与しても、肝臓や腎臓のマクロフ

ァージの貪食殺菌活性が増強して、感染予後が顕著に改善させることができた(Kinoshita M, et 

al. J. Innate Immun. 13; 306-18, 2021, Ito S, et al. J Leukoc Biol 113; 400-13, 2023)。 

 このように細菌活性測定チップを用いて好中球の抗菌活性をみることで侵襲やストレス暴露

時の compromised hosts の状態を迅速かつ正確に診断し、さらに LPS/MPLA プレコンディショ

ニングにより感染抵抗性を増強することで、重度侵襲後に易感染性となる compromised hosts に

おける重症感染症の回避を目指す。また、感染を合併した場合には、細菌活性測定チップを用

いて迅速に感染起炎菌の薬剤感受性を診断し適切な抗菌化学療法を行うと共に、合成 CRP を投

与しマクロファージなどの貪食殺菌活性を増強することで、宿主の側からも生体防御能の強化

により重症感染症の予後改善を目指す。 
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