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研究成果の概要（和文）：　好中球の新たな免疫系である「細胞外の異物捕獲系 (Neutrophil extracellular traps; 
NETs)」が報告されている． NETsは，直接的に感染微生物を破壊するだけでなく，運動する微生物を投網状の構造物で
捕獲し，他の貪食細胞に提示する役割を果たす．しかしながら，NETsを誘導する微生物種についても，微生物の構成分
子についても多くは不明である．そこで本研究では，「NETs免疫系」を作動させるレンサ球菌由来の因子を同定し，感
染防御に寄与する免疫賦活剤としての可能性を検索する．最終的には，抗生物質と併用可能な感染症治療薬開発の基盤
とすることを目指した．

研究成果の概要（英文）：Recently, it was reported that neutrophils equips a novel immune system against pa
thogenic microorganisms. And then, it was named neutrophils extracellular traps, NETs. NETs work to trap t
he pathogenic bacteria and to present toward macrophages and other native neutrophils. However, they were 
still unknown what molecules derived from pathogens induces NETs, and what receptor on neutrophil recogniz
e NETs-inducing molecule. Thus, we investigated to determine the molecules which induce NETs formation, an
d then how neutrophils recognize the NETs-inducing factor in this study. In addition, we examine the NETs-
expressing neutrophils could eliminate major pathogenic bacteria, including Streptococcus pneumoniae, Stre
ptococcus pyogenes, and Staphilococcus aures in vitro assys.
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１．研究開始当初の背景 

 数年前から，好中球の新たな免疫系である「細

胞外の異物捕獲系 (Neutrophil extracellular 

traps; NETs)」が報告されている．平成 21〜22

年度採択の若手研究 (A)「A 群レンサ球菌の免

疫回避機構の時空間的バイオイメージング解

析」において，レンサ球菌の菌体表層画分を添

加すると，好中球が細胞死に伴い自己染色体を

骨格とした NETs を伸張させることを明らかにし

ている．NETs は，直接的に感染微生物を破壊

するだけでなく，運動する微生物を投網状の構

造物で捕獲し，他の貪食細胞に提示する役割を

果たす．しかしながら，NETs を誘導する微生物

種についても，微生物の構成分子についても多

くは不明である．そこで本研究では，「NETs 免

疫系」を作動させるレンサ球菌由来の因子を同

定し，感染防御に寄与する免疫賦活剤としての

可能性を検索する．最終的には，抗生物質と併

用可能な感染症治療薬開発の基盤とすることを

目指す． 

２．研究の目的 

 昨今，新型の「スーパー抗生物質耐性菌」や

新型インフルエンザ感染症が世界的に流行し，

微生物の脅威とヒトの知恵がせめぎあう日々が

続き，感染症対策が脚光を浴びている．しかしな

がら，わが国の感染症対策は先進諸国の中で

は遅れをとり，これらのスーパー耐性菌や新型イ

ンフルエンザの流行だけでなく，毎年，百日咳

や麻疹等の流行を許している．わが国の死亡疾

患の第４位には，感染症のひとつである「肺炎」

が不動の地位を占め続けている．これらのことか

ら，最近の新聞記事には「感染症後進国」とまで

記載され，感染症対策の遅れが医師不足と並

ぶ国民の社会保障の不安案件として認識され

つつある．また，スーパー耐性菌以外の黄色ブ

ドウ球菌や肺炎レンサ球菌も抗生物質に耐性を

示す傾向が進行しており，抗生物質に頼ってき

たわが国の医療体制に危機が迫っている．特に

高齢者の割合が増加する近年では，他の疾病

で入院した高齢者の抗生物質耐性菌による院

内感染が問題となっている．それにも関わらず，

わが国の医学分野の研究対象は，免疫および

腫瘍や再生医療等の特定領域にのみ集中して

いる．その結果，感染症が大流行してから初め

て，治療方法の確立はおろか治療に結びつく基

礎的な研究成果の蓄積も不十分であるという現

実に直面している．そこで，感染現象の基礎的

な解析に基づく新規の感染症治療方法の研究

こそが現在の重要課題であると考えた．NETs は，

直接的に感染微生物を破壊するだけでなく，運

動する微生物を網状の構造物で捕獲し，他の貪

食細胞に提示する役割を果たす（図 2，3）．しか

しながら，NETs を誘導する微生物種についても，

微生物の構成タンパク質についても多くは不明

である．そこで，本基盤研究では，経時的に三

次元（＝多次元）撮影した生理的条件下のナノ

スケール顕微鏡画像から「NETs 免疫系」を作動

させるレンサ球菌由来の因子を同定し，感染防

御のための免疫賦活剤としての可能性を検索す

る．最終的には，抗生物質と併用可能な感染症

治療薬としての応用を目指す． 

３．研究の方法 

病原性レンサ球菌の感染実験においては，

好中球の ETosis 細胞死と，ETosis に伴う「細

胞 外 の 異 物 捕 獲 構 造 物  (Neutrophil 

extracellular traps; NETs)」による新規の免

疫システムの作動が報告されているが，好中

球に NETs を産生させるレンサ球菌由来物

質は不明である．特に，レンサ球菌属の肺炎

レンサ球菌感染症においては，感染肺組織

に多量の好中球浸潤し，NETs 様構造物が

展開されることが，申請者らのマウス予備実

験，および臨床現場におけるヒト肺炎レンサ

球菌感染症において確認されている．そこで，

好中球 NETs 免疫システムの作動因子につ

いて，A 群レンサ球菌に加え肺炎レンサ球菌

の分子群から同定を試みる． 

 方法論としては，超高速スキャン型原子間

力顕微鏡システムを生物試料用に改良し，ナノ

スケールかつ生理的条件下で，三次元解析を



経時的に行う新規の実験手法を用いる．同計画

が申請期間内に進捗しない場合に備え，研究

室保有のタイムラプス型顕微鏡および共焦点蛍

光レーザー顕微鏡，走査型電子顕微鏡を用い

たバックアップ実験も平行して展開する． 

４．研究成果 

 三ヶ年計画の初年度は，研究計画全体で

使用する試料の調整と各種顕微鏡の観察条

件の至適化を中心に実施した．A 群および

肺炎レンサ球菌の細胞壁画分，および分担

研究者として参画している他の研究課題で

得られた種々の病原因子の組換え体の余剰

試料に加え，以下の手順でゲノム情報から

推定される種々の細菌タンパクを組換え体と

して作製した． 

(1) レンサ球菌の菌体表層タンパクは，C 末

端側に保存されたモチーフがある．その

モチーフを指標として，ゲノムデータベ

ースから推定の A 群および肺炎レンサ

球菌の菌体表層タンパクを選出し，組換

えタンパクを作製した．この際，グラム陽

性菌であるレンサ球菌属の組換えタン

パクは，グラム陰性菌である大腸菌で発

現・精製することが困難であると予測さ

れる．そこで本研究では，種々の宿主や

発現ベクターを組み合わせて，肺炎レン

サ球菌の組換えタンパク調整方法の最

適化を試みた．そのために必要な無細

胞組換えタンパク発現試薬類，およびグ

ラム陽性菌発現宿主 Bacillus subtilis 発

現系，酵母発現系を本研究費で購入し，

至適化を実施した． 

(2) 続いて，上記手順(1)で作製した組換え

タンパク溶液を，ヒト好中球に滴下した．

この混合液を 37°C で 1 時間培養した

後に，スライドグラスに塗抹し，高速スキ

ャン型原子間力顕微鏡および蛍光顕微

鏡試料とした． 

(3) NETs の構成物質は，好中球の染色体

DNA と内因性プロテアーゼであることが

明らかにされている．そこで，蛍光顕微

鏡試料については，SYBRgreen 等の核

酸結合性の蛍光試薬で染色した．そし

て，現況の顕微鏡下で，NETs 展開を認

めるレンサ球菌の組換えタンパクの同定

を行った． 

(4) さらに，上記手順(3)でスクリーニングし

たレンサ球菌のタンパクに対応する遺伝

子の欠失変異株を作製する．続いて，

好中球の NETs 免疫系の作動変化なら

びに微生物排除機序の変化について，

現況の顕微鏡システムで解析した． 

(5) 計画 2 年目には，原子間力顕微鏡に超

高速撮影機能ならびに高速画像解析機

能を追加することを目指す．平成 21〜

22 年度採択の科学研究費補助金を用

いた研究で，培養細胞や活性型タンパ

ク，さらには生菌等の湿潤試料をナノス

ケールで観察する条件設定を確立する

ことが可能となり始めていた．そこで，さ

らに条件を至適化し，初年度計画にお

いて選出したレンサ球菌が，好中球表

層に作用し NETs 誘導を起こす過程を

一分子ごとにリアルタイム画像で追跡し，

超微細形態学的に解析した． 

(6) 一連の実験過程で得られた材料を用い

て，NETs 発現に関与する好中球レセプ

ターの検索も行った． 

(7) 本申請計画の最終年度では，初年度に

構築したレンサ球菌の NETs 誘導因子

の候補ライブラリー（組換え体，精製細

胞壁，および遺伝子欠失変異株）を用

いて，計画２年目に至適化した顕微鏡

観察技術に供し，好中球 NETs 系を誘

導する細菌因子の詳細な同定とメカニ

ズム解析を試みた． 

(8) ヒト好中球にレンサ球菌の組換えタンパ

ク，精製細胞壁，遺伝子欠失変異株（平

成 23 年度に作製分）を添加し，平成 24

年度に至適化した顕微鏡システムで



NETs 誘導能を観察した．  

(9) そして，得られた結果は，学会および学

術誌で専門家を対象に報告した．さらに，

新潟県下の小学校において，小学生を

対象としたアウトリーチ授業を行った． 

また，申請者が作成する研究室のホー

ムページから，リアルタイムで広く国民に

発信した．  
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