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要 旨 

 

 

化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎では，感染初期に発動する宿主の自然免疫応答

に続き，物理的上皮バリアの過剰な破綻が生じ，菌体が組織内に侵入すること

で増悪化することが予想される．しかし，感染により惹起される自然免疫応答

の詳細や，上皮細胞の破綻機構に関しては不明なままである．本研究では，マ

ウスを用いた化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の重症化モデルを新規に作製し，感

染初期の自然免疫応答と上皮細胞障害の関連について調べた． 

化膿レンサ球菌 11434 株の経鼻感染により，顕著なマウス鼻腔粘膜上皮細胞

障害が惹起され，TUNEL 染色により上皮細胞アポトーシスが確認された．菌塊

を包囲する好中球の近接部位で，上皮細胞障害はより高度であったことから，

化膿レンサ球菌と自然免疫細胞との相互作用が，上皮細胞障害に関与している

可能性が示唆された．そこで，薬剤により好中球およびマクロファージの除去

処理を施したマウスを作出し，化膿レンサ球菌の鼻咽頭感染における自然免疫

細胞の役割を精査した．clodronate liposome によってマクロファージを除去した

マウスでは，感染局所の生菌数増加が見られたが，抗 Ly-6G 抗体を用いて好中

球を除去したマウスでは，感染局所の生菌数減少と，上皮細胞脱落の抑制，お
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よび上皮細胞アポトーシスの著減を認め，好中球が感染を助長している可能性

があると考えられた． 

好中球は，Neutrophil extracellular traps（NETs）を放出し，病原微生物を捕捉

して死滅させ，生体の感染防御に寄与している．他方，化膿レンサ球菌は，

Deoxyribonuclease（DNase）を分泌して NETs を分解し，好中球による殺菌機序

を回避することが報告されている．しかし，化膿レンサ球菌によって NETs が分

解されて生じた NETs 分解産物の意義に関する研究はなされていない．そこで，

化膿レンサ球菌と NETs を共培養することによって得られた NETs 分解産物の培

養細胞株に対する作用を検討した．化膿レンサ球菌の培養上清の添加により，

ヒト上皮由来 A549 細胞およびヒト単球由来 THP-1 細胞は中等度の細胞死を起

こしたが，化膿レンサ球菌と NETs 由来二本鎖 Deoxyribonucleic acid（NET-DNA）

の共培養上清を加えた場合では，より高度の細胞死が惹起された．化膿レンサ

球菌と Herring sperm 由来二本鎖 DNA（Herring sperm dsDNA，HS-DNA）の共培

養上清を添加した場合でも，細胞死の増加が見られたことから，化膿レンサ球

菌は，NET-DNA を分解し，その分解産物によって上皮細胞および単球の細胞死

を誘導することが示唆された． 

以上の結果から，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の増悪化機序として，従来考

えられていた化膿レンサ球菌の分泌する病原因子に起因すると考えられる直接

4 
 



的な鼻腔粘膜上皮細胞障害のみならず，（1）NET-DNA 分解産物を利用した二次

的な上皮細胞障害による物理的上皮バリアの破壊と，（2）NET-DNA 分解産物に

よる感染局所での単球・マクロファージの細胞死誘導による貪食回避，炎症性

サイトカイン産生抑制，獲得免疫発動回避が重要であることが示唆された． 
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序 論 

 

 

化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）は，直径 2 μm 以下のグラム陽性球

菌で，レンサ球菌属の Lancefield 抗原分類の A 群に属する．本菌は，ヒツジ血

液含寒天培地上で β 溶血と呼ばれる完全溶血を生じ，臨床医学的に A 群 β 溶血

性レンサ球菌（Group A Streptococcus，GAS）とも呼ばれる(1)．  

化膿レンサ球菌は，ヒトを宿主とし，健常人の咽頭，消化管および表皮に生

息する常在菌の一種であるが，時にヒトに病的感染を成立させ，種々疾患を引

き起こす．その臨床像は，咽頭扁桃炎，伝染性膿痂疹などの比較的軽症の感染

症から，致死的重症感染症（invasive GAS disease）である毒素性ショック症候群，

壊死性筋膜炎，敗血症まで極めて多様である(2)．続発症では，リウマチ熱・リ

ウマチ性心疾患や溶連菌感染後糸球体腎炎が良く知られており，いずれも重症

化すると生命に関わる．世界規模で概算した種々の病原微生物による年間死亡

者数では，HIV の約 270 万人を筆頭に，結核の約 160 万人，マラリアの約 130

万人と続くが，化膿レンサ球菌は第 9 位であり，発展途上国を中心に，少なく

見積もっても全世界で毎年約 50 万人が死亡している(3)．さらに，死亡者や後遺

症を抱える患者の多くが若年者であることから，人類にとって極めて重要な感
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染症の一つといえる(3)． 

化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎は，化膿レンサ球菌感染症の中で最多であり，

わが国では，感染症法下における感染症発生動向調査で，4 類感染症定点把握疾

患に指定されている．生命予後は致死的重症感染症と比較すれば良性だが，世

界人口における発症件数は年間 6 億を超えるとされる(3)．毎年莫大な医療費が

投入されており，米国の統計では，学業・就業時間の喪失などの間接的な損失

まで含めると，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎による経済的損失は最大で年間 5

億 4 千万ドルにも上るとされている(4)．化膿レンサ球菌は，細菌性咽頭扁桃炎

の最大の原因菌であり(5)，ウイルス感染を含めたすべての咽頭扁桃炎の中で，

化膿レンサ球菌が原因の咽頭扁桃炎は，小児で 15～30%，成人で 5～10%を占め

る(6, 7)．鼻腔や口腔からの飛沫感染を主な感染経路とし，2～5 日の潜伏期間を

経て発症する．診断基準としては，Modified Centor criteria が提唱されている(8)．

咳がないこと，圧痛を伴う頸部リンパ節腫脹，38.0℃以上の発熱，扁桃の腫脹や

滲出物，15 歳未満，を 5 つの診断基準として各項目につき 1 点を加算する（45

歳以上の場合は１点を減じる）．これによれば，合計点が 1 以下では抗菌薬や培

養検査は不要であるが，2 点または 3 点の場合には咽頭培養または迅速診断キッ

ト検査を行い，4 点以上では化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の可能性が 51～53%と

高まるため，経験的抗菌薬治療を開始するべきとしている(8)．一方で米国感染
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症学会は，細菌が証明された場合に限り抗菌薬を用いるべきであると主張して

いる(4)．一般的には，ペニシリン系あるいはセフェム系などの抗菌薬治療に良

く反応するものの，再発率は高く，学齢期小児の約 20%でキャリア化している

との報告もある(9)．繰り返す症例では時に扁桃切除を要するが，抗菌薬治療後

で手術時には無症状であっても切除扁桃の 30%以上から化膿レンサ球菌が検出

される(10)．このようなキャリア化は，続発するリウマチ性心疾患や溶連菌感染

後糸球体腎炎の発症と関連している可能性がある． 

化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎に関する基礎研究では，化膿レンサ球菌の経鼻

感染モデルを鼻咽頭関連リンパ組織（Nasal-associated lymphoid tissue，NALT）感

染，すなわち咽頭扁桃炎モデルとしたものが多い(11-13)．ヒトは，口蓋扁桃，咽

頭扁桃，舌扁桃，耳管扁桃からなるワルダイエル咽頭輪を有し，気道粘膜免疫

組織の最初の関門を成している．齧歯類はワルダイエル咽頭輪の代表的組織と

しての扁桃を持たないが，鼻腔内下部後方に存在するリンパ球集簇である NALT

が機能的に扁桃に等しいと考えられている（図 1）(14-17)．NALT には，小腸の

集合リンパ小節を代表とする他の粘膜リンパ組織と同じように，M 細胞と呼ば

れる外来抗原をエキソサイトーシス機構により内腔へ取り込むために特化した

細胞が存在し，抗原特異的 IgA 産生能や炎症サイトカイン産生能を有する(11, 

18-20)．Cleary らは，化膿レンサ球菌 90226 株を BALB/c マウスに経鼻感染させ
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て，約 1 週間で生体内から細菌が排除される実験モデルを確立した(11)．化膿レ

ンサ球菌は，経鼻投与後 1 日以内に NALT の M 細胞から取り込まれ，M 細胞近

傍に存在する樹状細胞に受け渡され，抗原提示を介して T 細胞を活性化する(11)．

ovalbumin を発現させた化膿レンサ球菌 90226 株を用いて抗原特異的 T 細胞の動

態を追跡した研究では，抗原特異的 T 細胞は感染局所の NALT で感染 3 日後か

ら増加し，5～8 日後には遠隔リンパ組織である頚部リンパ節や脾臓で増加した

(12)．著者は，NALT を起点とした獲得免疫系の発動が，約 1 週間で化膿レンサ

球菌を排除したと結論している．他方，Kiyono らは，M 細胞が NALT とは解剖

学的に異なる鼻腔内および副鼻腔内の鼻甲介上にも多数存在することを見出し，

この非 NALT の M 細胞が，経鼻感染させた化膿レンサ球菌 BAA-1064 株を取り

込むことを報告している(21)． 

好中球は，自然免疫系の中心を担う免疫細胞の一つであり，体内に侵入した

細菌を貪食や脱顆粒によって殺菌・分解することが以前から知られていたが(22)，

近年，Brinkmann らによって，好中球が NETs とよばれる線維網を細胞外に放出

し，細菌を捕捉して死滅させる現象が発見された(23)．NETs は，Elastase や Histone，

Myeloperoxidase（MPO）など，種々のタンパク分解酵素や抗微生物活性を持つ

タンパク質を含み，細菌だけでなく，真菌やウイルス，原生動物に対しても強

力な抗微生物活性を発揮する(24-27)．臨床的にも，化膿レンサ球菌，黄色ブド
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ウ球菌，肺炎球菌など DNase を有する細菌の感染症は重症化しやすいことから，

現在では，NETs は重要な生体防御網の一つであると認識されている(28-30)．

NETs 形成はその性格上，病原微生物に対する自然免疫細胞としての好中球の能

動的細胞死を思わせ，アポトーシスやネクローシスと区別して NETosis と呼ばれ

ている(31)．現在では，クロマチン DNA を含み細胞死を伴う NETs の他に，ミ

トコンドリア DNA を主とした細胞死を伴わない NETs も存在することが分かっ

ている(32)．また，好中球の他にも，好酸球(33)や肥満細胞(34)も類似の構造物

を細胞外へ放出することが報告されている．現在までに，NETs 形成に関わるい

くつかの分子生物学的機序が提唱されている（図 2）(35)． 第一に，NADPH 

oxidase による活性酸素種産生が NETs 形成に必要である．NADPH oxidase 欠損

を遺伝学的特徴とする慢性肉芽腫症患者および NADPH oxidase 欠損マウス由来

の好中球は NETs を形成せず，また健常人由来だが NADPH oxidase 阻害薬であ

る Diphenylene iodonium（DPI）で処理した好中球もまた NETs を放出しない(27, 

36, 37)．第二に，オートファジーが NETs 形成に必要である．すなわち，H2O2

に代表されるような活性酸素種刺激のみでは NETs は形成されない．fMLP 刺激

では活性酸素種産生刺激に加え，PI3K/Akt/mTOR 経路が活性化してオートファ

ジーを抑制するが，選択的 PI3K 阻害薬である Wortmannin で処理してオートフ

ァジーを可能にすると NETs 形成が見られる(36)．第三に，Histone H3 のシトル
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リン化が必要である．Cl-amidineによってHistone修飾酵素である Peptidylarginine 

deiminase（PAD）4 を阻害すると，Histone H3 のシトルリン化が抑制され，同様

に NETs 形成が見られなくなる(38)．上述のように，NETs 形成の機序として，

NADPH oxidase による活性酸素種産生，オートファジー，Histone H3 のシトルリ

ン化の関与が報告されてはいるものの，未だにその詳細は不明である．実験で

は，NETs誘導刺激薬物としてPhorbol myristate acetate（PMA）やLipopolysaccharide

（LPS）が使用されることが多い（図 2）． 

マクロファージは，血液中の単球が血管壁を通り組織内へ入って分化したも

ので，好中球と双璧を成す重要な自然免疫細胞である(39)．細菌などの異物を貪

食して取り込み，リソソームと融合させて加水分解して殺菌するだけでなく，

分解された異物の断片を細胞表面に抗原提示することで，獲得免疫系を発動さ

せる．さらに，種々の炎症性サイトカインを産生して，局所の炎症を惹起して

感染を制御している(39)．これまで，薬剤でマクロファージを除去したマウスで

は，化膿レンサ球菌による敗血症や壊死性筋膜炎モデルにおける生存率低下が

報告されている(40, 41)． 

化膿レンサ球菌は，宿主免疫を回避する様々な病原因子を有している（図 3）

(2)．化膿レンサ球菌は，細胞外分泌型の DNase である Sda1 や SpnA など，菌株

によって異なる複数の DNase を有しており，好中球が放出する NETs の主要構
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成要素である DNA を分解することができる(1, 2, 28)．Streptolysin O（SLO）や

Streptolysin S（SLS）は，溶血毒素として知られるが，これは食胞に孔を空けて

貪食細胞にアポトーシスを誘導する．また化膿レンサ球菌は，IL-8 protease や

C5a peptidaseを分泌して，好中球遊走因子として機能する IL-8やC5aを分解し，

感染組織中への好中球遊走を阻止することができる．さらに，Streptococcal 

inhibitor of complement（SIC）は，抗菌ペプチド（Antimicrobial peptide，AMP）

を阻害する．菌体表面に発現する M タンパクと菌体を覆うヒアルロン莢膜は，

補体成分 C3b の菌体表面への結合を阻害することで補体によるオプソニン化を

抑制し，貪食作用の回避に機能している(42)．Streptokinase は，Plasminogen を

Plasmin へ変換し，線溶系を活性化することで，血液凝固による殺菌機構を阻止

する．なお，Streptokinase は，血栓溶解薬としとして臨床応用されたが，効果が

持続しないため現在ではその使用頻度は高くない． 

化膿レンサ球菌の上気道感染における上皮細胞障害および感染初期に発動す

る宿主の自然免疫系の重要性に関しては，未だ十分には解明されていない．化

膿性レンサ球菌は，ヒト上皮系培養細胞株である A549 細胞や HEp-2 細胞をアポ

トーシスさせることが in vitro で報告され，その機序として代表的な病原因子で

ある Streptococcal pyrogenic exotoxin B（SpeB）が重要であることが報告されてい

るが(43, 44)，in vivo での研究は不足している．また，主要な自然免疫細胞であ

12 
 



る好中球とマクロファージによる免疫応答が，感染後のどのタイミングで，個

体のどの部位で，どのような機序で惹起され菌体が排除されるのかという自然

免疫細胞の動態と作用機序，さらにはこれらの自然免疫制御を回避する化膿レ

ンサ球菌の分子学的機序は未だ不明である．化膿レンサ球菌の鼻咽頭感染初期

における鼻腔粘膜上皮細胞障害機序および宿主自然免疫系の動態を明らかにす

ることは，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎における細菌側の未知の免疫回避機構

の解明や，続発する溶連菌感染後糸球体腎炎やリウマチ性心疾患への進展防止，

さらに新規治療薬の開発などにつながる可能性がある． 
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目 的 

 

 

本研究では，化膿レンサ球菌の鼻咽頭感染マウスモデルを新規に構築し，感

染初期防御応答における，自然免疫細胞の感染個体内での時空間的作用動態を

解明することを目的とする．薬剤投与により，自然免疫応答を担う主要な細胞

群である好中球およびマクロファージ数を減少させた動物を作製し，未処理動

物と比較解析することで，感染初期の上皮細胞障害における自然免疫応答の作

用を解明する． 
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方 法 

 

 

1. 菌株および菌液調製 

化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎モデル作製のため，ヒト咽頭由来化膿レンサ球

菌 11434 株（Streptococcus pyogenes ATCC® 11434）を使用した．また，菌株によ

る表現型の差異を確認するため，比較対照にヒト血液由来化膿レンサ球菌 90226

株（米国ミネソタ大学細菌学教室 Cleary P. Patrick 教授より供与）を使用した．

化膿レンサ球菌は，Neopeptone 含 Todd-Hewitt Broth（THB-neo 液体培地）を用

い，37℃・5% CO2 の条件下で対数増殖期まで培養し，滅菌グリセロール終濃度

50%，-80℃にて冷凍保存した． 

菌液の調製には，冷凍保存した化膿レンサ球菌をイノキュレーションループ

で掻き取り，THB-neo 液体培地に投入して，37℃・5% CO2 の条件下で一夜培養

（12～16 時間）し，得られた菌液を同液体培地で 10 倍希釈して 37℃・5% CO2

条件下に培養し，光学濃度 OD600 値が 0.6 に生育した培養液（前期対数増殖期）

を実験に使用した．OD600 値と菌液濃度の関係については，5% ヒツジ血液含寒

天培地に線画して OD600 値が 0.6 のとき，2×108 colony forming units （cfu）/mL

であることを確認した．OD600 値測定には，NanoDrop 2000c Spectrophotometer
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（Thermo Fisher Scientific 社）を使用した．  

 

 

2. 実験動物 

実験全般を通じて，6～7 週齢，雄性 C57BL/6 マウスを使用した．また，マウ

ス鼻咽頭感染モデルの構築のため，C57BL/6 マウスの他に 6～7 週齢，雄性

BALB/c マウスおよび雌性 ddY マウスを使用した．マウスはすべて日本エスエル

シー社から購入し，飼育は SPF 環境下，通常飼料を用い，自由飲水下にて飼育

した．マウスの安楽死処置には，CO2 吸入もしくはジエチルエーテル吸入麻酔下

心臓穿刺による全採血を用いた．動物の飼育および実験使用については，すべ

て東京大学動物実験実施マニュアルの規定に従って実施した． 

 

 

3. マウスの経鼻感染方法 

THB-neo 液体培地内で OD600 値が 0.6 となった菌液を，6000xg，25℃，10 分間

遠心し，PBS で洗浄した後，5x108 cfu/15 µL となるように生理食塩水で懸濁した．

経鼻感染時の麻酔には，ケタミン 80 mg/kg（第一三共プロファーマ社，ケタラ

ール筋注用 500 mg®）およびキシラジン 10 mg/kg（バイエル薬品社，セラクタ
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ール 2% 注射液®）混合液を臀部に筋肉内注射した．十分な麻酔深度に達した後，

マウスを仰臥位として，化膿レンサ球菌 5x108 cfu/15 µL を 7.5 µL ずつ左右の鼻

腔へ滴下し，自然吸入させた． 

 

 

4. マウスからの好中球およびマクロファージの除去 

好中球の生体からの除去は，マウスに抗 Ly-6G 抗体（1A8 clone®，Bio X cell

社）500 μg/body を腹腔内投与することにより行った．対照群には，対照 IgG 抗

体（2A3 clone®）500 μg/body の投与を行った． 

マクロファージは，clodronate liposome®（ClodronateLiposomes.com 社）10 

μL/g・体重を静脈内注射することにより除去した．対照群には，等量の対照 

liposome 静脈内投与を用いた． 

標的細胞の除去効率は，BD FACS Aria を用いたフローサイトメトリー解析に

より確認した．好中球は Gr-1high CD11b+ F4/80- 細胞，マクロファージは F4/80+ 

CD11bint Gr-1- 細胞とそれぞれ定義した(45)．細胞の染色には，直接蛍光標識抗

体である抗 CD11b-FITC 抗体（Rat IgG2b kappa，M1/70 clone，BD Biosciences 社），

抗 Gr-1-PE 抗体（Rat IgG2b kappa，RB6-8C5 clone，Tonbo biosciences 社）および

抗 F4/80-APC 抗体（Rat IgG2a kappa，BM8.1 clone，Tonbo biosciences 社）をそれ
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ぞれ使用した． 

 

 

5. マウス鼻腔粘膜組織の凍結切片の作製と免疫染色 

凍結切片の作製は，以下のように行った．全採血による安楽殺後，70% エタ

ノールを頭部に噴霧し，頭部を切断した．次に頭皮を剥離し，眼球・脳を除去

し，続いて鼻尖・前歯，頬骨・頬筋を切離した組織片を PBS で軽く洗浄して，

4% パラホルムアルデヒド含 PBS 液に浸漬して 4℃，24 時間固定し，その後 10% 

EDTA 液 50 mL（pH 7.4）に 4℃，5 日間以上連日浸漬液を交換しながら浸漬し

て骨塩成分を十分に脱灰した．これを OCT コンパウンド（Thermo Fisher Scientific

社）に浸漬（4℃，12～16 時間）した後，クリオモルドへ収め，液体窒素に浮か

べたアルミ箔上で急速凍結させ，ミクロトーム内で 6 μm 厚に薄切し，フロスト

付きスライドグラスに貼り付けて，使用まで-30℃で保存した． 

免疫染色は，凍結切片を載せたスライドグラスを室温に戻し，PBS で 2 回軽

く洗浄した後，4% パラホルムアルデヒド含 PBS 液を用いて室温にて 5 分間浸

漬固定した．スライドグラス上にて PBS で 5 分間，3 回洗浄し，0.2% Triton-X100

含 PBS 液を加え，室温で 10 分間静置することによって 易透過処理を行った．

電子レンジで加熱した 10 mM クエン酸ナトリウム溶液（pH 6.0）に 10 分間，2
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回浸漬して抗原賦活化処理し，0.05% Tween20 含 PBS 液で 3 分間，3 回洗浄した．

ブロッキングは，G Block®（Geno Staff 社）50 µL を滴下し，室温にて 30 分間処

理した． 

化膿レンサ球菌，好中球，マクロファージの三者を染色する場合には，一次

抗体として，ヤギ由来抗化膿レンサ球菌抗体（ab9191，Abcam 社）（50 倍希釈），

ウサギ由来抗 MPO 抗体（ab45977，Abcam 社）（50 倍希釈），ラット由来抗 F4/80

抗体 （Bio-Rad 社）を用い，37℃で 60 分静置した．PBS で 3 分間，3 回洗浄の

後，二次抗体として，ロバ由来抗ヤギ IgG-Cy5 抗体（100 倍希釈）を加えて 37℃

で 30 分静置し，PBS で洗浄後，ヤギ由来抗ウサギ IgG-TRITC 抗体（100 倍希釈），

ヤギ由来抗ウサギ IgG-FITC 抗体（100 倍希釈），および DAPI（1000 倍希釈）を

加えて 37℃で 30 分静置した． 

B 細胞，T 細胞の染色には，一次抗体として，ラット由来抗 CD45R/B220 抗体

（RA3-6B2 clone，BD Biosciences 社），または，ラット由来抗 CD4 抗体（H129.19 

clone，BD Biosciences 社）を，二次抗体として，ウサギ由来抗ラット IgG-FITC

抗体をそれぞれ使用した． 

染色後は，PBS で 2 回軽く洗浄し，Vectashield®（Vector Laboratories 社）を用

いて封入し，共焦点レーザー蛍光顕微鏡（Carl Zeiss 社，LSM510）で観察し，

LSM510 version 3.2 software（Carl Zeiss 社）を用いて解析した． 
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6. 上皮細胞アポトーシスの定量 

アポトーシス細胞の検出には，DeadEnd Fluorometric TUNEL System®（Promega

社）を用いた．凍結切片を載せたスライドを室温に戻し，PBS で 2 回軽く洗浄

後，4% パラホルムアルデヒド含 PBS 液にて室温で 15 分間固定した後に，PBS

で 5 分間，2 回洗浄した．Proteinase K 20 μL/mL を 100 μL 加え，8 分間室温にて

静置して易透過処理し，PBS で 5 分間洗浄し，再び 4% パラホルムアルデヒド

含 PBS 液にて 5 分間浸漬固定した．PBS で 5 分間洗浄し，付属の Equilibration 

buffer 100 μL を加えて室温で 5 分間静置後，Equilibration buffer 45 μL，Nucleotide 

Mix 5 μL，recombinant Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 1 μL の混合溶液を加

えて，遮光下に 37℃，60 分間静置した．クエン酸ナトリウム・食塩混合溶液中

で 15分間浸漬後，PBSで 3回洗浄し，DAPIおよびWheat Germ Agglutinin（WGA）

Alexa Fluor 555 Conjugate®（Life technologies 社）を 37℃，60 分間反応させて対

比染色を行った． 

上皮細胞アポトーシスの定量化は，共焦点レーザー蛍光顕微鏡および LSM510 

version 3.2 software を用いて，同一の倍率および画像取得条件によって得た画像

の上皮層をトレースして総面積（単位：pixel）を算出し，次にその範囲内にみ

られる蛍光強度が 120 以上の TUNEL 陽性細胞数を目視でカウントして，単位面

積あたりの TUNEL 陽性細胞数を比較検討した． 
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一方，上皮細胞障害範囲の定量化には，共焦点レーザー蛍光顕微鏡および

LSM510 version 3.2 software を用いて，同一の倍率および画像取得条件によって

得た画像の篩骨洞迷宮内粘膜上皮から 1 サンプルあたり 5 視野を確認し，粘膜

上皮周を近似曲線によりトレースし，上皮全長を算出した後，WGA 陽性上皮長

をトレースして，上皮全長に対する WGA 陽性上皮長の比を求めた． 

 

 

7. マウス鼻腔内における化膿レンサ球菌の生菌数の確認 

化膿レンサ球菌を感染させたマウスを解剖し，上顎洞粘膜組織を摘出して 40 

μm メッシュ上で，注射用 1 mL シリンジのゴム部分を用いて組織を磨り潰し，

得られた溶液を適切な希釈倍率で 5% ヒツジ血液含寒天培地に播種して，37℃，

5% CO2 下に一夜培養した後，コロニー形成数を目視でカウントした． 

 

 

8. ヒト好中球分離 

好中球分離は，Ficoll-Hypaque 混合溶液（DS Pharma Biomedical 社，モノ･ポ

リ分離溶液®，比重：1.115 ± 0.002 g/mL）を使用した（図 4）．まず，2 週間以内

に投薬を受けていない健常人から血液 10 mL を採取し，EDTA-2Na で抗凝固処

21 
 



理し，試験管内でモノ・ポリ分離溶液 3 mL に，抗凝固処理した全血 3.5 mL を

静かに重層し，400xg，25℃，25 分間遠心分離後，好中球層を別の試験管に移し

て PBS を加えて洗浄し，300xg，8℃，10 分間遠心分離して上清を除去し，氷冷

した滅菌蒸留水 5 mL を加えて 30 秒間ピペッティングにて完全に溶血させた．

速やかに PBS を加え，300xg，8℃，10 分間の遠心分離後，上清を吸引して細胞

ペレットを 2% ヒト血清含 Roswell Park Memorial Institute medium（RPMI）1640

で懸濁した．これを 1×106 cells/mL に調製し，冷 100% メタノール 100 μL で固

定した塗抹標本を，10 倍希釈した Giemsa 液®（WAKO 社）にて 15 分間染色し

て非活性化好中球 90%以上であることを確認し，実験に使用した． 

 

 

9. NETs の惹起と NET-DNA の確認 

好中球 1x106 cells/mL に対して，PMA を終濃度 25 nM となるように加え，4

時間後に 6000xg，4℃，5 分間で遠心分離し，その上清を回収した(37)．上清中

の NET-DNA 値は，Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay®（Life Technologies 社）に

より測定した(37)． 
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10. 培養細胞株 

A549 細胞（ヒト・肺胞基底上皮腺癌細胞）の培養には，10% Fetal calf serum

（FCS）含有 Dulbecco's Modified Eagle's Medium（DMEM）を使用した．THP-1

細胞（ヒト・単球性白血病細胞）の培養には，10%FCS 含有 RPMI1640 を使用し

た．細胞実験には，3 日で約 10 倍に増殖した増殖良好かつ継代間隔が安定した

細胞を使用した． 

 

 

11. 化膿レンサ球菌と NETs の相互作用による細胞毒性の評価 

THB-neo 液体培地 10 mL 内で一夜培養して静止期に達した化膿レンサ球菌を

RPMI1640培地に懸濁して，NET-DNAもしくはHS-DNAをそれぞれ終濃度が 100 

ng/mL もしくは 4 μg/mL となるように加え，37℃，5% CO2 の条件下で 3 時間培

養した．その後菌液と DNA の混合溶液を 6000xg，4℃，10 分間で遠心分離し，

上清を回収して，化膿レンサ球菌処理 DNA 溶液を得た（図 4）．前述の培養細胞

株 1 well あたり 5 x 106 cells の A549 細胞もしくは THP-1 細胞を播種した 12 

well plate に，化膿レンサ球菌処理 DNA 溶液 400 μL を添加し，37℃，5% CO2

の条件下で 4 時間培養した．接着細胞である A549 細胞は，まず浮遊細胞を回収

し，次に PBS 200 μL で洗浄するとともに細胞を回収し，0.05% Trypsin-EDTA 200 
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μL を加えて，37℃，5 分間静置して全ての細胞を剥離させてこれを回収した．

浮遊細胞である THP-1 細胞は，全細胞液をピペッティングにより回収した．細

胞死の程度は，Trypan blue 染色液®（Sigma 社）により染色される細胞数から算

出した． 
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結 果 

 

 

1. 化膿レンサ球菌による鼻咽頭感染マウスモデルの確立 

マウス鼻腔感染系において，鼻腔内投与量が過多となると，注入菌液が肺へ

流入し，肺感染を併発することが想定される．そこで，鼻腔内のみに菌が滞留

して局所感染が成立する鼻腔感染系を確立するために，適切な菌液投与量を検

討した．Trypan blue 染色液を左右の鼻腔に 7.5 μL ずつ経鼻投与したところ，鼻

腔内全域に色素が付着したが，肺への吸入は見られなかった（図 5A・B）．一方，

左右の鼻腔に 15 μL または 30 μL ずつ経鼻投与したマウスでは，投与直後から鼻

腔外へ Trypan blue 染色液が噴出し（図 5B，上段），2 時間後に肺への色素吸入

が肉眼的に観察された（図 5B，下段）．以上の結果から，鼻腔内感染に用いる菌

液量は左右各鼻腔へそれぞれ 7.5 μL，各マウスあたり計 15 μL とした． 

次に，化膿レンサ球菌鼻咽頭感染マウスモデルに適したマウス系統および化

膿レンサ球菌菌株を選定するために，様々な投与菌数の各種化膿レンサ球菌菌

株を，種々マウス系統（C57BL/6 マウス，BALB/c マウス，ddY マウス）と組み

合わせて経鼻投与を行った．その結果，C57BL/6 マウスにヒト咽頭由来化膿レ

ンサ球菌 11434 株を 5x108 cfu/15 µL 経鼻投与することで，再現性よく投与後 3
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日から 6 日で致死となる感染条件を見出した（図 6）．死亡したマウスは，全て

感染 2 日後から体重減少，シバリングを認めており，死体解剖時には麻痺性イ

レウスを呈していた（データ未掲載）． 

序論で述べたように，これまで化膿レンサ球菌経鼻感染は NALT 感染モデル

として頻用されてきた．そこで，今回作製した感染モデルにおける感染部位を

同定するために，化膿レンサ球菌経鼻感染マウスの頭部から凍結切片を作製し，

その連続切片を用いて菌塊の局在を免疫組織染色で検討した．化膿レンサ球菌

感染マウスの NALT では，B 細胞，T 細胞ともに陽性を確認した（図 7A・B）

が，化膿レンサ球菌，好中球，マクロファージのいずれも確認することはでき

なかった（図 7C）．一方で，鼻腔内，篩骨洞迷宮内，上顎洞内において著明に化

膿レンサ球菌の増殖が確認された（図 8）．このことから，本モデルは NALT で

の菌体感染を主とする感染モデルではなく，鼻咽頭感染モデルと捉えるのが妥

当であると考えられた． 

 

 

2. 化膿レンサ球菌と好中球が共局在する部位では粘膜上皮が脱落する 

化膿レンサ球菌による鼻腔・副鼻腔内の炎症惹起機序を解明するために，菌

体存在部位における上皮細胞および遊走性細胞による炎症像を精査した．感染
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マウスの鼻腔粘膜上皮障害を確認するために，非感染および感染マウスの鼻腔

粘膜上皮表層を，上皮細胞特異的染色が可能である WGA により染色した（ただ

し，化膿レンサ球菌も菌体表面に糖鎖を有するため染色陽性となる）．非感染マ

ウスの鼻腔粘膜においては，WGA 陽性の上皮細胞層が一層の平坦な連続層とし

て観察された（図 9A-a）．一方，化膿レンサ球菌の経鼻感染後 12 時間が経過し

たマウスでは，免疫細胞様の細胞群が取り巻く化膿レンサ球菌菌塊に隣接した

鼻腔粘膜上皮の WGA 陽性上皮細胞層は凹凸不整となり，WGA 染色陽性粘膜上

皮細胞の脱落が見られた（図 9A-b，上段）．化膿レンサ球菌の菌塊のみが存在し

免疫細胞様の細胞群がみられない部位（図 9A-b，中段）あるいは，感染マウス

であっても菌体が見られない部位（図 9A-b，下段）では，上皮細胞障害は見ら

れなかった．また，TUNEL 染色により非感染マウスおよび感染マウスの鼻腔粘

膜上皮の細胞死を検出したところ，非感染マウス鼻腔粘膜の上皮層では TUNEL

陽性細胞は殆ど確認できない程度であったのに対して，化膿レンサ球菌感染マ

ウスの鼻腔粘膜上皮層には多数の TUNEL 陽性アポトーシス細胞が見られた（図

9B）．以上より，化膿レンサ球菌の経鼻感染によって著しい上皮細胞脱落とアポ

トーシスが生じることが明らかとなった（図 9C・D）． 

感染 12 時間後の組織切片に，好中球およびマクロファージ特異的免疫染色を

行った結果，化膿レンサ球菌を取り巻いている免疫細胞の主体は好中球である
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ことが判明したが，同部位においてマクロファージは観察されなかった（図 10A）．

興味深いことに，感染 24 時間後の組織切片の菌塊中心部では，好中球は観察さ

れたがマクロファージは見られず，マクロファージは菌塊の辺縁に限局してい

た（図 10B）．以上より，化膿レンサ球菌と好中球の相互作用が鼻腔粘膜上皮細

胞障害に関与している可能性と，化膿レンサ球菌が何らかの機序によりマクロ

ファージを菌塊中心部から排除している可能性が示唆された． 

さらに，マウス鼻腔内の化膿レンサ球菌の動態を経時的に観察すると，感染

12 時間後には，化膿レンサ球菌は脱落した上皮細胞に挟まれる形で内腔内に留

まっていたが，感染 24 時間後には脱落上皮細胞を越え，感染 48 時間後には粘

膜下層へ深く侵入していた（図 11A）．粘膜下層に存在する血管床へ侵入した場

合には菌血症へ進展することが予想されるため，化膿レンサ球菌感染後の体重

減少および菌血症発症の有無を経時的に検討したところ，組織所見に一致して

感染 48 時間後から著しい体重減少を認め（図 11B），感染 72 時間後にはすべて

のマウスにおいて菌血症が確認された（図 11C）． 

 

 

3. 好中球除去マウスでは感染初期の粘膜上皮細胞障害が軽減される 

化膿レンサ球菌の鼻腔粘膜上皮細胞障害における好中球およびマクロファー
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ジの関与を調べるために，これらの細胞群を除去したマウスの作出を試みた．

マウス全血を用いたフローサイトメトリー解析による検討の結果，抗 Ly-6G 抗

体の腹腔内投与により，投与 1 日後に全血好中球の約 86%が除去され，この効

果は投与 3 日後には 28%まで減弱することを確認した（図 12A・B）．同様に，

clodronate liposome を経静脈注射したマウスでは，全血マクロファージが投与 1

日後に約 87%が除去されたが，この効果は 3 日後には 42%まで低下した．一方，

脾臓内のマクロファージは，投与 1 日後および 3 日後に約 75%の除去率であっ

た（図 12B）． 

次に，好中球およびマクロファージ除去処理の 24 時間後に化膿レンサ球菌を

マウスに感染させ，感染 12 時間後の鼻腔粘膜上皮層を観察した（図 13A）．抗

Ly-6G 抗体投与による好中球除去マウスでは，化膿レンサ球菌感染後の上皮細胞

層における WGA 陽性上皮層長は，化膿レンサ球菌が感染した対照 IgG 投与マ

ウスに比して有意に減少しており（図 13B），好中球除去によって，化膿レンサ

球菌感染による上皮細胞の脱落が軽減されることが判明した．また，好中球除

去マウスにおいては，IgG 対照マウスと比べて，上皮細胞層における TUNEL 陽

性アポトーシス細胞数が著明に減少しており（図 13C），好中球除去によって，

化膿レンサ球菌感染による上皮細胞アポトーシスが抑制されることが判明した．

以上の結果から，化膿レンサ球菌感染による鼻腔粘膜上皮細胞障害には，好中
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球が関与していることが明らかとなった． 

 

 

4. 好中球除去マウスでは感染初期の上顎洞内化膿レンサ球菌数が減少する 

鼻腔および副鼻腔内での化膿レンサ球菌生菌数における好中球もしくはマク

ロファージの影響を確認するために，無処置の C57BL/6 マウス，抗 Ly-6G 抗体

投与による好中球除去マウス，IgG 対照抗体投与マウス，clodronate liposome に

よるマクロファージ除去マウス，および対照 liposome 投与マウスに，化膿レン

サ球菌を経鼻感染させて両側上顎洞内の生菌数を経時的に解析した（図 14）．す

べての群において，化膿レンサ球菌生菌数は感染後から一旦は減少し，12～18

時間後から上昇に転じた．興味深いことに，マクロファージ除去マウスでは，

感染 24 時間後の上顎洞内生菌数が対照 liposome投与マウスよりも有意に増加し

ていたが （p<0.001），予想に反して，好中球除去マウスでは，IgG 対照投与マ

ウスと比較して感染 18 時間後に有意な生菌数減少が見られた （p<0.001）．これ

らの結果から，上顎洞内の化膿レンサ球菌生菌数は，マクロファージ除去マウ

スでは増加する一方で，好中球除去マウスでは減少することが明らかとなった． 
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5. 化膿レンサ球菌と NETs の相互作用と NETs 分解産物による細胞毒性 

生体に侵入した外来病原細菌の殺菌には，好中球による貪食，脱顆粒および，

NETs による細菌の捕捉が重要であることが知られている(22)．しかし，上述の

結果からは，化膿レンサ球菌が感染した鼻腔粘膜では，本来自然免疫の主力で

あるべき好中球は十分に殺菌機能を発揮していないと考えられ，化膿レンサ球

菌が好中球の殺菌作用を無力化した可能性が示唆された．さらに，菌塊を包囲

する好中球の周辺で上皮細胞障害が高度であることや，マクロファージは菌塊

の辺縁にのみ局在することから，化膿レンサ球菌は，好中球を無力化するのみ

ならず，好中球周辺の上皮細胞やマクロファージにも何らかの作用を及ぼして

いると考えられた．そこで，好中球周辺領域に広く作用を及ぼすことが可能で

ある NETs に着目し，化膿レンサ球菌が NETs を分解するのみならず，上皮細胞

やマクロファージに細胞死を誘導するとの仮説を立てた． 

そこで，化膿レンサ球菌と NETs の共培養産物による細胞死誘導能を確認する

ために，以下の実験を行った（図 4）．2 週間以内に投薬を受けていない健常人

末梢血から好中球を分離して，Giemsa 染色で好中球の純度が 90%以上であるこ

と，および好中球が活性化していないことを確認した（図 15A）．好中球 1x106 

cells/mL を PMA で 4 時間刺激して NETs を惹起し（図 15B），活性化して細胞外

に放出された NET-DNA を含む上清を遠心分離によって回収し，Quant-iT 
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PicoGreen dsDNA Assay により NET-DNA 値を測定した結果，過去の報告(37) と

ほぼ同等の濃度である約 450 ng/mL の NET-DNA を回収し得た（図 4，図 15C）．  

菌体と NETs の共培養産物のうち，細胞死誘導活性を有する可能性が考えられ

る物質の一つとして，DNA 分解産物が挙げられる．化膿レンサ球菌は，後期対

数増殖期および静止期に DNase の発現が mRNA レベルで亢進する(46)ことが報

告されていることから，化膿レンサ球菌と DNA の共培養実験には，静止期の菌

体を使用した（図 4）．静止期の化膿レンサ球菌と NET-DNA あるいは対照 DNA

として HS-DNA を 3 時間共培養したところ，NET-DNA の 90%および HS-DNA

の 99%が分解された（図 15D）．この溶液を遠心分離して菌体を除去した上清を，

ヒト上皮由来 A549 細胞およびヒト単球由来 THP-1 細胞に加えて，4 時間後に

Trypan blue 染色により死細胞を検出した．DNA 未添加での化膿レンサ球菌培養

上清のみを細胞に加えた場合，A549 細胞および THP-1 細胞のそれぞれ 47%およ

び 51%に細胞死が誘導された（図 15E・F）．しかし，化膿レンサ球菌に NET-DNA

を加えた培養上清の添加では，より効率的に細胞死が誘導された（A549 細胞に

おいて 100%，THP-1 細胞において 98%；図 15E・F）．対照 DNA として HS-DNA

を化膿レンサ球菌と共培養した培養上清を用いた場合においても，A549 細胞お

よび THP-1 細胞に 95%および 71%の Trypan blue 陽性細胞が生じたことから，細

胞障害活性を有する物質は，DNA に由来することが示唆された．なお，DNA の
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存在は，化膿レンサ球菌の発育速度に影響を与えなかった（図 15G）． 

このことから，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の上皮細胞障害機序には，化膿

レンサ球菌が細胞外に分泌する病原因子に起因すると考えられる直接的な上皮

細胞障害の他に，NETs 分解過程に生じた NET-DNA 分解産物を利用した上皮細

胞障害による物理的上皮バリアの破壊と，同分解産物を利用した単球・マクロ

ファージの細胞死誘導が重要であることが示唆された（図 16）． 
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考 察 

 

 

私は，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の重症化モデルを新規に作製した（図 6）．

これまでに報告されている化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎モデルは，主として獲

得免疫に着目した動物モデルであったが(11, 12, 47)，本モデルは，宿主自然免疫

のみでは難治性の化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎を想定したものであり，また同

時に，徐々に敗血症へ進展する重症化膿レンサ球菌感染症をも標的とするもの

である． 

本モデルがヒトの鼻咽頭感染モデルとして適切な点として，ヒト咽頭由来の

化膿レンサ球菌 11434 株を経鼻感染させた実験系であることが挙げられる．化

膿レンサ球菌に関する基礎研究では，invasive GAS disease を呈した患者から分

離された M1T1 に分類される菌株を用いることが多い．しかし，本研究で比較

対照として使用した化膿レンサ球菌 90226 株は，敗血症患者から分離された

M1T1 に分類される菌株であるが，経鼻感染による表現型は 11434 株と比して明

らかに軽微であった．本研究の結果は，同一宿主に特定の菌種を感染させても

菌株によって表現型は全く異なること，同一菌株であっても宿主の違いによっ

て生存率が異なることを示している（図 6）．また，同一菌種であっても各々の
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菌株によって適切な感染経路が存在する可能性も考えられる．実際，化膿レン

サ球菌を感染させたマウスでは，感染経路により誘導される免疫系細胞群が異

なる(47)．化膿レンサ球菌 90226 株の経鼻感染では NALT を含む全身リンパ組織

で Th17 細胞の誘導が惹起される一方，静脈内感染および皮下感染では，Th1 細

胞が優勢となる(47)．化膿レンサ球菌は，本来ヒトのみを宿主とする細菌であり，

無処置の野生型マウスに感染を成立させることは難しい．化膿レンサ球菌 90226

株を C57BL/6 マウスに経鼻感染させた研究では，野生型マウスでは観察期間中

（15 日間）全例が生存したのに対して，Th17 細胞分化誘導不全 IL-6 ノックアウ

トマウスでは，生存率が約 30%低下した(47)．本モデルは，簡素な実験系であり

ながら，野生型マウスに化膿レンサ球菌感染が成立したことが特長である．次

に，本モデルは，化膿レンサ球菌による粘膜上皮細胞障害を短期間で観察する

ことに適している．化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎の特異度の高い臨床所見の一

つに，軟口蓋点状出血があり，粘膜上皮細胞障害の所見と考えられる(8)．化膿

レンサ球菌性膿痂疹や壊死性筋膜炎などにおいても，やはり上皮細胞が主要な

標的である．加えて本モデルは，本研究で施行した好中球除去およびマクロフ

ァージ除去と組み合わせることにより，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎における

好中球およびマクロファージの機能や役割について解析することが可能である．

一方で，投与菌量が多いこと，短期間に敗血症へ至り致死的であること，マウ
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スには扁桃が存在しないことは本モデルの限界である． 

免疫染色を用いた検討によって，鼻腔内の化膿レンサ球菌は，基本的に好中

球およびマクロファージと共局在しており，これらの自然免疫細胞が宿主感染

防御の最前線へ出動していることが改めて確認された．興味深いことに，好中

球が化膿レンサ球菌を取り巻いている部位では，上皮細胞の脱落とアポトーシ

スが顕著であった（図 9A-D，図 10）．このことから私は，好中球と化膿レンサ

球菌の相互作用が，何らかの機序を介して，上皮細胞の細胞死を誘導している

と推察した．また，経鼻感染から 12 時間後，24 時間後，48 時間後の組織を比

較検討することにより，時間の経過とともに，化膿レンサ球菌が粘膜下層へ深

く侵入していく様が観察された（図 11A）．化膿レンサ球菌感染 3 日後からマウ

スが死亡することや（図 6），感染 72 時間後から菌血症が明らかとなることから

（図 11C），本モデルの死因は，化膿レンサ球菌による上皮細胞の直接的破壊と

粘膜下層血管床への侵入を介した敗血症死であると考えられた．しかし本研究

では，敗血症へ至った後の直接死因の詳細については検討していない．マウス

をはじめとする実験動物モデルは，あらゆるヒト疾患の医学・生物学研究に利

用されているが，特に疾患の発症機序の解明や臨床応用を目指した橋渡し研究

において大きな意義を有している．しかし，最近になって，敗血症，外傷，熱

傷や内毒素血症などの炎症性疾患において誘導される遺伝子発現パターンがヒ
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トとマウスで異なることが報告され，動物モデルの有用性について改めて議論

がなされている(48, 49)．適切な動物モデルを使用するとともに，実験動物から

得られた知見の解釈には，慎重な吟味が求められる． 

化膿レンサ球菌による上皮細胞障害における自然免疫細胞の役割を明らかに

するために，私は薬剤を用いて生体内の好中球およびマクロファージを除去し

て，これらの細胞機能抑制状態を作出した（図 12A・B）．好中球除去では，抗

Ly-6G 抗体を用いて血液中の好中球を 24 時間以内に 86%除去することに成功し

た． clodronate liposome によるマクロファージ除去では，24 時間以内に血中マ

クロファージを 87%除去し得た．抗 Ly-6G 抗体を用いて血中から好中球を除去

したマウスでは，上皮細胞の脱落およびアポトーシスは著明に減少し（図 13A-C），

また予想に反して経鼻感染後の局所の化膿レンサ球菌生菌数にも有意な減少が

みられた（図 14）．このことは，好中球による細菌排除機構が，化膿レンサ球菌

によって阻害されたことを示唆するものであった．一方，マクロファージを除

去したマウスでは，感染局所の生菌数が有意に増加しており，マクロファージ

は化膿レンサ球菌の菌体排除に必要であることが明確に示された（図 14）．なお，

抗 Ly-6G 抗体あるいは clodronate liposome を投与した非感染マウスでは，上皮細

胞の脱落およびアポトーシスは見られなかった（データ未掲載）． 

活性化した好中球は，NETosis とよばれる能動的細胞死により，核内に存在す
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る Histone や DNA，細胞質内の Elastase や MPO などの抗菌タンパク質等で構成

される NETs を細胞外に放出し，細菌を捕捉して死滅させる(23)．NETs が，化

膿レンサ球菌に対して殺菌能力を持ち宿主感染防御に働くのに対して，化膿レ

ンサ球菌は，細胞外分泌型 DNase によって NETs を分解し，好中球からの攻撃

を回避することができる(28, 38, 50)．これまでに複数の研究グループによって，

化膿レンサ球菌感染症において NETs が宿主感染防御にとって有益であること

を示す研究結果が報告されている．壊死性筋膜炎を想定したマウスモデルにお

いて，野生型化膿レンサ球菌菌株の皮下感染によって生じた皮膚壊死は， DNase

欠失菌株で顕著に縮小し(28, 38, 50)，また DNase 阻害薬である G-actin 投与で縮

小し(28)，DNase 投与によって拡大した(38)．さらに，NETs 産生能の欠落した

PAD4 欠損マウスおよび PAD4 阻害薬 Cl-amidine を投与したマウスでは，野生型

マウスと比較して，化膿レンサ球菌に易感染性であり，局所生菌数の増加およ

び皮膚壊死範囲の拡大がみられた(38)．一方，カニクイザルに化膿レンサ球菌を

経鼻感染させた咽頭扁桃炎モデルにおいて，感染によって生じる咽頭発赤が

DNase 欠失菌株では有意に抑制された(50)．本来 NETs は，細菌を捕獲・殺菌す

るために重要な自然免疫応答であるが(23)，その一方で宿主細胞に対しても細胞

障害性を有し，敗血症モデルにおける血管内皮細胞障害などが報告されている

(51)．最近では，自己免疫疾患との関連も示唆されており，NETs はいわば諸刃
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の剣ともいえる自然免疫応答と考えられている(35)．抗好中球細胞質抗体関連血

管炎患者の腎生検検体における半月体形成性腎炎に NETs が同定されることや

(52)，全身性エリテマトーデス患者では DNase-I 変異を来している者が少なから

ずみられ，DNase-I 変異による NETs 分解能低下が疾患活動性と相関すること(53)，

さらに NETs は深部静脈血栓症の発症に関与していること(54, 55)，などがその例

である．最近，黄色ブドウ球菌が自身の持つ nuc および ads の作用によって

NET-DNA を分解し，産生された deoxyadenosine によってマクロファージをアポ

トーシスさせることが報告された(29)．これを参考にして私は，化膿レンサ球菌

も黄色ブドウ球菌と類似の機序により，NETs を逆手にとって宿主細胞死を誘導

することができるのではないかと考えた．  

 序論で述べたように，化膿レンサ球菌は，A549 細胞や Hep-2 細胞などの上皮

細胞内へ侵入し，アポトーシスを誘導することが報告されている(43, 44)．本研

究でも，ヒト上皮細胞系の A549 細胞に化膿レンサ球菌の遠心上清を加えたとこ

ろ，化膿レンサ球菌の分泌毒素によると思われる中等度の細胞死が惹起された．

また，ヒト単球系の THP-1 細胞においても同様であった．そこで，ヒト好中球

を PMA で刺激して NET-DNA を回収し，これを化膿レンサ球菌と共培養するこ

とにより，NET-DNA 分解産物を産生させて，A549 細胞および THP-1 細胞に対

する細胞障害性を検討した（図 4）．その結果，化膿レンサ球菌の培養上清単独
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に暴露させるよりも，NET-DNA 分解産物を含有する上清の方が，より強い細胞

障害性を有することが明らかとなった（図 15E・F）．さらに，この反応は化膿レ

ンサ球菌に HS-DNA を加えた場合でも強調され，化膿レンサ球菌による DNA

分解産物が，種々の宿主細胞に対して細胞毒性を有することを見出した（図

15E・F）．このことは，感染マウスの鼻腔内菌塊の辺縁にのみマクロファージが

存在した理由が，菌塊中心部分ではマクロファージが細胞死へ誘導されたため

であると考えることができる．上記 in vitro の研究結果は，NETs 構成要素の中で

も特に NET-DNA の分解産物が重要であることを示しているが，その一方で，特

に THP-1 細胞においては，NET-DNA 分解産物は HS-DNA 分解産物よりも高い

毒性を示したことには注意すべきである．NETs は，Elastase や MPO など，種々

の細胞障害性顆粒を含有しているため，NETs 分解によって，これらの細胞障害

性顆粒が遊出し，相加的に細胞毒性を発揮した可能性がある．化膿レンサ球菌

は，黄色ブドウ球菌と同様に DNase を持つものの，黄色ブドウ球菌の有する ads

の存在は未だに確認されていない．従って，化膿レンサ球菌がどのような反応

経路で NET-DNA を分解し，どのような分解産物を以て宿主細胞死を誘導したか

については，今後さらに研究を進める必要がある． 

細菌感染を受けて活性化した好中球が，細菌の捕捉および殺菌を意図して

NETs を放出する．これに抵抗するために，一部の細菌が分泌型 DNase を獲得し
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NETs を分解して自身を守るのみならず，逆に NETs を利用して宿主へ逆襲する

能力を獲得したとするならば，この宿主と病原微生物の間における駆け引きは，

生物学的進化の面から大変興味深く，また NETs 分解産物の有する細胞毒性が，

ヒトの疾患にどのように関与しているのかを研究することは，今後の免疫生物

学の進歩に必ずや寄与するものと信ずる． 

本研究では，マウスモデルを用いた化膿レンサ球菌鼻咽頭感染モデルを作製

し，好中球の放出する NETs に注目して，化膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎における

宿主自然免疫応答と上皮細胞障害の関連について新たな知見を加えた．化膿レ

ンサ球菌は，自身の分泌する細胞毒性トキシンによる直接的な上皮細胞障害の

他に，NET-DNA 分解産物の細胞毒性を介した上皮細胞障害，さらには感染局所

の単球・マクロファージをも細胞死へ誘導することによって宿主の感染初期自

然免疫応答から逃れ，獲得免疫の発動さえも抑制して，感染を拡大すると考え

られた（図 16）．化膿レンサ球菌による DNA 分解産物および反応経路の同定，

細胞障害性の確認，さらには化膿レンサ球菌の変異株を用いた実験により，化

膿レンサ球菌性咽頭扁桃炎における細菌側の未知の免疫回避機構の全容を解明

することが，今後の研究課題である．  
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図 1．マウス鼻腔解剖図解（文献 17 より改変）．鼻腔（Nasal cavity）に続い

て，鼻中隔（Septum）によって左右に隔てられた鼻腔（Nasal airway）内を

辿ると，鼻腔は副鼻腔である上顎洞（Maxillary sinus）と篩骨洞（Ethmoid 
sinuses）に連続する．副鼻腔は複雑に入り組み，特に篩骨洞では篩骨洞迷宮

（Ethmoid labyrinth）を形成している．鼻腔後方では鼻中隔が短く，両鼻腔は

開通している．鼻腔下部後方の口蓋襞（Palate）裏面には Nasal-associated 
lymphoid tissue（NALT）が存在する．
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図2．NETsの形成機序（文献35より改変）．NETs形成には，活性酸素種

（Reactive oxygen species, ROS），オートファジー（Autophagy），ヒストン

H3のシトルリン化（Histone H3 citrullination）が必要である．Phorbol myristate
acetate（PMA）やLipopolysaccharide（LPS）は，これらの経路をいずれも活性

化するNETs誘導刺激薬剤である．H2O2による刺激のみでは，好中球はアポ

トーシスする．またfMLP刺激は，PI3K/Akt/mTOR経路を活性化してオート

ファジーを抑制するため，NETs形成は起こらないが，PI3K阻害薬である

Wortmanninで処理するとNETsを生じる．NADPH oxidase（NOX）阻害薬で

あるDiphenylene iodonium（DPI）やPeptidylarginine deiminase（PAD）4 阻害薬

であるCl-amidineで処理した好中球はNETsを生じない．
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図3．化膿レンサ球菌の自然免疫回避機構（文献2より改変）．① DNaseが，

Neutrophil extracellular traps（NETs）を溶解する．② Streptolysin O（SLO），

Streptolysin S（SLS）が，食胞に孔を空け，食細胞をアポトーシスさせる．

③ IL-8 proteaseとC5a peptidaseが，好中球遊走因子であるインターロイキン8
とC5aをそれぞれ分解する．④ Streptococcal inhibitor of complement（SIC）が，

抗菌ペプチド（Antimicrobial peptide, AMP）を阻害する．⑤ Mタンパクおよび

ヒアルロン酸莢膜が，C3bによるオプソニン化を阻害する．⑥ Streptokinaseが
血清中のPlasminogenをPlasminへ変換し線溶系を活性化する．



図 4．好中球分離～ NETs 惹起，NET-DNA 分解産物の細胞毒性の評価方法．

抗凝固処理した全血を Ficoll-Hypaque 溶液に重層し，400xg，25℃，25 分間の

遠心分離後，好中球層を取り出し．赤血球溶血処置を加えて洗浄し，好中球

1x106 cells/mL に調製した．PMA を終濃度 25nM で加え，37℃，5% CO2，4 時

間静置後に，6000xg，4℃で 5 分間遠心分離し，上清中の NET-DNA 値を，

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay で測定した．静止期の化膿レンサ球菌を NET
-DNA 上清へ加えて 37℃，5% CO2，3 時間培養し，6000xg，4℃，10 分間遠心

分離し，上清を回収して Degraded NET-DNA 溶液を得た．培養細胞株 A549 細

胞もしくは THP-1 細胞を播種した 12 well plate に，この溶液 400 μL を加え，

37℃，5% CO2，4 時間培養し，Trypan blue 染色により死細胞の割合を測定した．

NET-DNA の対照には，Herring sperm dsDNA を用いた．
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図5．経鼻投与時の吸入範囲の検討．（A）Trypan blue溶液を左右の各鼻

腔に7.5 μLずつ経鼻投与して2時間後のマウス頭部写真．黄色点線部は，

Trypan blue染色境界を示す．＊印は鼻腔を指す．（B，上段）記載した

Trypan blue溶液量を左右の鼻腔に経鼻投与した直後のマウス頭部写真，

および（B，下段）経鼻投与2時間後の肺組織．
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図6．化膿レンサ球菌のマウス鼻腔感染における生存曲線．6～7週齢の雄性

C57BL/6マウス，雄性BALB/cマウス，雌性ddYマウスに，化膿レンサ球菌

11434株あるいは90226株を経鼻感染させて生存曲線を示した（各群，少なく

とも9匹以上で検討）．C57BL/6マウスに化膿レンサ球菌11434株を感染させ

た群（下線）は，菌量に依存した致死率を示した（log-rank test; <0.0001）．



DAPI

GAS

Merge

MPO F4/80

DAPI MergeB220

CD4 DAPI Merge

図 7．化膿レンサ球菌感染後の NALT 免疫染色．化膿レンサ球菌 11434 株 5x108 
cfu 感染 12 時間後のマウス NALT 連続切片の免疫染色．（A）B 細胞（抗 B220
抗体，緑色），（B）T 細胞（抗 CD4 抗体，緑色），（C）化膿レンサ球菌（抗化

膿レンサ球菌抗体，白色），好中球（抗 MPO 抗体，緑色），マクロファージ

（抗 F4/80 抗体，赤色）．青色は DNA（DAPI 染色）を示す．バーは 100 μm を示

す．
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図 8．化膿レンサ球菌感染後の鼻咽頭免疫染色．化膿レンサ球菌 11434 株 5x108 cfu
感染 12 時間後のマウスの鼻咽頭免疫染色像（Merge 像）．青は DNA（DAPI），白は

化膿レンサ球菌（抗化膿レンサ球菌抗体），緑は WGA を示す．菌塊は鼻腔内，篩骨

洞内，上顎洞内にみられた．白色矢印は細菌が充満した篩骨洞および上顎洞を示す．

バーは 200 μm．
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図 9．化膿レンサ球菌感染によるマウス鼻腔粘膜免疫染色像の変化．化膿レンサ球

菌 11434 株 5x108 cfu 感染 12 時間後の切片に抗化膿レンサ球菌抗体（白色），WGA
（赤色），および DAPI 染色（青色）を施した．（A-a）非感染マウス（Vehicle），
（A-b）感染マウス（GAS）の鼻腔粘膜上皮．バーは 100 μm を示す．(B) 非感染マウス

および感染マウスの上皮細胞（WGA, 赤）およびアポトーシス細胞（TUNEL, 緑）

免疫染色像．点線に囲まれた領域（矢印）は上皮層を示す．バーは 100 μm を示す．

（C，D）丸印は各サンプルを示し，バーは平均値を示す．*p<0.001（Student's t-test）．

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)



図 10．化膿レンサ球菌の感染から（A）12 時間後，（B）24 時間後の感染局所

の好中球およびマクロファージ ．抗化膿レンサ球菌抗体による染色（白色），

抗 MPO 抗体による好中球染色（緑色），抗 F4/80 抗体によるマクロファージ染

色（赤色），DAPI 染色（青色）を施した．黄線で囲んだ領域は菌塊中央部を示

し，白色点線に囲まれた領域（矢印）は上皮層を指す．バーは 100 μm である．
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図 11．化膿レンサ球菌感染後のマウス鼻腔粘膜免疫染色像の経時的変化と敗血症

の関連．（A）化膿レンサ球菌 11434 株 5x108 cfu 感染後 12 時間，24 時間，48 時間

の組織切片に，抗化膿レンサ球菌抗体（白色），WGA（赤色），および DAPI 染色

（青色）を施した．バーは 100 μm を示す．（B）化膿レンサ球菌感染後のマウスの

体重変化．統計検定は Time 0（h）との比較である．*p<0.001（Student's t-test）．
（C）化膿レンサ球菌感染後の菌血症マウスの割合（各群 n=4）．
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図12．抗Ly-6G抗体，clodronate liposome単回投与による血球除去の確認．

抗Ly-6G抗体（anti-Ly6G Ab），対照IgG（IgG control），clodronate liposome，
対照liposome（control liposome）をマウスに投与1日後（day 1）および3日後

（day 3）のマウス末梢血（Blood）中の好中球（Neutrophils）およびマクロ

ファージ（Macrophages），脾臓（Spleen）内のマクロファージ数をフローサ

イトメトリー解析を用いて計測した．（A）典型的な解析結果．（B）標的細

胞除去率．独立した3回のフローサイトメトリー解析結果を集計した（n=3）．

各々の値は，処置群での細胞数を同じ処置日数における対照群での細胞数で

割ったものを1から引いてパーセントで表記した．
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図 13．好中球除去マウスにおける化膿レンサ球菌による鼻腔粘膜障害に関する検討．

抗 Ly-6G 抗体を投与した好中球除去マウス（anti-Ly6G Ab）と対照 IgG を投与した

マウス（IgG control）に，化膿レンサ球菌 11434 株 5x108 cfu を感染させた 12 時間後

の鼻腔粘膜上皮層における（A）免疫染色像．バーは 100 μm を示す．（B）WGA 陽

性上皮層の割合，（C）単位面積あたりのアポトーシス細胞数．点線に囲まれた領域

（矢印）は上皮層を示す．（B，C）*p<0.001，**p=0.001，NS：有意差なし（いずれ

も Student's t-test による）．
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図 14．化膿レンサ球菌経鼻感染後の上顎洞内生菌数の経時的解析．無処置

C57BL/6 マウス（no treat），抗 Ly-6G 抗体投与マウス (anti-Ly6G Ab)，clodronate
liposome 投与マウス（clodronate liposome），対照 IgG 抗体投与マウス（IgG
control），control liposome 投与マウス（control liposome）の計 5 群に，化膿レンサ

球菌 11434 5x108 cfu を経鼻感染させ，感染後 2 時間，6 時間，12 時間，18 時間，

24 時間，48 時間後の上顎洞内生菌数を血液寒天培地へ播種することにより測定

した．*p<0.01（Student's t-test；vs IgG control），**p<0.01（Student's t-test；
vs control liposome）．
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図 15．（A）ヒト末梢血好中球，（B）NETs 免疫染色，（C）PMA 刺激による NET
-DNA，（D）化膿レンサ球菌による NET-DNA 分解，（E・F）化膿レンサ球菌と

NETs の相互作用による（E）A549 細胞に対する細胞毒性と（F）THP-1 細胞に対

する細胞毒性 ,（G）NET-DNA が化膿レンサ球菌の発育に与える影響．（A）分離

した好中球は，分葉核を呈し，Giemsa 染色で赤紫色に染まる．好中球の純度が 90%
以上で実験に供した．（B）好中球 1x106 cells に PMA 25 nM を加え，240 分後に遠心

分離した細胞ペレットを，抗 MPO 抗体および DAPI にて染色した．バーは 100 μm．

（C）遠心分離した上清中の NET-DNA 値を Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay で測定

した．8℃で同時間保存した非刺激好中球を比較対照とした．（D）化膿レンサ球菌

と NET-DNA あるいは HS-DNA を 3 時間共培養した溶液の上清中の dsDNA 値を測定

した．（E・F）化膿レンサ球菌と NET-DNA あるいは HS-DNA を 3 時間共培養した

溶液の上清を A549 細胞および THP-1 細胞に加えて，4 時間後に Trypan blue 染色を

行い，染色陽性細胞をカウントして全細胞数に対する割合を算出した．*p<0.001，
**p=0.009，***p=0.04，NS：有意差なし（いずれも Student's t-test による）．（G）一夜

培養した菌液を 10 倍希釈し，NET-DNA 100 ng/mL または HS-DNA 100 ng/mL を

加えて 37℃，5%CO2 下で培養し，経時的に OD 値を測定した． 
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図 16．本研究のまとめ．過去の研究によって，化膿レンサ球菌が，自身の分泌

する SpeB や SLO をはじめとする細胞毒性トキシンによって生体の物理的バリ

アを形成する粘膜上皮細胞を破壊することや，宿主自然免疫細胞である好中球

の NETs を DNase によって分解し，好中球による殺菌を回避することなどが分

かっていた．しかし本研究の結果，化膿レンサ球菌は，NETs の分解産物の細胞

毒性を介した上皮細胞障害を誘導し，さらに感染局所の単球・マクロファージ

をも細胞死へ誘導することによって同細胞群による貪食から逃れ，炎症性サイ

トカイン産生を抑制し，獲得免疫発動をも抑制して感染を拡大することが示唆

された．
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