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研究成果の概要（和文）：高齢者の敗血症では、発症直後は免疫系が活性化過剰状態となり全身炎症状態となる
が、その後には免疫不活性化状態に陥り、二次感染の危険性が高まる。本研究では、敗血症に伴う免疫低下の機
序を解明し、免疫機能の回復させる治療法の確立を目指した。マウスを用いた敗血症モデルを解析した結果、敗
血症はマクロファージを抗菌能力の低い表現型(M2型)に変化させることが判明した。抗体産生に代表される獲得
免疫は、マクロファージが貪食した細菌由来のペプチドをT細胞へ提示することで開始される。そこで、マクロ
ファージの抗原提示を促進する化合物取得を目指し、多数の候補化合物の中から迅速に選抜するための新規評価
系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Sepsis in elderly patients is associated initially with severe systemic 
inflammation, but later followed by immuno-suppressive state, which increases the risk of secondary 
infection. In this study we investigated the mechanism of sepsis-induced immuno-suppression and, 
based on the mechanism, aimed to established therapeutic strategy to reinstate impaired immune 
functions. Analysis of macrophages in mice with sepsis revealed that macrophages shifted to a low 
bactericidal phenotype (M2 type). Presentation by macrophages to T cells of antigenic peptide 
derived from phagocytosed bacteria is essential for mounting adaptive immune responses. We have 
established a screening assay system to select compounds that can facilitate antigenic peptide 
loading onto macrophages. 

研究分野： 炎症
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１．研究開始当初の背景 
敗血症では、罹患直後は自然免疫系を中心

として免疫系が活性化過剰状態となる。若年
者はその後正常状態へ戻るが、高齢者の場合、
免疫状態が正常レベルより低下する。この結
果、高齢者では敗血症後に、２次感染の発症
率が高まることが知られている。そこで、本
研究では、敗血症に伴う免疫低下のメカニズ
ムを探り、低下した免疫機能の向上させる方
法の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 
(1) マウス敗血症モデルを用いて、自然免疫
の中心を担うマクロファージにどのような
変化が起こるかを探り、治療法を開発するこ
とを目指した。 
(2) マウス敗血症モデル解析の結果マクロフ
ァージの機能が抑制されていることが判明
したため、主要組織適合抗原(MHC class II, 
HLA)への抗原ペプチドの提示を促す化合物
の取得を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)敗血症におけるマクロファージの極性の
変化の測定 
マウスを盲腸結索穿刺により腹膜炎(CLP)

を誘導した。経時的に腹腔内へ浸潤した細胞
(主としてマクロファージ)を採取し、リアル
タイム PCR にて発現遺伝子を測定した。また
24 時間後に採取したマクロファージの貪食
能を蛍光標識ビーズとフローサイトメータ
ー(FACS)を用いて調べた。 
 
(2) HLA/MHC クラス II への抗原ペプチドの
結合を促進する化合物のスクリーニング系
の開発 
健常人から、MHC クラス II の α 鎖をコー

ドするDRAならびにβ鎖をコードするDRB1
の4種(0101, 0405, 0901, 1501)の遺伝子をクロ
ーニングし、発現ベクターを作成した。3T3
マウス繊維芽細胞にレンチウイルスベクタ
ーによって MHC 遺伝子を導入し安定発現細
胞を樹立した。フローサイトメーターによる
解析により、これらの細胞上の MHC が、ビ
オチン化した特異的な抗原ペプチドと結合
することを確認した。そこで 96 ウエルプレ
ートを用いたハイスループット・スクリーニ
ング系の構築を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)敗血症によるマクロファージの抗炎症型
への変移 
敗血症モデルマウスから腹腔浸潤細胞を

回収し、リポポリサッカライド(LPS)刺激を行
い M1、M2 型に焦点をあてて遺伝子発現プロ
ファイルを求めた。この結果、CLP 誘導３～
6 時間で M1 マーカーである NO 合成酵素
(iNOS)などの炎症系遺伝子が発現するが、２
０時間のマウスでは相対的にアルギナーゼ 1 
(Arg-1)をはじめとした M2 型マーカー遺伝子

の発現増加が見られた(図 1)。一般に LPS の
投与によって誘導される全身炎症では、マク
ロファージが M2 にシフトして抗炎症型とな
ることが知られているが(LPS トレランス)、
本結果より CLP による敗血症でも同様の結
果となることが示された(論文 6)。また、CLP
誘導 24 時間後の腹腔浸潤マクロファージの
貪食能を測定した結果、貪食能が著しく低下
ししていることが明らかとなった。貪食後の
細菌由来のペプチドは、MHC/HLA クラス II
上に提示され、特定の T 細胞の活性化を介し
て獲得免疫系を始動させる。したがって敗血
症による M2 型へのシフトが 2 次感染のリス
クを高めている可能性が示された。そこで敗
血症伴う免疫抑止緩和に向けて、マクロファ
ージの MHC クラス II 上への抗原ペプチド提
示能力を促進する化合物の取得を目指した。 
 
 
(2)HLA への抗原提示を促進させる化合物の
ハイスループット・スクリーニング系の構築 
＜HLAと抗原ペプチドとの結合性の評価＞ 
非抗原提示細胞において強制発現させた

HLA に抗原提示能があるかどうか調べた。健
常人末梢血単球・リンパ球から DRA ならび
に 4 種の DRB1(01:01, 04:05, 09:01, 15:01)遺伝
子をクローニングし、発現ベクターを作成し
た。これを HEK293 細胞に導入して発現させ、
種々の抗原ペプチドとの結合をフローサイ
トメーター(FACS)によって測定した。HLA は
DRA と DRB1 の両方を発現させた場合にの
み、細胞表面に発現し、抗原ペプチド

図 2 HEK293 細胞に発現させた各遺伝子型の HLA と

抗原ペプチドの結合 
評価は FACS で行い、独立した 3 回の実験結果をグラフ

にまとめた。 

図 1 敗血症マウス腹腔マクロファージのマーカー遺伝

子の発現変化 
マウスに CLP 処置後、腹腔浸潤マクロファージを回収し

て LPS で刺激して遺伝子発現プロファイルを得た。 

 



MBP83-99 (多発性硬化症のミエリン塩基性
タンパク質)と結合した。これより我々の発現
ベクターによる α 鎖 β 鎖の共発現は、抗原提
示能を有する HLA 発現に至ることが示され
た。 
次に各遺伝子型の HLA 発現細胞と種々の

抗原ペプチドとの結合性を調べた。その結果、
DRB1*15:01 ならびに DRB1*01:01 を含む
HLA に対して、MBP83-99 に強い結合性が見
られた(図 2)。これより、DRB1*15:01、と
DRB1*01:01 に焦点を絞りレンチウイルスベ
クターと、3T3 マウス繊維芽細胞を用いて安
定発現細胞の樹立を行った。得られた HLA
安定発現細胞も HEK293 細胞と同様の遺伝子
型依存の抗原ペプチド結合プロファイルを
示した。 
 
＜96 ウエルプレートを用いた抗原ペプチド
結合評価系の確立＞ 

96 ウエルプレートにおいて、HLA を発現
させた 3T3 細胞にビオチン化 MBP83-99 を添
加しインキュベートした。非結合ペプチドを
洗浄した後、グルタールアルデヒドを用いて
細胞を固定し、β-ガラクトシダーゼ標識スト
レプトアビジン(SA-β-Gal)によってHLAに結
合したペプチドを検出した。当初、高濃度の
SA-β-Gal と 発 色 基 質 (2-Nitrophenyl- 
β-D-galactopyranoside; ONPG)を用いて検出を
行ったところ、FACS で見られた遺伝子型依
存性が見られなかった。そこで、SA-β-Gal 濃
度を 1/10 に低下させ、高感度の蛍光基質
(4-methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside; 
4MUG)を用いた。この結果、96 ウエルプレー
トによる測定でも遺伝子型依存的な抗原ペ
プチドの結合を測定できることが判明した
(図 3)。 
 
 
＜評価系のバリデーション＞ 
本ハイスループット評価系が候補化合物

のスクリーニングに利用できるかどうか、モ
デル化合物を用いて検証実験を行った。HLA
への抗原ペプチドの結合を促進する化合物
は複数の化合物が論文で報告されているが、

実際に入手するのは困難であった。このため、
バリデーション実験では、逆に抗原ペプチド
の結合を妨げる化合物の選択を目指した。
CLIP (Class II-associated invariant chain) は
HLA のペプチド結合部位に結合する内因性
のペプチドである。DR15 (DRB1*15:01)の系
において、CLIP を共存させたところ、濃度依
存的に MBP ペプチドの結合が抑制された(図
4A)。また、バインディングアッセイ終了後
のウエル内の細胞をクリスタルバイオレッ
トにて染色にて計測したところ、細胞数には
変化がないことが示された(図 4B)。これより
CLIP は HLA と MBP ペプチドとの結合を抑
制したことが示された。このように本系では
同一プレートを用いて被験化合物の細胞毒
性も同時に評価できるため、擬陽性を除去す
ることが可能となる。同様な方法にて MBP
と DR1 (DR01:01)を用いた評価系も構築した。 
このように本系は抗原ペプチドの提示を

阻害する化合物のスクリーニングにも利用
できることが判明した。関節リウマチなどの
自己免疫疾患では自己ペプチドが MHC クラ
ス IIに提示され自己反応性T細胞の活性化が
誘導されるが、本系は抗原提示阻害化合物の
ハイスループット・スクリーニング系にも用
いることができることが示された。自己免疫
疾患治療薬開発に結び付くこの知見につい
てはすでに論文発表を行った(論文 4)。現在、
本評価系を用いて、本来の目的である抗原ペ
プチドの提示を促進する化合物のスクリー
ニングを行っている。 
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図 3  HLA を発現させた 3T3 細胞と MBP ペプチドとの結合

の時間、濃度、ならびに HLA 依存性 
96 ウエルプレートでの HTS の条件にて、コントロールの 3T3
細胞、ならびに DR15(DRB1*15:01) 発現 3T3 細胞を用いて評

価を行った。 

 

図 4 CLIP による結合阻害効果 
(A) CLIP による濃度依存的な MBP 結合抑制効果 
(B) 同プレートのクリスタルバイオレットによる細胞毒
性の評価 
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