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研究成果の概要（和文）：生体の免疫システムは、病原体だけでなく外傷などの自身の組織が抗原となって、生
体に対する炎症反応が引き起こされる。侵襲早期の生体応答の評価と制御は重症病態の診断治療に重要である。
本研究では、以下の結果を得た。①免疫担当細胞の検体保存の方法を確立した。②Danger Signalのひとつであ
るインフラマソームが活性化することを確認した。また、CD8＋T細胞が減少しCD4＋T細胞、B細胞が増加してい
ることを確認した。③吸引痰の免疫担当細胞は、好中球が中心で、リンパ球は少数であった。④腸管内の免疫応
答は、腸内細菌叢の有無によって異なっていた。

研究成果の概要（英文）：Immune system occurred inflammatory response against host in respond to not 
only pathogenic organisms but also self tissues following trauma. Evaluation and modulation of this 
inflammatory response is critical for treatments of critically illnesses. In this research, we 
investigated following results; 1. A preservation method of immune cells was developed. 2. 
Inflammasome, which is one of the danger signals, was activated following injury. CD8+Tcells were 
decreased and CD4+Tcells and Bcells were increased. 3. Immune cells from aspirated sputum mainly 
consisted of neutrophils. There were few lymphocytes. 4. Immune response in the intestine might be 
different with gut microbiota.

研究分野：救急医学・集中治療医学

キーワード： 免疫　インフラマソーム　T細胞　痰　保存　フローサイトメトリー　全身性炎症反応
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

生体の免疫システムは、病原体だけでなく

外傷などの我々自身の組織が抗原となって

生体自身と反応して炎症が引きおこされる。

この感染、外傷（手術侵襲、熱傷等）などの

侵襲によって引き起こされる、一連の細胞や

メディエーターによる炎症性変化は全身性

炎症反応症候群（SIRS）と呼ばれ、進行する

と多臓器不全などの合併症を引き起こし死

亡原因となる。 

疫学的にも、日本の死因の第 3位は肺炎で

あり、感染症への対応は課題である。外科手

術時の炎症反応を制御することは術後合併

症予防には重要である。また、若年者の外傷

は死因の第 1位である。様々な要因による外

傷や感染などの生体への侵襲が、炎症反応を

引き起こし、マクロファージや好中球が主に

なり、大量のサイトカインや活性酸素を放出

して、生体の免疫力を変化させて SIRSを引

き起こすと考えられている。SIRS が悪化す

ると、腸炎や肺炎などさらなる感染合併症や

多臓器不全などを引き起こす。この炎症反応

を制御することはいずれの疾患や疾患群に

おいても重要な課題であり、その治療法の開

発は非常に重要である。 

炎症反応が引き起こされると同時に抗炎症

作用も惹起される。これは代償性抗炎症反応

症候群（compensatory anti-inflammatory 

response syndrome：CARS)と呼ばれ、免疫

抑制の状態となり易感染性になると考えら

れる。これは、Th１型免疫反応の抑制および

Th2型免疫反応の亢進や、制御性 T細胞の活

性化が関連していると考えられている。この

相反する免疫反応は、生体の恒常性を保つた

めに有効であるが、その変化が過剰である場

合は生体に害をなし SIRS、CARS とよばれ

る状態となり致命的な病態となりうると考

えられている。 

このような概念が提起され、重症救急患者

を管理する上で、炎症や抗炎症のバランスを

免疫学的観点から把握することは治療方針

にかかわる重要なことであるが、その評価方

法は定まっていない。本研究では、免疫担当

細胞を評価することで侵襲に対する生体応

答の評価を行った。 

 気道の免疫担当細胞の一つであるマクロ

ファージに関しては、気道への感染やアレル

ゲンに対する主な抗原提示細胞であること

が知られている。呼吸器感染症では好中球、

マクロファージが主体であるが、重症患者で

のリンパ球の動態は明らかでない。本研究で

は、重症患者の吸引痰の免疫染色を試みた。 

腸内細菌叢は重症病態では、特に総偏性嫌

気性菌が減少し、感染合併症や死亡率と関連

することが知られている。本研究では、抗生

物質投与による腸内細菌叢崩壊モデルを用

いた侵襲モデルの動物実験で侵襲応答の変

化を観察した。 

 

２．研究の目的 

感染、外傷（手術侵襲、熱傷等）などの侵

襲によって引き起こされる全身性炎症反応

症 候 群 （ SIRS: systemic inflammatory 

response syndrome）と呼ばれる一連の生体

応答をテーマに研究を進めている。本研究で

は、以下の 3点に目標を絞り研究を実施する。

①侵襲の生体反応の引き金となるインフラ

マソームの研究：SIR患者において、インフ

ラマソームを定量的に評価し、侵襲の重症度

との関連性を明らかにする。②生体応答を引

き起こす免疫担当細胞の変化の研究：侵襲に

伴う血液中の免疫担当細胞（Tregなど）の推

移を明らかにし自然免疫・獲得免疫応答のバ

ランスを明らかにする。③局所炎症と全身の

免疫応答に関する研究：臨床および侵襲モデ

ルを用いて、気道の免疫担当細胞の変化や腸

内細菌叢の変化を経日的に評価し、局所炎症

と全身免疫応答との関連性を明らかにする。

以上、侵襲に対する生体反応の免疫学的な病

態解析法を確立することによって効果的な



重症管理や治療戦略につなげていくのが目

的である。 

 

３．研究の方法 

重症救急患者の血液からインフラマ

ソーム、免疫担当細胞（B細胞、T細胞、

NK細胞、樹状細胞、マクロファージ等）

の変化を経時的に評価する。方法は、単

球、好中球を抽出してフローサイトメト

リー法を用いて観察した。 

痰に関しては、人工呼吸関連肺炎と白

血球の形態との関連を調査すると同時

に、免疫担当細胞の解析方法を構築して

評価した。 

腸内細菌叢に関しては、腸内細菌叢の免疫

担当細胞の変化については動物モデルを用

いて、侵襲後の免疫応答を観察した。 

 

４．研究成果 

Ⅰ 検体保存法の確立 

血球の寿命は数日であるためフローサイ

トメトリーの血球解析は通常当日に行われ

ている。検体をまとめてフローサイトメトリ

解析を行うためには、保存法の確立が必要で

あると考え、CryoStor CS10を用いた検体保存

を試みた。 

１、EDTA容器に血液を採取する。 

２、Histopaque 1077を EDTA容器底にいれて

1200rpm、10分間遠心する。 

３、白血球を採取して CryoStor CS10と混ぜ

て冷凍保存する。解凍は、37度で解凍して表

面マーカーおよび細胞内マーカーの染色を

行った。 

 以上の手法により一か月の保存後の解析

が可能となった。 

 

Ⅱ 侵襲に対する免疫担当細胞の動き 

（１）血液 

１、細胞表面マーカー 

のべ 89 人の患者を対象として、細胞表面マ

ーカー抗体（CD3、CD4、CD8、CD16、CD56、

CD19 ）（ Multitest 6-color TBNK(BD 

Biosciences)）で染色してフローサイトメトリ

ーで計測した。 

結果は、以下の如くであった。（患者群 vs.

健常群）CD3+CD8＋T細胞（24.5±1.3％vs. 

34.2±3.7%, p<0.05)（平均±標準偏差）、CD3

＋CD4＋T細胞（41.3±1.8% vs. 33.3±5.0%, 

p<0.05)、CD16+CD56 細胞（NK 細胞） 

（22.2±2.0% vs. 20.6±5.6％, p=0.68）、

CD19細胞（B細胞） （13.3±1.2% vs. 10.6

±3.5%, p=0.08） 

以上より、CD8＋T 細胞が減少し CD4＋T 細

胞、B細胞が増加している傾向があった。 

 

２、細胞内マーカー 

①制御性 T細胞 

制御性 T 細胞を観察するために CD25＋

Foxp3＋細胞を測定した。制御性 T 細胞を表

す CD25+FoxP3+細胞は、患者群で健常群より

有意に高値であった (median 3.9% vs.0.2%, 

p<0.05)。 

②インフラマソーム 

24検体で測定が可能であった。インフラマ

ソームの指標となる caspase-1の産生をGreen 

FAM-FLICA Caspase 1 Assay 

Kit   （Immunochemistry Technologies）を用い

て測定した。健常群と比較して有意に高値で

あった(median 80.9% vs. 43.5%, p<0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図：(左)PerCP-Cy5.5 -CD45 （右）FLICA-FITC 

以上の結果より、侵襲により Danger Signal

のひとつであるインフラマソームが活性化



するとともに、CD8＋T 細胞が減少し、CD4

＋T 細胞、B 細胞が増加していた。生体への

感染および外傷によるシグナルが生体応答

を惹起し、Th1から Th2の方向へ免疫細胞が

変化したことが考えられる。また、制御性 T

細胞はこの免疫機構のバランスをとるため

に増加していることが予想された。 

 

（２）気道 

吸引痰は粘調痰のため濾過を 2回おこなっ

て血球試料を得た。Multitest 6-color TBNK(BD 

Biosciences)およびγδ＋T細胞をAnti-human 

TCR gamma delta (BD Biosciences)を用いて染

色した。 

結果、吸引痰の白血球分画は、好中球 93.7

（92.0-95.3）％、リンパ球 4.4（1.6-4.8）％、

単球 1.4（1.9-3.6）%と好中球の分画がいずれ

も大部分を占めた（n=9）。リンパ球比率の増

加はなかった。 

フローサイトメトリーを用いて、CD4およ

び CD8 の表面抗原を観察したところ、CD4 

51.4（26.8－64.5）％、CD8 25.0（19.2－34.6）％、

CD4/CD8比 0.77（1.74-2.98）と CD4が CD8

に対して増加している結果であった (n=16)。

γδ細胞の染色は、殆ど染色されなかった。 
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以上の結果より、人工呼吸器装着の重症患

者の吸引痰の検討では、免疫担当細胞は、好

中球が中心であり、自然免疫が主に対応し続

けていると考えられた。 

（３）腸管 

C57BL6/J マウスを用いて、抗生物質を投

与した腸内細菌叢減少モデルを使用した。抗

生物質は、ampicillin、vancomycin、neomycin 

sulfate、metronidazoleの4種類を用いた。1~2週

間投与後のマウスの虫垂は、過去の文献同様

に非常に大きく腫脹していた。腸内細菌叢減

少モデルにおいてCecal Ligation Punctureを行

ったところ、全例翌日までに斃死した（n=4）。

熱傷についても同様の結果であった（n=3）。 

 以上より、腸内細菌叢の異常は侵襲に対し

て脆弱になる可能性があることが示唆される。

今後、機序解明のためには、免疫能やバクテ

リアルトランスロケーションなどを調べてい

く必要があると考えられる。 
 

まとめ 

①検体保存の方法を確立することにより、免

疫担当細胞を用いて評価することが可能とな

った。 

②侵襲に対して、免疫担当細胞の変化を観察

し得た。Danger Signalのひとつであるインフ

ラマソームが活性化することを確認した。ま

た、CD8＋T 細胞が減少し CD4＋T 細胞、B

細胞が増加していることから、生体への感染

および外傷によるシグナルが生体応答を惹

起し、Th1から Th2の方向へ免疫細胞が変化

したことが考えられた。 

③吸引痰の免疫担当細胞は、好中球が中心で、

リンパ球は少数であった。 

④腸管内の免疫応答は、腸内細菌叢の有無に

よって異なっており、今後、機序解明のため

のさらなる研究が必要である。 
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