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研究成果の概要（和文）：我々は、腸上皮死細胞培養液が、それ単独ではCCL8産生を誘導しないが、LPS刺激に
伴うマクロファージのCCL8産生を促進することを見出した。死細胞培養液をサイズ排除クロマトグラフィーで分
画化し、活性成分が分子量約1,000の画分に含まれるペプチドの可能性が高いことを突き止めた。この画分をさ
らに逆相カラム(C18)でHPLC/MSし、VimentinやhnRNPa2b1など、これまで腸炎との関連があまり知られていなか
った内因性アジュバントを同定した。

研究成果の概要（英文）：  We found that tBHP-treated adult mouse small intestinal epithelial cell 
(aMos7)-derived conditioned medium (CM) enhances CCL8 production by macrophages that were stimulated
 in vitro with LPS. The CM alone did not induce CCL8 production by macrophages. These findings 
suggest that a dead cell-derived factor and bacterial components coordinately promote intestinal 
inflammation. To identify this dead cell-derived molecule, we fractioned CM from tBHP-treated aMos7 
cells by HPLC on sizing column monitored with an ultraviolet spectrum detector. A fraction 
(approximately 1,000 kDa) that showed CCL8 enhancing activity were further separated by HPLC with a 
reverse phase (C18) column. Mass spectrometry identified Vimentin and hnRNPa1b2-derived peptides 
that are known as potential endogenous adjuvants. Role of these molecules in the induction of CCL8 
by macrophages will be examined by generating Vimentin- or hnRNPa2b1-knock-down aMos7 cells by 
CRISPR/Cas9 method.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年わが国で炎症性腸疾患の罹患者数が急増しており、新たな治療標的の発見が望まれている。以前に我々は、
腸管のCD169マクロファージがCCL8を産生し、腸炎進展に関与することを発見した。抗CCL8抗体はマウスの大腸
炎を抑制したことから、マクロファージによるCCL8産生の制御が、炎症性腸疾患の治療戦略策定に寄与すると考
え、CCL8産生を促進するシグナル分子同定を目指した。本研究では、腸上皮死細胞から産生される内因性アジュ
バントが、マクロファージによるCCL8産生を促進することを証明した。今後、これらの分子を同定することで、
炎症性腸疾患の急性増悪機序の理解や、治療法開発に役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究の背景 
以前に我々は、消化管の CD169 マクロファージが、上皮傷害とそれに伴う腸内細菌の侵
入に応答して CCL8 を産生し腸炎を増悪することを報告した（Asano et al.，2015 Nature 
Commn.）。さらに抗 CCL8 抗体が DSS 誘導大腸炎の臨床症状を改善することを示し、
CD169 マクロファージとそれの産生する CCL8 が腸炎の治療標的として有望なことを証
明した。この結果から、炎症状態の大腸には CD169 陽性マクロファージを炎症促進的形
質に誘導する、何らかの環境シグナルが存在する、と想定し CCL8 産生誘導機構の解明を
目指した。小腸上皮細胞株に死を誘導してその培養液を回収し、これをマクロファージに
添加すると、それ単独では CCL8 産生を誘導しなかったが、LPS 刺激によるマクロファー
ジからの CCL8 産生を著明に亢進した。この結果は、腸上皮死細胞培養液中に CCL8 産生
を誘導する何らかの炎症促進分子が存在することを意味する。 
 
２．研究目的 
このような背景のもと本研究は、腸上皮細胞死と腸炎進展の関連を分子レベルで解明する
ことを目指した。研究期間内の目標として、 
❶ 腸上皮死細胞由来分子を認識するマクロファージ受容体の探索 
❷ 腸上皮死細胞に由来するマクロファージ活性化因子の同定 
❸ 腸上皮死細胞由来分子による粘膜免疫制御機能の解析、および腸上皮細胞由来マクロ

ファージ活性化分子の阻害による治療応用 
の 3 点を掲げた。 
 
３．研究方法 
❶ Wistar ラットに、骨髄由来マクロファージを免疫し、マクロファージに対する抗体ラ
イブラリーを作製した。マクロファージの CCL8 産生を指標に、死細胞由来成分のマクロ
ファージ受容体への結合を阻害する抗体を選別した。その抗体の認識するマクロファージ
受容体を質量分析で同定した。 
 
❷ 死細胞培養液をサイズ排除クロマトグラフィーで分画化し、活性成分を含む画分を、
マクロファージの CCL8 産生を指標に絞り込んだ。その画分をさらに逆相(C18)カラムで
HPLC し、検出されたピークを質量分析することでペプチド配列を決定した。当該タンパ
ク質を欠損した腸上皮細胞株を作製し、マクロファージの CCL8 産生を促進するか検討し
た。 
 
４．研究結果 
❶ 死細胞培養液のCCL8 産生促進効果を阻害する抗体の作製とマクロファージ受容体の
探索 
選別した抗体の認識するマクロファージ表面分子を質量分析し、CD9 と CD14 を同定し
た。CCL8 産生におけるこれらの分子の重要性を検討する過程で、CCL8 産生には、LPS
と結合した TLR4 が CD14 とともにエンドサイトーシスされ、TRIF を介したシグナル経
路を活性化することが重要なことを明らかにした。また LPS と Poly(I:C)がマクロファー
ジの CCL8 産生を強力に誘導するのに対し、Pam3CSK4 刺激では、ほとんど CCL8 産生
が亢進しないことが判明した。以上の結果は、CCL8 産生における TRIF 経路の重要性を



示唆する新知見と言えるが、このアッセイ系では、LPS 刺激そのものを阻害する抗体が優
先的に選別され、死細胞由来分子の受容体を同定することが困難と考え、❷の方法で、死
細胞培養液中の活性分子同定を試みた。 
 
❷ 死細胞培養液に含まれるCCL8 産生促進分子の探索 
死細胞培養液の活性は、核酸分解酵素の影
響を受けず、加熱処理で減弱したことか
ら、活性成分がタンパク質あるいは脂質で
ある可能性を考えた。死細胞培養液をサイ
ズ排除クロマトグラフィーで分画化し、活
性成分が分子量約 1,000 Da の画分に含まれ
るペプチドの可能性が高いことを突き止め
た（図 1）。この画分を逆相カラム(C18)で
再び HPLC し、検出されたピークを質量分
析することでペプチド配列を決定した。こ
のうち最も protein score の高かった、
Vimentin と heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A2B1 (hnRNPa2b1)に着
目し、これらのタンパク質・ペプチドが、
マクロファージによる CCL8 産生を促進す
る可能性を次の 2 つの方法で検討した。 
 
1) 質量分析で検出されたペプチド(10 から
20 アミノ酸)を化学合成して BMDM に添加し、
LPS 刺激に伴う CCL8 産生促進効果を検討し
た。しかし、合成ペプチド（Vimentin 由来 4 種
類、hnRNP 由来 4 種類）は、いずれも LPS 刺
激に伴う CCL8 産生を促進しなかった。 
 
2) マウス小腸上皮由来細胞株(aMos7)の Vimentin 遺伝子を CRISPR/Cas9 システムで破
壊し、Vimentin 欠損 aMos7 細胞を作製した。aMos7 細胞に、tBHP で細胞死を誘導し、そ
の死細胞培養液の CCL8 産生促進効果を BMDM で検討した。もし、Vimentin あるいはそ
れに由来するペプチドが、CCL8 産生誘導の責任分子であるならば、Vimentin 欠損株の死
細胞培養液を添加した BMDM による CCL8 産生は、親株の死細胞培養液添加した BMDM
よりも減少すると考えられる。しかし、Vimentin 欠損株の CCL8 促進活性は、親株と同程
度であったことから、Vimentin はマクロファージによる CCL8 産生に必須ではないと結論
づけた。 
 
【考察】 
本研究により、マクロファージによる CCL8 産生機構の一端が明らかになった。今回
HPLC/MS で同定した死細胞培養液中のペプチドが、菌体由来成分と相乗的に作用し、マ
クロファージの CCL8 産生を促進する可能性を引き続き検討する。 

図 1 CCL8 産生促進の活性成分は、分子量約
1,000 Da の画分（赤枠）に含まれる。 
標準液（上段）と aMos7死細胞培養液（中段）
のクロマトグラム。サイズ排除クロマトグラフィ
ーで分画化した死細胞培養液をマクロファージに
添加した。それらのマクロファージをさらに LPS
刺激し、培養液中の CCL8濃度を ELISAで定量
した（下段）。 
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