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研究成果の概要（和文）：敗血症後に起こる免疫抑制反応がどの様に起こるかを理解することが、二次感染を防
ぐために重要である。本研究では、ザイモザン (zm) 投与モデルを用いて、PD-1/PD-L1シグナル経路がこの免疫
抑制反応への関与について調べた。すると、zm投与によってGr1+CD1b+のミエロイド細胞が増加するとともに、T
細胞の機能が抑制され、これはPD-1/PD-L1経路阻害により抑制され、PD-1/PD-L1経路の重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：It is important to clarify the mechanisms about the immune suppression after
 sepsis for prevention of secondary infection. In this study, we investigated the role of PD-1/PD-L1
 on this immune suppression. We found the number and ration of Gr1+CD11b+ myeloid cells were 
increased but T cell function was suppressed in zymosan-treated WT mice but not in zymosan-treated 
PD-1/PD-Li double knockout mice. These results suggest that PD-1/PD-L1 pathway negatively regulates 
immune suppression after sepsis.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫麻痺

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症では、初期に免疫細胞の活性化によるサイトカインストームが起こるが、その後多くの症例において重度
の免疫抑制がもたらされる。これが感染症を続発させる原因になるが、その病態生理は未だ不明である。これを
解明することができれば、院内感染の原因ともなっているこの微生物感染症を減らすことができ、その治療ター
ゲットの候補としてPD-1/PD-L1が見つけられたという点で、新たな治療法の開発が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

炎症とは、宿主の生体防御に働く免疫細胞が感染体などの異物を排除するほか、がん細胞な
ど内因性に生じるものに対して応答するために生じる。この炎症応答には様々な自然免疫系
および獲得免疫系が関わるが、特に T 細胞はエフェクター細胞として炎症部位に浸潤し、炎
症性サイトカインや（走化性因子である）ケモカインなどを産生して炎症反応を誘発する。
これら炎症細胞による免疫応答により、微生物排除など一定の効果が現れ、その後に炎症を
終息させる反応が起きることにより、生体の恒常性が保たれている。しかし時として、抗炎
症性反応が不十分なために活性化エフェクターT 細胞の機能を十分に抑制できず、必要以上
に炎症状態が継続すると、Porphyromonas gingivalis 感染による歯周病などの[A]慢性炎症
疾患へと移行してしまう。またこれとは逆に、例えば Candida albicans 感染による口腔カン
ジダ症が原因で敗血症が起きたあと、この炎症応答を終息させようとするものの、必要以上
に全身の免疫反応が抑制されてしまい、引き続いて別の微生物が感染した場合、その微生物
に対する免疫応答が起こらない状態（これを[B]免疫麻痺と呼ぶ）に陥り、時として死に至る
ことがある。すなわち、免疫応答に引き続いて起こる免疫抑制反応が適切な場所・時間・強
さで起こることが、生体の免疫学的恒常性に大変重要であると考えられる。 
そこで粘膜組織での慢性炎症 [A] の制御機構を解明すべく、申請者はこれまでに、持続性

細菌感染が引き起こす慢性炎症の１つである Helicobacter pylori (Hp) 感染性胃炎におい
て、ヘルパーT (Th) 細胞が炎症の誘発に必須であることを見出した。Th細胞は、いくつか
の違ったサイトカインを産生する細胞に分類されるが、Hp感染においてエフェクターTh細胞
として、IFNを産生する Th1 細胞および IL-17 を産生する Th17 細胞、およびこれらエフェク
ターT細胞の機能を抑制する制御性 T (regulatory T; Treg) 細胞が、感染約 6週間後に胃
粘膜固有層に浸潤していることを見出した。このうち胃粘膜固有層への Th17 細胞浸潤が、脂
質リン酸化酵素 phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 欠損マウスで減少していることを示し
た。PI3K は、タンパク質の翻訳・アポトーシス抑制など様々な細胞活動に重要な役割を果た
す分子であり、免疫細胞の分化・機能にも影響を及ぼすことから、Th17 分化における PI3K の
役割を調べたところ、PI3K-Akt-mTORC1 経路が、その下流にある p70S6K 分子を介し、Th17 分
化を正に制御していることを明らかにした。 
一方、マスター転写因子として Foxp3 を発現し、抗原特異的にエフェクターT細胞の活性化

を抑制する Treg 細胞は、その分化に TGFが必要であること、Th17 細胞の場合とは逆に PI3K
経路によってその分化が負に制御されることが報告されていた。すなわち PI3K 経路を抑制す
れば Th17 が減少し Treg が増加して、総合的に炎症を抑制できると考えられた。しかし申請
者らは最近、Treg 分化に必要な TGFシグナルが、Treg 分化を抑制する PI3K-Akt-Foxo1 経路
を活性化するという、Treg 分化におけるネガティブフィードバック制御機構を発見した。す
なわち、PI3K 活性を抑制しても、Th17 細胞と同時に Treg 分化も抑制されるため、PI3K を抑
制しても Treg 細胞による慢性炎症抑制は困難であると推察した。 
つまり慢性胃炎を抑えるには、Treg 細胞とは別に、抗炎症を担う細胞を誘導する必要があ

ると思われた。そこで Th 細胞のうち、Hp 感染性胃炎で浸潤が見られず、抗炎症性サイトカ
インである IL-10 を主に産生し、免疫抑制に関与すると言われる Foxp3 陰性 I 型制御性 T 
(Type I regulatory T; Tr1) 細胞を候補として考えた。この Tr1 細胞の分化・機能制御につ
いてはまだ不明な点が多かったことから、申請者は H26-28 基盤研究(B)において、Tr1 分化・
機能制御における PI3K の役割を現在解析している。そしてこれまでのところ、IL-27 によっ
て誘導される Tr1 細胞において、PI3K が下流分子である Akt-Foxo1 を介して Tr1 分化を正に
制御することを見出し、免疫抑制における制御性細胞をコントロールすることが可能である
ことを示した。 
一方で、免疫麻痺 [B]、すなわち敗血症などによる急性炎症ののちに起こる免疫抑制の病

態生理は未だ不明である。そのメカニズム解明のため、免疫チェックポイント分子と称され
る抑制性共刺激分子による免疫抑制に注目している。その１つに PD-1 が挙げられるが、これ
は T 細胞に発現誘導され、そのリガンド分子である B7-H1 は炎症下において様々な組織細胞
に誘導され、PD-1 を介した T 細胞応答制御、特に T 細胞機能抑制に関わっている。例えば、
IFNや IL-10 などのサイトカイン産生、アポトーシス、制御性 T 細胞誘導などが挙げられ、
連携研究者の東らは、口腔粘膜における炎症や口腔ガンにおける PD-1/B7-H1 経路の役割を明
らかにしている。したがって、免疫麻痺の発症にも PD-1/B7-H1 経路が重要な役割を果たすこ
とが示唆される。 
そこで上記[A]および[B]を踏まえ、本研究では感染の後に起こる免疫抑制制御機構につい

て、PD-1/PD-L1 経路を軸に解明を試みるに至った。 
 

 
 
 
２．研究の目的 



 
粘膜組織における微生物感染において、正の免疫応答に続いて起こる負の免疫応答（免疫抑

制）が、適切な時期・強さで起こることが、免疫学的ホメオスタシスを保つために極めて重
要であり、この免疫抑制がうまく作用しない時に、慢性炎症や過剰な免疫抑制による二次感
染が起こると考えられる。そこで本研究では、正の免疫応答に続く免疫抑制機構について、
特に骨髄由来抑制細胞 (MDSC)様の細胞に着目し、炎症性サイトカインの産生および T 細胞
制御機構について、MDSC，DC および T細胞との相互作用に留意しながら明らかにする。また、
これら制御機構における免疫チェックポイント分子 PD-1/PD-L1 の役割を示す。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウスモデルの作成 

一次感染として真菌感染を想定し、真菌の成分であるザイモザンを投与することによる免
疫抑制モデルを作成するため、野生型マウス(WT)にザイモザン 2 mg を Day 0 から 5日連続
で腹腔内投与した。 

(2) 免疫細胞プロファイルの変化 
ザイモザン投与による免疫細胞の影響をみるため、投与後 1, 2, 3 週間後のマウスから脾

臓細胞を回収し、各免疫細胞の細胞数および割合をフローサイトメーターにて評価した。 
(3) T 細胞機能評価 

ザイモザン投与による T 細胞機能に対する影響をみるため、Day 21 のマウスから脾臓細
胞を回収し、T細胞を分離した。T 細胞増殖をみるため、Cell tracker で標識した細胞を抗
CD3抗体および抗 CD28 抗体で３日間刺激し、細胞分裂およびサイトカイン産生について評
価した。 

(4) 二次感染に対する応答 
二次感染として大腸菌などグラム陰性細菌を考慮し、ザイモザン(zm)投与後に回復したマ

ウスに LPS を腹腔内投与し、炎症性サイトカイン産生について評価した。 
(5) Gr1+CD11b+細胞機能評価 

ザイモザン投与によるミエロイド細胞の性質を探るため、Day 21 のマウスから脾臓細胞
を回収し、CD11b 陽性細胞を分離した。これを別の WT マウスに移入し、LPS 投与後のサイ
トカイン産生について評価した。 

(6) PD-1/PD-L1 シグナルの関与について 
免疫抑制モデルについて、PD-1/PD-L1 マウスを用いて同様の検討を行い、免疫抑制におけ

るこのシグナル経路の影響を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) マウスモデルの作成 

ザイモザン投与 1日後に著しい体重減少が起こり、そこから回復し Day 21 までに対照群
（PBS 投与群）と同程度になった。また、投与後 6-12 時間で血清中 IL-6 がピークとなった
が、48時間で消失しその後 Day 21 まで検出限界以下であった。 

(2) 免疫細胞プロファイルの変化 
ザイモザン投与により一過的にリンパ球が減少するが、一方で、Day 14 をピークとして

Gr1+CD11b+細胞の割合および細胞数が増加し、その後 Day 21 までに対照群と同程度に戻っ
た。 

(3) T 細胞機能評価 
対照群に比べて、zm 投与群の T細胞は増殖が抑制され、かつ IFN産生 CD8+ T 細胞の割合

や、培養上清中 IFNの量が多かった。 
(4) 二次感染に対する応答 

LPS を腹腔内投与 6 時間後の血清中の炎症性サイトカイン産生について、IL-6 の濃度が
zm 投与群で有意に抑制された。 

(5) Gr1+CD11b+細胞機能評価 
zm 投与 WT から分離した細胞を移入した zm 未投与 WT に LPS を投与すると、血清中の IL-

6 濃度を抑えることができた。 
(6) PD-1/PD-L1 シグナルの関与について 

PD-1/PD-L1 マウス(DKO)に zm を投与すると、T細胞数の減少は起こらず Day 21 まで増加
し続けた。また、Gr1+CD11b+細胞の細胞数および割合は WT に比べて高く、Day 21 でも WTよ
り有意に高かった。また、T 細胞機能に関して、zm 投与 DKO 群では対照 DKO 群と同程度の
増殖能および IFN産生能を示した。さらに、zm 投与 DKO に LPS を投与すると、WT の場合に
比べて、LPS 投与による IL-6 産生抑制が軽減された。 

以上の結果より、PD-1/PD-L1 シグナルは zm 投与による免疫抑制効果に関与することが示さ
れた。 
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