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研究成果の概要（和文）：LPS投与下に糖濃度の異なる培養液による共培養実験系において、ヒトマクロファー
ジの細胞内小胞体ストレス、アポトーシス発現、及び上流の細胞内情報伝達系変化と、好中球やNETsを貪食する
機能（Efferocytosis）の変化、及び培養液中のcfDNA量を解析する事。（マクロファージ系細胞を72時間培養下
に、共培養下の好中球にPhorbol myristate acetateを負荷することでNETsを放出させ、マクロファージ系細胞
のEfferocytosisを観察した。実験結果として、miR21の遺伝子導入または、炎症脂質レゾンルビン投与により、
ヒトマクロファージの貪食能亢進が認められた。

研究成果の概要（英文）：Co-culture experiment with human macrophages and phorbol myristate acetate 
stimulated-neutrophils under different glucose concentration was conducted. Changes in ER stress, 
apoptosis, efferocytosis, their upper stream intracellular pathway of human macrophages, and cell 
free DNA concentration in culture medium were measured. By gene transfer of microRNA 21 or resolvin 
administration, efferocytosis was stimulated with decreased expression of PTEN and PDCD4.

研究分野：集中治療、麻酔

キーワード： 敗血症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
健常人にも、血漿中に少量の cfDNA が存在し、その由来は主にアポトーシスした白血球や骨髄細胞の可能性が
報告されているが、敗血症病態で、多数の白血球がアポトーシス、ネクローシスや NETosis 等の細胞死をきた
すと、多量の DAMPs が血漿中に逸脱して、cfDNA上昇の原因になると考えられている。今まで、間接的にcfDNA
の増加と患者予後の相関に関して報告した研究は多数存在するが、cfDNA産生を制御する事で、敗血症治療の可
能性を探索する事は、革新的であると考えている。 

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 

敗血症患者の死亡率を規定する要因として、急性期の高サイトカイン血症が注目され、サイトカ

インを抑制する種々の治療の有効性を調べる臨床研究が施行されたが、その結果は否定的であ

った。近年、敗血症の死亡要因は免疫担当細胞の細胞死や機能低下に伴う免疫抑制による炎

症の持続が大きな要因とされている（図１）（Vincent JL, et al. Sepsis definitions: time for change. 

Lancet. 2013;381:774-5）。一方で、敗血症患者において、生体内で単球、樹状細胞、CD4 陽性

T 細胞、CD8 陽性 T 細胞、B 細胞等の免疫細胞の細胞死による細胞数減少を認める報告

（Skrupky LP, et al. Anesthesiology. 2011;115:1349-62）や、マクロファージの貪食機能低下の報

告（Michlewska S, et al. FASEB J. 2009;23:844-54, Feng X, et al. Immunology. 2011;132:287-

95.）等があるが、免疫抑制の機序はまだ不明な点が多い。 

 

炎症病態と血中循環 DNA 

健常状態での cfDNA の多くは、細胞のアポトーシスに由来する DNA といわれている。一方、

病態生理学的には、悪性腫瘍、重症病態時の壊死細胞からの漏出や、好中球から能動的に放

出された DNA が、cfDNA に関与していると推察される。特に好中球由来の Neutrophil 

extracellular traps（NETs)が、cfDNA の量を規定しているという有力な実験結果（Margarf S, et al. 

Shock. 2008;30:352-8 ）があるが、異論もある（ Hamaguchi S, et al. Mediators Inflamm. 

2015:614518）。また、cfDNA は DAMPs として炎症や、凝固を活性化することも広く知られている

（Gould TJ, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2014;34:1977-84.）。 

近年、単一血液検体から Isolation Flow Cell 技術を用い、末梢循環細胞と cfDNA を高回収率

かつ高精製率で得ることを可能とした新しい血球回収解析装置 Ion Torrent Lipuid Biopsy が研

究応用できるようになった。得られた末梢循環細胞 DNA と cfDNA を、次世代型シーケンサーで

網羅的に解析し、遺伝子情報を相補的に組み合わせることで、細胞の Heterogeneity や希少変

異などを含む網羅的な遺伝子情報が得られる研究手技は、腫瘍細胞では確立しているが（Clin 

Cancer Res. 2018;24:560-568）、今後は血液細胞を用いて様々な病態解明が期待されている。 
 
２．研究の目的 

(In Vitro 系) 共培養細胞実験において、LPS 及び高血糖負荷により、マクロファージの貪食能

（Efferocytosis）が低下する事で、培養液中の cfDNA、NETs が増加するが、miRNA21 遺伝子導入

または、レゾンルビン投与により、マクロファージによる改善効果を検証する事。 
３．研究の方法 

（細胞培養実験） 

LPS 投与、及び糖濃度の異なる培養液による共培養実験系において、分化単球系 THP-1 細胞、

ヒト Macrophage の細胞内小胞体ストレス、アポトーシス発現、及びその上流の細胞内情報伝達系変

化と、好中球や NETs を貪食する機能（Efferocytosis）の変化、及び培養液中の cfDNA 量を解析する

事。（マクロファージ系細胞を 72 時間培養下に、共培養下の好中球に Phorbol myristate 

acetate(PMA)を負荷することで NETs を放出させ、マクロファージ系細胞の Efferocytosis を観察する。 

また、申請者らの最近の研究で、貪食能亢進が認められた抗炎症脂質レゾンルビン投与または、

miRNA21 遺伝子導入マクロファージを用いて（図２）、以下の実験結果の改善効果も検討する。 

（１） 貪食能（Efferocytosis）蛍光 Cell Tracker で標識後、PMA 負荷した好中球及び NETs のマ

クロファージによる貪食能を見る。（FCM法） 

（２） 培養液中の cfDNA 量測定 



cfDNA 濃縮用に設計され、血清や血漿などの生体サンプルに最適化されている MagMAX™ Cell-

Free DNA Isolation Kit を用いて、リアルタイム PCR、次世代シーケンシングを含む広範な用途に

適した高品質 DNA を高く回収し、DNA を定量する。 

（３） mitochondorial DNA、nuclearDNA を定量 リアル

タイム PCR 法 

（４） NETs の半定量 ヒストン HI、好中球エラスターゼ、

DAPI の３重染色 

（５） 細胞内小胞体ストレス変化 細胞内 CHOP、BiP

発現変化（Western Blotting 法、フローサイトメトリー(FCM)

法) 

（６） 細胞内 Akt, p38MAPK リン酸化/Total(比)変化の

定量（WesternBlot 法、FCM 法）。 

（７） 細胞内ミトコンドリア膜電位変化の定量（JC-1、

FCM法） 

 

 

（８） 細胞内 Bcl-2 ファミリータンパク質発現の変化 Bcl-xl、Bcl-2/Bax、Bak 比の解析（Western 

Blotting 法、FCM法） 

（９） 細胞内カスパーゼ発現の変化 Caspase 3, 9（FCM、WesternBlot 法、免疫染色法） 

（１０） 細胞内 LC3-2/1 比、Beclin1 発現の変化（Western Blotting 法、免疫染色法） 

（１１） 細胞内 PI3K、mTOR activity(ELISA 法)、mTOR のリン酸化/Total(比)変化定量（Western 

Blotting 法) 

（１２） 細胞死の形態学的変化及び核染色(ヘキスト 33342, PI)(光学顕微鏡、FCM法) 
４．研究成果 

 

  

図１ マクロファージの細胞死と貪食能に関連する細胞内情報伝達系 

 
 

  

図２．マクロファージ内 CHOP の経時的発現化  図３．細胞死関連タンパク質の経時的発現変化 

図４． 貪食能の経時的発現変化 
図５.  CHOPノックダウン後の細胞死の変化 



ヒトマクロファージを用いた培養細胞培養実験系において、HG (High Glucose 15mM)群が、NG 

(Normal Glucose 5mM) 群、及びM (Mannitol 15mM, 浸透圧コントロール) 群に比べ、LPS 投与により

24 時間後から有意に小胞体ストレス情報伝達系（CHOP）の RNA 発現が上昇し、48 時間後から蛋白

発現では、貪食能、細胞内ミトコンドリア電位の低下、細胞死の増加をみた。 

単球マクロファージの貪食能に変化を及ぼす可能性ある、microRNA21 mimic (Pre-miRTM miRNA 

Precursor Molecules, Ambion 社)の遺伝子導入、レゾルビン投与をヒトマクロファージに行うと、PTEN

及び PDCD４の発現の低下、及び貪食能の上昇が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

   
図 8. レゾルビン投与後の細胞内情報伝達変

化-1 

 Semi-quantitative PCR 画像           

PTEN, PDCD4 mRNA の発現が、レゾルビン

を投与することで、抑制されている。 
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図 9. レゾルビン投与後の細胞内情報伝

達変化-2 

ウエスタンブロット画像 

PTEN, PDCD4 のタンパク質の発現がレゾ

ルビンを投与することで抑制されている。 

  

図６. miR21導入後の細胞内情報伝達変化  図 7. miR21導入後の貪食能変化  
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