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研究成果の概要（和文）：好中球やマクロファージは食細胞NADPHオキシダーゼ(NOX2)やミエロペルオキシダー
ゼ(MPO)によって活性酸素を産生して感染防御を営む。本研究は、両酵素の欠損マウスが感染非依存的にも肺炎
を発症するメカニズムを探った。その結果、死菌刺激を受けたMPO欠損好中球やNOX2欠損マクロファージからの
炎症性サイトカインの過剰産生が肺炎重篤化の一因であり、それらの過剰産生にはTLR2やTLR4受容体が関与し、
NF-κBやSTAT3転写因子の過剰活性化がサイトカイン過剰産生の一因であることを示す結果を得た。さらに、
NOX2欠損という自然免疫異常は、獲得免疫能の低下も招くという重要な知見も得た。

研究成果の概要（英文）：Neutrophils and macrophages play a role in host defense against bacteria and
 fungi. Activated neutrophils generate superoxide anions and hypochlorous acid via phagocyte NADPH 
oxidase (NOX2) and myeloperoxidase (MPO), respectively. This study aimed to examine the role of 
these enzymes for the systemic inflammation. In a zymosan-induced inflammation model, NOX2-deficient
 (NOX2-KO) mice exhibited more severe thymic atrophy, lymphopenia, and more remarkable neutrophilic 
lung inflammation in association with accumulation of higher amounts of TNF-α and KC in NOX2-KO 
lungs. Strikingly, zymosan-stimulated NOX2-KO neutrophils produced a greater amount of TNF-α than 
wild-type neutrophils. NOX2-KO macrophages produced a greater amount of KC in response to zymosan. 
These results suggest that the greater TNF-α and KC production from the NOX2-KO phagocytes at least
 partly contributes to the accumulation of neutrophils observed in the lungs of these mutant mice. 

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
感染によって炎症が重篤化することは肺炎などでよく知られている。ところが、病原体が検出されないにも関わ
らず劇的なサイトカインストームを伴う重篤な炎症が進行することもあり、NOX2を欠損したヒトにおいてもその
ような病態を時折発症することが知られている。しかし、その発症機構は不明なため治療法に乏しい。本研究
は、原因不明の炎症性疾患発症における食細胞機能異常のリスクを知るという基礎研究としての意義がある。

※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 

(1) 好中球やマクロファージは自然免疫系の一員であり、感染に対する初期防御を担っている。

これらの食細胞が病原体を貪食して活性化すると、食細胞 NADPH オキシダーゼ(NOX2)の触媒に

よって、酸素からスーパーオキシド(O2-)を産生し、続いて過酸化水素(H2O2)へと代謝される。さ

らに、好中球においては、ミエロペルオキシダーゼ(MPO)の触媒によって、H2O2から次亜塩素酸

(HOCl)という好中球特有の活性酸素が生成する。本研究代表者は、自身が作製した MPO ノック

アウトマウス (MPO-KO マウス)や、NOX2 のノックアウトマウス(NOX2-KO マウス, M. Dinauer

博士より分与)が、カンジダ菌を初めとする種々の病原体に易感染性を示し、重篤な肺炎を発

症することを発見し、感染初期の生体防御における好中球由来活性酸素の重要性をすでに証明

済みであった。 

(2) ところが、MPO-KO マウスも NOX2-KO マウスも、生菌だけでなく、カンジダの死菌や酵母

菌体成分を肺投与しただけでも重篤な肺炎を発症するという興味深い現象も発見していた。こ

の発見は、自然免疫担当細胞からの活性酸素産生の欠如は、殺菌能の低下とは無関係にも炎症重

篤化を招く可能性を秘めている。しかし、そのメカニズムの全貌は不明であり、解析の途中

にあった。 

 

２．研究の目的 

背景(2)で記したような MPO-KO マウスや NOX2-KO マウスに観察される感染非依存的な炎症

重篤化のメカニズムを解明することによって、好中球やマクロファージからの活性酸素産

生の欠如が、感染非依存的炎症の誘発というリスクも負っている可能性を明確にすること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 酵母菌体成分(ザイモザン)を野生型、MPO-KO および NOX2-KO マウスに経鼻投与もしく

は尾静脈投与し、肺やその他の臓器に集積した炎症細胞種と集積数をフローサイトメトリ

ーで解析した。  

(2) 肺ホモジネート上清中に蓄積した TNF-αなどの炎症性サイトカイン量は、市販の ELISA キ

ットを用いて測定した。 

(3) In vitro 解析のための好中球は、マウス大腿骨骨髄よりパーコール密度勾配遠心法に

より単離した。この細胞をザイモザン存在下で培養し、培養液中に分泌したサイトカイン量

を ELISA 法で測定した。また、サイトカイン遺伝子の発現量は、培養後の細胞より RNA を調

製し、リアルタイム PCR 法で解析した。 

(4) 遺伝子が発現するためのシグナル伝達系の解析は、(3)の方法で単離した細胞をシグ

ナル伝達系酵素群の阻害剤の存在下あるいは非存在下で培養し、その細胞破砕液を SDS 電

気泳動に供し、シグナル伝達系諸酵素のリン酸化抗体等を用いたウェスタンブロット法で

解析した。 

(5) 動物実験は、「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」等を遵守し、

「横浜市立大学における動物実験の実施に関する規程」に準じ、3R の原則を遵守して実施

した。また、ノックアウトマウスは、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多

様性の確保に関する法律」および「公立大学法人横浜市立大学大学院生命ナノシステム科学

研究科遺伝子組換え実験安全管理規程」に準じ、組換え体として飼育し実験に用いた。 

 



４．研究成果 

(1) NOX2-KO 好中球およびマクロファージにおけるサイトカイン過剰産生機構の解析: 

NOX2-KO マウスにザイモザンを経鼻投与すると重篤な好中球性肺炎を誘発することや、

NOX2-KO マウス肺中では TNF-αなどの炎症性サイトカインや好中球走化因子である KCの産

生量が野生型マウスよりも顕著に高値を示すことから、NOX2-KO マウス肺におけるこれらの

炎症性メディエイターの過剰産生が肺炎重篤化の一因であるとの仮説を立案し、NOX2-KO マ

ウスにおける TNF-αと KC の過剰産生の産生源とそのメカニズムを探った。その結果、TNF-

αの過剰産生源は好中球であり、KC の過剰産生源はマクロファージであることを突き止め、

その過剰産生は遺伝子発現レベルで制御されていることを明らかにした。さらに、好中球に

おける TNF-α遺伝子の過剰発現にも、マクロファージにおける KC 遺伝子の過剰発現にも、

STAT 転写因子が機能していることを示唆する知見が新たに得られた。 

(2) NOX2-KO マウスの獲得免疫異常の解析：野生型および NOX2-KO マウスにザイモザンを尾

静脈投与しても、(1)と同様の重篤な肺炎が NOX2-KO マウスに観察された。さらに興味深い

ことに、NOX2-KO マウスでは肺炎の重篤化だけに留まらず、胸腺の顕著な萎縮が観察された。

胸腺細胞数を FACS 解析したところ、NOX2-KO マウスでは野生型マウスよりもリンパ球数が

顕著に低下していた。さらに、骨髄中の好中球数とリンパ球数の比率が好中球側に大きく傾

くという非常に興味深い病態を発症することを発見した。これらの結果は、自然免疫の異常

が獲得免疫の異常を誘発している可能性を強く示唆する重要な成果であるから、英文原著

論文として速やかに成果発表した。 

(3) MPO-KO 好中球におけるサイトカイン過剰産生機構の解析：骨髄から単離した好中球に、

パターン認識受容体に対する遮断薬の存在下あるいは非存在下でザイモザンを添加し、培

養後の炎症性サイトカインの遺伝子発現量と分泌量を、主に MIP-2 好中球ケモカインに注

目して測定した。その結果、ザイモザンの受容体とされる TLR2、TLR4、dectin-1 を遮断す

ることによって、遺伝子発現量も分泌量も顕著に低下した。また、NF-κB と STAT3 の転写

因子を阻害することによっても、遺伝子発現量が顕著に低下した。さらに、ザイモザン刺激

による好中球からの MIP-2 産生はザイモザンの貪食依存的であることも明らかとなった。 

(4) まとめ：活性酸素産生異常という自然免疫系の異常が炎症の重篤化を導くだけでなく、

獲得免疫の異常も招く可能性を示唆する興味ある結果が得られた。 
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