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研究成果の概要（和文）：骨髄由来抑制細胞の細胞培養実験において、免疫磁気分離したCD11b+CD14-CD33+細胞
を糖濃度の異なる培養液に静置し、LPS投与の有無で、どのようにmRNAおよび、miRNAの発現が変化するか観察す
る研究を施行した。
　miRNA, 及びmRNA発現の次世代シーケンサーによる網羅的解析は、外部委託業者に依頼した。また、同じ被験
者の検体を用いて、mRNAおよびmiRNAのリアルタイムPCRを施行した。RNAseqにより取得したデータのｍRNA発現
の網羅的解析に関しては、キアゲン社のIPAソフトウェアを用いて、パスウェイ解析を施行した。

研究成果の概要（英文）：After isolation of human myeloid-derived suppressor cells (CD11b+CD14-CD33+ 
cells) with magnetic beads, we have conducted the experiment evaluating the changes in mRNA and 
miRNA expression in cell culture study with LPS application and different glucose concentration.
We have conducted the comprehensive analysis of mRNA and miRNA by next generation sequencing with 
outsourcing. Further, we have conducted the pathway analysis using RNAseq data.

研究分野： 集中治療、麻酔

キーワード： 敗血症　microRNA

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄由来抑制細胞（MDSCs）は多くの免疫抑制をもたらす細胞群の中で，癌患者における免疫抑制の主要な部分
を担うとして重要視されてきた。MDSCは癌や炎症によって，本来骨髄中に存在する細胞が癌局所や全身の血液循
環に出現する未熟な細胞群です。もともと均一でない細胞群とされますが，この中にはgranulocytic　MDSCと
monocytic MDSCが存在する。
免疫抑制が近年、敗血症病態における骨髄由来抑制細胞（MDSCs）の免疫抑制作用に注目がされているが、次世
代シーケンサーを用いて、トランスクリプトーム解析(mRNA, miRNA)を、網羅的に解析した研究は無い。

※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 

敗血症病態では、TNFαや IL-6 と

いった炎症性サイトカインが多量に

産出され、強い炎症反応が生じる。こ

のため、敗血症患者における死亡率を

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てきた。しか

し近年、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 

（ Vincent JL, et al. Sepsis 

definitions: time for change. Lancet. 

2013;381:774-5）。耐糖能障害を伴う（重症）敗血症では、過剰な免疫抑制状態が生じ、予後

不良を来す。敗血症患者において、生体内で免疫担当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、培養実験系において、LPS

によるマクロファージの死細胞貪食低下の機序を検討する報告 （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。（右上図） 

 

また、人間の 30 億個の塩基配列全部を解析するヒトゲノムプロジェクトは、多数の動物で

も 1990 年代から 2000 年代初頭にかけて行われ、ゲノムのうち、タンパク質を作る部分（コー

ド領域）はわずか 2～3％である一方、大部分はタンパク質を作らない領域で（非コード領域）、

その半分は同じ単位が繰り返される｢反復配列｣であった。近年、その”がらくた”とされた領

域に 21－24 塩基程度の小分子 RNA の miRNA が、細胞増殖・アポトーシス・代謝等、多岐に

わたり生命現象に関与することが報告され注目を浴びている。その機能は、従来の遺伝情報は、

「DNA→（転写）伝達 RNA(mRNA)→（翻訳）タンパク質」の順に伝達されるセントラルド

グマの概念を覆す遺伝子発現の転写後抑制であり、複数のタンパク質と複合体を形成して標的

となる mRNA に結合し、その翻訳を抑制する。また、１つの遺伝子の制御に複数の miRNA

が関与している一方で、１つの miRNA が複数の遺伝子の発現に関与している。我々は血球や

血管内皮細胞が産生する miRNA が、炎症病態を修飾する重要な要因になると考えている。 

 

骨髄由来抑制細胞（MDSCs）は多くの免疫抑制をもたらす細胞群の中で，癌患者における

免疫抑制の主要な部分を担うとして重要視されてきた。MDSC は癌や炎症によって，本来骨髄

中に存在する細胞が癌局所や全身の血液循環に出現する未熟な細胞群です。もともと均一でな

い細胞群とされますが，この中には granulocytic MDSC と monocytic MDSC が存在する。 

免疫抑制が近年、敗血症病態における骨髄由来抑制細胞（MDSCs）の免疫抑制作用に注目が

されているが、次世代シーケンサーを用いて、トランスクリプトーム解析(mRNA, miRNA)を、

臨床研究との関連を含めて網羅的に解析した研究は無い。 

 

２．研究の目的 

（重症）敗血症病態の中で、特に高血糖時において、単球系細胞が貪食能低下や細胞死を起こ

し、その細胞内情報伝達系としての小胞体ストレスの関与、また microRNA (miRNA) による

制御に関して報告してきた。様々な病態制御に関与している miRNA が及ぼす敗血症病態にお

ける骨髄由来（免疫）抑制細胞 (MDSCs: myeloid-derived suppressor cells) の分化、機能へ

の影響に注目して、動物実験及び臨床研究の両面から検討し、敗血症における骨髄由来抑制細

胞（MDSCs）の役割と、今後の遺伝子治療の可能性を検討することを目的とする。 

 



 

３．研究の方法 

（培養細胞研究） 

 健常者から採血を行い、ヒト骨髄由来抑制細胞（MDSCs）のセレクション後培養実験を行い、

LPS の有無および糖濃度の違いにより、mRNA および miRNA の発現の違いを観察する。 

過去の動物実験で敗血症マウスで有意に上昇変化のあった miRNA を、マウス骨髄由来抑制細

胞（MDSCs）に Transfection し、その経時的な遺伝子発現の変化を、次世代シーケンサーを用

いて、mRNAを網羅的解析する。また、T細胞の機能抑制に影響を及ぼすとされるS100 A8/A9, S100 

A12, Arginase 1 等の産生能の変化を解析する。 

（臨床研究） 

ICU 入室患者を対象に、1)非敗血症患者、2)敗血症患者から採血後、ヒト骨髄由来抑制細胞

（MDSCc）を単離し、動物実験系及び培養細胞実験系で有意に変化のあった miRNA の発現を定量

性のあるリアルタイム PCR 法で解析する。 

 

４．研究成果 

 マウスでは骨髄由来抑制細胞（MDSCs）は、CD11b+Gr1+の細胞で認識され、詳細な検討が進ん

でいるが、ヒトではHeterogeneousな細胞群とされ現在のところCD11b+CD14-CD33+の細胞を骨髄

由来抑制細胞（MDSCs）とすることが多い。したがって、健常人から採血を行い単核球（mononuclear 

cells）からポジティブセレクションによりCD11b+CD14-CD33+細胞の免疫磁気分離し、その細胞

からmRNAおよび、miRNAの単離を行い、恒常的に次世代シーケンサー測定に必要なためのmRNAお

よび、miRNAの収量が確保できるための、全血の採取量を調査した。 

 その結果、リアルタイムPCR測定のためのRNAの収量は確保できたが、シーケンサー測定のため

の実験キットが要求するRNAの収量が、臨床研究申請において軽微な侵襲に該当する全血20ml以

内では確保できないために、シーケンサー実験の場合のみ複数人の血液から各々単離したRNAを

混合して使用することとした。 

 敗血症患者を対象とした臨床研究を始める前に、細胞培養実験において、免疫磁気分離した

CD11b+CD14-CD33+細胞を糖濃度の異なる培養液に静置し、LPS投与の有無で、どのようにmRNAお

よび、miRNAの発現が変化するか観察する研究を施行した。 

 miRNA, 及びmRNA発現の次世代シーケンサーによる網羅的解析は、外部委託業者に依頼した。

また、同じ被験者の検体を用いて、mRNAおよびmiRNAのリアルタイムPCRを施行した。 

RNAseqにより取得したデータのｍRNA発現の網羅的解析に関しては、キアゲン社のIPAソフトウェ

ア（https://tv.qiagenbioinformatics.com/video/64474187/qiagen-ipa-7-canonical-pathway）

を用いて、パスウェイ解析をおこなった。 

 また同時に施行したリアルタイムPCRの結果と比べると、mRNAに関しては、シーケンサーの結

果とほぼ一致しているが、miRNAに関しては一致が認められないものが多数あったために、リア

ルタイムPCRの結果を採用することにした。したがって、有意に変化のあった遺伝子のmRNAをタ

ーゲットとするmiRNAに関しては、miR TarBase

（https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php）のサイトか

らウエットラボでターゲットとすることが証明されているmiRNAをリアルタイムPCRで評価した。 

 

また、研究委託業者に依頼していた研究に関しては、コロナ禍で勤務時間が短縮されていたた

めに、また、自施設で行った研究は試薬の海外からの配送が大幅に遅延することもあり、予定よ

り実験が遅れたため、現在も同研究を遂行し、学会報告および、論文が未投稿なため、詳細な実

験結果に関しては、報告を控える。 
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