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研究成果の概要（和文）： 

顆粒球コロニー刺激因子で刺激した好中球と血管内皮細胞(HUVEC)を共培養し、mRNA の発現の
パタンからインターロイキン-8(IL-8)産生に関与する遺伝子群を抽出した。これらの遺伝子の
mRNA と、細胞表面の蛋白が発現することを確認した。これらの遺伝子のうち、Toll like 
receptor-2 の中和抗体やシグナル伝達経路の阻害ペプチドを用いると、HUVEC からの IL-8 の産
生は 35～50%に減少した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several genes were elucidated by the expression pattern when HUVEC was co-cultured with 
G-CSF stimulated neutrophils. Moreover, mRNA was confirmed by real time PCR and surface 
expression was confirmed by FACS. Within several genes, antibody to TLR2 or inhibitory 
peptide of TLR2 signaling decreased the IL-8 production in HUVEC as low as 35 to 50 %.  
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞は、定状状態でも骨髄の微小環境

と末梢循環の間で行き来している。この性質

を利用して、末梢血中にある造血幹細胞を末

梢循環からフェレーシスによって採取し、小

児がん患者に対する末梢血幹細胞移植術

(PBSCT)における移植細胞源として用いてい

る。造血幹細胞を末梢循環に動員する方法は、

1)化学療法による骨髄抑制からの回復期の動

員、2)G-CSFによる動員、3)その組み合わせ、
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がある。我々は、G-CSF投与時に血清のIL-8

が上昇すること、しかもIL-8の上昇の程度と、

動員される造血幹細胞数に正の相関があるこ

とを報告した。その後の我々の研究によって、

1) in vitroでは好中球と血管内皮細胞の相互

作用によってIL-8が産生されること、2) この

産生は好中球をG-CSFで刺激すると増強され

ること 、3) 好中球と血管内皮細胞が直接接

触する必要があることを見いだした。この直

接接触に必要な蛋白分子の候補 (CD87、ウロ

キナーゼなど) はすでにいくつか報告されて

いるが、その機序は十分に解明されていない。

さて、末梢血幹細胞を動員する上での臨床的

な問題は、いわゆるpoor mobilizer (PM)であ

る。PM とは、G-CSG を投与しても末梢血に幹

細胞が動員されない例のことで、5%程度存在

しているとされる。しかし、なぜPMであるの

かはわかっておらず、またPMであるかどうか

を予測もできない。このためG-CSF を5～ 6 

日投与した後、末梢血幹細胞を採取する時に

なって初めて、末梢血幹細胞が十分に動員で

きていないことが判明する。これは患者に大

変な時間的、精神的な負担である。前述のよ

うに、G-CSF 投与時の血清IL-8 濃度と動員さ

れる造血幹細胞数が相関することから、我々

はIL-8 の産生に関与する遺伝子群の多型に

よってPM を同定できると考えた。その意味で

もIL-8 産生の分子機序の解明は重要である。

また、G-CSF 投与には、発熱、腰痛などの有

害事象があること、5～ 6 日の連日の皮下注

射が必要であることなど、改善すべき点があ

り、末梢血幹細胞のための新たな薬剤の開発

が望まれている。造血幹細胞の表面にある

CXCR4 は、骨髄ニッシェにあるCXCL12 と接着

しているが、この結合を阻害する薬剤

（AMD3100）は、幹細胞動員薬としての臨床応

用が始まっている。IL-8 はこのCXCR4/CXCL12 

とは異なる経路であることから、IL-8 産生の

分子機序の解明は新しい薬剤の開発に結びつ

くと考えられる。本邦でも今後益々普及する

ことが予測される同種PBSCT では、健常なボ

ランティアのドナーから末梢血幹細胞を動

員・採取する。よってIL-8 を介した末梢血幹

細胞動員の分子機序を解明することによって、

PM を同定し、より安全で、確実な動員方法に

臨床応用することが望まれる。 

 

２．研究の目的 

in vitro において、IL-8 産生に必要な、好

中球と血管内皮細胞の直接接触・相互作用を

介する遺伝子を、マイクロアレイ法を用いて

網羅的に検索し、さらにそのフローサイトメ

トリー、培養実験や機能実験から、その遺伝

子産物を同定する。上記で同定された遺伝子

産物と IL-8 の、G-CSF 投与時の in vivo での

動態を患者および PBSCT ドナーで解析し、動

員された増結幹細胞数との関係を解析する。

IL-8 の産生に関与する遺伝子の多型を MALT

法や SSCP 法で検討し、poor mobilizer (PM)

を同定する。 

 

３． 研究の方法 

(1) G-CSFで刺激した好中球とHUVECを2日間、

共培養する。 

(2) 好中球、HUVECを分離し、mRNAを抽出し、

マイクロアレイ法でmRNAの発現を網羅

的に測定する。 

(3) アレイ法のコントロールには、個別に培

養した好中球とHUVECから抽出したmRNA

を用いる。 

(4) 2、3の差異から、好中球と血管内皮で発

現が増加する遺伝子をスクリーニングす

る。 

(5) 4で候補と考えられる遺伝子産物である

蛋白が、好中球とHUVECのそれぞれの細胞

膜上に存在するかどうかをFACS確認し、

候補を絞る。 

(6) 培養によりこれらの候補蛋白分子の発現

が増加するかをFACSで確認し、候補をさ



らに絞る。 

(7) 6で絞られた候補蛋白分子に対する中和

抗体やシグナルの阻害薬等を上記の培養

系を用いて、2の培養条件で、IL-8産生が

阻害されるかどうかを確認する。 

 

４． 研究成果 

(1) G-CSFで刺激した好中球とHUVECを4日間、

共培養し、ELISA法で培養液上清のIL-8

を測定した（図１）。IL-8は、24時間で

すでに上昇していた。好中球とHUVECの非

接触培養でもIL-8は上昇するが、接触培

養では5～6倍発現が増加した。接触培養

では、48時間以降は増加しなかった。

 
図1 共培養によるIL-8の産生 

 

(2) 発現遺伝子：上記の接触培養の条件で、

HUVEC細胞を対象に、アレイ法で発現を網

羅的に測定した。ICAM-1、ICAM-2、TRAF1、

Bcl3、fractalkaine、E-selectin、

lymphotoxin beta、VCAM-1、VWF、VEGFR、

VEGFA、endoglin、integrin-α5、TLR-2、

TLR-4などの遺伝子の発現が上昇してい

た。 

(3) このうちreal time PCRでは、ICAM-1、

ICAM-2、E-selectin、VCAM-1、VEGFR、VEGFA、

TLR-2、TLR-4の発現がHUVECで上昇してい

ることを確認した。 

(4) 同様に、E-selectin、VCAM-1、VEGFR、TLR-2、

TLR-4はHUVECの細胞膜上で発現が増加す

ることをFACSで確認した。 

(5) IL-8産生に関与すると考えられるTLR-2

に対する中和抗体を、G-CSFで刺激された

好中球とHUVECとの共培養に加えると、抗

体を加えない場合の培養に比べてIL-8の

産生は、35 %に減少した（図２）。

 
図2 IL-8産生に対する 

TLR-2抗体の影響 

 

(6) 同様に、TLR-2のシグナル伝達阻害ペプチ

ドを加えて、共培養すると、TLR-2の活性

は25 %に減少し、さらに、IL-8の産生は

50 %に減少した（図３）。

 
図３ IL-8産生に対するTLR-2 

シグナル阻害ペプチドの影響 

 

(7) 以上の結果から、G-CSFで刺激された好中

球と血管内皮細胞がTLR-2を介したシグ

ナルを通じて、IL-8の産生を行っている

ことがわかった。G-CSFをヒトに投与した



時にも同様にIL-8の産生が亢進し、これ

がPBSCの動員を促進していると考えられ

る。 

(8) 次に、PBSCの動員に対して、TLR-2を介し

た経路がどのように関与しているかを検

討した。まず、さまざまな病態、病気で

重要性が知られているIL-8のプロモータ

ー領域の、既知の遺伝子多型を検討した

が、既知の多型とPBSCの採取細胞量には

一定の関係を認めなかった。TLR-2の発現、

TLR-2のシグナル伝達に関連する多型に

ついても検討する必要がある。 
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