
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

基盤研究(C)

2013～2011

ＴＲＡＩＬの好中球排除によるＳＩＲＳの制御機構の解明とその臨床応用

Regulation of systemic inflammatory response syndrome by TNF-related apoptosis induc
ing ligand which affect neutrophils exclusion and its potential clinical application
.

９０３９８２２２研究者番号：

蒲原　英伸（kamohara, hidenobu）

熊本大学・大学院生命科学研究部・准教授

研究期間：

２３５９１８７０

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：好中球からTRAILとその受容体が発現しTNFαおよびIFNγにより発現制御を受け、最終的に
好中球のアポトーシスに関与することを明らかにしてきた。今回、SIRS病態における血液中とドレーン廃液中の白血球
を分離した。TRAILの発現はドレーン中で高かった。TRAIL R1、R2(Death Receptor)もドレーン中で高く、TRAIL R3、R
4(Decoy Receptor)はドレーン中で低い傾向にあった。炎症局所ではサイトカイン発現と同様にTRAILとR1, R2は増強し
、好中球の活性化と細胞死を惹起しやすい状況にある。TRAILがSIRS制御の標的となりえる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have been identified that neutrophils express TRAIL and TRAIL-R which  were ind
uced by IFNgamma and reduced by TNFalpha. Finally, TNFalpha induced the netrophils apoptosis and IFNgamma 
reduced. In the present study, leukocytes were isolated in peripheral blood and local exudates from post-o
perative drain in SIRS. The level of TRAIL, TRAIL-R1, and -R2 (death receptor) mRNA were significant highe
r and the level of TRAIL-R3 and -R4 (decoy receptor) mRNA were significant lower in leukocytes from exudat
es than leukocytes form peripheral blood. Up- or down-regulation of TRAIL receptor expression by TNFalpha 
or IFNgamma can affect the susceptibility of neutrophils to TRAIL. In local inflammatory field, neutophils
 are activated by high amount of cytokines and neutophils expressing TRAIL, -R1 and -R2 can transit to be 
apoptosis. TRAIL signaling pathway could potentially regulate the fate of tissue-infiltrating neutrophils 
during SIRS. 
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１．研究開始当初の背景 
 
SIRS(Systemic inflammatory response 

syndrome)は 1991 年に ATS/ACCM により、
生体に過大侵襲が加わった時に生じる全
身性の炎症反応として定義される。
MODS,MOF に陥らないために早期診断。早期
治療を行い、予後を改善させるためにこの
SIRS の概念が提唱された。実際、予後や
ICU 滞在日数など臨床データとよく相関し、
SIRS の criteria（体温、脈拍数、呼吸数、
白血球数など)はベッドサイドで容易に判
断ができ、早期診断・治療を開始すること
ができ、その後も SIRS の制御を目標に治
療するなど簡便かつ有効な指標である。 
 
TRAIL(TNF related apoptosis inducing 

ligand)は TNF family に属し、種々の細胞
(正常 T 細胞、単球、樹状細胞、NK 細胞な
ど)から発現されている。腫瘍細胞やウイル
スに感染した細胞にアポトーシスを惹起す
る。一方で正常細胞に対してはアポトーシ
スを誘導しないとされてきた。TRAIL の受
容体は 5 種類存在する。TRAIL-R1/DR4 と
TRAIL-R2/DR5 からのシグナルはアポトーシ
スを誘導させるように機能し、一方、
TRAIL-R3/DcR1 と TRAIL-R4/DcR2 は、下流
のシグナル伝達が欠落し、Decoy receptor
として作用する。TRAIL-R3 と-R4 は、実際
多くの細胞に発現が確認され、アポトーシ
ス を 負 に 制 御 し て い る 。 さ ら に 、
Osteoprotegerin は TRAIL の可溶性受容体
であり、Decoy receptor として作用する。
TRAIL のアポトーシスの感受性はこれらの
受容体の発現のバランスにより調整されて
いる。腫瘍の局所環境における防御機構と
して、T細胞やNK細胞から産生されたTRAIL
により腫瘍細胞がアポトーシスにより、生
体から排除される免疫的監視機構により監
視されている(Immunity, 2003)。また、自
己免疫疾患の発症の制御に胸腺細胞の
TRAIL によるアポトーシスが関与している
ことが報告されている(Lamhamedi- 
Cherradi S-E, Nature Immunol. 2003)。

以上、腫瘍と TRAIL の研究が多く、innate 
immunity に関する研究はまだ少ない。 

 
TRAIL は自己免疫疾患の関節炎(Tsokos 

GC, JCI,2005, Song K, I Exp Med 2000)、
脳髄膜炎(Hilliard B, J Immunol.2001)、
甲状腺炎(Wang SH, Endocrinology 2009)
を制御することが報告されている。TRAIL 
R1(DR5)はdeath domainを有しているため、
caspase を介して細胞にアポトーシスを惹
起させるが、DR5 のノックアウトにおいて、
慢性炎症と腫瘍形成が促進されることより

DR5 は炎症を負に制御していることが示唆
された (Finnberg N,JCI,2007)。 

 
細菌性脳髄膜炎のモデルで TRAIL は抗炎

症的に作用し、生存率を改善させることが
報告されている(Hoffman O,JCI,2008)。 大
腸穿孔の腹膜炎のマウスモデルにおいて、
TRAIL 投与により、脾臓や局所リンパ節に
浸潤した好中球の数はアポトーシスにより
減少し、生存率も改善させた(Cziupka 
K,Crit Care Med,2010)。この 2つの動物実
験モデルから、TRAIL は急性炎症を負に制
御し生体防御的に作用している可能性を示
唆している 。SIRS を契機に増悪した ARDS
患者の BAL 中には好中球が多数存在し、そ
の溶液中において TRAIL が健常者より有意
に産生し、ARDS の生存群において TRAIL が
高い傾向を示した(Lee KS, Resp Medicine)。
SIRSに起因する臨床患者の報告は現在これ
のみである。以上のように、TRAIL の好中
球や単球を主体とした innate immunity お
よびリンパ球を主体とした adaptive 
immunity におよぼす影響は、慢性炎症と急
性炎症において役割が異なっているようで
あるが、詳細はまだ不明である。 
 

我々は健常者から分離した好中球から
TRAIL蛋白およびmRNAが発現していることを
初めて明らかにした。IFNgamma は TRAIL の発
現を促進し、TNFalpha は TRAIL の発現を抑制
した。また、受容体の発現は IFNgamma によ
り TRAIL-R2 が低下し、TRAIL-R3 が増強した
(アポトーシス低感受性)。一方、TNFalpha に
より TRAIL-R2 が増加し、TRAIL-R3 が低下し
た(アポトーシス高感受性)。TRAIL の好中球
に対しての生物学的意義を解明するために、
Anti-TRAIL Ab 存在下での Annexin-V による
アポトーシス誘導性を検討した。TNFalpha が
最も好中球のアポトーシスを誘導したが、
TRAIL 中和抗体存在下で、アポトーシスは抑
制された。Medium と IFNgamma においても同
様の傾向であった。TRAIL は好中球にアポト
ーシスを誘導させ寿命を調整していること
が示唆された (Kamohara,Immunolgy, 2004)。 

 
SIRS における TRAIL の研究において、臨

床検体を用いた検証は、まだほとんど行わ
れていない。病態との相関性を検証し、
TRAIL が存在することが、本当に病態に関
連しているか検討していく。 

 
２．研究の目的 
 
SIRS は生体に重大な危険が及ぶ前兆であ

り、特に敗血症は容易に多臓器不全を呈し、
致命的な経過を辿ることを救急・集中治療の



臨床現場でよく遭遇する。こうした SIRS 状
態にある患者の血液や体液(胸水、腹水、浸
出液、尿、痰など)と TRAIL に関する研究は
ない。本研究では臨床検体を採取し、TRAIL
や各種 cytokines のデータの検証から始め、
さらに検体中に多数存在する白血球(特に好
中球)を分離し、TRAIL とその受容体の発現を
確認する。以上の発現 profile と臨床データ
の相関性を検証し、SIRS 病態における TRAIL
を標的とした臨床応用(診断・治療)の可能性
について明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 

健常者と SIRS（敗血症）の患者からの血
液や体液(胸水、腹水、浸出液、尿、痰など)
を採取し、TRAIL や各種 cytokines を定量す
る(ELISA もしくは Bioplex array)。また、
lymph prep を 用 い て 白 血 球
(neutrophil,monocyte,lymphocyte)を分離
する。分離した細胞は in vitro でのサイト
カイン刺激など各種解析に使用していく。 
mRNAは、Trizol を用いて RNAまで精製し、

TRAIL および TRAIL 受容体(R1,R2,R3,R4)に
対する probes もしくは primers を作製し、
Northern blottingまたはPCRにて解析する。
蛋白は lysis buffer を用いて、Western 
blotting にて解析する。細胞表面の発現に
ついては FACS を用いる。  

 
４．研究成果 

 
健常者から分離した白血球を用いて、好

中球、単球、リンパ球の表面における TRAIL
が発現をFACSにて検証したところ、好中球、
単球の表面に TRAIL が発現していたが、リ
ンパ球は発現を認めなかった。また 6 時間
培養した好中球表面のTRAILの解析により、
TNFalpha の存在下では、TRAIL の表面の発
現は減少した。IFNgammaの存在下ではTRAIL
の発現が増強することが確認できた。
Western blotting による解析により、好中
球のlysate中に僅かに発現を認めるのみで
あった。FACS との data の乖離から、培養上
清中に産生されている可能性を考慮し、
IP-Western blotting に て 検 討 し た 。
IFNgamma の存在下において、発現が増強し
ていることが蛋白レベルで確認された。
FACS にて TRAIL の発現が確認されたが、
TNFalphaやIFNgammaなどのサイトカインが
存在することにより、TRAIL は細胞表面から
Shedding されることが示唆された。 
以前報告した Northern blotting 同様に、

TNF alpha は TRAIL の発現抑制的に作用し、
IFN gammaは TRAILの発現促進的に作用して
いることが改めて確認できた。 
 
感染症や手術野の局所の炎症が全身に影

響し SIRS を惹起している可能性がある。
我々は手術後の血液中と術野の局所に挿入
された drain からの廃液を回収し、その中
の種々のサイトカインを Bioplex array に
て測定した。TNF alpha, IL-1 beta, IL-6, 
IL-8, IFN gamma など種々のサイトカインや
ケモカインが血清中と比して drain からの
廃液が有意に高いことが分かった。局所に
おいては白血球が活性化されている可能性
が あ る こ と を 明 ら か に す る た め 、
leukocytes を分離し、術後 1 日目の TRAIL
と IL-8 mRNA の発現を検証した。蛋白レベ
ルと同様に、局所に浸潤した白血球におい
て循環血液中の TRAIL と IL-8 mRNA の発現
が亢進していた。 
 
我々はこれまで、健常者から分離した好中

球から TRAIL 受容体の発現を検討し,IFN 
gamma により TRAIL-R2 が低下し、TRAIL-R3 が
増強し、一方、TNF alpha により TRAIL-R2 が
増加し、TRAIL-R3 が低下した。R2 はアポトー
シスを誘導し、R3はアポトーシスを抑制する。 
また、R1 と R2 は微弱であった(Northern 
blottting)。以上を踏まえて、本研究におい
て、消化器外科手術後の血中と drain 中の白
血球上の TRAIL 受容体を RealTime RT-PCR に
より解析した。Drain 中の TRAIL 受容体の R2
亢進し Decoy 受容体の R3 が減少していた。つ
まり、過剰な炎症反応を示す局所において
TRAIL を主体とした細胞死による白血球の排
除機構が存在することを示唆していると思わ
れる。 
好中球において high dose TNF alpha は, 
細胞死を惹起し、IFN gamma はそれを抑制さ
れるが、Anexin-V を用いた FACS の解析によ
り Anti-TRAIL の存在下において、TNF alpha
によるアポトーシスが抑制されたことから、 
TNF familyであるTRAILを用いることにより、
好中球を標的としてアポトーシスを惹起する
ことにより、炎症局所における過剰反応を抑
制し、SIRS への重症化を制御できる可能性が
示唆される。 
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