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研究成果の概要（和文）：敗血症では、CD4+T細胞におけるTregの割合の増加や、末梢血単核球でのIFN-γ産生
能の低下を認め免疫不全状態にある。敗血症性ショックに対する治療法としてのポリミキシンB(PLB)固定化カラ
ムによる血液浄化療法は、循環動態の改善のみならず、末梢血Treg細胞、血中IL-10濃度を減少させ、末梢血単
核球でのIFN-γ産生能を改善した。その機序としてPLBがNK細胞と直接接することにより、IFN-γ産生能の改善
していることが分かった。以上から、PLB固定化カラムによる血液浄化療法は、敗血症性免疫不全からの回復に
大きく寄与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Sepsis is a common and frequently fatal clinical condition in critically ill
 patients.　 This profound proinflammatory state is rapidly counterbalanced by an anti-inflammatory 
response, which may adversely affect immune functions. This state of secondary immunoparalysis is 
first characterized by monocytic deactivation: decreasing antigen presenting capacity, phagocytic 
function, and proinflammatory cytokine release.　 Polymyxin B has long been known to neutralize the 
various biological activities of endotoxin. We found a major increase in the percentage of Tregs in 
peripheral blood circulating CD4+T cells from patients with septic shock. We revealed that Polymyxin
 B might decrease peripheral blood circulating Treg cells and directly increase the IFN-r production
 from peripheral blood mononuclear cells. Removal of Tregs by hemoperfusion with Polymyxin 
B-immobilized fibers might represent a novel strategy for inducing recovery from the 
immunosuppression associated with sepsis.

研究分野：集中治療医学
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１．研究開始当初の背景 

敗血症の病態形成には細菌の毒素、特にグ

ラム陰性菌の菌体成分であるエンドトキシ

ン(LPS)の役割が注目され、LPS を血液浄化

療法によって中和するためのポリミキシン

B(PLB)固定化カラムが本邦において開発さ

れた。血液浄化療法は全身管理の一手段とし

て本邦において高く評価されている治療方

法である。一方、敗血症や敗血症性ショック

においては生体の感染防御能が低下し免疫

不全状態(immunoparalysis)に陥っている。

つまり自然免疫、獲得免疫能いずれもが低下

していることが指摘されているが詳細な検

討はない。この免疫不全の病態解明とその対

策こそが敗血症の予後を改善する上で極め

て重要なテーマである。しかしながら、敗血

症時の免疫不全対策は現段階では皆無であ

る。 

 

２．研究の目的 

我々は以前から重症敗血症性例を対象に

血液浄化療法（エンドトキシン吸着療法：

PLB固定化カラム）を施行し、その有効性発

現機序に関して各種分子生物学的手法を用

いて免疫学的見地から検討してきた。その結

果、エンドトキシン吸着療法はエンドトキシ

ンに対する直接的な作用だけではなく、末梢

血中に存在し機能不全状態にある免疫担当

細胞の吸着や機能回復に関与していること

が明らかになってきた。そこで本研究では、

敗血症性免疫不全病態の解析と血液浄化療

法、特に PLB 固定化カラムによる免疫担当

細胞への直的作用について明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、重症敗血症時の免疫不全の病

態解析とその対策としての血液浄化療法の

意義に関して新しい視点から詳細に検討す

る。①重症敗血症の病態を末梢血免疫担当細

胞の機能解析とPLB固定化カラムによる血液

浄化療法が免疫不全対策になり得るかを臨

床的に明らかにすること、またそのメカニズ

ムについて明らかにするため、②PLB の免疫

担当細胞に対する直接作用についてサイト

カイン産生能やアポトーシス細胞の変化に

ついて検討すること、また③マウスの敗血症

モデルを用いて、PLB 固定化カラムに吸着さ

れている細胞集団の形態学的、機能的解析を

行う。 

①重症敗血症時の末梢血免疫担当細胞の機

能解析とPLB固定化カラムによる免疫担当細

胞の機能変化に関する検討 

重症敗血症患者を対象に末梢血の白血球

分画（単球：MHC class-II 発現、TLR2-4、リ

ンパ球：CD4+T cells, CD8+T cells, Foxp3＋

CD25+CD4+T cells, PD-1）、末梢血単核球での

サイトカイン産生能（TNF-α、IFN-γなど）、

血中 TNF-α、IFN-γ、TGF-β、IL-10、GM-CSF

濃度を解析する。特に免疫抑制因子として

Treg 細胞、CD4+T 細胞での PD-1 発現に注目

する。さらにこれらの免疫学的マーカーがエ

ンドトキシン吸着療法を施行した重症敗血

症患者を対象に施行前、終了直後、終了 24

時間後に採血し上記免疫学的マーカーの変

化について検討する。 

②抗菌薬PLBの免疫担当細胞への直接作用に

関する検討 

PLB はグラム陰性菌に対する溶菌作用やエ

ンドトキシンの中和作用が報告されている

が、我々は PLB の免疫担当細胞に対する直接

作用に注目し以下の検討を行った。 

敗血症患者の末梢血を採取し、小動物用の

PLB 固定化ミニカラムの中にある膜を細切し

患者血液に加え 2時間振盪する PMX 膜群、患

者血液を無処置で 2 時間振盪する敗血症群、

PLB(50ug/mL)を添加し 2時間振盪する PLB群、

健常人血液を 2 時間振盪する健常人群、の 4

群を作成し、2 時間後に全血から単核球

(PBMC：2×106個)を分離し、１）非刺激、２）

anti-CD3 刺激、３）IL-2+IL-12 刺激、４）



IL-2+IL-12+IL-15 刺激、の 4群を作成しサイ

トカイン(TNF-α、IFN-γ、IL-10, GM-CSF)

産生能について検討した。 

③ラット敗血症モデルを用いたPLB固定化カ

ラムによる血液浄化療法の有効性発現機序

に関する検討 

Wistar 系雄性ラット(約 300g)に E. 

coli(5×108CFU)を静脈内投与する敗血症モ

デルを作成した。尚本モデルでの末梢血単核

球での IFN-γ 産生能低下など免疫不全状態

にあることは確認できている。 

本ラット敗血症モデルを用いて、E. coli

投与 4時間後に小動物用 PLB固定化ミニカラ

ムを用いて 2 時間体外循環を行い循環動態、

肺の酸素化能の変化、末梢血中単核球でのサ

イトカイン産生能、フローサイトメトリーに

よるレセプター発現の変化、アポトーシス細

胞の変化について解析する。さらに PLB 固定

化カラムに吸着されている細胞集団を光顕、

電顕にて確認する。さらにこれらの細胞の特

徴を明らかにするため、フローサイトメトリ

ー法や免疫染色等で解析する。 

 

４．研究成果 

①敗血症では健常人と比較して、CD4+T 細胞

数は有意に減少していた。一方、CD4+T 細胞

における Treg の割合は有意に高かった。ま

た敗血症患者の単核球では、IL-2 + IL-12、

Anti-CD3抗体、あるいはLPSで刺激をすると、

健常人の IFN-γ 産生能に比べ有意に低下し

ていた。次に PLB 固定化カラムによる血液浄

化療法前後での免疫不全の変化について検

討した。その結果、施行前後で白血球数やリ

ンパ球数に有意差は認めなかったが、Treg 数

および CD4+T 細胞における Treg の割合は施

行前に比べ、施行直後に有意な減少を認めた。

さらに、CD4+T 細胞における Treg の割合は、

血液浄化施行 24 時間後でも有意に低下して

いた。またサイトカイン産生能については、

IL-2 + IL-12 刺激による IFN-γ 産生能は施

行直後から有意に改善したのに対し、

Anti-CD3 抗体刺激による IFN-γ 産生能は、

施行直後には改善しなかったが、施行 24 時

間後に有意な改善が見られた。なお、TNF-α

産生能には各刺激による有意差を認めなか

った。 

②敗血症患者の単核球を IL-2 + IL-12 ある

いは Anti-CD3 抗体で 24時間刺激した後の上

清中 IFN-γ 濃度は、健常人の単核球に比べ

有意に低かった。同様の刺激を PMX 膜群の単

核球に加えた後の上清中 IFN-γ 濃度は、

649.5 ± 357.6 pg/ml、1201.2 ± 507.7 pg/ml

で、PLB 群では、784.3 ± 424.7 pg/ml、1446.8 

± 604.7 pg/ml と同程度であった。すなわち

PMX 膜群および PLB 群では敗血症群に比べ、

IL-2 + IL-12 刺激による IFN-γ 産生能が有

意にかつ両群ほぼ同程度に改善された。一方、

Anti-CD3抗体刺激では、敗血症群、PMX膜群、

PLB群間で上清IFN-γ濃度に有意差を認めな

かった。 

③PLB固定化ミニカラムをHE染色で観察する

と、膜繊維に多数の血球が付着していた。ま

た、走査電子顕微鏡による観察でも、多数の

血球が付着しているのが観察された。触手を

伸ばしたリンパ球と考えられる血球や、活性

化した血小板も観察された。 

また敗血症モデルの末梢血単核球上清中

IFN-γ濃度は、正常マウスに比べ有意に低下

していた。しかし PLB 固定化ミニカラムを用

いて 2時間体外循環後には、IL-2 + IL-12 刺

激による末梢血単核球の IFN-γ 産生能は改

善する傾向を認めた。また肝臓での IFN-γ濃

度を比較すると、PLB 固定化ミニカラム施行

群で非施行群に比べ有意に高値を示した。さ

らに血液、肝臓、肺での E. coli 細菌数につ

いて検討した。その結果、敗血症群に比べ PLB

固定化ミニカラム施行群では、血中、肝組織

において細菌のコロニー数は有意に減少し

ていた。また肝単核球の Annexin V 発現量は

敗血症群で有意に多かったが、PLB 固定化ミ



ニカラム施行群では、減少する傾向を認めた。 
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