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研究成果の概要（和文）：本研究は、好中球（Polymorphonuclear Leukocyte; PMN）機能の

発現の trigger として注目されている Adenosine Receptor（ADR）の内、特に PMN 機能に

negative feedback を発現する A3ADR に注目し、全身性炎症反応症候群（Systemic 

Inflammatory Response Syndrome; SIRS）患者を対象に、治療標的としての Biomarkerとし

ての可能性を模索するものである。 

 
研究成果の概要（英文）：We focused on Adenosine Receptor that has been reported as a 

trigger of Polymorphonuclear Leukocyte (PMN) activation on the scene of inflammation, 

especially for A3 subtype (A3ADR) that works as a negative feedback for PMN activation. 

Through measuring A3ADR expression on PMN for the patients with systemic 

inflammatory response syndrome (SIRS), we tried to evaluate the possibility of A3ADR as a 

target of SIRS and Acute Lung Injury (ALI). 
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１．研究開始当初の背景 

ALI は、重症外傷や広範囲熱傷、あるいは SIRS
に続発する合併症の一つであり、救急医学領域
において生命予後を左右する重要病態である。
しかし、ALIについてはこれまでその発症機序は
十分に解明されておらず、確立された治療法も
未だ不十分であった。我々はこれまでにラット
ALI モデルを用いて、ALI の発症には白血球機

能が亢進して、肺微小循環障害が生ずる機序を報
告した(Inoue et al. CCM 2005)。また臨床研究にお
いてもALI患者の白血球機能は亢進してその変形
能が低下し、微小循環モデルにおいて循環障害を
きたすことを明らかにした (Inoue et al. J Trauma 
2006)。一方白血球機能亢進のメカニズムについて、
近年PMN表面に発現するADRの関与が注目され
ている (Chen et al. Science 2006)。この報告による
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と、PMN の遊走能の発現やエラスターゼ脱顆粒
機能の発現に ADRの亜型である A3 adenosine 
receptor（A3ADR）が trigger となることが証明さ
れている。我々は、このPMN表面のADRを調節
することにより、ALI の発症原因となる PMN の活
性化を抑制できる可能性に注目している。1980
年代より出血性ショックの治療法として注目され
てきた高張塩化ナトリウム溶液（Hypertonic 
Saline; HS）は、循環作動作用のみならず、
immunomodulator としての作用が注目され、特
に PMN表面の ADRの発現を介した作用である
ことが報告された (Junger et al. J Clin Invest 
1998)。我々はマウス ALI モデルにおいて、ADR
をノックアウトしたマウスでは通常マウスに比較し
て ALI の発症が抑制されていることを報告した
(Inoue et al. Shock 2008)。しかし、HSは投与タイ
ミングによっては全く逆に PMN 機能を亢進させ
ることが既に報告されており (Murao et al. Shock 
2002, Hashiguchi et al. J Trauma 2006) 、現状
臨床応用には至っていない。我々もマウス ALI
モデルに対して異なるタイミングで HS を投与し
てその効果を検討したところ、sepsis 発症前に
HS を投与した群では ALI 発症は抑制され、生
存率が control に比べて有意に改善したのに対
し、sepsis発症後にHSを投与した群は逆にALI
が増悪し、生存率が悪化することを報告した 
(Inoue et al. CCM 2008)。この ADR を調節する
HS の作用機序に我々は注目し、臨床的には使
用困難な HS に代わって、この ADR を調節する
拮抗剤や adenosine 細胞内取り込み阻害剤など
のadenosine代謝を調節する薬剤の投与により、
PMN 機能をコントロールして ALI 合併症例の予
後を改善させることを発案した。 
本研究はまず A3ADR が ALI の前病態ともい

える SIRS の重症度評価となりうるかどうかを評価
し、HS の投与によって A3ADR 発現及び PMN
機能が調整できるかどうかを検討した。A3ADR
を治療標的として、HS などの A3ADR 発現調節
効果が SIRS、ALI の治療薬としての有用性の可
能性を探ることである。 
 
 
２．研究の目的 

(1) ヒト全血液を用いた A3ADR の測定系を確立
すること。 

(2) SIRS の重症度と A3ADR 発現率との相関を
明らかにすること。 

(3) 臨床的に簡易的に評価が可能な biomarker
として、白血球変形能、酸化ストレス・抗酸化
能と A3ADRの相関性を明らかにすること。 

(4) In vitro において HS の投与タイミングと
A3ADR 発現の変化を明らかにし、SIRS 患者
における変化を評価すること。 

 
 
３．研究の方法 
(1)当院救命センターに入院する患者のうち、SIRS
診断基準を満たす患者について全血液を採取
する。該当患者に対して以下の項目を測定・評
価し、重症度判定を行う。 

 患者重症度評価スケール：  APACHEⅡ 
score,  

 末梢血・生化学検査項目：WBC, CRP  
(2)同時に採血した患者全血液に関して、FACS を
用いて、A3ADR 発現率及び信号強度を測定し
た。 

(3)同様に SIRS 患者全血液を用いて、Micro 
channel flow analyzer (MCFAN) PMN変形能を測
定した。 

(4)更に対象患者の血清を用いて、簡易式活性酸
素・抗酸化能測定機器（FRAS4）を用いて、活性
酸素（dROM）及び抗酸化能（BAP）を測定した。 

(5)in vitro において HS(40mM)を SIRS 患者血液に
投与し、A3ADR発現率の変化を測定した。 

 
 
４．研究成果 
A.炎症、SIRS の重症度評価 biomarker としての
A3ADR の臨床的有効性とその他炎症性マーカー 
(1) ADR 測定法の確立：ヒト全血液に対して、
A3 adenosine receptor (rabbit)を第 1 抗体、
Alexa488 を第 2 抗体として FACS を用いて健常
人好中球表面の ADR の測定を行った(各 n=3)。 
健常ボランティアを用いた実験結果では、0.44
±0.23%であった。またｆMLPを0,1,10,100 nM/L
の異なる濃度にて刺激したところ、濃度依存性
に好中球表面 ADR 発現率は増加した。 
 

(2)SIRS 患者におけるADR 発現率の検討：pilot 
study において、SIRS 患者（N=7）では健常人
（N=6）に対して有意な ADR 発現率の上昇を認め
た（p<0.0001）。 
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(3)各傷病における A3ADR 発現率：健常人 6
名、敗血症患者 5名、外傷患者 5名、熱中症
2名、CPA3症例について、FACSを用いて A3ADR
を測定敗血症群は有意に健常人と比較して
有意に高値であり（p<0.01）、外傷群では受
傷後7日以内では明らかな有意差を認めない
が、受傷後 7日以降では有意な上昇を認めた
（p<0.05）。 
(4)従来の炎症マーカーと ADR 発現率の変

化：CRP 及び WBC の経時的変化とほぼパラレ
ルに A3ADR 発現率は変化が見られ、従来の炎
症マーカーとの相関性が明らかであった。 

  
また、フリーラジカルと有意な相関を認めない
が、白血球変形能、抗酸化能と有意な相関を認
めた。更に、A3ADR は APACHE2scoreと有意な相
関を認めた。 

 (5)SIRS 群（N=24、59samples）は健常人(N=23)
と比較して、有意に dROM/BAP の低下、白血球
変形能の低下、及び A3ADR 発現の増強、を認
めた。 

 
① 酸化ストレス/抗酸化能 

dROM;p<0.0001,BAP；p<0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

② 白血球変形能 
白血球変形能は、100μL のサンプル血液の
マイクロチップを通過する流速（flow μ
L/min）と、1視野あたりのチャンネル閉塞
数で定量評価した。 

SIRS 患者では、健常人と比較して有意な
低下を認めた。従来の炎症マーカーと負の
相関を認めた。つまり、炎症が波及するに
つれ、白血球変形能が低下し、流速は低下
した。 
NOM；p<0.0001 
Flow；p<0.0001 

③ A3ADR 
A3発現率原疾患によってその経日的変

化は異なった。Sepsisでは早期に高値であ
り、経日的に低下したが、外傷では早期は
低値であり、経日的に増加した。
vs.SIRSp<0.05

 

B.A3ADR 発現コントロールと Hypertonic 

Saline 

(1)HS 投与タイミングと ADR 発現率の変化：
健常人ボランティアから採取した全血液に、

ｆMLP 刺激後 HS投与、HS投与後ｆMLP 刺激、及
びｆMLP 単独刺激時と好中球表面の ADR 発現率
を比較した。 
fMLP 単独刺激時 6.58±0.83％に対して、fMLP
→HS 8.61±3.99%、HS→fMLP 4.37±1.32%で
あり、好中球に対する fMLP 刺激前の HS投与に
よって ADR 発現率は抑制され、ｆMLP 刺激後の
HS 投与によって、ADR 発現率は亢進することが
明らかになった。 
 

(2)SIRS 患者の全血液を用いて、In vitro にお
いてHS投与すると、A3ADR発現率を有意に
低下した（HS- vs. HS+:130±48%, 158±95%， 
p<0.05）。 

 
  
本研究の成果は、これまでその生理学的機能

があまり明らかにされていなかった A3ADR を
SIRS 患者において測定したことにまず研究意
義がある。理論的には PMN 機能発現の trigger
となる A3ADR であるが、SIRSの診断基準を満た
す様々な救急疾患のうち、Sepsis では初期から
高値を示し、治療経過と共に経日的に改善する
経過が明らかとなったが、逆に Trauma では、当
初は低値であるが、病状の進行と共に発現が上
昇する過程が明らかとなった。その観点からは、
A3ADR は炎症の過程において早期のマーカーと
いうよりも、炎症が進行した段階で細胞質から
細胞膜表面に発現するという、これまでの生理
学的機序を裏付ける側面ももち、infection や
sepsis など、むしろ炎症でも晩期の biomarker
として機能する可能性が示唆された。その観点
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からは、今後 A3ADR よりも侵襲早期に
Adenosine と結合する A2a サブタイプの ADR
発現性を確認する必要があると思われる。 
また本研究においては、PMN 機能として臨

床の現場で簡易的に測定可能な項目として、
専用機器を用いた白血球変形能、及び過剰酸
素・抗酸化能を合わせて測定した。これまで
いずれも SIRS 患者において数多く測定した
報告はなく、この観点からも重要な研究と思
われる。更にこれらの白血球変形能や、過剰
酸素・抗酸化能といった PMN 機能は、A3ADR
発現と密接な関係を保有することが明らか
にされ、極めて重要な知見を得たと考えられ
る。 
本研究でSIRS患者に対して測定したA3ADR

は HS の投与によって in vitro では A3ADR 発
現の抑制が認められた。しかしながら、健常
人の vitro study では、HS を fMLP 刺激、つ
まり PMN が活性化される前に投与すると、
A3ADR 発現が抑制される一方で、fMLP 刺激後
に HS を投与するとむしろ A3ADR 発現は増悪
することが明らかにされた。今後 A3ADR を治
療標的として、HSなどの ADR調整薬剤を SIRS
あるいはALIの治療薬に応用する可能性は示
唆されるが、投与タイミングなど臨床的にク
リアされるべき課題は多く、今後更なる研究
を要すると考えられる。 

 
【結語】 
a. PMN 表面に発現する A3ADR の測定を、ヒ

ト全血液を用いて行った結果、fMLP 濃度
依存性に発現が増強した。 

b. SIRS 患者では、健常人に比べて有意に
A3ADR 発現が上昇した。 

c. SIRS患者においてA3ADRは従来の炎症反
応マーカーと相関して、炎症反応を密接
に反映した。 

d. SIRS 患者では、抗酸化能の低下、白血球
変形能の低下が合わせて認められ、A3ADR
と共に炎症反応を反映する biomarker と
しての有用性が示唆された。 

e. HS は A3ADR 発現に影響を与え、早期に投
与した場合、A3ADR 発現を抑え、SIRS 患
者の治療に有効である可能性が示唆され
た。 
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