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研究成果の概要（和文）：ヒト白血球（好中球および単球）には様々なToll様受容体が発現し、自然免疫において重要
な役割を果たしている。Toll様受容体を介する細胞の活性化機構については多くのことが明らかになってきたが、この
機構を「正または負に制御する機構」についての研究は進んでいない。特に、炎症や組織傷害を制御する観点から生理
的因子による「負の制御機構」の解明は極めて重要である。私達は、顆粒球・マクロファージコロニー刺激因子、イン
ターフェロンαおよびインターフェロンγによる「正の制御機構」と顆粒球コロニー刺激因子およびATP（アデノシン
三リン酸）による「負の制御機構」を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Various Toll-like receptors are expressed on human leukocytes such as neutrophils 
and monocytes, and play an important role in the innate immunity. Although the molecular mechanisms of Tol
l-like receptor-mediated cell activation have been increasingly understood, the positive and negative regu
latory mechanisms on this system remain to be elusive. To elucidate the negative regulatory mechanisms by 
physiological molecules is particularly important for possible treatment of inflammation and tissue damage
. We found that this system was positively regulated by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
interferon-alpha and interferon-gamma, and was negatively regulated by granulocyte colony-stimulating fact
or and ATP (adenosine tri-phosphate).
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１．研究開始当初の背景 
白血球（好中球および単球）は自然免疫を担
当する細胞であり、細菌感染および感染に伴
う炎症において最も重要な役割を果たして
いる。白血球はその表面に様々な Toll 様受
容体（Toll-like receptor；TLR）を発現し、
この分子（受容体）を介して細菌の菌体成分
を認識している。細菌の菌体成分であるリポ
ポリサッカライド（LPS）がその受容体であ
る TLR4 に結合すると様々な炎症性サイトカ
インが産生され、炎症および免疫反応を制御
している。 
 私達はヒト白血球（好中球および単球）機
能の制御機構に関してこれまで多くの研究
成果を報告してきている。リポポリサッカラ
イドによって誘導されるヒト好中球および
単球からの腫瘍壊死因子αの産生が造血因
子である G-CSF（顆粒球コロニー刺激因子）
によって抑制されることを明らかにし、その
制御の分子機序も明らかにした。すなわち、
G-CSFはJAK2/STAT3の活性化を介して転写レ
ベルで腫瘍壊死因子αの産生を抑制するこ
とを明らかにした。一方、リポポリサッカラ
イドによって誘導されるヒト好中球からの
腫瘍壊死因子αの産生は GM-CSF（顆粒球・マ
クロファージコロニー刺激因子）によって増
強され、GM-CSF の増強作用は G-CSF によって
抑制されることを明らかにした。 
 G-CSFおよびGM-CSFは好中球系前駆細胞の
増殖と分化を促進して好中球数を増加させ
ると共に好中球機能を亢進させることによ
り、細菌感染に対する生体の防御能を増強さ
せることをすでに私達は明らかにしている。
したがって、これまでの研究から、G-CSF や
GM-CSF などのサイトカインには、好中球数の
増加やその機能の亢進を介して細菌感染に
対する生体防御能を増強させると共にリポ
ポリサッカライド刺激により誘導されるサ
イトカインの産生を正または負に制御する
ことによって炎症反応や免疫応答を様々に
制御していると考えられた。興味深いことに、
これらの延長線上における研究から、ATP（ア
デノシン三リン酸）が、G-CSF と同様に、リ
ポポリサッカライド刺激により誘導される
ヒト好中球からの腫瘍壊死因子αの産生を
抑制することを見出した。細胞質内に存在す
る ATP は、細胞の崩壊によるばかりでなく、
様々な刺激に反応して積極的に細胞外に放
出されることが知られている。本研究課題は、
これらの予備的実験結果に立脚し、さらに発
展させることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
白血球（好中球および単球）には様々な Toll
様受容体（TLR）が発現し、自然免疫におい
て重要な役割を果たしている。Toll 様受容体
を介する細胞の活性化機構については多く
のことが明らかになってきたが、この機構を
「正または負に制御する機構」についての研
究は進んでいない。特に、炎症や組織傷害を

制御する観点から生理的因子による「負の制
御機構」の解明は極めて重要である。申請者
らは、生理的に重要な系として G-CSF/STAT3
による負の制御機構を明らかにしてきた。さ
らに、ATP も P2Y 受容体を介して負の制御を
示すことを見出している。本研究課題では、
ヒト白血球（好中球および単球）における
G-CSF/STAT3およびATP/P2YによるToll様受
容体シグナルの負の制御機構を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）インフォームドコンセントを得た上で
ヒト末梢血を採取し、好中球および単球を単
離した。好中球はデキストラン沈降、フィコ
ール・コンレイ比重遠心法および溶血操作を
行って単離した。単球はエルトリエーターを
用いて単離した。 
 
（２）単離したヒト好中球および単球を
RPMI1640 に浮遊させて培養した。培養液にリ
ポポリサッカライド、G-CSF、GM-CSF、イン
ターフェロンα、インターフェロンγ、ATP
などを添加し、必要時間培養後、培養液中の
サイトカイン（腫瘍壊死因子α、インターロ
イキン 8（IL-8））を ELISA 法で測定した。mRNA
は real time PCR 法を用いて定量的に解析し
た。 
 
（３）細胞内刺激伝達分子の活性化はウエス
タンブロット法で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト好中球はリポポリサッカライド刺
激に反応して腫瘍壊死因子αを産生した。イ
ンターフェロンαおよびインターフェロンγ
はリポポリサッカライド刺激によって誘導さ
れる好中球からの腫瘍壊死因子αの産生を増
強し、その作用はインターフェロンγ＞イン
ターフェロンαであった。リポポリサッカラ
イドまたはインターフェロンγ＋リポポリサ
ッカライド刺激よって誘導される好中球から
の腫瘍壊死因子αの産生は、G-CSF（顆粒球コ
ロニー刺激因子）、ATPおよびBzATP
（benzoylbenzoyl-ATP）によって抑制され、
UTPでは抑制されなかった。インターフェロン
α、インターフェロンγ、G-CSF、ATPおよび
BzATPによる腫瘍壊死因子α産生の制御は
mRNAレベルで生じていた。 
 G-CSFはJAK2/STAT3の活性化を介してリポ
ポリサッカライド刺激により誘導されるヒト
好中球および単球からの腫瘍壊死因子α産生
を抑制することを私達はすでに明らかにして
いる。一方、いくつかのATPアナログを用いた
解析から、ATPはP2Y11受容体に作用して細胞
内cyclic AMPを増加させることにより、リポ
ポリサッカライドまたはインターフェロンγ
＋リポポリサッカライド刺激よって誘導され
るヒト好中球からの腫瘍壊死因子αの産生を
抑制すると考えられた。事実、G-CSFとATPを



併用すると相加的に抑制作用が強くなった。
このことは、G-CSFとATPがそれぞれ異なる分
子機序を介して抑制作用を示すことを示唆し
ている。 
 ヒト単球においても、好中球におけると同
様、インターフェロンγはリポポリサッカラ
イド刺激によって誘導される腫瘍壊死因子α
の産生を増強した。リポポリサッカライドま
たはインターフェロンγ＋リポポリサッカラ
イド刺激よって誘導される単球からの腫瘍壊
死因子αの産生はATPおよびBzATPによって抑
制され、UTPでは抑制されなかった。 
 これらの結果は、リポポリサッカライド刺
激によって誘導されるヒト好中球および単球
からの腫瘍壊死因子αの産生がインターフェ
ロンαおよびインターフェロンγによって正
に制御され、顆粒球コロニー刺激因子および
ATPによって負に制御されていることを示し
ている。 
 
（２）ヒト好中球および単球はリポポリサッ
カライド刺激に反応してケモカインである
IL-8を産生した。GM-CSF（顆粒球・マクロフ
ァージコロニー刺激因子）、インターフェロン
αおよびインターフェロンγはリポポリサッ
カライド刺激によって誘導されるヒト好中球
からのIL-8の産生を増強した。一方、リポポ
リサッカライド刺激により誘導される好中球
からのIL-8の産生はG-CSFで抑制され、ATPお
よびBzATPによって亢進した。興味深いことに、
ATPおよびBzATPはヒト単球に作用してIL-8の
産生を直接誘導し、リポポリサッカライド刺
激よって誘導されるIL-8の産生には影響を与
えなかった。これらの因子によるIL-8産生の
制御はmRNAレベルで生じていた。これらの結
果は、ヒト好中球および単球におけるIL-8産
生の制御機構は、腫瘍壊死因子α産生の制御
機構とは異なり、また、炎症性サイトカイン
やATPによって異なる制御を受けていること
を示している。 
 
（３）敗血症や心血管疾患などの様々な炎症
性疾患の臨床経過には性差が認められてい
る。例えば、敗血症の予後においては、更年
期前の女性の予後が男性よりも良好である
ことがこれまでの研究から示されている。そ
こで、若い男性と若い女性の末梢血好中球を
用いて、リポポリサッカライドおよびインタ
ーフェロンγ刺激により誘導される好中球
からの腫瘍壊死因子αの産生における性差
について検討した。女性の好中球に比べ、男
性の好中球はリポポリサッカライド刺激に
反応して多くの腫瘍壊死因子αを産生した。
また、男性の好中球では TLR4 の下流で活性
化される細胞内刺激伝達分子（MAP キナーゼ
や PI3 キナーゼ）のより強い活性化が認めら
れた。これらの分子のなかで ERK、p38 およ
び PI3K が腫瘍壊死因子αの産生に関与する
と考えられた。すでに上で明らかにしたよう
に、リポポリサッカライド刺激によって誘導

される腫瘍壊死因子αの産生は、細胞をイン
ターフェロンγで前処理することによって
増強される。この増強作用（インターフェロ
ンγのプライミング作用）は男性の好中球で
より強く認められた。また、TLR4 は男性の好
中球でより強く発現しており、その発現はイ
ンターフェロンγまたはインターフェロン
γとリポポリサッカライドの共刺激によっ
てさらに強くなった。一方、インターフェロ
ンγ受容体の発現に性差は認められなかっ
た。これらの結果は、男性の好中球が女性の
好中球よりもリポポリサッカライドおよび
インターフェロンγ刺激に対する反応性が
高いことを示しており、リポポリサッカライ
ドおよびインターフェロンγに対する好中
球の反応性における性差が敗血症における
臨床経過の性差に部分的に関与しているこ
とを示唆している。 
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