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研究成果の概要（和文）：炎症性疾患の発症機構を解明するために、炎症反応で重要な好中球の走化性惹起因子に対す
る遊走パターンを解析した。好中球のfMLPおよびIL-8への遊走の軌跡は直線状であること、LTB4およびPAFへの遊走の
軌跡は蛇行することを確認した。fMLPおよびIL-8への直線状の遊走では単極性で安定的な形態が、LTB4, およびPAFへ
の蛇行する遊走では多極性で不安定な形態が関連していた。また、これら4種のリガンドの強さはfMLP > IL-8 >> LTB4
 = PAFであることが明らかとなった。これらの知見は今後の炎症コントロールおよび抗炎症剤の開発などに役に立つも
のと思われる。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of pathogenesis in inflammatory diseases, we analyzed 
chemotaxis pattern of neutrophils to chemoattractants. The migration pattern to fMLP or IL-8 was linear, 
but the pattern to LTB4 or PAF was winding and twisting. The linear pattern of migration to fMLP or IL-8 
was related to the unipolar and stable morphology of the cells. By contrast, the winding and twisting 
pattern of migration to LTB4 or PAF was related to the multipolar and unstable morphology. Also, we found 
that the priority order among these 4 ligands in neutrophil chemotaxis was as follows: fMLP > IL-8 >> 
LTB4 = PAF. These findings contribute to controlling inflammation and the development of new 
anti-inflammatory agents.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
炎症性疾患では好中球や好酸球、マクロフ
ァージなどの免疫担当細胞が過剰に反応す
ることで発症することが知られており、その
メカニズムとしてサイトカインへの過剰反
応や病原体のパターン認識受容体による反
応が指摘されている。これらの炎症の初期に
観られる細胞走化性の解析では、従来の方法
（ボイデンチェンバー法）では細胞数のみの
定量にとどまり、詳しい評価には限界があっ
た。研究代表者は、様々な細胞が多様な走化
性因子に反応する場合、その遊走過程、即ち
遊走の方向性や速さには、細胞や走化性因子
に特異的な反応様式があるという仮説を立
て、解析を進めてきた。その中で、細胞動態
をリアルタイムで撮影・解析する細胞動態解
析装置 TAXIScan（J Immunol Methods, 282, 
1-11, 2003）の開発に携わり、この装置を用
いて多くの細胞の走化性を解析してきた。そ
の結果、ヒト好中球の走化性反応では細菌壁
由来走化性因子 N- formylmethionyl –
leucyl-phenylalanine (fMLP)やマクロファ
ージ等が分泌するケモカイン interleukin-8 
(IL-8)に対しては濃度が高い方へ直線的に遊
走し、生体内の細胞膜由来の leukotriene 
B4 (LTB4) ま た は platelet activating 
factor(PAF)に対しては蛇行しながら遊走す
ることを見出した。また、研究代表者らはこ
の方法で炎症性疾患患者の血球を解析する
ことにより気管支喘息患者・アレルギー患
者・健常者ではこの順番に好酸球の走化性が
亢進していることを見出した（J Immunol 
Methods, 320, 155-163, 2007）。これらの知
見より生体内では異なる炎症細胞や走化性
因子に対して特異的な炎症反応が起こるこ
とが示唆されると共に、細胞動態解析が診断
に適用可能なことが示され、この細胞動態解
析方法が、診断、病態の把握、細胞反応の制
御のためのツールとして役に立つ可能性が
広がった。 

 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は炎症性疾患の発症機
構の解明を診断・治療へ役立てるために、細
胞走化性に関わる多様な受容体の活性化機
構の相違を解明することである。本課題では
fMLP, IL-8, LTB4, PAFの各因子の走化性惹
起機構および受容体活性化機構の解析によ
り、炎症惹起に重要な細胞走化性機構の解明
を目指す。 
具体的には 
（１） ヒト末梢血好中球の各種走化性惹起
因子への遊走パターンを確認する。 
 

（２） 各種走化性惹起因子への遊走時の好
中球の形態を詳しく解析し、上記遊

走パターンとの関連性を見出す。 

 
（３） 各種走化性惹起因子のうち、どの走
化性因子が最も強く、他の因子より
も優先して働くのかを明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト末梢血好中球の遊走パターンの確
認: ヒト末梢血好中球は健常人ボランティ
アから採取し、密度勾配遠心とデキストラ
ンで分離した。走化性は、リアルタイム細
胞動態解析装置 TAXIScanで記録・解析し
た。 

 
(2) 遊走中の好中球の形態の詳しい解析：

TAXIScan を用いて高倍率の対物レンズ
（100x）にて遊走中の好中球を解析し、細
胞の形態、特に仮足を形成することででき
る極性に注目して遊走パターンとの関連性
を比較した。 

 
(3) 走化性因子の優先性の検討：走化性因子
（fMLP, IL-8, LTB4, PAF）を種々の濃度で
混合して遊走パターンを検証することで、
どの走化性因子が最も強力で、好中球の形
態を変えうる能力があるかを検討した。 

 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト末梢血好中球の遊走パターンの確
認：4 種の走化性刺激因子（リガンド）を
濃度を段階的に変えて走化性を観察し、
100nM 付近で最も効果的に走化性を惹起
することが分かり、以後、100nMを投入濃
度として実験を行った。安定的な濃度勾配
のある微細流路では、ヒト好中球は、ペプ
チドである fMLPまたはタンパク質 IL-8に
対しては直線的に遊走することを確認した
（図 1）。一方、脂質メディエータの LTB4

あるいはPAFに対しては蛇行する遊走パタ
ーンが確認された（図 2）。つまりリガンド
に依って遊走パターンが異なることが示さ
れた。これは、リガンドの物性の違い、リ
ガンド-受容体の結合様式、受容体以下のシ
グナル伝達のが異なるためだと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 



(2) 遊走中の好中球の形態の詳しい解析：遊
走中の好中球を高倍率のレンズで観察した
ところ、fMLP に対する遊走像では、単一
の葉状仮足が形成され、安定した形態を保
っていた。また、IL-8に対する遊走像では、
単一の葉状仮足と前後に細長い形態をとり
比較的安定した形態であった。これらに対
して、LTB4あるいはPAFへの遊走像では、
葉状仮足が複数形成され、不安定な形態を
示した（図 3）。このような極性の数（単極
性か多極性か）および形態の安定性が、遊
走パターンを違いに反映されているものと
考えられた。 

 
 
 

(3) 走化性因子の優先性の検討：好中球の直
線的な走化性を惹起する fMLP あるいは
IL-8と、蛇行する遊走パターンを惹起する
LTB4あるいは PAF の 4 者のうち、2 者を
混合して走化性を観察したところ、濃度に
依って異なる反応を示した。100nM の
fMLPあるいは IL-8に対して 1～100nMの
LTB4あるいは PAF を混合しても強い直線
状の方向性は不変であった（図 4）。一方、
100nM の LTB4あるいは PAF に対して 1
～100nMの fMLPあるいは IL-8を混合し
たところ、混合なしでは蛇行していた遊走
が、1nMの fMLPあるいは IL-8を混合し
ただけで強い直線性の遊走パターンを示し
た（図 5）。細胞の形態観察に於いても、1nM
の fMLPあるいは IL-8を混合しただけで多
極性から単極性へ、不安定な形態から安定
的な形態へと異なる形態を示した。fMLP
と IL-8を混合した場合は若干ながら fMLP
の作用が強く、IL-8の細長い形態が、短い
fMLP単独の遊走形態となった。 

 
これらの知見より、ヒト好中球に及ぼす 4
種の走化性惹起因子の影響力の強さは、方



向性を指標とすると、 
fMLP > IL-8 >> LTB4 = PAF 

の順番となることが分かった。これは、内
因性のリガンドよりも、細菌由来のリガン
ド fMLP が最も強い集積能力があり、炎症
においては好中球の局所への浸潤を惹起し
ているものと考えられた。これに次いでケ
モカイン IL-8も直接的な炎症細胞の終結に
関与していることが考えられた。また、脂
質メディエータ LTB4あるいは PAFは、炎
症惹起には関わるものの、局所への最終的
な細胞集積には働いていないことが考えら
れた。これらの受容体の活性化機構の違い
の検討は今後の課題である。本成果は今後
の炎症コントロールおよび抗炎症剤の開発
などに役に立つものと思われる。 
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