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研究成果の概要（和文）：本課題では，ストレス-神経系による炎症・免疫・組織修復反応の新しい制御機構に
ついて検討した．その結果，マクロファージにおけるTGF-β発現が，アドレナリンによってアイソフォーム選択
的に誘導されることを見出した．また，マクロファージにアドレナリンとデキサメタゾンを同時処理すると，共
刺激分子であるCD86の発現が上昇し，免疫チェックポイント分子であるPD-L1の発現が低下することを見出し
た．こういったストレス関連物質による制御機構は，ストレス関連性疾患の病態に関係している可能性があり，
さらに詳細なメカニズムを解析することは，ストレスと疾患との関係を明らかにする新たな手がかりになると考
える．

研究成果の概要（英文）：Stress events activate the sympathetic nervous system and result in the 
secretion of catecholamines including adrenaline.  In the present study, we examined the influence 
of the stress-related mediators such as adrenaline and glucocorticoids in inflammation, immunity, 
and tissue repairing.  TGF-b is a multifunctional cytokine responsible for not only immune 
regulations but also tissue repairing.  We found that treatment with adrenaline markedly increased 
the mRNA expression of TGF-b3 but not TGF-b1 and -b2 in macrophages.  In addition, we found that 
simultaneous treatment with adrenaline and dexamethasone increases cell surface expression of the 
costimulatory molecule CD86, while decreasing that of the immune checkpoint protein PD-L1 in RAW264.
7 macrophages.  Further elucidation of the complex pathways regulated by stress-related mediators 
may lead to the development of a new therapeutic strategies focused on pathogenic immune-response 
and tissue repair in stress-related disorders. 

研究分野： 生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 現代社会におけるストレスが様々な疾患
に関係していると考えられている．ストレス
と疾患との関係を分子レベルで解明し，それ
にもとづく治療法を確立することは，ストレ
ス社会と言われる現代において，早急に取り
組むべき課題であると言える．  
 組織が損傷を受けると，炎症・免疫・組織
修復反応が起こり，通常であれば治癒に至る
が，この一連の反応に異常が起これば，様々
な疾患の要因になると考えられる．一方，ス
トレスが組織修復過程に少なからず影響を
与えていると考えられるが，その詳細な分子
機構は不明なままである． 
 研究開始当初，申請者らは，ストレス-神
経系による炎症・免疫・組織修復反応の新し
い制御機構を示唆する発見をし，その現象に
着目した研究は，新たな疾患制御法の確立に
つながると考えられた．  
  
２．研究の目的 
 生体がストレスを受けると交感神経・副腎
髄質系からアドレナリンなどのカテコラミ
ンが分泌され，その一方で，視床下部・下垂
体・副腎皮質系から糖質コルチコイドが分泌
される．これらのストレス関連物質は，生体
にとって必要な様々な生理応答を誘導する
が，過剰な分泌は免疫系の変様とそれに基づ
く様々な疾患につながると考えられる．しか
しながら，その詳細な分子メカニズムについ
ては不明な点が多い． 
 マクロファージは，炎症・免疫反応の調節
のみならず，組織修復反応において重要な役
割を果たしている．本研究では，マクロファ
ーの機能に対するアドレナリンや糖質コル
チコイドなどのストレス関連物質の影響に
着目した研究を行い，神経系による炎症・免
疫・組織修復反応の新しい制御機構の解明を
目的とした． 
  
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
 マウスマクロファージ細胞株（RAW264.7）
は ATCC より入手した後，5% FCS RPMI1640 で
培養し実験に用いた． 
 マウス骨髄由来マクロファージは，常法に
したがって，C57BL/6 マウス骨髄細胞を L929
細胞培養上清を含む培地で7日間培養するこ
とによって調製した． 
 
（２）mRNA およびタンパクレベルの測定 
 各細胞における mRNA レベルはリアルタイ
ム PCR 法により測定した．細胞培養液中のサ
イトカインは ELISA 法によって定量した． 
 
（３）細胞表面抗原の測定 
 細胞表面における CD86 および PD-L1 の発
現量測定に際しては，各分子に対する蛍光標
識抗体で細胞を処理した後，細胞の蛍光強度
をフローサイトメトリーにより解析した． 

４．研究成果 
（１）マクロファージにおけるアドレナリン
による Transforming growth factor (TGF)-
β アイソフォーム選択的発現調節 

 
図 1．RAW264.7 細胞における
TGF-β アイソフォームmRNA
発現に対するアドレナリン
の作用 
RAW264.7 細胞をアドレナリ
ン（Ad）で 15～120 分間処理
し TGF-β1, -β2, -β3 mRNA
の発現量を測定した．Cont., 
無処理． 
 

 TGF-βは，免疫反応の調節のみならず，組
織修復に関与している．哺乳類においては，
TGF-β1, -β2, and -β3 の 3 種類のアイソ
ホームが存在する．そこで，RAW264.7 マクロ
ファージをアドレナリンで15～120分間処理
し，TGF-β1, -β2, -β3 mRNA の発現量をリ
アルタイム PCR 法により測定した（図 1） 
 TGF-β1, -β2 mRNA の発現量は，すべての
処理時間において，アドレナリンの影響を受
けなかった．一方，TGF-β3 mRNAの発現量は，
処理後 30 分からアドレナリンによって著し
く上昇した．すなわち，アドレナリンは
TGF-β3 mRNAの発現量をアイソホーム選択的
に上昇させると考えられた． 
 

 
図 2．マウス骨髄由来マクロ
ファージにおける TGF-β ア
イソフォーム mRNA 発現に対
するアドレナリンの作用 
マウス骨髄由来マクロファー
ジをアドレナリン（Ad），ICI 
118,551 (ICI)，salmeterol 
(SM)で 2時間処理し TGF-β1, 
-β2, -β3 mRNA の発現量を
測定した(**p < 0.01）． 
 
 

 次に，マウス骨髄由来マクロファージをア
ドレナリン，ICI 118,551（アドレナリンβ2

受容体選択的アンタゴニスト），salmeterol 
（アドレナリンβ2受容体選択的アゴニスト）
で 2 時間処理し TGF-β1, -β2, -β3 mRNA
の発現量を測定した（図 2）． 



 TGF-β1, -β2 mRNA の発現量は，いずれの
の処理においても影響を受けなかった．一方，
TGF-β3 mRNA の発現量は，アドレナリンの処
理によって著しく上昇した．この上昇は，ア
ドレナリンβ2 受容体選択的アンタゴニスト
である ICI 118,551 の処理により完全に抑制
された．一方，アドレナリンβ2受容体選択的
アゴニストである salmeterol は，アドレナ
リンと同様に，TGF-β3 mRNA の発現量を著し
く上昇させた．したがって，アドレナリンは，
β2受容体を介して TGF-β3 mRNA の発現を上
昇させると考えられた． 
 
（２）RAW264.7 マクロファージにおける
interleukin (IL)-33 発現のアドレナリンに
よる増強． 
 

 
図 3．RAW264.7 細胞における IL-33 発現に対するアドレ
ナリンの作用 
RAW264.7 細胞をアドレナリン（Ad; 1 μM）存在下または
非存在下，リポポリサッカライド（LPS; 3～100 ng/ml）
で 8 時間処理し，IL-33 および TNF-αの産生量を ELISA
法により測定した (**p < 0.01 vs. medium alone; ††p 
< 0.01, †p < 0.05 vs. Ad alone; §§p < 0.01 vs. Ad - 
at each dose of LPS)． 
 
 我々はすでに，樹状細胞におけるリポポリ
サッカライド（LPS）による IL-33 産生誘導
が，アドレナリンの処理によって増強される
ことを報告している（BBI, 2011）．しかしな
がら，低用量の LPS 刺激におけるアドレナリ
ンの作用については不明であった．本研究で
は，RAW264.7 マクロファージを低用量～高用
量（3～100 ng/ml）の LPS で刺激した場合，
アドレナリンがどのような影響を示すかに
ついて検討した（図 3）． 
 代表的な炎症性サイトカインであるTNFの
産生は，10 ng/ml の LPS 刺激によって著しく
上昇した．一方，IL-33 の産生は低用量の LPS
刺激（30 ng/ml 以下）では有意な変化が認め
られず，100 ng/ml の LPS 刺激によって有意
に上昇した． 
 これに対しアドレナリン存在下において
は，低用量（10 ng/ml）の LPS 刺激によって
IL-33 の有意な産生上昇が認められ，高用量
の LPS 刺激では，アドレナリン非存在下にお
ける同用量の LPS 刺激と比較して，著しく高

い IL-33 の産生が認められた． 
 したがって，アドレナリンは IL-33 産生に
おいてマクロファージのLPSに対する感受性
を高め，IL-33 産生を増強すると考えられた． 
 
（３）RAW264.7マクロファージにおけるCD86
および PD-L1発現に対するストレス関連物質
の影響． 

 
図 4．RAW264.7 細胞における CD86 および PD-L1 発現に対
するストレス関連物質の影響 
RAW264.7 細胞をアドレナリン（Ad; 1 µM)，デキサメタ
ゾン（Dex; 1 µM) または両者で 48 時間処理し，CD86 お
よび PD-L1 の発現量（平均蛍光強度; MFI)をフローサイ
トメトリーにより解析した(*p < 0.05，**p < 0.01 vs 
control）． 
 
 CD86 は代表的な共刺激分子であり，抗原提
示の際，T細胞に活性化シグナルを導入する．
一方，PD-L1 は免疫チェックポイント分子の
1 つであり，抗原提示の際，T 細胞に抑制性
のシグナルを導入する．そこで，RAW264.7 マ
クロファージ細胞表面におけるこれらの分
子の発現量に対するアドレナリンおよびデ
キサメタゾン（合成糖質コルチコイド）の影
響について検討した． 
 RAW264.7 マクロファージをアドレナリン，
デキサメタゾンまたは両者で48時間処理し，
CD86 および PD-L1 の発現量をフローサイト
メトリーにより解析した（図 4）． 
 CD86 の発現量はアドレナリンまたはデキ
サメタゾンの処理により有意に上昇し，両者
の処理によってさらに上昇した．これとは逆
に，PD-L1 の発現量は，アドレナリンまたは
デキサメタゾンの処理により減少傾向を示
し，両者の処理によって有意に低下した． 
 したがってこれらのストレス関連物質は
協調して CD86 を上昇させ PD-L1 を低下させ
ると考えられた． 
 またデーターは示さないが，この現象のメ
カニズムについて検討した結果，PD-L1 の発
現にはオートクリンに発現するTNFが関与し
ており，アドレナリンとデキサメタゾンは
TNF の産生を抑制することにより PD-L1 の発
現を低下させると考えられた．一方，これら
のストレス関連物質による CD86 の発現上昇
には TNF が関与しておらず，アドレナリン単
独による CD86 の発現上昇についてはβ2受容
体を介した細胞内 cAMP の上昇が関与してい
ると考えられた． 
 
（４）まとめ 
 本研究課題では，炎症・免疫・組織修復に
おいて重要な役割を果たしているマクロフ
ァージの機能に対するストレス関連物質の
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影響に着目した研究を行った． 
 プロジェクトの前半においては，TGF-βの
発現に対するアドレナリンの作用について
解析した．哺乳類において，TGF-βには
TGF-β1, -β2, -β3 の 3 種類のアイソホー
ムが存在するが，それぞれのアイソホームに
選択的な発現調節機構についてはほとんど
知られていない．  
 TGF-β1, -β2, -β3 は，類似した構造と
機能を有するが，それぞれ異なった機能も有
すると考えられている．TGF-β3 は，創傷治
癒の過程において表皮細胞や真皮細胞の移
動を調節していることが報告されており，組
織の修復に関与していると考えられている．  
 近年，自己免疫性の炎症性疾患には病原性
の Th17 細胞が関与していると考えられてい
る．一方，Th17 細胞が病原性を獲得するため
にはTGF-β3による刺激が重要であることが
報告されている（Nat Immunol 2012）． 
 本研究では，アドレナリンがマクロファー
ジにおいてTGF-β3の発現をアイソホーム選
択的に上昇させることを見出した．また，こ
の現象はノルアドレナリン処理によっても
確認された（データーは示さない）．したが
って，ストレス-交感神経によるカテコラミ
ンの分泌が，組織修復や病原性 Th17 細胞の
誘導に関係している可能性がある． 
 さらに，マクロファージの IL-33 産生誘導
における LPS に対する感受性が，アドレナリ
ンによって上昇することを見出した．この現
象は，感染症や腸内フローラの異常によって
生体内にLPSなどの菌体成分が存在する場合，
ストレスによってIL-33の産生が増強される
可能性があることを示唆する．IL-33 はアレ
ルギー疾患や自己免疫疾患の増悪因子とし
て報告されていることから，この知見はスト
レスと疾患との関係を明らかにする手がか
りとなるかもしれない． 
 また，マクロファージにストレス関連物質
であるアドレナリンと糖質コルチコイドを
同時処理した場合，共刺激分子（CD86）の発
現が上昇し，免疫チェックポイント分子
（PD-L1）の発現が低下することを見出した．
このことは，ストレス下においてマクロファ
ージがT細胞を活性化しやすい状態になるこ
とを示唆しており，ストレスによる免疫疾患
の増悪と関係しているのかもしれない． 
 以上，本研究によって得られた知見は，ス
トレス-神経系によって炎症・免疫・組織修
復反応が制御されていることを示唆し，今後
のさらなる展開が期待される． 
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