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研究成果の概要（和文）：敗血症におけるIL-36サイトカインの役割について検討を行うことを目的とした。敗
血症患者で血漿中IL-36gammaが上昇し、好中球から細胞外小胞体に包埋される形でIL-36Raが放出されることを
発見した。IL-36gammaは敗血症の病態において炎症細胞から炎症の惹起、凝固促進、血管内皮細胞障害に関与す
ることが判明し、IL-36Raはこれらを抑制することが明らかになり病態に深く関与することを明らかにした。ま
た、マウス敗血症モデルを用いてIL-36Raが治療候補薬剤の一つになることも示した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to investigate the role of IL-36 cytokines in sepsis. We 
found that the concentration of IL-36gamma elevated in the patients with sepsis,and IL-36Ra packed 
in extracellular vesicles was released from neutrophils. IL-36gamma enhanced inflammation in 
inflammatory cells and coagulation and cell injury in endothelial cells. Whereas, IL-36Ra inhibited 
IL-36gamma induced inflammation, coagulation and cell injury.Indicating that IL-36 cytokines deeply 
involved in the pathogenesis of sepsis. Finally, we confirmed that IL-36Ra is a potential 
therapeutic candidate for sepsis using a sepsis mouse model.       

研究分野： 敗血症

キーワード： IL-36サイトカイン　細胞外小胞体　敗血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はIL-36Raが好中球より産生され、特に細胞外小胞体に包埋される細胞外に分泌されていることを明らか
にした。細胞外小胞体は細胞間コミュニケーションを円滑に行うためのツールであるが、感染症による誘導され
るIL-36gammaを抑制すために生体内で重要な働きを行っていることを示している。
また、細胞、動物実験を通してIL-36Raが敗血症における治療補薬剤のひとつになる可能性も示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

菌血症とその重症病態の敗血症は、世界中で毎年数百万人が罹患し、入院患者の死亡
原因の第一位である。「世界敗血症宣言」が出され敗血症制圧に向け世界的キャンペー
ンが展開され、病態解明と新規治療法の開発が最重要事項となっている。 
 IL-36 cytokines は IL-1 ファミリーサイトカインのひとつで、 3 つの IL-36 受容体アゴニス
ト: IL-36、IL-36、IL-36、1 つの IL-36 受容体アンタゴニスト: IL-36RN とその共通受容体：
IL-36Rからなる。IL-36アゴニストは IL-36Rと結合した後 IL-1RAcPを誘導しNF-B、MAPKs
を活性、一方 IL-36R アンタゴニストは IL-36R と結合しシグナルを抑制する。IL-36 cytokines
は皮膚・肺・腸管の上皮細胞、マクロファージ/単球に発現し、IL-36R は末梢血好中球を除き、
全身に広く発現する。しかし、IL-36 サイトカインは古典的 IL-1(IL-1含む)と異なり、細胞内
に前駆体を持たず誘導・分泌機構および分泌形態は不明な点が多い。 
 炎症性皮膚疾患の乾癬で IL-36 アゴニストが Th-1、Th-17 cytokine network を形成し発病に
関与する。一方、IL-36 アゴニストと IL-36 アンタゴニスト(IL-36RN)の不均衡が病態に深く関
与している報告があるが、敗血症病態における IL-36 アゴニストおよび IL-36 アンタゴニスト
の関与について明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 ヒトの菌血症および重症病態の敗血症での IL-36 サイトカインに着目した病態への関与およ
び IL-36 アンタゴニストを使用した治療への可能性について明らかにするため、以下の４点に
ついて検討を行った。 
 (1)病原細菌に応答するヒトの IL-36 サイトカインの生理的な意義の解明 
 (2)敗血症患者における IL-36 サイトカインのプロファイル 
(3)敗血症病態（炎症・凝固・血管内皮細胞障害）における IL-36 サイトカインの役割 
(4)IL-36 アンタゴニストによる治療法の可能性 

 
３．研究の方法 
倫理審査 
敗血症患者および健常者からインフォームコンセントを行い書面で同意を得たのちに血液を

採取し、サンプルを研究に使用した。本研究を行うにあたり東北大学大学院医学系研究科倫理委
員会審査で承認を得てから行った（2017-1-1086、2018-1-129）。また、動物を使用した研究にお
いても国立大学法人東北大学環境・安全委員会動物実験専門委員会が行う動物実験計画
(2019MdA-303)の承認を得て研究を行った。 
 
敗血症患者および健常者からの血液サンプリング 
東北大学病院高度救命救急センターに 2018 年 8 月～2019 年 1 月に敗血症で入院した患者

（n=15）および健常者(n=8)を対象に血液を採取し、速やかに血漿を抽出した。血漿は速やかに
液体窒素で凍結し、-80 度で保管した。 
 
使用した微生物 
・黄色ブドウ球菌：MRSA [USA 300, SCCmec type IV, PVL (+)]  
・緑膿菌：PA [PAO1, type III secretion (+), invasive type] 
 
健常者血液からの末梢血単核球および好中球を使用した研究 
 健常者から血液を採取し K2-EDTA 試験管に保存し、末梢血単核球（PBMCs）および好中球
（PMNs）を遠心分離で単離した。PBMCs および PMNs を MOI10 の MRSA、PA、LPS で刺
激した。ある実験においては、24 時間の培養後に ATP を添加し 20 分後に培養上清液を回収し
た。また PBMCs および PMNs から RNA を抽出し、IL-36 サイトカイン mRNA の発現、培養
上清において細胞から放出された IL-36 サイトカインの同定を ELISA および Western blotting
法で行った。 
 
細胞外小胞体（Microparticles; MPs）の単離とフローサイトを用いた同定 
 人の血漿および培養上清（細胞フリー）を 1,700g10 分間、続いて上清を 17,000g45 分間遠心
分離することで MPs を単離した。フローサイトメトリーを用いて、細胞表面に発現している抗
体で染色し PBMCs 由来、PMNs 由来の MPs を同定した。サイズに関してはすでに大きさのわ
かっているコントロールビーズを用いて、得られた MPs が 500nm-1,000nm のサイズであるこ
とを確認している。 
 
血管内皮細胞（HUVECs）を使用した研究 
 HUVECs を IL-36 サイトカインで刺激し以下の実験を行った。HUVECs 細胞を IL-36 サイ
トカインで刺激し細胞に発現している tissue factor (TF) mRNA、タンパク量の同定、血管内皮
細胞に発現した TF によるヒトの血液凝固の促進について検討を行った。また Transwell シス
テムを用いて IL-36 サイトカインによる血管内皮細胞の透過性への影響の検討を行った。また、
IL-36 サイトカインの血管内皮細胞障害を検討するため MTT アッセイによる細胞死の検討を行



った。 
 
致死性敗血症モデルマウスにおける IL-36 アゴニストによる治療 
 好中球を除去する目的で抗 Ly-6g 抗体、コントロールに Rat IgG を投与し 24 時間後に LPS
をマウスに投与し、経時的に血液をサンプリングし、IL-36 サイトカインを ELISA で測定した。
抗 Ly-6g 抗体あるいは Rat IgG を投与したマウスに LPS 投与 2 時間前、24 時間後に IL-36Ra
あるいは PBS を投与し生存率を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)病原細菌に応答するヒトの IL-36 サイトカインの生理的な意義の解明 

PA に感染した PBMCs は速やかに（４時間後）IL-36、IL-36、IL-36Ra mRNA の発現を認
め、24 時間後には MRSA、PA に感染した PBMCs で IL-36mRNA の発現は依然高値のまま
であった。PA および MRSA に感染した PMNs は 4 時間後および 24 時間後に IL-36mRNA の
発現は高値であった。一方、PA に感染した PMNs は 24 時間後に IL-36、IL-36Ra mRNA の
発現が高値であった（図 1A、1B）。 

PA 感染 PBMCs の培養上清からのみ IL-36が検出され、ATP 刺激で IL-36の産生が更新し
た。一方、PA 感染 PMNs に ATP を加えることで IL-36Ra が検出することが可能であり、IL-
36Ra が EVs 中に包埋され細胞外に放出されていることを示唆している（図 1C、1D）。 

また、それぞれの培養上清から EVs を抽出し、EVs 内の IL-36および IL-36Ra のタンパク
発現、およびタンパク量を測定し、IL-36Ra は主に PA 刺激による PMNs から EVs に包埋され
細胞外に放出されることを明らかにした。 

 
図 1 PA および MRSA に応答する PBMCs および PMNs から産生される IL-36 サイトカイ

ンプロファイル 

 
次に、EVs に包埋される IL-36Ra が IL-36g 依存性の炎症を抑制することを確認するため、

PBMCs および PMNs に PA を感染させ、24 時間後に ATP を加えそれぞれから EVs を抽出し、
再度自分自身の PBMCs に PBMCs 由来 EVs、PMNs 由来 EVs で刺激を行い、その後 rIL-36
を加えた。PA 刺激された PMNs 由来の EVs は、rIL-36g による炎症の増強を抑制することが
確認できた（図 2）。 

 
図 2 PMNs に包埋される IL-36Ra による IL-36による炎症抑制効果 
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(2)敗血症患者における IL-36 サイトカインのプロファイル 
 敗血症患者および健常人から血液を採取し、血漿から MPs を単離し、EVs の表面マーカーに
よ り PBMCs 由 来 MPs （ AnnexinV+/CD45+/CD14+ ）、 PMNs 由 来 MPs(Annexin 
V+/CD45+/CD66b+)を決定し、細胞数を測定したところ敗血症患者で PMNs 由来 MPs の有意
な増加を確認した（図 3A）。 
 次に敗血症患者および健常人の血漿中、MPs の IL-36 サイトカインを測定したところ敗血症
患者で血漿中の IL-36g が有意に上昇し、MPs 中の IL-36Ra 濃度が敗血症患者で優位に上昇し
ていた（図 3B、3C）。また、PMNs 由来 MPs 数と MPs 中の IL-36Ra 濃度に相関関係を認めた
（図 3D）。 
 
図 3 敗血症患者における IL-36 サイトカインプロファイル 

 
(3)敗血症病態（炎症・凝固・血管内皮細胞障害）における IL-36 サイトカインの役割 
 IL-36 サイトカインの血管内皮細胞（HUVECs）における凝固、細胞障害を評価した。 
凝固：IL-36刺激による HUVECs に TF の発現を誘導し、IL-36Ra と共培養することで TF の
発現を抑制した。また、敗血症患者で血漿中の TF の上昇を認め、IL-36レベルと弱い相関関係
を認めた（図 4）。 
 
図 4 IL-36 サイトカインによる血管内皮細胞の凝固に及ぼす影響 
 

 
細胞障害：IL-36刺激による HUVECs は細胞死を起こし、血管透過性を更新させた。IL-36Ra
と共培養することで、これらを抑制することが可能であった（図 5）。 
 
図 5 IL-36 サイトカインによる血管内皮細胞障害と血管透過性の亢進 
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(4)IL-36 アンタゴニストによる治療法の可能性 
 好中球から放出される IL-36Ra が敗血症病態に関与していることを確認するため、抗 Ly-6g
抗体で好中球を除去したマウスに LPS を投与すると死亡率が上昇した。本モデルマウスでは、
血漿中の IL-36g 濃度が有意に上昇しており、血漿・MPs 中の IL-36Ra 濃度が有意に減少して
いた（図 6A、6B）。 
 本モデルマウスにリコンビナント IL-36Ra を投与すると生存率が改善することが分かった
（図 6C）。 
 
図 6 LPS 投与致死性マウスモデルにおける IL-36Ra の治療効果 
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