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研究成果の概要（和文）： 
過大侵襲時の重症感染症・臓器不全発症機序を明らかにする目的で、肝胆膵外科周術期におけ
る免疫抑制機序を解析した。(1) 肝胆膵術後の合併症には多様な因子が関与するが、HTX 術後
臓器不全では DAMPsが、PD術後感染では膵外分泌機能が重要な因子と考えられた。(2) 感染例
の PBMCにおける P2X7や T-bet/GATA-3比の術直後の低下は感染防御能の低下を示唆した。(3) 
感染例の PBMCにおける術後３日以降の TLRs発現増強は起因菌の排除に関与していると考えら
れた。以上の結果より、術後合併症発症における DAMPsおよび PAMPsシグナルの重要性が示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The role of immune cells function in pathogenesis of postoperative critical illness 
following major surgery was prospectively investigated. The mechanism of postoperative 
complications following hepato-biliary-pancreatic surgery is multifactorial. DAMPs play 
a major role in pathogenesis of organ dysfunction following liver resection, whereas 
postoperative infection depends on exocrine function of the pancreas in patients 
undergoing pancreatticoduodenectomy. P2X7 mRNA levels and T-bet/GATA-3 ratios in PBMC 
significantly decrease after major surgery in patients with postoperative infection, 
suggesting that high expression of P2X7 and Th1 have protective effects against bacterial 
infection in early postoperative period. TLRs mRNA levels in PBMC increased on day 3 and 
afterwards. These results suggest that DAMPs and PAMPs signals play a pivotal role in 
pathogenesis of postoperative complications following major surgery. 
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１．研究開始当初の背景 
食道癌や胆道癌に対する拡大切除術後には
感染性合併症が起こりやすく、重症感染症や

それに伴う多臓器不全は致命的となる。また、
多発外傷や重症熱傷においても同様に、重症
感染症の遷延や臓器不全が大きな問題とな
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る。敗血症に対しては抗 Endotoxin抗体や抗
サイトカイン療法が開発され、多くの臨床試
験が行われたが、その結果は悲観的なものだ
った。重症感染症と多臓器不全対策は、未だ
に解決されない外科領域における大きな課
題である。(Ann Surg 1996;;224:647-­64.) 
過大侵襲時の重症感染症の発症機序は多く
の実験モデルで研究が進められ、自然免疫と
獲得免疫の免疫担当細胞の機能変化が報告
されている。好中球やMacrophageの貪食能
の 低 下 、 Macrophage の type 
I(pro-­inflammatory cytokine産生)から type 
II(anti-­inflammatory cytokine 産生)への変
化、樹状細胞の抗原提示機能の低下、
TH1/Th2 バランスの Th2 へのシフトなど、
自然免疫から獲得免疫に至る多くの免疫担
当細胞の機能的、質的変化が起こり、これが
感染症を助長し、臓器不全を誘発すると考え
られている。(J Immunol 2003;;170:3263-­72.)
また、免疫担当細胞の機能分化は type I およ
び type IIの cytokine, chemokineにより誘
導され、過大侵襲時には type IIの cytokine, 
chemokineが優位となり、SOCSや GILZな
どの転写因子を介して免疫抑制状態に陥る
可能性が報告されている (図 1)。(Nature 
Medicine 2003;;9:517-­524.) 
一方、ヒトにおける過大侵襲時の免疫担当細
胞の機能的、質的変化については不明の点が
多い。ヒトを対象とした研究の多くが、方法
論の問題から、断片的な報告に終わっている。
我々も、これまで、肝胆膵外科領域における
術後感染症・臓器不全の発症機序において、
Danger signal(Endotoxin, TNF, Hsp, 
HMGB1) 、 PBMC に お け る
pro-­inflammatory cytokine (TNF, IL-­1)、
anti-­inflammatory cytokine (IL-­10, IL-­6)、
chemokine (MCP-­1, IL-­8)などの Mediator
の遺伝子発現、Th2 誘導転写因子(GATA-­3)
発現などが重要な役割を果たすことを報告
してきた。(Am J Surg 2004;;187:777-­84.) し
か し 、 過 大 侵 襲 時 の 免 疫 担 当 細 胞 
[Neutrophil (PMN), CD4+ Tcells, CD8+ T 
cells, CD19+ B cells, CD56+ NK, CD14+ 
Monocytes] における細胞間・細胞内シグナ
ル伝達にどのような経時的変化が起きてい
るのか、その詳細は殆ど知られていない(図
1, 2)。本研究では、最新の Proteomics およ
び Metabolomicsを応用して、各免疫担当細
胞分画における TLR、転写因子、mRNA、蛋
白、脂質 mediator 発現の網羅的な解析を行
う。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究結果を踏まえ、
過大侵襲時の重症感染症・臓器不全発症機序
を明らかにする目的で、肝胆膵外科周術期に
おける免疫担当細胞の動態を以下の観点か

ら解析する。 
(1) 過大侵襲時の免疫担当細胞 [PMN, 
CD4+ Tcells, CD8+ T cells, CD19+ B cells, 
CD56+ NK, CD14+ monocytes] における
TLR-­2, TLR-­4、転写因子、mRNA、および
cytokine, chemokine 発現の網羅的検索によ
る細胞間・細胞内シグナル伝達の経時的変化
の解析。 
(2) 過大侵襲時の PMN における脂質
Mediatorの代謝経路の解析。 
(3) 術後重症感染症・臓器不全に関わる
新たな血中分子マーカーの検索。 
 
３．研究の方法 
対象症例：肝切除・膵頭十二指腸切除施行症
例。 
方法：術前、術直後、術後 1、3、7、14日に
末梢血を採取する。下記項目を測定し、術後
感染症・臓器不全合併症例と非合併例での比
較検討を行う。 
＜PMN及び PBMNCの採取＞ 
全血を in vitroで LPSまたは S. aureus刺
激を加え、培養する。刺激前・刺激後の免疫
担当細胞分画 [PMN, CD4+ Tcells, CD8+ T 
cells, CD19+ B cells, CD56+ NK, CD14+ 
monocytes] を採取する。PMN分画は
leukocyte separation media 
(Histopaque-1119及び Histopaque-1077; 
Sigma-Aldrich, St Louis, MO,USA)を用いて
分離する。単核球分画(PBMNC)は Vacutainer 
CPT Cell Preparation Tubes (Becton & 
Dickinson, Bridgeport, NY, USA)で採取し
た検体を RosetteSep negative selection 
methods (StemCell Technologies, Vancouver, 
BC, Canada)を用いて、CD4+ Tcells, CD8+T 
cells, CD19+ B cells, CD56+ NK, CD14+ 
monocytesの各分画を採取する。 
＜TLR-2, TLR-4発現動態の解析＞ 
免疫担当細胞分画 について PCR, FACSによ
り TLR-2, TLR-4発現動態を解析する。 
＜A2a, P2X7発現動態の解析＞ 
免疫担当細胞分画 について PCRにより A2a 
(adenosine receptor), P2X7 (ATP receptor)
発現動態を解析する。 
＜DNA Microarray＞ 
各分画から mRNAを選択的に抽出し(Genset 
oligos, Genset Corp., La Jolla, Calif., 
USA)、cDNAを作成する(SuperScript 
double-stranded cDNA synthesis kit; 
Invitrogen Corp., Carlsbad, Calif., USA)。
さらに biotin標識した cRNAを作成し
(BioArray high-yield RNA transcript 
labeling kit, Enzo Life Sciences, Inc., 
farmingdale, N.Y., USA)、GeneChip (Human 
U95Av2)に hybridizationし、Affimetrix 
scannerにより画像化する。 
＜cytokine, chemokine産生＞ 



 

 

末梢血中及び各細胞分画の cell lysateおよ
び培養液中の cytokine, chemokine濃度を
TranSignal Human Cytokine Antibody Array 
I (Panomics, Inc., CA, USA)にて測定する。 
 
４．研究成果 
(1) HTX 術後感染に関する多変量解析では出
血量及び IL-6が有意な因子であった。 
(2) PD術後感染に関する多変量解析では術後
膵液量、IL-6 及び IL-8 が有意な因子であっ
た。 
(3) HTX 術後臓器不全は血中 Hsp70 及び
HMGB-1が術直後に高値を示した(P < 0.05)。 
(4) P2X7 , A2A mRNA は HTX, PD 術直後から
増強したが、P2X7は感染例が有意に低値を示
した(P < 0.05)。 
(5) T-bet/GATA-3比は術直後に感染例で有意
に低値を示し、P2X7 と相関を示した(P < 
0.05)。 
(6) TLR2, TLR4 mRNA は感染例において術後
3日以降に高値を示した(P < 0.05)。 
[結語]  
(1) 肝胆膵術後の合併症には多様な因子が
関与するが、HTX術後臓器不全では DAMPsが、
PD 術後感染では膵外分泌機能が重要な因子
と考えられた。 
(2) 感染例における P2X7や T-bet/GATA-3比
の術直後の低下は感染防御能の低下を示唆
した。 
(3) 感染例における術後３日以降の TLRs 発
現増強は起因菌の排除に関与していると考
えられた。 
(4) 術後合併症発症における DAMPs および
PAMPsシグナルの重要性が示唆された。 
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