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研究成果の概要（和文）：　臍帯血由来の有核赤血球とLPS刺激した単球を非接触条件で共培養するとIL-10産生
が増加する。この抑制作用を介在する物質の探索を行った。有核赤血球は臍帯血に豊富に含まれ、胎児期は生理
的多血で赤血球寿命も短縮している。多量のヘモグロビン処理にHO-1が重要であり、CD163‐HO軸に関連する物
質と推定した。
　CD163‐HO軸の関与を確認するために、共培養に抗CD163抗体やHO-1阻害作用のZnPP-Ⅸを添加し、IL-10の産生
減少を確認した。　有核赤血球はCD163のリガンドであるヘモグロビン・ハプトグロビン複合体に必要なハプト
グロビンを産生すると推定し、ELISAとPCRにより確認した。

研究成果の概要（英文）：We have hypothesize previously shown that cord blood-derived CD45-NRBCs and 
adult peripheral blood-derived monocytes under LPS stimulated indirect co-culture system, increased 
IL-10 and decreased TNF-α secretion which suggests the immunosuppressive function of CD45-NRBCs via
 unknown soluble factor.  We hypothesized that NRBCs secrete haptoglobin and induce 
immunosuppressive function of monocytes by activating the CD163-HO-1 axis. We confirmed the 
immunosuppressive function of CD45-NRBC by co-culturing with cord blood derived monocytes under LPS 
stimulation in indirect co-culture system. Immunosuppressive response decreased when the co-culture 
medium was supplemented with anti-CD163 blocking antibody or HO-1 inhibitor ZnPP-IX. Haptoglobin 
levels in the culture medium with NRBCs were high and expressed haptoglobin gene. Thus, CD45-NRBCs 
secrete haptoglobin and activates the immunosuppressive function of monocytes.

研究分野： 小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　有核赤血球はハプトグロビンの産生を介して胎児期の免疫抑制環境の維持に関与している可能性がある。ま
た、有核赤血球は胎児期のみならず敗血症や自己炎症性疾患などでも末梢血中に出現する。成人骨髄由来有核赤
血球もハプトグロビン遺伝子の増加が示されており、周産期だけでなく小児期以降にも免疫抑制機構として作用
している可能性がある。

※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（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

有核赤血球は赤血球の前駆細胞で成人では骨髄にのみ認められるが、妊婦や新生児では末梢

血にも出現する 1。近年、その免疫抑制作用が明らかにされている 2。有核赤血球は 3 段階に分

類され、プロ赤芽球（pro-EB）は有核赤血球の約 5％、好塩基性赤芽球（baso-EB）は有核赤血球

の約 10％、多色性または正色性赤芽球（poly/ortho-EB）は有核赤血球の約 85％を占める 3。赤

血球形成において、CD71、CD117、CD105 の明瞭な発現が最も未熟な段階で観察され、CD117 発現

は baso-EB で、CD105 発現は poly/Ortho-EB で失われ、CD45 発現も分化とともに徐々に減少す

る。赤血球分化に関連する発現遺伝子数も徐々に減少し、赤血球機能に関する遺伝子発現が増加

する。免疫調節に関連する遺伝子は CD45-有核赤血球に発現していることが示されている 4。 ア

ルギナーゼ-2 や活性酸素 5,6,7,8を介した CD45+有核赤血球の免疫抑制作用については多くの報告

がある。それらでは CD45-有核赤血球は活性酸素などを持たないため免疫抑制活性を持たないと

されてきたが 5、我々は CD45-有核赤血球が LPS により活性化された単球の IL-10 産生を増加さ

せ、自然免疫を抑制することを報告した 9。CD45-有核赤血球がどのように単球からの IL-10 産

生を増加させているのか、このメカニズムはまだ明らかになっていなかった。 

２．研究の目的 

我々は有核赤血球と LPS 刺激した単球を非接触下に共培養することで免疫抑制作用を認める

ことから、何らかの液性因子を介した作用であると考えた。HO-1 欠損症では、末梢血中の有核

赤血球数が増加し、血漿遊離ヘモグロビンやハプトグロビンの増加を呈する、重度の溶血と慢性

炎症を引き起こす 10。肝臓で合成される急性期タンパク質であるハプトグロビンの血漿中濃度

は、炎症性疾患の重症度と相関し 11、ヘモグロビン-ハプトグロビン複合体を形成して増加する

血漿遊離ヘモグロビンを無毒化し、食細胞の細胞表面に発現する B 群スカベンジャー受容体シ

ステインリッチスーパーファミリーCD163 に結合する 12。その後、この分子複合体はエンドサイ

トーシスされ、リソソーム内でヘムオキシゲナーゼ 1（HO-1）によって分解され、抗炎症性サイ

トカインである IL-10 の産生が促進される 13。したがって、我々は、NRBC がハプトグロビンを

分泌することで、有毒な無血漿ヘモグロビンの除去が促進され、赤芽球膵島の鉄効率が改善され、

それによって食細胞の CD163-HO-1 系を介して抗炎症反応が誘導されるのではないかと考えた。 

３． 研究の方法 

ヒト臍帯血から単核球分離し、赤血球は分離後の沈下層から採取した。単核細胞から単球と有

核赤血球をマイクロビーズおよびフローサイトメーターを用いてそれぞれ単離し、単球を LPS 刺

激し、トランスウェルプレートを用いて非接触下で有核赤血球と共培養した。有核赤血球のコン

トロールとして赤血球を用いた。本研究は、筑波大学附属病院倫理審査委員会の承認を得た（R02-

321）。参加者から書面によるインフォームドコンセントを得た。 

４． 研究成果  

（１）LPS 刺激単球と臍帯血由来有核赤血球の非接触共培

養による IL-10 産生増加 

我々は以前、成人単球からの炎症性サイトカイン産生が臍

帯血（CB）由来有核赤血球（NRBC）の存在下で抑制される

ことを報告した 9。本研究では、新生児の免疫調節機構を

反映させるため、成体単球の代わりに同じ臍帯血由来の単

球と NRBC を用いた。しかし、CB 単球は胎児の免疫抑制環

境の影響を受けており、免疫応答は成人単球のそれとは異



なる 9。まず NRBC が CB 由来単球の炎症性サイトカインおよび抗炎症性サイトカイン産生に及ぼ

す影響を調べた。CB 由来赤血球（RBC）または NRBC と単球（Mono）を非接触条件で共培養した

後、サイトカイン産生を解析した。図 1A に示すように、NRBC の存在下で有意な IL-10 産生の増

加が観察された（P <0.05）。しかし、成人単球とは対照的に、CB 由来の Mono は TNF-αを産生は

少なく、NRBC の存在下でも差はなかった（図 1B）。成人単球と比較して、CB 由来単球の細胞表

面には LPS 受容体 toll-like receptor 4 の発現が少なく、TNF-αの産生能も低い 14。したがっ

て、CB 由来単球を用いた共培養系では、先行研究 9のように、LPS 刺激による TNF-α産生の増加

や、NRBC との共培養による TNF-α産生の抑制が観察できなかったと推測した。 

（２）Hp-HO1 系の活性化は、単球において IL-10 を増加させ、TNF-α産生を減少させた。 

CD163-HO-1 系が、NRBC 存在下での IL-10 産生

増加に関与しているかどうかを評価するために、

抗 CD163 ブロッキング抗体 12 またはアイソタイ

プ IgG コントロール抗体、HO-1 阻害剤亜鉛プロ

トポルフィリンⅨ（ZnPP-Ⅸ）15または DSMO キャ

リアコントロールを共培養液に添加し、LPS で刺

激した後、IL-10 と TNF-α。抗 CD163 ブロッキン

グ抗体または ZnPP-Ⅸを添加することで、IL-10

産生に対する NRBC のプラス効果は、対照サンプ

ルと比較して有意に減少した（P <0.05、図 2A お

よび B）。この観察は、単球に対する NRBC の抗炎

症機能が、単球の CD163-HO-1 系の活性化によっ

て媒介されることを示唆している。驚くべきこと

に、TNF-α産生は、対照試料と比較して有意に増

加した（P <0.05、図 2C および D）。この観察結果

は、CB 由来の単球は TLR-4 の発現が低いにもかか

わらず、LPS 刺激により TNF-αを産生する能力を

保持しており、STAT3 を欠失させたマクロファージでは TLR 刺激により正常マクロファージより

も TNF-α産生が増強することと合致した 16。 

（３）有核赤血球はハプトグロビンを分泌し、単球の抗炎症反応を誘導する。 

次に、CD163 受容体のリガンドであるハプトグロビン-ヘモグロビン複合体が、LPS 刺激単球

と NRBC の非接触共培養において抗炎症機能を介するかどうかを解析した。ELISA 法を用いて培

養液中のハプトグロビン濃度を測定したところ、培養液中のハプトグロビン濃度が有意に上昇

していることがわかった（P <0.01）。NRBC とは対照的に、RBC はハプトグロビン産生を誘導し

なかった（図 3A）。さらに、ハプ

トグロビン遺伝子（HP）の mRNA

発現は、共培養後の精製 NRBC で

は有意に増加したが、単球では

増加しなかった（P <0.05、図

3B）。これらの結果から、ハプト

グロビンは NRBC によって産生さ

れることが示唆された。総合す

ると、非接触共培養系における



LPS 刺激単球に対する NRBC の抗炎症作用は、NRBC 由来のハプトグロビンがヘモグロビンと複合

体を形成し、単球の CD163-HO-1 系を活性化することによって媒介されていた。 

（４）データの限界と展望  

本研究では、NRBC からのハプトグロビン合成と分泌の制御機構を解明することはできなかっ

た。健常成人の骨髄由来 NRBC でも、CD45-NRBC におけるハプトグロビン産生経路の相対的活性

化が示されている 7。このことは、NRBC が安定した生理的状態でハプトグロビンを産生し、成

人の骨髄や胎児・新生児の末梢などの造血が活発な領域で、遊離ヘモグロビンによって引き起

こされる炎症を抑制している可能性を示唆している 17。しかし、ハプトグロビンは IL-6 などの

炎症性サイトカインによって血漿中で増加する 18。末梢血中の NRBC の数は、エリスロポエチン

による造血刺激よりも IL-6 に相関して増加する 19。これらの知見は、NRBC が造血環境の恒常

性を維持するだけでなく、宿主にダメージを与えかねないさらなる炎症を抑制するために、炎

症状態においてハプトグロビン濃度を積極的に上昇させることを示唆している。NRBC からのハ

プトグロビンの制御機構と生理的役割に関するさらなる研究が必要である。 

（５）結論 

本研究において、我々は NRBC が単球に対して抗炎症作用を惹起する液性因子を同定した。

我々は、CB 由来の CD45-NRBC が、炎症状態においてハプトグロビンを分泌し、CD163-HO-1 系を

活性化し、IL-10 産生を誘導することによって、食細胞に免疫制御を及ぼすことを観察した。

NRBC からの免疫抑制性ハプトグロビンの分泌は、造血が活発な場合に一定の割合で生じる無効

造血から漏出する遊離ヘモグロビンによる炎症の誘発を抑制するための合理的なメカニズムで

あると思われる 17。さらに、末梢 NRBC 数は新生児敗血症の発症および炎症性疾患の重症度と相

関している。同様に、PMA 刺激活性化好中球はハプトグロビンを放出することが知られている
21。したがって、NRBC はハプトグロビンを分泌することによって、全身性の炎症を積極的に抑

制している可能性がある。NRBC からのハプトグロビンの制御機構と生理的役割に関するさらな

る研究が必要である。 
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