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研究成果の概要（和文）： 
1.TNF-α欠損におけるサイトカイン産生  
TNF-αKO では Wild type マウスに比し 0ng/ml,0.1ng/ml,1ng/ml で明らかに減少を示した。 
2.TNF-α及び IL-6 の中和の検討 
(1)TNF-α濃度はコントロールに比べ、mAb IL-6 では約半減値を示した。mAb TNF-α添加と
rIL6+rTNF-αを添加では有意な減少が認められた。(2)IL-6 濃度はコントロールに比して、mAb 
TNF-α添加では約 2割を示した。mAb IL-6 添加では更に半減を示した。rIL6+rTNF-αを添加で
は有意な減少が認められた。 
3.Western BlottingによるSTAT3活性はWild Typeに比較し、TNF-αKOで有意に陽性となった。
rIL6 添加した STAT3 活性は Wild Type も TNF-αKO でも陰性となった。SOCS3 活性は Wild Type
も TNF-αKO でも陰性となった。rIL6 添加した SOCS3 活性は Wild Type も TNF-αKO でも陰性と
なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
1. Cytokine production in TNF-α deficiency 
In TNF-αKO, an appreciable decline was observed at 0ng/ml, 0.1ng/ml, and 1ng/ml 
compared to wild type mice. 
2. Investigation into the neutralization of TNF-α and IL-6 
(1) TNF-α concentration exhibited a decline to approximately half the value at mAb IL-6 
compared to the control. A significant decline was observed with the addition of mAb TNF-α 
and rIL6+rTNF-α. (2) IL-6 concentration exhibited approximately 20% with the addition of 
mAb TNF-α compared to the control. A further decline by half was exhibited with the 
addition of mAb IL-6. A significant decline was observed with the addition of rIL6+rTNF-α. 
3. STAT3 activation due to Western Blotting was significantly positive regarding TNF-αKO 
compared to the Wild Type. STAT3 activation with the addition of rIL6 was negative 
regarding both Wild Type and TNF-αKO. SOCS3 activation was negative regarding both 
Wild Type and TNF-αKO. SOCS3 activation with the addition of rIL6 was negative 
regarding both Wild Type and TNF-αKO. 
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１． 研究開始当初の背景 
敗血症(Sepsis)は国際的に年々増加傾向にあ
り、その治療に決定的なものはない。 
 
２． 研究の目的 
Sepsis において有効な感染防御反応を誘導

するには、感染初期に産生された炎症性サイ

トカインと抗炎症性サイトカインのバラン

スの制御機構の解明が非常に重要である。

IL-6 KO マウスを用いて Sepsis における

STAT3およびSOCS3発現を検討することに

より TNF-α/IL-6 バランスを検討し、Sepsis
を制御する機構を解明することにより、治療

へ発展させ、Sepsis を抑止することを目的と

する。 
３． 研究の方法 
研究にはC57BL/6マウス（Wild Type）、TNF-
αKOマウス（いずれも8-12週齢）を用いる。

TNF-αKO マウスより採取した腹腔マクロ

ファージおよび骨髄樹状細胞に rTNF-αを

O, 0.1, 1, 10, 100ng/ml 投与しさらに 2 時間

後 LPS 1μg/ml 投与、24 時間後に ELISA 法

で IL-6 の濃度を検討する。Wild Type り採取

した腹腔マクロファージおよび骨髄樹状細

胞を投与なし、コントロール IgG, mAb TNF-
α10μg と mAb IL-6を 10μg づつ投与した

3 群に LPS 1μg/ml 投与し、TNF-αは 12 時

間後、IL-6 は 24 時間後に濃度を検討する。

さらに敗血症病態におけるSTAT3とSOCS3
の活性化の検討を行う。 
 
４． 研究成果 

まず、骨髄樹状細胞に関する基礎実験を行い、

以下の治験を得た。 

・ 精製した DC は purity 90.72%とまずまず

であった。  

・ 回収直後の DC(immature DC)は、副刺激

分子・MHC クラスⅡ分子とも ほとんど発現を

認めていない。  

・ LPS1.0μg/ml 刺激により、CD40・CD86・ 

I-Ab(MHC クラスⅡ)ともに 12 時間~24 時間

にかけて 発現の peak を認めた。 

 
そこで敗血症病態における TNF-α/IL-6 バラ

ンスの検討として、以下の項目を検討した。 

 
１．TNF-α欠損における IL-6 産生に与える

影響の検討 

   (1)TNF-αKO マウスから採取した骨髄

樹状細胞にLPS 1μg/ml投与し 0,6,10,24,48時
間毎に TNF-α、IL-6 の濃度を検討した。 

 ①TNF-α 
TNF-αは 12hr をピークに約 7200 pg/ml と推

移し、48hr では約 2500pg/ml を認めた。 
②IL-6 
IL-6 は 12hrs で 100000 pg/ml と右肩上がりに

増加したが、48hr で 120000 pg/ml と推移し増

加率が減少したが、peek out を認めなかった。 
(2)TNF-αKO マウスおよび Wild Type よ   

り採取した骨髄樹状細胞 に LPS 1μg/ml 投
与し 0,6,10,24,48 時間毎に TNF-α濃度を検討

した。 
TNF-αKO (Knock out)マウスでは LPS 1 μ

g/ml 投与しても 6hr で 136 pg/ml と検出され

ているが、それ以外ではほとんど反応がなか

った。Wild type (WT)マウスでは 0hr ではほぼ

0pg/ml であったが、12hr で 5558 pg/ml をピ

ークに 48hrs では 2993 pg/ml と推移した。    
(3) TNF-αKO マウスより採取した骨髄状細

胞に rTNF-αを O, 0.1, 1, 10, 100ng/ml 投与し

さらに 2 時間後 LPS 1μg/ml 投与、24 時間後

に ELISA 法で TNF-αの濃度を検討した。 
 
TNF-αに関しては、Wild type マウスでは濃度

非依存性に 13731 pg/ml (0ng/ml), 20055 pg/ml 
(100ng/ml)増加傾向を示したが、TNF-αKO 
(Knock out)マウスではほぼ濃度依存性に推移

し、25 (0 ng/ml), 133 (0.1 ng/ml), 2169 (1 ng/ml), 
7283 (10ng/ml), 21489 (100 ng/ml)を示し、Wild 
type マウスに比べて TNF-αKO (Knock out)マ
ウスでは 0ng/ml, 0.1 ng/ml, 1 ng/ml で明らか

に減少を示した。 
 

２．TNF-αおよび IL-6 の中和の TNF-α、IL-6
産生に与える影響の検討 
Wild Type より採取した腹腔マクロファージ

および骨髄樹状細胞を投与なし、コントロー

ル IgG, mAb TNF-α10μg と mAb IL-6 を 10
μgづつ投与した3群にLPS 1μg/ml投与し、

TNF-αは 12 時間後、IL-6 は 24 時間後に濃度

を検討した。 
(1)TNF-α 
 TNF-α濃度は投与なしが 6158 pg/ml 
(12hrs), 2302 pg/ml (24hrs)、コントロール IgG 
添加が 4085 pg/ml (12hrs), 3731 pg/ml (24hrs)



 

であったのに対して、mAb IL-6 を添加したも

のは 499 pg/ml (12hrs), 1478 pg/ml (24hrs)を示

した。また、mAb TNF-α添加したものは 314 
pg/ml (12hrs), 296 pg/ml (24hrs)と更に低値を

示した。最後に rIL6+rTNF-αを添加したもの

は 243 pg/ml (12hrs), 242 pg/ml (24hrs)とコン

トロールと比較し TNF-α発現の有意な減少

が認められた。 
(2)IL-6 
 IL-6 濃度は投与なしが 89693 pg/ml (12hrs), 
60200 pg/ml (24hrs)、コントロール IgG 添加

が 91760 pg/ml (12hrs), 113440 pg/ml (24hrs)で
あったのに対して、mAb TNF-αを添加したも

のは 14570 pg/ml (12hrs), 17575 pg/ml (24hrs)
を示した。また、mAb IL-6 を添加したものは

7135 pg/ml (12hrs), 7710 pg/ml (24hrs)と更に低

値を示した。最後に rIL6+rTNF-αを添加した

ものは 6110 pg/ml (12hrs), 7005 pg/ml (24hrs)
とコントロールと比較し IL-6 発現の有意な

減少が認められた。 
 
３．Western Blotting により敗血症病態におけ

る STAT3と SOCS3の活性化の検討を行った。 
 
Wild Type, TNF-αKO マウスより採取した骨

髄樹状細胞に rTNF-αを1μg投与したものに

それぞれ Western Blotting により STAT3 を検

討した。 
結果は STAT3 活性は Wild Type に比較し、有

意にTNF-αKOマウスより採取した骨髄樹状

細胞で陽性となった。 
また、Wild Type, TNF-αKO マウスより採取

した骨髄樹状細胞に rIL6 を 1μg 投与したも

のにそれぞれ Western Blotting により STAT3
を検討した。 
結果は STAT3 活性は Wild Type も TNF-αKO
マウスより採取した骨髄樹状細胞でも陰性

となった。 
Wild Type, TNF-αKO マウスより採取した骨

髄樹状細胞に rTNF-αを1μg投与したものに

それぞれ Western Blotting により SOCS3 を検

討した。 
結果は SOCS3 活性は Wild Type も TNF-αKO
マウスより採取した骨髄樹状細胞でも陰性

となった。 
また、Wild Type, TNF-αKO マウスより採取

した骨髄樹状細胞に rIL6 を 1μg 投与したも

のにそれぞれ Western Blotting により SOCS3
を検討した。 
結果は SOCS3 活性は Wild Type も TNF-αKO
マウスより採取した骨髄樹状細胞でも陰性

となった。 
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