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研究成果の概要（和文）：白血球（好中球及び単球）には様々な TLRが発現し、自然免疫にお

いて重要な役割を果たしている。TLRを介する細胞活性化機構は多くの知見が得られているが、

この機構を「正または負に制御する機構」についての研究は進んでいない。ヒト好中球及び単

球で LPS 刺激により TNF-α及び IL-8 を産生するが、G-CSF は JAK2/STAT3 依存性に抑制

する。TNF-α及び IL-8遺伝子のプロモーター領域の部分欠失コンストラクトを作成し、ATP、

G-CSF、Dibutyryl cyclic AMP による制御領域が転写開始点近くにあることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：Leukocytes (neutrophils and monocytes) express various TLR(s) and 

have played the important role in the innate immune system that defense against invading 

bacteria, fungi. Although there are many insights about the cell activation mechanism 

through TLR, there are few researches on "the mechanism controlled TLR-signaling 

positively or negatively". Upon LPS stimulus human neutrophils and monocytes produce 

TNF- and IL-8, and G-CSF suppresses these responses via JAK2/STAT3. We constructed 

partial deletion mutants of the promoter region of TNF- and IL-8 gene, and we found out 

that the control domain by ATP, G-CSF, and Dibutyryl cyclic AMP was near the 

transcription start site.  
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１．研究開始当初の背景 

白血球（好中球及び単球）には様々な TLR

（Toll-like receptor）が発現し、自然免疫に
おいて重要な役割を果たしている。TLRを介
する細胞の活性化機構については多くのこ
とが明らかになってきており、その機構も好
中球と単球では細胞特異的な相違が認めら
れている。TNF-や IL-8 などの炎症性サイ
トカインの産生に関しては NF-B の重要性

が明らかになっている。申請者が属する研究
グループは、NF-B に加え MAPK（ERK、
p38及び JNK）も炎症性サイトカインの産生
に重要な役割を果たしていることを明らか
にしている。しかし、この機構を「正または
負に制御する機構」についての研究は進んで
いない。特に、炎症や組織傷害を制御する観
点から生理的因子による「負の制御機構」の
解明は極めて重要である。 
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白血球（好中球及び単球）には様々な TLR

（Toll-like receptor）が発現し、自然免疫に
おいて重要な役割を果たしている。TLRを介
する細胞の活性化機構については多くのこ
とが明らかになってきており、その機構も好
中球と単球では細胞特異的な相違が認めら
れている。TNF-や IL-8 などの炎症性サイ
トカインの産生には NF-B が重要な役割を
果たしている。申請者が属する研究グループ
は、NF-B に加え MAPK（ERK、p38 及び
JNK）も炎症性サイトカインの産生に深く関
与することを明らかにしているが、NF-Bと
MAPK のクロストークについては不明な点
が多い（ Am. J. Physiol. Cell Physiol. 

286:C1302, 2004; Arch. Biochem. Biophys. 

495:144, 2010）。 

自然免疫を活性化するダメージ関連分子
パターン（DAMP）が自身の細胞内に存在し、
細胞損傷により放出されることがある。
DAMP のひとつである ATP は、細胞の崩壊
によるばかりでなく、様々な刺激に反応して
積極的に細胞外に放出され、パラクリン及び
オートクリン機構によって多くの細胞機能
を制御している。好中球においては、走化性
因子の刺激によって運動の先進部で ATP が
放出され、ATPは P2Y2受容体を介して運動
の方向性の制御に関与している（Science 

314:1792, 2006）。また、ATPは P2Y11受容
体を介して細胞内 cyclic AMP（cAMP）を増
加させることによって好中球の生存を維持
している（J. Immunol. 179:8544, 2007）。さ
らに、ATPはヒト好中球をプライミングして、
活性酸素の産生を亢進することが知られて
いる。そこで、LPS刺激によって誘導される
ヒト好中球からの TNF-と IL-8 産生に及ぼ
す ATP の作用を解析した。予想に反して、
ATPが LPS刺激によって誘導される TNF-

産生を極めて強く抑制することが判明した。 

G-CSF は造血前駆細胞に作用して好中球
系細胞への増殖・分化を特異的に促進し、さ
らに好中球の機能を亢進する造血因子と考
えられてきた。しかし、最近の研究から
G-CSFには免疫制御作用もあり、生体に投与
すると Th2 優位になることが明らかになっ
ている。ヒト単球に対しては、G-CSFが LPS

（TLR4 agonist）刺激によって誘導される
TNF-の産生を JAK2/STAT3 依存性に抑制
することを明らかにしている（Am. J. 

Physiol. Cell Physiol. 286:C1302, 2004）。ま
た、ヒト好中球においても、G-CSF が LPS

及び Pam3CSK4（TLR2 agonist）刺激によ
って誘導される TNF-及び IL-8 の産生を
JAK2/STAT3 依存性に抑制することを明ら
かにしている（Arch. Biochem. Biophys. 

495:144, 2010）。さらに、JAK2/STAT3は好
中球の生存維持にも重要であることを明ら
かにしている（J. Leukoc. Biol., 78:301, 

2005）。これらの結果は、G-CSFには多面的
な作用があること、すなわち、好中球数を増
加させ、また、好中球の貪食・殺菌能を亢進
することによって細菌感染に対する生体防
御能を増強させると共に、TLR刺激による炎
症性サイトカインの産生を抑制することに
よって炎症を負に制御していることを示し
ている。一般に、STAT3の活性化は免疫系に
抑制的に作用することが知られているが、
STAT3 活性化の下流で生じる反応について
は多くの系において不明な点が多く、炎症性
サイトカインの産生抑制機序についてはほ
とんど明らかになっていない。興味深いこと
に、ATPは G-CSFと異なり、LPS刺激によ
り誘導される IL-8の産生には影響を与えず、
TNF-の産生を特異的に抑制した。また、
ATPとG-CSFを併用すると相加的にTNF-

の産生を抑制した。このことは、ATP と
G-CSF の作用機序が異なることを示してい
る。予備的な実験から、ATP の抑制作用は
P2Y11 受容体及び細胞内 cAMP の増加を介
していると考えている。さらに、GM-CSF同
様（Arch. Biochem. Biophys. 495:144, 2010）、
IFN-と IFN-がLPS刺激によって誘導され
る TNF-産生を強く増強し、この増強作用が
ATP 及び G-CSF により阻害されることを見
出した。 

上図 G-CSF と ATP による TLR シグナ
ルの負の制御：まだ明らかになっていない灰
色の部分を解明することを目的とする。 

生理的因子による TLR シグナルの「負の
制御機構」の解明は、病態の理解のみならず
急性炎症による組織傷害の防御手段の開発
に重要である。また、「負の制御機構」の破
綻が炎症の慢性化の基礎にあると考えられ、
本研究課題は慢性炎症への進展に対する防
御手段（治療薬剤）の開発にも重要である。
さらに、本研究課題はマウスではなくヒトの
系を用いる点にも特徴がある。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、ヒト白血球（好中球及び単
球）における G-CSF/STAT3 及び ATP/P2Y

による TLR シグナルの負の制御機構を明ら



 

 

かにすることを目的とする。 

（１）G-CSF/STAT3 の活性化は TNF-と
IL-8 の産生を共に抑制する。一方、
ATP/P2Y11/cAMP は TNF-の産生を強く抑
制するが、IL-8 の産生には影響を与えない。
このことは、TNF-と IL-8 の産生制御機構
に明らかな相違が存在することを示してい
る。そこで、TNF-と IL-8 遺伝子のプロモ
ーターを詳細に解析し、STAT3 と cAMP に
よるこれらの遺伝子の活性化制御機構の相
違を明らかにする。その上で、STAT3 と
cAMP による TLR シグナルの「負の制御機
構」を明らかにする。 

（２）GM-CSF、IFN-及び IFN-は LPS刺
激によって誘導されるヒト好中球からの
TNF-産生を強く増強する。しかし、この「正
の制御機構」についてもその分子機序は不明
であり、STAT3 と cAMP による「負の制御
機構」との関連も全く不明である。そこで、
これらのサイトカインによる「正の制御機
構」を明らかにし、「負の制御機構」との関
連（クロストーク）を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）TNF-と IL-8遺伝子のプロモーター解
析：hTLR4a、MD2、CD14及び G-CSFR/gp130キ
メラ受容体（G-CSF刺激で STAT3が特異的に
活性化）を発現させた HEK293細胞
（293-hTLR4A-MD2- CD14-G-CSFR/gp130細胞）
を用いて、STAT3と cAMPによる TLRシグナル
の「負の制御」、並びに TNF-と IL-8遺伝子
のプロモーター活性の制御機構とその相違
を明らかにする。 
（２）ヒト好中球を用いて、G-CSF/STAT3及
び ATP/P2Y11/cAMPによる TLR4シグナルの
「負の制御」と炎症性サイトカイン産生抑制
との関連を明らかにする。 
（３）ヒト好中球及び上記の HEK293細胞を
用いて、GM-CSF、IFN-及び IFN-による TLR4
シグナルの「正の制御」と炎症性サイトカイ
ン産生増強との関連を明らかにする。その上
で、正と負の制御機構の関連を明らかにする。 
 
４．研究成果 
白血球（好中球及び単球）には様々な TLRが
発現し、自然免疫において重要な役割を果た
している。TLR を介する細胞活性化機構は多
くの知見が得られているが、この機構を「正
または負に制御する機構」についての研究は
進んでいない。ヒト好中球及び単球で LPS刺
激により TNF-α及び IL-8 を産生するが、
G-CSFは JAK2/STAT3依存性に抑制する。一方、
ATP は TNF-α産生を抑制したが IL-8 産生は
抑制しなかった。また、ATPは単独で IL-8産
生を誘導した。この ATP の作用は Dibutyryl 
cyclic AMPで再現出来るので、P2Y受容体を
介した制御機構の関与が示唆される。サイト

カイン産生の制御は mRNA レベルで生じてい
るので、TNF-α及び IL-8 遺伝子のプロモー
タ ー 領 域 の 解 析 を 行 っ た 。
293-hTLR4A-MD2-CD14 細胞での LPS 刺激によ
る NF-κB の活性化を検出し、TLR4 からのシ
グナル伝達を確認した。TNF-α及び IL-8 遺
伝子のプロモーター領域により発現制御さ
れる Luciferase 遺伝子を持つコンストラク
トを作成し、上記細胞での LPS による
Luciferase活性の誘導を検出した。各プロモ
ーター領域の部分欠失コンストラクトを作
成し、ATP、G-CSF、Dibutyryl cyclic AMPに
よる制御領域が転写開始点近くにあること
を見出した。本研究業績がヒト白血球（好中
球及び単球）における G-CSF/STAT3 及び
ATP/P2Y による TLR シグナルの負の制御機構
の解明につながることを期待している。 
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