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研究成果の概要（和文）： 

我々は潰瘍性大腸炎の末梢血好中球が異常に活性化された状態であり、これら異常白血

球を白血球除去カラムで除去することで、過剰な好中球反応を抑制し術後手術部位感染を低下

させることを報告した。また、クローン病においても同様に末梢血好中球が異常に活性化され

ていることを確認した。 
今回、クローン病術後感染性合併症制御を目指し、周術期の好中球機能プロファイルを

解析し、術後白血球除去カラムの意義を検討した。 
クローン病患者の末梢血好中球と大腸菌と共培養ではアポトーシスはコントロールに比

べ有意に低く、アポトーシスが抑制されている可能性が示唆された。一方、ネクローシスは有

意に高かった。末梢血中好中球数とネクローシスは有意な負の相関を示した。潰瘍性大腸炎で

の検討では、白血球除去カラムによりアポトーシス/ネクローシス比の上昇やネクローシス低下

が誘導された。白血球除去カラムはネクローシスをきたしやすい状態の好中球を除去している

可能性が示唆された。潰瘍性大腸炎の好中球は、健常人と比べ、OPA1、SH3GLB1、BCL2A、

BNIP2、BIRC1 などのアポトーシスを制御または抑制する遺伝子の発現が高く、Real-time 
PCR による validation 結果も同様であった。 

以上より、IBD 周術期 LCAP 使用は、necrosis により様々な炎症メディエーターやサイ

トカインを放出する可能性のある好中球の割合を減少させることで、術後感染性合併症の制御

に有用である可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We previously reported that ulcerative colitis (UC) patients had excessively activated 
neutrophils which were less apoptotic and more necrotic by co-cultured with Escherichia 
coli (E. coli). Postoperative leukocyte removal therapy (leukocytapheresis: LCAP) reduced 
the rate of surgical site infection (SSI) in UC patients. LCAP may inhibit excessive immune 
response due to excessively activated neutrophils.  

In this study, we examine the induction rate of viable neutrophils, apoptotic cells, 
necrotic cells and secondary necrotic cells after co-culture with E. coli to explore the 
functional profile of neutrophils of Crohn’s disease (CD) patients.  

The induction rate of apoptotic cells after co-culture with E. coli was significantly 
lower in CD patients than that of control, suggesting that neutrophils of CD patients are 
likely to suppress apoptosis induction when exposed by bacteria. In contrast, the induction 
rate of necrotic cells after co-culture with E. coli was significantly higher in CD patients 
than that of control, suggesting that neutrophils of CD patients are likely to induce 
necrosis when exposed by bacteria. Preoperative LCAP significantly increased the ratio of 
apoptosis to necrosis after co-culture with E. coli in UC patients. Postoperative LCAP 
significantly decreased the rate of necrosis after co-culture with E. coli in UC patients. 

These results suggested that LCAP may remove the neutrophils which are likely to 
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induce necrosis when exposed by bacteria. The cDNA microarray analysis showed that 
neutrophils obtained from UC patients had significantly higher expression in apoptosis 
related genes such as OPA1, SH3GLB1, BCL2A, BNIP2, and BIRC1.  
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１．研究開始当初の背景 

白血球除去療法（ leukocytapheresis: 
LCAP）は、血液中の活性化した白血球（顆
粒球、単球、リンパ球）をフィルターによる
吸着で取り除き、炎症を抑制する治療法で、
2001 年より潰瘍性大腸炎（ulcerative colitis: 
UC）で、2010 年よりクローン病（Crohn’s 
Disease: CD)で保険適応となり広く用いられ
ている。LCAP の抗炎症作用の詳細なメカニ
ズムは不明であるが、末梢血中の炎症に関与
していると考えられる白血球を除去し、骨髄
から新たな好中球を動員させ生体をリセッ
トすると考えられている。 

我々のデータでも、UC 患者の末梢血好
中球は健常人と比べ、大腸菌との共培養によ
る好中球機能解析で、apoptosis 誘導の抑制
と necrosis の亢進を認め、組織障害の原因と
なる炎症メディエーターやサイトカインを
放出しやすい状態にあることを証明した。さ
らに、そのような状態は UC 手術後の末梢血
好中球においても同様であった。 

同一UC患者においてLCAP施行前後の
好中球機能解析を行うと、LCAP 施行後の
apoptosis/necrosis 比は 有意に上昇し、
necrosis (%)は有意に低下していた。すなわ
ち、LCAP は非選択的な（末梢血中すべての）
白血球除去であるものの、細菌感染時に
necrosis をきたしやすい状態の好中球を除去
している可能性が示唆された。 

炎症性腸疾患（ inflammatory bowel 
disease: IBD）手術は消化管外科手術の中で
も、Contaminated operation（準無菌手術）
または Dirty operation（汚染手術）となるこ
とが多く大腸菌を中心とした細菌暴露の頻
度が高くなり、術後感染性合併症の発症は非
常に高率である。抗生剤、膿瘍ドレナージ等
の一般的治療に抵抗し敗血症、敗血症性ショ
ックに至る例も多く、その制御は喫緊の課題
である。 

これまでに我々は報告してきたデータ
は、LCAP により潜在的な機能不全（細菌刺
激による apoptosis 抵抗性または necrosis 誘
導性）状態の好中球を除去することで過剰な

好中球反応（免疫反応）を抑制し術後感染性
合併症の発症を抑えることができる可能性
を示した。実際、preliminary study である
が LCAP 施 行 群 の 術後 手 術 部 位感 染
（surgical site infection: SSI）が有意に低率
であることを報告した。 

以上より、CD の術後感染性合併症制御
を目指し、CD 周術期の好中球機能プロファ
イルを解析し、術後 LCAP 導入の意義を検討
する必要があると考えた。 

 
２．研究の目的 

今回、CD の術後感染性合併症制御を目
指し、CD 周術期の好中球機能プロファイル
を解析し、術後 LCAP 導入の意義を検討した。 
３．研究の方法 
CD 患者末梢血から好中球を分離後、大腸菌と
共培養し、viable neutrophil, apoptosis, 
necrosis, secondary necrosisの割合を Flow 
Cytometer (FACS)で解析し、白血球数、好中
球数、CRP, 末梢血中好中球エラスターゼ
(neutrophil elastase: NE)、共培養時の上
清中 NEとの関連を検討した。 
好中球分離 
[1] 患者より採取した末梢血を PBSにて 1：
1 に希釈する。 
[2] 希釈したサンプルを Ficoll-Paque 
PLUS(stemcell社)上に重層し、600g、30分
遠心分離する。 
[3] 血清、単核球、Ficoll-Paque PLUSの層
を除去し、残った赤血球、好中球の層に ACK 
lysing buffer(stemcell社)を加え、溶血さ
せる。 
[4] 溶血したサンプルを遠心後、PBSにて洗
浄を行なう。 
[5] 洗浄後のサンプルに StemSep 
Granulocyte Enrichment Cocktail(stemcell
社)を加え、氷上にて 30分 incubate する。 
[6] incubateしたサンプルに磁気コロイド
を加え、さらに氷上で 30 分 incubate する。 
[7] サンプルを磁気カラムに通し
(standard StemSep Protcol)好中球をネガテ
ィブセレクションにて分離する。 



大腸菌と分離好中球との共培養 
大腸菌(ATCC25922：2.5×106 CFU/ml)と分離
好中球(2.5×105/ml)を共培養し、3 時間後の
好中球と上清をそれぞれ用いた。 
Flow cytometory 
Annexin V-FITC Apoptosis Kit (BioVision, 
Inc.CA, USA)を用い、大腸菌共培養後の
viable neutrophil, apoptosis, necrosis, 
secondary necrosisの割合(%)を Flow 
cytometoryで測定した。 
ELISA 
患者末梢血中及び大腸菌共培養後上清中
Neutrophil elastaseは ELISA kit 
(Immunodiagnostik, Bensheim, Germany)に
て測定した。 
トランスクリプトーム解析 
UCと健常者それぞれの好中球より RNAを抽出
し、amino-allyl RNA amplification Kit 
(Sigma-Aldrich Japan K.K, Ishikari, 
Japan) にて増幅。AceGeneR Human Oligo Chip 
(Hitachi Software Engineering Co., Ltd)
を用い、UC患者と健常人の好中球の遺伝子発
現プロファイルを比較し、過剰な活性化に関
与する遺伝子を同定した。 
 
４．研究成果 
CD 患者の好中球機能プロファイル 

大腸菌と共培養後の apoptosis (%)は
controlに比べ CDでは有意に低く（P=0.0171）
（図１）、apoptosis 誘導が抑制されている可
能性が示唆された。一方 necrosis (%)は有意
に高く（P=0.0296）（図 2）、CD 患者では
necrosis をきたしやすい状態である可能性
が示唆された。Secondary necrosis も CD で
は有意に低かった（P=0.0281）（図 3）。末梢
血中 NE と大腸菌と共培養後の necrosis (%)
に関連はなかったが、末梢血中好中球数と
necrosis(%)は有意な負の相関を示した（r=
－0.49, P=0.0238）（図 4）。 
図 1． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 2． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
LCAP による好中球機能プロファイル変化 
UC術前 LCAP施行は apoptosis/necrosis比を
有意に上昇させた（apoptosis↑、necrosis
↓）。また、UC術後 LCAP施行は necrosis (%)
を有意に低下させた(P=0.0458)。すなわち、
LCAP は necrosis をきたしやすい好中球を除
去している可能性が示唆された。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
IBD 患者の好中球トランスクリプトーム解析 
UC 患者の好中球は健常人と比べ、OPA1、
SH3GLB1 、 BCL2A 、 BNIP2 、 BIRC1 な ど の
apoptosis を制御または抑制する遺伝子の発
現が高く、Real-time PCRによる validation
結果も同様であった。 
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