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研究成果の概要（和文）：TREM-1は、単球・マクロファージにおいて膜受容体として炎症性サイトカイン産生を誘導し
て炎症反応を増強するが、リガンドは不明である。好中球から放出された網目状構造物NETsがマクロファージを活性化
することから、好中球NETsの構成成分中のTREM-1リガンドの同定を試みた。
　TREM-1-GST融合タンパク質と、好中球様に分化誘導させたHL-60細胞から得た核タンパク質をGST-pull down assayに
供し、TREM-1と結合する分子を検索した。その結果、約72 kDaの分子が特異的にTREM-1と結合した。この分子について
現在質量分析による同定およびリガンド活性の測定を行っている。

研究成果の概要（英文）：TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1) plays a role in 
inflammation by augmenting inflammatory responses via the production of proinflammatory cytokines in 
macrophage. Although natural TREM-1 ligands have not been identified, flow cytometrical analyses of the 
binding of labeled-recombinant TREM-1 suggest that TREM-1 ligands are expressed on neutrophils. Recent 
studies have demonstrated that neutrophil extracellular traps (NETs) was released from neutrophil to 
activate macrophage. Here we attempted to identify a potential TREM-1 ligand in the components of NETs.
HEK293 cells lysate of over-expressing TREM-1-GST fusion protein and nuclear extract from the 
neutrophil-like differentiated HL-60 cells were subjected to GST-pull down assay. As a result, about 72 
kDa molecules were specifically bind to TREM-1. At present, these molecules were identified by mass 
spectrometric analysis, and measured ligand potency.

研究分野：生化学

キーワード： TREM-1　Ligand　好中球　マクロファージ　好中球NETs
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 TREM-1 (triggering receptor expressed on 
myeloid cells-1) は単球・マクロファージや
好中球で発現する炎症性受容体として知

られているが、その活性化メカニズムはい

まだに不明である。TREM-1 発現は細菌感
染により亢進され、敗血症マウスモデルに

おける抑制性ペプチド（TREM-1 の部分ペ
プチド：LP17）による TREM-1 の阻害は、
マウスモデルの死亡率を改善することが

知られている。 
	
 TREM-1 に対するリガンドが不明なこと
から、TREM-1 による細胞内応答はアゴニ
スト作用を有するTREM-1抗体を利用して
研究されており、細胞内シグナル伝達を仲

介する DAP12（DNAX protein of 12 kDa）
を介したシグナル伝達によって細胞の活

性化、サイトカイン産生、炎症応答の増幅

を誘導が誘導される。 
	
 TREM-1の機能や TREM-1自身の疾患と
の関連性をより理解するためには、

TREM-1 の生理的リガンドの同定を必要と
する。 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、現在までに単離されて

いない TREM-1 の生理的リガンドを同定
することを目的とする。これまでに、

TREM-1が好中球に結合することから、好
中球細胞表面に TREM-1 のリガンド分子
が存在すると考えられてきた。そこで、好

中球成分より TREM-1 のリガンド分子の
探索・同定を試みる。 
また、TREM-1 リガンド候補分子を同定した

後、それらのリガンド活性を測定する。そのた

めの実験系を確立する。 
 
３．研究の方法 
	
 
抗体や試薬など	
 
抗 GST抗体を MBL社より購入した。抗

TREM-1 抗体を R&D より購入した。
X-tremeGENE HP DNA トランスフェクシ
ョン試薬を Roche より購入した。LPS を
（E.coli O111: B4）シグマ社から購入した。
活性型ビタミンD3をSantaCruz社より購入
した。GST 発現プラスミド pGEX-4T-3 を
GE healthcare より購入した。 NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Regents
を Thermo 社より購入した。PluriBeads 
CD11bおよび Ly6Gを PluriSelect社より購
入した。ヒト IL-1β ELISA kit を ebioscience
社より購入した。ワンステップ CBB 染色
液をバイオクラフト社より購入した。 
	
 

細胞培養	
 
HEK293細胞およびヒト単球系細胞 THP-１
は 10% FBS、100 units/mL ペニシリン、
100mg/mLストレプトマイシンを含む DMEM
培地で維持した。ヒト骨髄性白血病細胞
HL-60、ヒトマクロファージ系細胞 J774およ
びマウスマクロファージ系細胞 RAW264.7は
10% FBS、100 units/mLペニシリン、100mg/mL
ストレプトマイシンを含む RPMI-1640 培地
で維持した。 

HL-60（1×107 個）を 150mm ディッシュに
播種した。培地に 1.25％DMSO（dimethyl 
sulfoxide）を添加し 7 日間培養して、顆粒球
様に分化誘導させた。二日おきに培地交換し、
最終的に 2×107 の顆粒球様HL-60細胞を得た。	
 
 
RT-PCR 

THP-1細胞（1×106 個）を 35 mmディッシ
ュ に播種・培養した後、分化誘導剤の活性
型ビタミン D3 （VtD3, 100 nM）で 48時間、
および LPS（100 ng/ml）で 24 時間刺激し、
細胞を回収した後 total RNAを調製した。そ
の後、RT-PCR法によって TREM-1 mRNA発
現レベルを測定した。 
	
 
ELISA 

J774 細胞（1×10４ 個）を 96 well プレート
に播種した後、VtD3 （100 nM）、LPS （100 
pg/ml） および抗 TREM-1アゴニスト抗体（5 
µg/ml）で 24時間培養し、上清を ELISAのサ
ンプルとした。ELISA にはヒト IL-1β ELISA 
kit を用い、取扱説明書に従って行った。 
	
 
TREM-1発現プラスミド作成	
 
マウス TREM-1全長（TREM-1-full）の cDNA
を RAW264.7細胞の mRNAより PCRにて増
幅し、pcDNA3 ベクターにサブクローニング
した（pcDNA3TREM-1）。GST の cDNA を
pGEX-4T-3より増幅し、pcDNA3ベクターに
サブクローニングした（ pcDNA3GST）。
TREM-1全長のC末端にGSTを融合させたキ
メラタンパク質を発現するプラスミド、
pcDNA3 TREM-1-GSTを作成した。 
	
 
好中球の単離	
 

C57BL/6 マウスから採血し全血を得た。全
血 1000 µlに対して 40 µlの PluriBeads CD11b
あるいは Ly6Gを混ぜ、室温で 30分間ローテ
ーターを用い穏やかに反応させた。
S-pluriStrainerを 50mL遠沈管に設置し、サン
プルを流し込んだ後、2 mlの wash bufferで洗
浄した。S-pluriStrainerを新たな 50mL遠沈管
に設置し、1 mlの detachment bufferでビーズ
から細胞を回収した。マウスの全血 1000 µl
あたり、およそ 5×105個の細胞を得た。 
	
 
GST-pull down assay 

HEK293 細胞（3×106個）を 100mm ディッ
シュに播種・培養した後に、10 µgの pcDNA3 
TREM-1-GST 、 pcDNA3TREM-1-IgL-GST 、



pcDNA3TREM-1-JM-GST および pcDNA3 
GSTをX-tremeGENE HP試薬を用いてトラ
ンスフェクションした。48 時間培養後、2
回 cold PBSで洗浄、回収した後、lysis buffer
（20mM Tris-HCl pH7.4, 150mM NaCl、1% 
NP40、 25% グリセロール、 1×complete 
protease cocktail (Roche)）で 4℃、30分イン
キュベートした。サンプルを 500×g、4℃で
5分間遠心分離し、上清を GST融合タンパ
ク質サンプルとして-80℃で保存した。 
顆粒球様に分化させた HL-60細胞あるい
はマウス好中球から、NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Regents を用い説明
書に従って可溶性画分と核抽出液をそれ
ぞれ得た。それぞれの溶液に、等量の buffer
（20mM Tris-HCl pH7.4, 150mM NaCl、50% 
グリセロール、1×complete protease cocktail 
(Roche)）を加え-80℃で保存した。 
	
 GST 融合タンパク質を含むライセート
に Glutathione sepharose 4B（GE healthcare）
ビーズを加え 4℃で 4 時間ローテーターを
用い反応させた。PBS で 3 回洗浄した後、
HL-60細胞あるいは好中球の可溶性画分あ
るいは核抽出液を加え、4℃で一晩ローテ
ーターを用い反応させた。その後 PBSで 3
回洗浄し、サンプルとした。 
一方、TREM-1-GST、TREM-1-IgL-GST、

TREM-1-JM-GSTが結合した sepharoseに対
して、2.5 µg の抗 TREM-1-PE 抗体あるい
はアイソタイプコントロールを 100 µl の
PBS 中で 4℃、1 時間ローテーターを用い
て反応させた。その後 PBSで 3回洗浄し、
サンプルとした。 
	
 なお、細胞抽出液や Glutathione sepharose 
4B 反応後のビーズ、pull-down 後の一部サ
ンプルをウエスタンブロットに供し、サン
プル中の TREM-1-GSTの存在を確認した。 
	
 
SDS-PAGE 

GST-pull down assayを行ったサンプルに
２×SDS sample bufferを加え、98℃で 5分
間インキュベートした。サンプルを 12% 
アクリルアミドゲルで電気泳動し分離し
た。  
	
 
CBB染色  

SDS-PAGE 後のアクリルアミドゲルをワ
ンステップ CBB 染色液を用いて一晩染色
し、その後蒸留水で脱色操作を施した。検
出されたバンドから、対照群と比較して特
異的あるいは多く検出されたバンドを
TREM-1 に結合しうるタンパク質として質
量分析に供した。	
 
	
 
Western blot 

SDS-PAGE 後のアクリルアミドゲルから、
電気泳動により分離したタンパク質をセ
ミドライ式ブロッティング装置（BioRad）
を用いて PVDF膜に転写した。1×Block Ace
（雪印）を含む 1×TBS（20mM Tris-HCl 

pH7.4、 150mM NaCl） - 0.05% Tween-20 
（TBS-T）で、室温で 1 時間インキュベート
し、ブロッキングした。その後、膜を TBS-T
で 3 回洗浄し、抗 GST 抗体（1:200）を含む
TBS-T で、4℃で一晩インキュベートした。
TBS-T で膜を三回洗浄した後、抗ラビット
IgG-HRP（1:2000）を含む TBS-Tで、室温で
2 時間インキュベートした。その後、膜を
TBS-Tで 3回洗浄し、Super Signal West Femto
試薬（Thermo）を用い、ウエスタンブロット
イメージングシステム C-Digit（LI-COR社）
を使用してシグナルを得た。 

GST pull-down assayにおいて擬似的なリガ
ンドとして抗 TREM-1抗体と反応させたサン
プルにおいては、TREM-1 抗体を認識する抗
ラット IgG—HRP を反応させ、その結合を確
認した。	
 
	
 
４．研究成果 	
 
これまでの報告から、TREM-1 はリポ多糖
（Lipopolysaccharide: LPS）による TLR4シグ
ナルと協調して、IL-1βや TNF-αなどの炎症性
サイトカイン産生を増強することが知られ
ている。また、TREM-1 は単球からマクロフ
ァージへ分化・成熟するに従って発現増強さ
れることも明らかにされている（Ref. 1）。本
研究では、TREM-1 リガンドの候補分子を分
離・同定し、そのリガンド活性を調べること
が必要である。TREM-1 発現レベルを高めら
れればリガンドによる刺激が入りやすくな
り、より感度の良いリガンド活性測定法が確
立できるのではないかと考えた。単球・マク
ロファージ系細胞を分化誘導する薬剤とし
て活性化型ビタミン D（VtD3）を用い、単球
系細胞THP-1のTREM-1発現が亢進するのか、
LPS刺激によってさらに TREM-1発現が亢進
するのか RT-PCRによって調べた（Fig. 1）。 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
 その結果、VtD3 処理によって TREM-1 
mRNA発現は有意に亢進した。また、24時間
後から LPS 刺激を施すと、さらに TREM-1
発現が亢進した（Fig.1, Ref. 2）。なお、LPS
の刺激のみでは TREM-1発現は誘導されなか
った。この結果から、単球系細胞において LPS
刺激が起こらなくとも TREM-1の発現誘導が
可能なことが示された。この結果については、
VtD3 による TREM-1 の発現制御メカニズム
についてさらに解析し International Journal of 
Molecular Medicine誌に報告した（Ref. 2）。 

Fig.  1  THP-‐‑‒1 細胞を VtD3（100  nM）や LPS（100ng/ml）で刺刺
激し、TREM-‐‑‒1mRNA発現をRT-‐‑‒PCR法で測定した。  

 



	
 次に、マクロファージ系細胞 J774 を
VtD3や LPSで刺激し、さらに TREM-1ア
ゴニスト抗体を作用させることでサイト
カイン産生が誘導できるのか確かめ、リガ
ンド活性測定法の確立を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 100 pg/mlの低濃度 LPSの存在下におい
て、24時間の VtD3処理と同時に、TREM-1
アゴニスト抗体（anti-TREM-1）処理を施
した場合、IL-1βの放出が観察された。一方、
VtD3処理を施さない場合（Et-OH）や、施
した場合においても 100 pg/mlの LPS刺激
のみでは IL-1βの放出が観察されなかった
（Fig. 2）。この結果から、リガンドである
TREM-1アゴニスト抗体による TREM-1活
性化によってサイトカイン産生が亢進す
ることが明らかになり、VtD3 による
TREM-1発現亢進と低濃度 LPS刺激を施す
ことで、TREM-1 アゴニスト活性を測定す
る実験系が確立できたものと考えている。 
 

TREM-1 のリガンド分子を単離するため
に、TREM-1 全長の C 末端に GST が融合
したキメラタンパク質を発現するプラス
ミドを作成し、HEK293 細胞に TREM-1	
 
-GSTを発現させ、Glutathione sepharose 4B
で精製した。また、擬似的なリガンドとし
て 細 胞 表 面 の TREM-1 を 認 識 す る
anti-TREM-1-PE を反応させた。その結果、
TREM-1-GST 全 長 の 発 現 、 お よ び
Glutathione sepharose による精製を抗 GST
抗体によるウエスタンブロットによって
確認した（data not shown）。さらに sepharose 
上の TREM-1-GST を抗 TREM-1 抗体が認
識することも、抗 TREM-1抗体を認識する
抗ラット IgG-HRP のシグナルで確認した
（data not shown）。以上の実験から TREM-1	
 
-GST を用いることで好中球成分からのリ
ガンド候補分子を単離・同定することが可
能となると考えられた。 
 そこで、マウス好中球や顆粒球様に分化
させた HL-60 細胞の可溶性画分中の
TREM-1結合分子の取得を試みた。しかし、
使用した好中球や HL-60 細胞の可溶性画
分が少なかったためか、TREM-1 に結合す
るタンパク質は見られるものの、安定した
結果は得られなかった。	
 
	
 最近の報告で、好中球から放出された

DNA やヒストンタンパク質を含む網目状構
造物 NETs（neutrophil extracellular traps）が、
細菌を捕獲・殺菌するだけでなくマクロファ
ージを活性化することが見出され、敗血症の
病態における NETs の役割が注目されている
（Ref. 3）。さらに、NETs の構成成分として
知られている HSP-70や HMGB-1がマクロフ
ァージを活性化することが in vitro において
見出されている（Ref. 4）。以上の知見から、
好中球 NETsに含まれる分子が TREM-1リガ
ンドとして働き、マクロファージの活性化を
もたらす可能性を考えた（Fig.3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、大量のタンパク質が必要になるため、
顆粒球様に分化・成熟させた HL-60細胞の抽
出液を用いて TREM-1リガンドの単離・同定
を試みた。Glutathione sepharose 4Bで精製し
た TREM-1-GST あるいは GST と 2×107個の
HL-60 細胞から得た可溶性画分あるいは核抽
出液を用いて GST pull-down assayを行った。 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 その結果、核抽出液のタンパク質において
赤三角（◀）で示された約 72kDa の分子が
TREM-1 と特異的に結合することが示された 
（Fig. 4、レーン 10）。また、可溶性画分ある
いは核抽出液のタンパク質において、赤点（・）

 

 
Fig.   2      J774 細胞を 100pg/ml の LPS 存在下で VtD3 や
TREM-‐‑‒1 アゴニスト抗体で刺刺激し、IL-‐‑‒1β放出を ELISA 法
で測定した。N.D.:検出限界以下  

Fig.  4      TREM-‐‑‒1-‐‑‒GST あるいはGSTと顆粒粒球様に分化・成熟さ
せたHL60細胞の可溶性画分、核抽出液を⽤用いてGST  pull-‐‑‒down  
assay を⾏行行った。電気泳動後アクリルアミドゲルを CBB 染⾊色し
た。◀:TREM-‐‑‒1 に特異異的に結合した分⼦子、・:対照群のGST に⽐比
べ TREM-‐‑‒1-‐‑‒GSTに多く結合した分⼦子。  

Fig.  3   LPS刺刺激された単球・マクロファージ系細胞ではTREM-‐‑‒1
の発現が亢進する。また、好中球由来のリガンド分⼦子が NETs と
ともに放出されTREM-‐‑‒1と結合し、炎症応答を増強する（仮説）。  
        

 



で示された約 55kDaのバンド（可溶性画分、
レーン 8）、約 200kDa、150kDa、65kDa、
43kDa、38kDa の分子（核抽出液、レーン
10）は、対照群の GSTよりも TREM-1-GST
で多く検出されていることから、TREM-1
結合分子の可能性が考えられる（Fig. 4）。
また、GST pull-down に使用した input と
GST pull-down産物を抗 GST抗体によるウ
エスタンブロット分析に供した結果、GST 
pull-down assayが成功していることを確認
した（data not shown）。 
  以上の結果より、TREM-1-GSTを用いて
顆粒球様に分化させた HL-60 細胞の核抽
出液および可溶性画分から、TREM-1 に結
合する可能性のある複数の分子を得るこ
とに成功した。現在これらについて、質量
分析により分子の同定を行っており、前述
のリガンド活性測定法を用いて、TREM-1
リガンドとしての能力を調べたいと考え
ている。 
	
 本研究による TREM-1 リガンドの単
離・同定は、敗血症の病態をより正確に
理解し、新たな敗血症治療法の確立に貢
献することが期待される。	
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