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研究成果の概要（和文）：重症患者は、感染症が契機となって多臓器不全で死亡することが多い。宿主免疫能評価方法
の一つであるプロテインアレイ法による白血球表面抗原の網羅的解析システムは重症患者においても迅速・簡便に行う
ことが可能であった。臓器障害発症前後に網羅的解析を行うことで、臓器障害発症後に白血球表面抗原のうちCD4, CD3
6, CD16b, CD66bが有意に変化することが分かった。敗血症性ショック患者では臓器障害の重症度に反比例しCD4は直線
的に減少した。白血球表面抗原の解析により臓器不全発症の予測が可能となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Critically ill patients often die of multiple organ failure following infection. 
Immunophenotyping (IP) method, a novel analysis system of diverse leukocyte surface antigens using the 
protein array method for evaluation of host immunological status, was sufficiently implemented in timely 
manner by bedside in critically ill patients. After the onset of organ failure, CD4 and CD36 decreased, 
CD16b and CD66b increased, respectively. Proportion of CD4 and the severity of the organ failure were 
inversely related in septic shock patients. The rapid bedside analysis of diverse leukocyte subsets with 
our IP method was applicable and could be useful for predicting organ failure in critically ill patients.

研究分野：救急医学、集中治療
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１．研究開始当初の背景 
 重度外傷・熱傷患者は, 受傷直後の死線期
を乗り越えた後, 数日からの数週間にかけ
て易感染宿主となり, 感染症が契機となっ
て多臓器不全で死亡することが多い. 外
傷・熱傷後の易感染性には細胞性免疫の低下
が関与し, ヘルパーT リンパ球の機能不全
（Th1 型反応の減弱と Th2 型反応の相対的亢
進）と, 単球・マクロファージにおける炎症
性フェノタイプへのシフトが感染症の悪化
や急性肺損傷をはじめとした臓器不全の発
症と関連することが明らかにされている 1) 2). 
現在のところ宿主免疫能に関する免疫学的
評価の方法は確立していないが, 白血球表
面抗原の解析(immunophenotyping:IP)は必
須の評価法の一つである. この IP の定量的
解析法として標準的であるフローサイトメ
トリー法にはいくつかの欠点がある（フロー
サイトメーターと操作技官が必要, 白血球
表面抗原の解析種類の制約, 準備から解
析・評価までに多大な時間を要する）3). 従
って本法は, 病態が短時間に変化する重症
患者において, 免疫能の評価や治療方針の
決定に全く貢献しなかった.  
 これらの欠点を克服するために, 我々は
Harvard Medical school, Massachusetts 
General Hospital と共同で簡便かつ網羅的
IP 解析のプラットフォーム(プロテインアレ
イ法: Fig.1)を開発した 4). このプロテイン
アレイ法は, 一度に多種（25 種類以上）の表
面抗原が解析可能であるばかりか, その扱
いが平易で 30 分以内に結果が判明するなど
の長所を備えており 3) 4), HIV 感染患者にお
ける CD4 陽性リンパ球数の簡易測定 5) や, 
流血中の癌細胞の同定 6) にも臨床応用され, 
良好な臨床成績を示した. 我々は, このプ
ロテインアレイ法による免疫学的評価に基
づき, 外傷・熱傷患者の IP の網羅的解析を
行い, 白血球表面抗原の経時的変化（リンパ
球・単球マクロファージのフェノタイプシフ
ト）と, 宿主の易感染状態や Compensatory 
Anti-inflammatory Response Syndrome 
(CARS)との関連性を検討した.  
 ベッドサイドの網羅的 IP 解析は感染症の
みならず臓器不全発症のスクリーニング法
としても有用であることが予想される. こ
れらの指標をもとに感染症や臓器不全発症
が予測される患者群に対して, 予防または
早期治療的介入（患者 isolation, 抗菌化学
療法の強化, 免疫賦活系経腸栄養剤の投与
など）を重点的に行うことが可能となり, 生
存率の向上や集中治療室滞在期間の短縮に
貢献すると考えられる. また, これまで客
観的指標に乏しかった集中治療中の重症患
者の免疫能低下や易感染状態の評価法にな
る可能性が期待される. 現在我々は, 宿主
免疫能の強化による新たな治療法の確立を
目指している. 免疫強化療法は, 免疫能が
低下した患者以外に行われると, むしろ病
態を悪化させる可能性がある. このプロテ

インアレイによる免疫状態の把握は, 免疫
強化療法の適否を判断するために必須の検
査法となると考えられる.  
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２．研究の目的 
 救急搬送される外傷・熱傷患者に加えて, 
重症非外傷患者に対するプロテインアレイ
法による IP 解析が, 感染症と臓器不全発症
の予測や早期の治療的介入による救命率の
向上に関して, 有用か否かを前向きに評価
すること.  
 
３．研究の方法 
(1)対象患者： 



 慶應義塾大学病院, 済生会横浜市東部病
院, 川崎市立川崎病院, 済生会中央病院の
ICU(救命センター相当)に入院した重症患者. 
重症度の目安は, 重症多発外傷は ISS 15 以
上, 重症熱傷は 15％BSA 以上, 非外傷は
APACHEⅡ score 25 以上の患者を対象とし
た.  
(2)方 法： 
①プロテインアレイの作成 
 ２つの米国共同研究機関（Harvard medial 
school, Massachusetts general hospital, 
Dept of surgery, Mehmet Toner Ph.D., 
Ronald Tompkins M.D.および University of 
California Davis, Biomedical engineering, 
Alexander Revin Ph.D.）から無償供与され
たアレイ基材をもとに, 慶應義塾大学医学
部救急医学研究室でmicroarray状に抗体（各
抗体 0.4μl）を乾燥固着させ, プロテインア
レイを作成した. 解析を行った白血球表面
抗原は以下の通り. リンパ球・単球・好中球
フェノタイプ：CD 4 / 8 / 11c / 16b / 25 / 
36 / 66b / 68 / 123 / 127 / 161, Toll Like 
Receptor (TLR)- 2 / 4, C-Chemokine 
Receptor (CCR)- 2 / 4 / 5, CX-Chemokine 
Receptor (CXCR)- 3, Chemoattractant 
Receptor-homologous molecule expressed on 
Th2 cells (CRTh2) .  
②プロテインアレイ法による IP 解析： 
 対象患者から血液をヘパリンナトリウム
管に3mL採取し, 当研究室でプロテインアレ
イ法による IP 解析を行った. 初回解析は救
急搬入時に採取した血液を用いて行い, 以
後 5日毎に一度程度の間隔で解析を反復した. 
赤血球溶解液を用い，ヘパリン管に採血した
全血検体 3ml を約 5分間溶血させ，遠心分離
した沈渣にリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を
加え全量を 3ml とした．アレイ基板上に検体
500μl を滴下し抗体と 15 分間反応させた後
に，シリンジポンプを用いて PBS で上清を洗
浄（15 分間）した． プロテインアレイ法に
よるフェノタイプの発現は, 主にアレイ上
の細胞接着を肉眼的に定性評価することに
よって判定するが, 光学顕微鏡（×100 倍）
で 1視野あたりの細胞数を定量的に評価する
ことで裏づけを行った.  
 入院中にセプシス(感染性 SIRS)または臓
器不全を発症したと判断される（あるいは
ICU を退室する）まで, プロテインアレイに
よる解析を継続した. 感染症の発生は SIRS
基準および臨床所見, 検査所見から判断し
た. 臓器不全の発症は, SOFA(sequential 
organ failure assessment) score が 1 点以
上と定義した. 前課題により多種フェノタ
イプの中で特に有用と考えられたCD4, CCR5, 
CXCR3, TLR2 フェノタイプの減少に注目し, 
各種リンパ球・単球・好中球のフェノタイプ
シフトとともに, 健常人の標準範囲を参考
として, 各種フェノタイプの推移から感染
症や臓器不全の発症を予知できるかどうか
を Primary outcome として前向きに評価した. 

急性肺損傷や血液凝固障害をはじめとした
臓器不全の重症度は SOFA score と各種フェ
ノタイプシフトの変化との関連性を
secondary outcome として評価した.  
 
４．研究成果 
(1) 感染症発症の予測 
 重度外傷・熱傷患者 6人から得られた 
 計 14 回のデータを解析し，全 18 種類の
phenotype 抗体（CD 4 / 8 / 11c / 16b / 25 
/ 36 / 66b / 68 / 123 / 127 / 161, Toll Like 
Receptor (TLR)- 2 / 4, C-Chemokine 
Receptor (CCR)- 2 / 4 / 5, CX-Chemokine 
Receptor (CXCR)- 3, Chemoattractant 
Receptor-homologous molecule expressed on 
Th2 cells (CRTh2) ）に接着した白血球数を
評価した．全 18 種類の白血球 phenotype は, 
健常成人と同様に外傷・熱傷患者においても, 
迅速・簡便に解析可能であった. 感染・臓器
障害発症群 4人 (男性 3人，平均年齢 62 ± 
17, 広範熱傷3人, 多発外傷1人)における8
解析（熱傷巣感染 3人 6解析, 肺炎敗血症１
人 2 解析, 発症までの日数 11.5 ± 4.5）と
感染・臓器障害を伴わなかった群 3人(男性 3
人，平均年齢 46 ± 21) の 6 解析を比較す
ると, 感染・臓器障害発症後には抑制性 T細
胞(CD127,CD25)が減少し, ヘルパーT1 細胞
(CCR-5,CXCR-3), 単球・マクロファージ・樹
状細胞(CCR-2,CD11c)の分画が増加する傾向
を認めた. ヘルパーT2 細胞(CCR-4,CRTh2)に
関しては有意な変化を認めなかった
(Fig2.).  

 
(2) 臓器障害発症の予測とフェノタイプシ
フトによる重症度評価 
 非外傷患者を含む重症患者（ICU 入室患者）
10 人（男性 5 人，平均年齢 49 ± 16，敗血
症性ショック 5 例，広範囲熱傷 1 例， 
 急性肝不全 1 例，多発外傷 1 例，健常成人 
2 例）から得られた計 20 回のデータ（敗血症
性ショック 10 回，広範囲熱傷 3 回，急性肝
不全 2 回，多発外傷 1 回，健常成人 4 回）
を解析し，全 15 種類の phenotype 抗体（CD 4 
/ 8 / 11c / 16b / 25 / 36 / 66b / 68 / 123 
/ 127, CCR- 4 / 5, CXCR- 3, CRTh2 ）に接
着した白血球数と，SOFA score (Sequential 
Organ Failure Score)の関係を評価した．
SOFA Score の中央値は 5 で, 分布は Fig3の
通りであった.  



 臓器障害発症時に各臓器に特異的なフェ
ノタイプシフトは明らかではなかったが，
SOFA scoreの総計と各フェノタイプの関係で
は，SOFA score 5 点以上の群と 5点未満の群
の比較では，CD4 および CD36 は有意に低下，
CD16b と CD66b は増加した(Fig4.)． 
 

 またIP解析によるCD4，CD36細胞数はSOFA 

score の増加に伴って直線的に低下し, 重症
度と負の相関を示すことが明らかとなった
(Fig5.). 
  
 (3) 疾患別臓器障害発生予測  
 重症患者（ICU 入室患者）12 人（男性 5人，
平均年齢 57 ± 20，敗血症性ショック 8 例，
広範囲熱傷 2 例，急性肝不全 1 例，多発外
傷 1 例）および健常成人 2 例から得られた
計 39 回分（敗血症性ショック 23 回，広範囲
熱傷 6 回，急性肝不全 2回，多発外傷 3 回，
健常成人 5 回）に関する全 15 種類の
phenotype 抗体の IP 解析結果を検討した.  
 末梢血白血球数が検体毎に異なるため, 
検体間での白血球分画の正確な比較のため
に, 診療で同血液検体を用いて測定された

末梢血白血球数から, 抗体スポットに吸着
しうる白血球数を算出し, この白血球数で
測定された各分画の細胞数を除することで, 
各分画の割合を算出し, 検査毎, および患
者間で比較検討を行った. 
 健常人と比較して敗血症性ショック患者
では有意にCD4の割合が減少し（0.05±0.03, 
0.13±0.55; P<0.01）, SOFA score の増加に
反 比 例 し CD4 は 直 線 的 に 減 少 し た
（y=-0.005x+0.1, R2=0.17）(Fig6.). 多発外
傷および広範囲熱傷ではこの変化は明らか
ではなかった.  

 
 非外傷患者を含む重症患者においても IP
解析は迅速・簡便に行うことが可能であった. 
また, 臓器障害発症前後に網羅的解析を行
うことで, 臓器障害発症後に CD4, CD36, 
CD16b, CD66bが有意に変化することが分かっ
た. 臓器障害の重症度とCD4の割合は負の相
関を示した. Chen らの報告（Microbiol 
Immunol 2011）によると，敗血症性ショック
患者におけるフローサイトメトリー法を用
いた白血球表面抗原の検討では，CD4+の減少
と CD16+の増加が SOFA score 総計値と生命予
後に相関していた．本研究では敗血症性ショ
ックを含む重症患者を対象とした検討でも, 
CD4 の減少は臓器障害の重症度と相関を示し
たが，対象患者のうち死亡が少なかったこと
から，生命予後との関連性は検討が困難であ
った．易感染状態からの感染症発症の際には
傷害性 T細胞分画増加と抑制性 T細胞分画の
減少を認め，宿主防衛に理に適った変化であ
ると考えられた． 
 救急患者から採取した末梢血を用いるた
め，検体の収集は昼夜を問わず，またさらに
不定期に行わなければならないため，タイム
リーな実験実施の困難性，症例数の確保が本
研究の限界であった。今後は，凍結血漿の保
存検体を用いて，同 IP 解析を行った際の再
現性の確認を行う必要があると考えられた。
またフェノタイプの変化と SOFA score の各
項目との関連や, 臨床経過を加味した経時
的変化との関連を示すにはさらなる症例の
蓄積が必要である. 
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