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研究成果の概要（和文）：Compromised hostsでは侵襲時の貪食細胞の活性酸素や炎症性サイトカイン産生が亢進し、
その制御で臓器障害が軽減したが、これらは菌排除や肝再生にも重要であった。肝には菌排除に重要な肝固有とTNF-Fa
sL系で肝障害を起こす骨髄由来の2つのクッパー細胞があり、compromised hostsでは前者が減少、後者が増加し感染と
臓器障害が増悪したことからクッパー細胞の亜型と機能の正常化が肝要と考えた。また、ナノシートの創傷被覆効果を
検討し、銀ナノ粒子担持の抗菌ナノシートを開発した。凝固障害を伴う大量出血時の止血ナノ粒子による止血や、光線
力学療法の免疫賦活作用を利用した感染対策も検討した。

研究成果の概要（英文）：Compromised hosts enhanced productions of ROS and proinflammatory cytokines 
against surgical stress. Regulation of such inflammatory responses improves organ damage but these 
responses are beneficial for bacterial elimination and liver regeneration. Resident Kupffer cells (KC) 
are important for bacterial elimination while bone marrow-derived recruiting KC are involved in 
TNF-FasL-mediated hepatic injuries. Compromised hosts showed decreased resident KC but increased 
recruiting KC, leading to exacerbation of infection and organ injury. Restoration of KC phenotypic 
alteration and their functions are crucial for management against surgical stress. We also investigated 
the efficacy of nanosheet for sealing and stopping massive hemorrhage and developed the antimicrobial 
silver-loaded nanosheet. We examined the efficacy of hemostatic nanoparticles against massive hemorrhage 
with coagulopathy and also investigated the immunostimulative effect of photodynamic therapy in mouse 
MRSA arthritis.

研究分野： 侵襲免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) Compromised host の最大の特徴は易感染
性であり、多発外傷や熱傷、大量出血など重度
侵襲後の compromised hostの病態では感染対
策が重要となる。私達は、重度侵襲後に生体防
御能が複合的な機能不全に陥り易感染性となる
こと、その対策として多彩な免疫賦活作用がある
IL-18(発表論文 20 review)や貪食細胞機能を亢
進させる CRP の有用性を報告してきた①。一方、
加齢生体では毒素や細菌に対する生体防御能
が低下し、高血糖や高脂肪高コレステロール食
摂取マウスでも感染刺激への生体防御能が低
下していた②。このように外科的内科的いずれ
の要因による compromised hostでも感染を含め
た侵襲刺激に対する生体防御能の低下が問題
となっている。 
(2) 一方、私達は侵襲自体の軽減対策として、
ナノテクノロジーなどの先進技術を用いた治療
対策も進めてきた。接着剤なしにあらゆる創面を
被覆可能な、厚さが細胞膜と同程度の超極薄膜
ナノシートを開発し、外傷性肺損傷や消化管穿
孔、熱傷創の被覆治療に用いて来た。さらに抗
生剤担持ナノシートを開発したが③、消化管穿
孔部や熱傷創部の感染防御に有用であった 
(発表図書 1)。また、ヘモグロビンをナノサイズ
のリポゾームで内包した人工赤血球や同様にナ
ノサイズのリポゾームで出来た血小板止血機能
を代替する止血ナノ粒子を開発し大量出血時の
有用性を報告して来た④。光線力学療法(PDT)
を難治性感染の治療に応用し、メチシリン耐性
黄色ブドウ球菌(MRSA)の関節炎に対しても
PDT が有効であること、これには光増感剤の選
択が重要なことを報告して来た⑤。これらの新規
治療法は侵襲軽減のみならず、生体防御能に
も影響を与えることが示唆され、これを如何に有
効に賦活化出来るかが compromised host 対策
の鍵になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) Compromised hostでの免疫制御による抗シ
ョック、重症感染症対策 
重度外科侵襲後や糖尿病・高脂血症等を呈

し た 生 体 で は 生 体 防 御 能 が 低 下 し
(compromised hosts)、炎症性サイトカインや活性
酸素(reactive oxygen species, ROS)が過剰産生
され、これが多臓器障害をもたらす。そこでまず
重度侵襲時のこれら炎症応答の制御対策を検
討する。しかしながら炎症抑制は菌貪食などの
異物排除を減弱させることが懸念される。これら
の病態変化やその制御にはマクロファージが深
く 関 与 す る が そ の 機 能 解 析 を 行 い 、
compromised hosts での炎症応答抑制と菌貪食
能亢進を促すような治療対策を検討する。 
(2) ナノ技術を用いた侵襲軽減化対策 
ナノシートによる血管損傷部の被覆止血や創
傷治癒促進効果を検討し、さらに抗生剤に依ら
ない新しい抗菌ナノシートの開発を検討する。
血小板代替機能を有する止血ナノ粒子に注目
し、臨床を模した凝固障害時の止血対策を検討
する。PDT による感染対策では、PDT の免疫賦

活作用による新しい重症感染対策を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) Compromised hostでの免疫制御による抗シ
ョック、重症感染症対策 
敗血症例での制御性 T 細胞による免疫抑制
と Polymyxin B-immobilized fiver (PMX)による
対策をまず検討する。次に侵襲時に発生する
ROSを Superoxide dismutase (SOD)や新規合成
抗 酸 化 剤 polythiol-containing recombinant 
mannosylated-albumin (SH-Man-HAS)で制御し
て臓器障害が軽減出来るかをマクロファージ機
能に着目し検討する。また、グルココルチコイド
受容体(GR)などの核内受容体を刺激することで
炎症応答を制御し、感染性・非感染性の侵襲に
よる臓器障害への影響を検討する。さらに肝固
有と骨髄由来の 2 つのクッパー細胞⑥に着目し、
TNF-FasL 系を介した肝傷害機序、高脂血症時
の肝傷害機序、および抗酸化剤であるレスベラ
トロールの効果を検討する。また生体防御にお
ける炎症抑制と菌貪食能亢進を念頭に合成
CRPによるヒト末梢血単核球(PBMC)への影響、
LPS tolerance による重症感染症の制御も検討
する。 
(2) ナノ技術を用いた侵襲軽減化対策 
家兎の下大静脈に 1 cm弱の裂傷を作製し、
ナノシートによる被覆閉鎖で止血を試みる。また、
マウスに皮膚欠損を作製してナノシートで被覆し
創傷治癒への影響をみる。さらに抗生剤に依ら
ない抗菌作用を期待し、銀ナノ粒子を担持させ
たナノシートの開発を行う。止血ナノ粒子に関し
て、実臨床を念頭にした急性血小板減少による
易出血性病態の家兎での肝臓器出血に対して
ダメージコントロール処置との併用による止血ナ
ノ粒子での止血救命効果や、大量出血時の赤
血球大量輸血による希釈性凝固障害を呈したラ
ットでの止血ナノ粒子投与時の体内動態の変化
や反復投与の影響などを検討する。さらに PDT
の感染対策として抗生剤併用が免疫賦活に与
える影響をマウスMRSA関節炎モデルで検討し、
また PDT の免疫賦活化の機序に関して培養細
胞を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 敗血症時の制御性 T細胞と PMXでの除去 
敗 血 症 患 者 で は 制 御 性 T 細 胞

(CD25+Foxp3+)が増加し、IL-10, IL-6, TGFも
上昇を認めて免疫抑制状態に陥っていたが、
septic shockを呈した患者ではこれらの変化がよ
り顕著であった。PMX治療で制御性T細胞が減
少し IL-10, IL-6, TGF-も低下したが、PMXによ
る免疫抑制状態の改善が患者予後と関連して
いた（発表論文 24）。 
(2) ROS制御による臓器障害軽減策 
侵襲時にはマクロファージから ROS が産生さ
れ臓器障害を惹起する。私達は ROS 消去作用
を持つ SH 基を多く付けたアルブミンを合成し、
これが肝クッパー細胞のマンノース受容体
(CD206)と結合するような化合物(SH-Man-HAS)
を新規に開発した。SH-Man-HAS の投与でクッ



パー細胞の ROS 産生が傷害に関与するような
マ ウ ス の Concanavalin-A (Con-A) 肝 炎 や
acetoaminophen肝炎が軽減し、その有用性が示
唆された（発表論文 12）。また熱傷で発生した
ROS でも生体防御能が傷害されたが、マウスに
おいて熱傷時に発生するROSをSODの前投与
で消去しても熱傷後の好中球機能不全は改善
しなかった。しかし熱傷 1時間後に SOD を投与
し熱傷後に発生する ROS を消去すると好中球
機能が改善し感染予後も改善した。侵襲時に発
生する ROS は生体が侵襲に適応するのに必要
な警告サインでもあり、生体防御に有用な一面
も有すると考えられた（発表論文 7）。 
(3) グルココルチコイド受容体(GR)等の核内受
容体の刺激による炎症応答制御 
侵襲時は ROS だけでなく炎症性サイトカイン
も過剰発生し臓器傷害を惹起する。マウスに 5% 
ursodeoxycholic acid (UDCA)含有食を摂取させ
ると肝単核球の GR 発現が増強し、Con-A や
LPS刺激による炎症性サイトカイン産生が抑制さ
れ肝障害が軽減した。しかし、大腸菌感染時の
菌排除にはクッパー細胞の貪食能を活性化す
るような炎症刺激が重要で、UDCA 摂取マウス
ではこれが作動せず感染が増悪した（発表論文
18）。 
(4) 肝固有と骨髄由来の2つのクッパー細胞とこ
れら細胞の肝再生や肝障害への関与 
マウスのクッパー細胞には CD68 陽性（肝固
有）と CD11b 陽性（骨髄由来）の他に、CD32 陽
性の肝固有クッパー細胞が存在していた。肝固
有のクッパー細胞は菌排除を、骨髄由来のクッ
パー細胞は腫瘍の排除を主に担当しており、同
様の亜型がヒト肝でも存在した（発表論文 17）。
また、骨髄由来のクッパー細胞は肝切除後の肝
再生を促進する一方で（発表論文 14）、CCl4 の
肝傷害にも関与しており（発表論文 15）、これら
はいずれも TNF-FasL系を介していた。マウスの
高脂肪食等よる脂肪肝でも骨髄由来クッパー細
胞が増加・活性化しており、TNF-FasL 系を介し
たCpG-ODNや-GalCelの肝傷害を増悪させて
いた（発表論文 26）。このようなマウスの食事性
脂肪肝では脂肪滴の細胞内取り込みに関与す
る adipose differentiation-related protein (ADFP)
が増加していたが、レスベラトロールの摂取で
ADPが減少し、かつ肝固有の CD68+クッパー細
胞の増加と脂肪肝の改善が認められた（発表論
文 10）。 
(5) 合成CRPやLPSトレランスによる炎症制御と
貪食細胞活性化 
侵襲時の生体ではROSや炎症性サイトカイン
の産生亢進とクッパー細胞などマクロファージの
貪食能低下が起こっていた。合成 CRPはマウス
で炎症応答の抑制とクッパー細胞の貪食能亢
進効果を認めたが①、ヒトでも同様の効果がある
か PBMC を用いて検討した。合成 CRP の添加
刺激は LPSや CpG、OK432などの菌体成分刺
激による PBMC の炎症性サイトカイン産生を抑
制する一方で、CD56+NK 細胞の抗腫瘍活性を
増強する効果があった（発表論文 22）。しかし末
梢血から採取した単球での貪食能増強効果は

明らかでなかった。また、マウスに LPS 5g/kgを
3 回投与すると致死量の LPS 投与でも 100%の
生存率と TNF や IFN-γ の顕著な産生抑制を認
め LPS トレランスが誘導出来た。本マウスに致死
量の大腸菌を投与しても LPS 投与と同様に
100%の生存率と TNFや IFN-γの顕著な産生抑
制を認めた。LPS トレランスでは骨髄由来のクッ
パー細胞が増加し、これら細胞ではTNF産生能
が抑制されるものの殺菌活性が顕著に増強し感
染抵抗性が誘導され、重症感染対策への有用
性が示唆された（論文投稿中）。 
(6) ナノシートによる被覆治療と銀担持ナノシー
トの開発 
家兎の下大静脈に 1 cm弱の裂傷を作製しナ
ノシートで被覆した。ナノシートの 1枚貼りでは 6
羽中 2羽の止血に留まったが、ナノシートを創部
に重ね貼りすることで耐圧能が増し、4 枚までの
重ね貼りで全例を止血出来た。さらに1ヶ月後の
修復部にはほとんど癒着がなく、ナノシートの炎
症抑制効果が示唆された（発表論文 19）。しかし
炎症抑制作用により組織修復の遅延が懸念さ
れる事から、マウスに皮膚欠損を作製しナノシー
トの被覆による創傷治癒への影響をみた。予想
に反してナノシートがコラーゲン線維に富む健
常肉芽組織の再生を誘導し、創傷治癒を促進
することが分かった（発表論文 25）。外傷時の組
織損傷部へのナノシートを用いた被覆治療では
常に感染の危険がある。既に私達は抗生剤の
ナノシートへの担持に成功しているが③、今回
は銀ナノ粒子の抗菌作用に着目しナノシートへ
の担持を検討した。キトサンとアルギン酸の交互
積層法で作製したナノシートに光還元法で銀ナ
ノ粒子を付着させたり（発表論文 9）、2 層のポリ
乳酸(PLA)で作製したナノシートの間に銀ナノ粒
子を挟み込むなどして（発表論文 6）、銀担持ナ
ノシートを開発し、MRSA などの薬剤耐性菌に
対して抗菌効果を有することを熱傷後感染マウ
スなどで確認した。 
(7) 止血ナノ粒子による coagulopathy を伴う出
血時の止血制御 
家兎において循環血液量に相当する量の脱
血と赤血球成分の返血を繰り返して急性血小板
減少病態を作製し、肝損傷を加えて致死性の臓
器出血モデルを作った。肝損傷部に対する圧迫
止血処置を行いつつ止血ナノ粒子を経静脈内
投与したが、止血ナノ粒子は出血部位に集積し
血小板血栓形成を促進していた。これにより致
死性の臓器出血が制御され止血救命効果が得
られた（発表論文 13）。また、ラットで大量赤血球
輸血による希釈性 coagulopathy を作製し、止血
ナノ粒子の投与時の動態をみたが、リポゾーム
成分等は健常ラットと同様に代謝されることが分
かり、反復投与でも同様の結果であった（発表
論文 5）。 
(8) PDTによる感染対策時の抗生剤併用の影響
と免疫賦活効果の機序解析 
難治性のMRSA関節炎モデルでの PDT治療
の有用性を報告して来たが⑤、今回は抗生剤と
の併用効果を検討した。MRSA に有効とされる
バンコマイシンやリネゾイドを併用したが、PDT



単独治療が最も効果があった。PDT による好中
球遊走を含めた免疫賦活効果がこれら抗生剤と
の併用で減弱しており注意を要した（発表論文
23）。培養細胞での研究だが、PDT で繊維芽細
胞が活性化しマクロファージの CXC ケモカイン
や炎症性サイトカインの産生を誘導することが分
かり、好中球が PDT 治療局所へ集積する機序
の一端が分かった（発表論文 4）。 
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