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研究成果の概要（和文）：本研究は、外科侵襲による免疫担当細胞プロフィール変化を評価し、表皮ケラチノサイトか
らの抗菌ペプチド産生に与える影響を解明することを目的とする。動物実験において、外科侵襲は好中球のプロフィー
ル変化を誘導しCCL3、IL-12、CCL2、IL-10産生能は著明に変化した。また、熱傷マウス好中球と正常マウス表皮ケラチ
ノサイトを共培養したとき、ケラチノサイトからのMBD産生は有意に低下した。臨床研究においては、外科侵襲下患者
の好中球でCCL3、IL-12の産生が低下し、CCL2、IL-10が誘導されていることを見出した。また、外科侵襲下患者の好中
球は、NHEKからのHBDs産生を有意に低下させた。

研究成果の概要（英文）：Immunosuppressive neutrophils (PMN-II) appeared in association with surgical 
injury play a role on the increased susceptibility of patient to various infections. In the present 
study, a role of PMN-II on the production of beta-defensins (BD), the important molecules on the host 
antimicrobial innate immunities, by human keratinocytes was studied. Normal human epidermal 
keratinocytes　were transwell-cultured with neutrophils, isolated from surgical patients or normal 
volunteers. The production of BD by NHEK was suppressed by PMN from surgical patients. The culture fluids 
of NHEK cultured with　surgical patient PMN showed decreased antimicrobial activities, as compared with 
controls. PMN isolated from peripheral blood of surgical patients were　confirmed as PMN-II, because 
these cells produced　CCL2, but not IL-12 and CCL3. These results indicate that PMN-II appeared in 
association with surgical injury contribute to the decreased production of BD in surgically injured 
patients.

研究分野： 麻酔科学
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1.研究開始当初の背景 

外科侵襲により患者の免疫能が低下し易感染

状態になる。感染性合併症発症から臓器不全、

死へと至る。手術部位感染症(Surgical Site 

Infection: SSI)発生は入院期間の延長、医療

費の増大、患者の医療への満足度低下をまね

き、医療の質の低下と経済的損失は患者のみ

ならず病院にとっても問題となる。1999年に

米国疾病予防局(CDC)により SSI 予防ガイド

ラインが発表されて以来、SSI への関心は我

が国においても高まってきている。しかし、

現在においても SSI は手術患者の院内感染症

頻度では最多である。 

近年、手術・麻酔手技の向上、手術環境の

改善、周術期管理の徹底などによる手術適応

拡大に伴い高齢者をはじめ低栄養、貧血、脱

水および免疫不全などの重篤な基礎疾患、合

併症を有する患者の手術が増加している。ま

た、化学・放射線療法などの抗癌治療後の手

術も増え、このようなハイリスク、コンプロ

マイズドホストの症例に対しても侵襲の大き

い手術が行われるようになり、術後感染の様

相も複雑になってきている。SSI 対策として

2008年にも SHEA/IDSAから予防戦略が発表さ

れているが、感染を 100%防ぐ方法はなく、SSI

発生の予防戦略をさらに開発する必要がある。 

自然免疫は細菌感染に対する宿主防衛の初

期段階で重要な役割を担っている。好中球と

単球・マクロファージ、樹状細胞が自然免疫

担当細胞である。抗菌ペプチドも広範な抗菌

作用をもち自然免疫に関与している。

Defensin と cathelicidin が皮膚組織に分布

する二つの主要な抗菌ペプチドである。皮膚

は感染に対して生理的なバリアとして働いて

いるだけでなく、抗菌ペプチドを産生するこ

とで侵入してくる微生物を中和する。

Defensinは細菌、真菌、ウィルス侵入に対し

て antimicrobial activityを発揮する。ヒト

に お い て は ３ つ の -defensins (human 

-defensins; HBDs)が知られている。 

外科侵襲(手術、熱傷)により単球やリンパ

球などの免疫細胞に変化が生じ、これが感染

性合併症に対する抵抗性を減少させる一因と

なっていることがこと示唆されている。   

また、最近の研究で白血球と皮膚上皮細胞と

の間の interaction が免疫機能の調整、組織

のホメオスターシス維持に重要であることが

分かってきた(J Leukoc Biol 82: 1-15, 2007）。

上皮細胞からの HBD2産生に単球・マクロファ

ージが必要である(J Immunol 170: 4226-36, 

2003）との報告や、HBDsの産生を単球やリン

パ球が増強することが報告されている(J 

Immunol 174: 4870-9, 2005）。さらに、好中

球と上皮細胞に創傷治癒効果と抗菌作用にお

いて相乗効果があることが報告されている(J 

Immunol 171: 6690-6, 2003）。 

このことから、外科的侵襲下において、免

疫担当細胞のプロフィール変化がケラチノサ

イトからの BDs 産生低下の一因となっており、

プロフィール変化を制御することで抗菌ペプ

チド産生も制御可能ではないか、と考えた。 

 

2.研究の目的 

外科侵襲により患者の免疫能が低下し易感

染状態になる。感染性合併症発症から臓器不

全、死へと至る。手術部位感染症(Surgical 

Site Infection: SSI)は手術患者の院内感染

症頻度では最多である。SSI 発生は入院期間

の延長、医療費の増大、患者の医療への満足

度低下をまねく。近年、SSI への関心は高ま

ってきている。本研究は、１．外科侵襲によ

る免疫担当細胞（単球・マクロファージ、好



中球、リンパ球）のプロフィール変化を評価

する。２．外科侵襲による表皮ケラチノサイ

トからの抗菌ペプチドの産生変化を評価する。

３．免疫担当細胞と表皮ケラチノサイト間の

インターアクションを検討する。４．侵襲下

の免疫担当細胞プロフィール変化を制御する

戦略を開発する。５．抗菌ペプチド産生制御

による SSI予防の戦略を開発する。 

以上５項目について検討し、外科侵襲下の

免疫能低下における白血球のプロフィール変

化と表皮ケラチノサイト抗菌ペプチド産生能

との間の相互作用の関与について解明し、そ

れを制御する戦略を開発、周術期感染性合併

症発生、死亡率の低下を図ることを目的とす

る。 

 

3.研究の方法 

・動物実験  

熱傷モデル作成；マウスを pentobarbital 

(40mg/kg i.p.)で麻酔後、背部を除毛し、ガ

スバーナーで体表 25% (4 × 5 cm)のⅢ度熱

傷を負わせる。熱傷後、生理食塩水 3ml を腹

腔内投与する。 

研究１：外科侵襲（熱傷）による免疫担当細

胞（単球・マクロファージ、好中球、リンパ

球）のプロフィール変化を評価する。 

熱傷後様々なタイムサイクルでイソフルラ

ン麻酔下に血液採取を行う。採取時期は予備

実験により蘇生 2-4 時間後、熱傷 1-3日後を

検討している。血液は EDTA添加シリンジに心

臓穿刺で採取後、単球、好中球、リンパ球に

分離し LPS または Staphylococcus aureus 

cell suspension (SAC)で刺激し CCL3、IL-12、

CCL2、IL-10 産生能を ELISA で測定する。侵

襲によるサイトカイン、ケモカイン産生プロ

フィールの変化を検討する。 

研究２：外科侵襲による表皮ケラチノサイト

からの抗菌ペプチドの産生変化を評価する。 

 蘇生 2-4時間後、熱傷 1-3 日後、イソフル

ラン麻酔下にマウス表皮を採取しケラチノサ

イトを分離する。LPS または SAC で刺激しマ

ウス-defensin(MBD)1-4産生を ELISAで測定

する。 

研究３：免疫担当細胞と表皮ケラチノサイト

間のインターアクションを検討する。 

 熱傷 1-3 日後に分離した単球、好中球、リ

ンパ球と正常マウス表皮ケラチノサイトを

dual-chamber transwellで培養する。免疫担

当細胞を upper chamber に、ケラチノサイト

を lower chamberに入れ、免疫担当細胞を LPS

または SAC で刺激しケラチノサイトからの

MBD1-4産生を ELISAで測定する。また、免疫

担当細胞のみ、ケラチノサイトのみを刺激し

MBD1-4産生を ELISAで測定する。これにより

ケラチノサイトから MBD 産生には免疫担当細

胞との相互関係が必要であることを確認する。 

研究４：侵襲下の免疫担当細胞プロフィール

変化を制御する戦略を開発する。 

動物実験では４種類の CCL2 inhibitor (GAH、

17-estradiol、N-terminal deletion mutant 

of CCL2、anti-mouse CCL2 neutralizing mAb)

を投与することで侵襲下での免疫担当細胞の

サイトカイン、ケモカイン産生プロフィール

変化を制御可能か検討する。 

研究５：抗菌ペプチド産生制御による SSI 予

防の戦略を開発する。 

 研究４と同様に薬物投与を行い、動物実験

では研究２の手法でマウス表皮を採取しケラ

チノサイトを分離する。LPS または SAC で刺

激し MBD1-4産生を ELISAで測定する。 

・臨床研究：  

研究１：外科侵襲による免疫担当細胞（単球・

マクロファージ、好中球、リンパ球）のプロ

フィール変化を評価する。 

動物実験と同様に免疫担当細胞を分離し、

LPSまたは SACで刺激し CCL3、IL-12、CCL2、

IL-10 産生能を ELISA で測定する。侵襲によ

るサイトカイン、ケモカイン産生プロフィー

ルの変化を検討する。 



研究２：免疫担当細胞と表皮ケラチノサイト

間のインターアクションを検討する。 

 分離した単球、好中球、リンパ球と正常ヒ

ト表皮ケラチノサイト cell line(NHEK)を

dual-chamber transwellで培養する。免疫担

当細胞を upper chamber に、NHEK を lower 

chamber に入れ、免疫担当細胞を LPS または

SACで刺激し NHEKからの HBD1-3産生を ELISA

で測定する。また、免疫担当細胞のみ、NHEK

のみを刺激し HBD1-3産生を ELISAで測定する。 

研究３：侵襲下の免疫担当細胞プロフィール

変化を制御する戦略を開発する。 

臨床研究ではレミフェンタニル(0.25-1)

を開胸・開腹手術患者、デクスメデトミジン

を人工心肺患者に投与することで侵襲下での

免疫担当細胞のサイトカイン、ケモカイン産

生プロフィール変化を制御可能か検討する。 

研究４：抗菌ペプチド産生制御による SSI 予

防の戦略を開発する。 

 臨床研究ではレミフェンタニル(0.25-1)

を開胸・開腹手術患者、デクスメデトミジン

を人工心肺患者に投与し免疫担当細胞を分離

後 、 研 究 ２ の 手 法 で NHEK と と も に

dual-chamber transwellで培養する。免疫担

当細胞を LPSまたは SACで刺激し NHEKからの

HBD1-3産生を ELISAで測定する。薬物投与に

より抗菌ペプチド産生が制御可能か検討する。 

 

4.研究成果 

・動物実験 

重症熱傷マウスの好中球は interleukin 

(IL)-10、CC-chemokine ligand 2 (CCL2)の産

生が増加している一方で、CCL3、IL-12 の産

生はコントロールマウスに比べ減少していた。 

採集した好中球とケラチノサイトを共培養

し LPSで刺激したところ、熱傷マウス好中球

では MBDの産生が低下していた（図 1）。 

   

また、SACで刺激した場合も熱傷マウス好

中球では MBDの産生が低下していた（図 2）。 

 

現在、CCL2 inhibitor投与による MBD産生

制御について検討中である。 

・臨床研究 



われわれはヒトにおいても外科侵襲下の患

者の好中球で CCL3、IL-12 の産生が低下し、

CCL2、IL-10 が誘導されていることを見出し

た(図 3)。 

 

健常ボランティアから採取した好中球が正常

ヒトケラチノサイト(NHEK)からの HBDs 産生

の強力な増強効果を持つことを見出したが外

科侵襲下の患者から採取した好中球には、

NHEK からの HBDs 産生増強効果は認められな

かった（図 4）。 

CCL3、IL12を健常ボランティアから採取した

好中球と NHEK に加えた時、HBD2、HBD3 産生

は容量依存性に増加した（図 5）。 

 

 

現在、レミフェンタニル、デクスメデトミジ

ンが外科侵襲下患者の好中球プロフィールに

影響するか検討中である。 
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