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研究成果の概要（和文）：敗血症は病原体感染などに起因する全身性急性炎症疾患であり、世界で年間800万人
が死亡する驚異的疾患である。現在治療には、病原体や免疫系を標的とする治療薬が用いられているが、その効
果は限定的であり新規治療薬開発が望まれている。そこで我々は敗血症治療の新標的として血管に着目し、血管
特異的な受容体Robo4の機能の解析を行った。その結果、Robo4が血管内皮細胞と免疫細胞からの炎症性サイトカ
イン産生を制御するメカニズムが解明されるとともに、Robo4発現抑制が敗血症治療の新戦略となる可能性を見
出した。また、本戦略での新規治療薬開発のためのスクリーニング系の構築にも成功した。

研究成果の概要（英文）：The goal of our study is to develop a new drug to treat sepsis. Although 
antibiotics and steroids have been used for the treatment of sepsis, their effects are limited. To 
development new anti-sepsis drugs targeting vascular blood vessels, we focused on Robo4 that is a 
transmembrane receptor specifically expressed in endothelial cells. In this study we demonstrated 
that Robo4 downregulation suppresses IL-6 production not only from endothelial cells but also from 
monocytes though a crosstalk with GM-CSF, suggesting a new anti-sepsis strategy using molecules that
 inhibit Robo4 expression. To this end, we established a screening system for small molecules that 
suppress Robo4 expression.

研究分野： 血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
 敗血症の重篤な全身性炎症病態は、感染に
より惹起される血中サイトカイン濃度の過
剰産生（サイトカインストーム）により引き
起こされる。特に IL-6 や VEGF などの濃度上
昇は、免疫の過活性化や血管透過性の過剰亢
進を介して、ショックや多臓器不全など敗血
症の致死的病態を誘導する。現在、世界的な
治療ガイドラインに沿って、抗生物質やステ
ロイドを用いた治療が行われているがその
効果は限定的である。このため未だ不明な点
の多い敗血症発症メカニズム解明と、新しい
サイトカインストーム抑制治療法の開発が
急務である。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに血管内皮細胞特異的受
容体Robo4のノックアウトマウスを用いた解
析から、Robo4 が敗血症モデルにおける炎症
性サイトカイン産生の促進に寄与すること
を見出している。また、培養細胞を用いた解
析から、Robo4 の発現抑制が LPS などの炎症
メディエーターにより誘導される内皮細胞、
およびそこに接着する単球からの炎症性サ
イトカイン（IL-6 など）産生を抑制すること
を見出した。そこで本研究では、(1) Robo4 が
どのようなシグナル伝達系を介して IL-6 発
現を制御するのか、また Robo4 がどのような
クロストークを介して単球からの IL-6 産生
を制御するのかを解析する。得られた結果か
ら、Robo4 発現抑制がマウス敗血症病態を緩
和させるメカニズムを解明する。また、(2) 
Robo4 発現抑制による敗血症治療の可能性
を検討すると共に、敗血症治療薬としての
Robo4 発現を制御する低分子治療薬のスクリ
ーニング系を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) Robo4 の発現抑制が血管内皮細胞からの
IL-6産生を抑制するメカニズムを解明するた
めに、Robo4 の細胞内ドメイン結合タンパク
質の精製と同定を行う。ヒト臍帯静脈内皮細
胞（HUVEC）にアデノウイルスを用いて Flag
タグ付き Robo4 を発現させ、免疫沈降法によ
り Robo4 の相互作用タンパク質を精製する。
得られたサンプル中のタンパク質を質量分
析により同定する。次に、Robo4 の発現抑制
が内皮細胞に接触する単球からの IL-6 産生
を制御するメカニズムを解析する。HUVEC
と単球系細胞（U937）の共培養系を用いて、
両細胞のクロストークに寄与する相互作用
タンパク質もしくは液性因子を同定する。 
 
(2) Robo4 発現抑制による敗血症治療の可能
性を検討するために、Robo4 siRNA をマウス
に導入し、敗血症治療効果を検証する。また、
Robo4 発現を効果的に抑制する低分子化合物
開発を目指し、これまでに同定した Robo4 発
現抑制分子（Trichostatin A: TSA）の標的分子
の同定および、TSA を用いたスクリーニング

系を構築する。 
 
４．研究成果 
(1) Robo4 が内皮細胞からの IL-6 産生を抑制
す る メ カ ニ ズ ムを 解 明 す る た め に 、
Robo4-Flag発現用アデノウイルスベクターを
内皮細胞（HUVEC）に感染させ、免疫沈降に
よりRobo4細胞内ドメイン相互作用タンパク
質を精製した。得られたサンプルを質量分析
装置を用いて解析し、新規 Rob4 細胞内領域
結合タンパク質 3 種を同定することに成功し
た。このうち、１種のタンパク質は炎症シグ
ナル伝達分子のファミリーに属し、内皮細胞
からの炎症性サイトカイン産生調節に寄与
した。本結果から、Robo4 が本結合分子を介
して炎症下における内皮細胞からのサイト
カイン産生を調節することが示された。 
 次に、Robo4 が接着する単球からの IL-6 産
生を抑制するメカニズムを解明するために、
内皮細胞から分泌される単球制御因子（IL-8、
GM-CSF）に着目し解析を行った。LPS 処理
した内皮細胞に単球を積層した共培養系に、
IL-8、GM-CSF 抗体を添加したところ、
GM-CSF抗体添加時のみ IL-6産生が強く抑制
された。また、内皮細胞における Robo4 の発
現抑制は、GM-CSF の産生量を有意に減少さ
せた。本結果から、Robo4 は炎症下の内皮細
胞からの GM-CSF 産生を促進することで、単
球からの IL-6 産生を促進することが明らか
になった。以上の結果から、Robo4 の発現抑
制が内皮細胞、単球からの IL-6 産生を抑制す
るメカニズムの解明に成功した。 
 
(2) Robo4 発現抑制による敗血症治療が可能
であるかを検証するために、Robo4 siRNA が
敗血症病態に与える影響を評価した。Robo4
発現を in vitroで 90%抑制する siRobo4を敗血
症およびコントロールマウスに投与後、各臓
器におけるRobo4発現量およびマウス生存時
間の解析を行った。その結果、siRobo4 はマ
ウス肺の Robo4 発現を 50%抑制し、敗血症マ
ウスの生存時間を延長させた。またこの時、
一部の炎症性サイトカインの血中濃度の抑
制がみられた。本結果から、siRobo4 が敗血
症病態を緩和させることが示唆された。 
 
 次に、Robo4 発現抑制活性をもつ低分子化
合物ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
Trichostatin A（TSA）が、Robo4 発現を抑制
するメカニズムを解析した。レポーターアッ
セイ、ゲルシフトアッセイを用いた解析から、
TSAの応答配列がRobo4近位プロモーターに
存在すること、また TSA はこの領域に結合す
る転写活性化因子 SP1、GABP の結合に影響
を与えないことを見出した。また、Robo4 発
現抑制に寄与するヒストン脱アセチル化酵
素のサブタイプ２種類を同定することに成
功した。 
 最後に、TSA と Robo4 プロモーターレポー
ター配列を安定導入したマウス内皮細胞株



を用いた Robo4 発現制御化合物のスクリー
ニング系を構築した。予備検討において本ス
クリーニング系が良好に作動することを確
認した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 Robo4発現制御分子のスクリーニング細
胞と予備スクリーニング結果 
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番号：特許願 2016-237370 号 
出願年月日：2016 年 12 月 7日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.phs.osaka-u.ac.jp/homepage/b
018/ 
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