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研究成果の概要（和文）：SIRSによる全身性炎症反応の初期過程は好中球の遊走である。NF-kappa Bの阻害剤で
あるCurcuminは濃度依存性に好中球の遊走を抑制する。今回の研究にて、好中球の遊走活性作用を有するCXCL-8
の受容体であるCXCR-1/2の病表面への発現回復(recycle)に依存しており、Curcuminにより抑制された。CXCL-8
とCXCR-1/2の結合体がinternalizationされendosomeにて処理を受けるが、細胞内輸送蛋白のRab-11はCXCR-1/2
と結合し、Recycleの調整に寄与していた。SIRSにおいて細胞内輸送分子は新たな標的と成り得る可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：NeNeutrophils migration is the early process of systemic inflammatory 
response by SIRS. Curcumin, an inhibitor of NF-kappa B, inhibits neutrophils migration in a dose 
dependent manner. In this study, it depended on the recovery (recycle) on the surface of CXCR-1/2 
which was a receptor of CXCL-8. Its recycling activity of CXCR-1/2 was suppressed by Curcumin. 
Although the binding of CXCL-8 and CXCR-1/2 was internalized and desensitized in endosome. Rab-11 
which was the intracellular transport protein bound to CXCR-1/2. Rab-11 contributed to the recycle 
regulation of CXCR-1/2. These results suggested that intracellular trafficking molecules could be 
novel targets in treatment of SIRS.

研究分野： Critcal Care Medicine
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１．研究開始当初の背景 

SIRS (Systemic Inflammatory Response 

Syndrome)は全身性の炎症反応として認識され、

重篤な臓器不全に至る前段階としての早期診断・

早期治療へとつなげる為に提唱された。手術、外

傷など種々の要因から SIRS が惹起されるが、感

染を合併すると敗血症から多臓器不全の重症化を

きたす。その重症化の過程を牽引しているのは活

性化好中球である。 

炎症の初期過程は好中球の遊走反応であり、

CXCL-8 はその中心的なサイトカインであり、そ

の受容体の CXCR1と CXCR2は互いに 77%のホ

モ ロ ジ ー を 有 し て い る ７ 回 膜 貫 通

GPCR(G-Protein Coupled Receptor)である。好中

球に主に存在し、CXCR1は CXCL6,8と結合する

に対して、CXCR2 は CXCL1,2,3,5,7,8 と複数の

ケモカインと結合する。中でも CXCL8 は high 

affinityであり、遊走・接着、脱顆粒、貪食作用な

ど Innate Immunity において重要な役割を担っ

ている。CXCR1 と CXCR2 の相違点として

CXCR1は低親和性、CXCR2は高親和性受容体で

あり、低濃度の CXCL8 に CXCR2 が反応し高濃

度で CXCR1が反応する。CXCR1は CXCR2と比

して、 Internalization の速度が遅く、完全に

recycleされ、シグナル活性の継続性が長いために、

CXCR1 は好中球の活性化を強く誘導する。活性

の遷延化は respiratory burst(活性酸素産生)を促

進し細菌等の微生物殺傷能を促進し生体防御に貢

献するが、一方 proteaseや granuleによる周囲組

織損傷も惹起することもある。CXCR2 は主に遊

走活性に作用している可能性がある。つまり。高

濃度環境である炎症局所に遊走した後は、CXCR2

は down-regualation され遊走性を停止させ、

CXCR1 の強い好中球活性へと橋渡ししているこ

とが示唆されている。CXCR1と CXCR2は細胞内

シグナル伝達に関与する分子の一部が異なってい

る。細胞内シグナル伝達は GTP-binding protein

のGと Gの phospholylation(Inactive GDP→

Active GTP)による活性化から下流標的分子PI3K、

PLC, PKC, PLD に作用する。特に Ca2+ 

mobilizationから PLDの活性により遊走、貪食等

の種々の機能が発揮される 

 細胞内輸送とは、細胞内にあるい一つの膜系(ド

ナー膜系)から芽が出て形成(budding)され、この

小胞がほかの膜系 (アクセプター膜系 )に移動

(targeting)して結合(ththering/docking)し、融合

(fusion)する現象である。この細胞内輸送は生命体

の homeostasisを維持するための基本的な制御機

構であり、この異常は Apoptosisや Autophagyな

どの細胞死を誘発し、アルツハイマー病、糖尿病

など種々の疾患と関連している。細胞内輸送は、

Excocytosis & Secretion の現象を考慮すると細

胞・組織・臓器間の情報伝達を担っている可能性

もある。SIRS 状態においては、Homeostasis を

維持するために細胞内で大量の物質輸送(細胞内

シグナル伝達過剰)が行われており、病状の進行と

も関連していることが予想される。 

 G 蛋白受容体からのシグナル伝達および受容体

そのもの細胞内輸送により生じる Internalization, 

degradation, recycling, desensitization等は、こ

れらを支える分子群(Rab familyや Rabの作用部

位となる SNARE 等)との関連性が報告されてい

る。CXCR1と CXCR2の細胞内に取り込まれ、そ

の輸送に関するメカニズムの詳細の解明は SIRS

に対する新たな診断・治療の開発につながる可能

性がある。 

 
２．研究の目的 

SIRSは生体に重大な危険が及ぶ前兆であり、特

に敗血症は容易に多臓器不全を呈し、致命的な経

過を辿る。こうした SIRS 状態にある患者の血液

や体液においては高濃度のサイトカインが産生さ

れている。我々は volunteer からの血液から好中

球を分離し、好中球の CXCL8 の遊走性をこれま

で検討してきた。 CXCL8 の存在下において、

CXCR1 および CXCR2 は細胞表面から減少し細

胞内への Internalization が確認された。さらに、

CXCL8 の非存在下に好中球を戻すと CXCR1 と

CXCR2は細胞表面に回復しており、Recyclingの

メカニズムが示唆された。また、NF-kappa Bは

細胞内の種々のシグナルを核内レベルへと伝達さ



せる中心的な標的分子であるが、Curcumin はこ

の阻害活性効果を有していることを膵癌細胞の

CXCL8 発現と転移活性制御の研究により明らか

にしてきた。Curcumin はて好中球の遊走活性も

抑制しており、その詳細なメカニズムを CXCR1

と CXCR2 の細胞内輸送を標的として明らかにし、

SIRS による過剰な炎症反応の制御に貢献するか

どうかを提案していくことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

好中球の遊走など種々の機能を誘導する CXCL8

の受容体の CXCR1 および CXCR2 の細胞内移動

のメカニズムの解明から、好中球の局所から全身

へ波及する SIRS の制御へとつなげることを作業

仮説として研究をすすめる。 

健常者と SIRS の患者からの血液や体液(胸水、腹

水、浸出液、尿、痰など)を採取し、polymorphoprep

を用いて好中球を分離した(Trypan Blueにて 95%

以上のPurityと 98%以上のViablityを実験毎に確

認。)。各種検体からの好中球のmRNAは、Trizol

を用いて RNAまで精製し、CXCR1と CXCR2に

対する primersを作製し RT-PCRにて解析した。

好中球の培養はRPMI1640培地に10%FBSを添加

したものを使用した。好中球の遊走活性は Insert 

chamber wellを用いて、上下層の間には 3m pore

の membrane にて仕切られている。上層に細胞、

下層に遊走因子として CXCL8 を添加し、下層

membrane 側に移動した細胞カウントして遊走活

性として比較した。カウントは固定した

membrane を複数視野を複数者で施行し統計処理

した。CurcuminはDMSOにて実験の都度溶解(0.5

－100M)し、DMSOは 0.1％以下に抑えた。好中

球の遊走活性は細胞内の Ca イオンの上昇と関係

し、同時に CXCL8と CXCR1/2の Internalization

と関与することが分かっており、Fura Red-AMを用

い Flow cytometry (FACS: fluorescence activated 

cell sorting)により細胞内 Ca イオンを定量した。

Flow cytometryによる CXCR1/2の細胞表面の定

量には、好中球を Curcumin(50M)もしくは

CXCL8(50ng/ml)の存在および非存在下にてある

一定時間培養を行い細胞を回収した。細胞はヒト

IgGでFcReceptorをブロックし、cell sorter buffer

にて洗浄、その後マウス由来ヒト CXCR-1 および

CXCR2 抗 体 を 用 い て 培 養 。 洗 浄 後 、

APC-conjugated ラット由来マウス IgG 抗体にて

培養した。Curcuminが干渉しない 640-680nmの

波長を用いて FACS caliber systemを用いた。細

胞表面と細胞表面の CXCR1/2 の総数を定量する

ために、細胞表面を IntraPrep permealizaton 

reagent にて透過させ固定した。その後の

CXCR1/2の定量は Flow cytometryに準拠した。

CXCR1/2の Recyclingの解析においては、新たな

蛋白翻訳(de novo protein synthesis)による影響を

除外するために、Cycloheximide(10g/ml)を用い

て解析した。細胞内移動する CXCR1/2 の解析は、

ImmunoprecipitationとWestern blottingを用い

た。目的の条件にて処理された好中球は lysis 

buffer(種々の蛋白分解阻害酵素含)にて溶解させ、

遠沈にて上清を回収し、マウス由来ヒト CXCR-1

および CXCR2抗体と反応させ、True blot 抗マウ

ス IgG IP beadsを用いて免疫沈降を行い、洗浄後、

SDS-PAGEを施行。Nitrocellulose membraneへ

転写し、enhanced chemoiluminescence測定キッ

トを用いて解析した。 

 
４．研究成果 

健常者および SIRS 検体を用いて好中球を分離し

た。Real-Time PCRを用いて、好中球中の CXCL8 

mRNA の発現解析を行った、CXCL8 mRNA は

SIRS状態にて著名に増加し、SIRSの原因となる

局所における炎症部位においてはさらに高値を示

していることが明らかにされた。このことは局所

における炎症が全身に広がり、SIRSを惹起してい

ることを示唆しており、炎症の初期過程である

CXCL8 による好中球の遊走活性のメカニズムの

解析を行い、特に CXCL8 の受容体である

CXCR1/2の細胞内移動について焦点を絞った。 

健常者からの CXCL8 による遊走活性は濃度依存

性であり、さらに、その活性は核内移行分子の

NF-kppa Bの阻害活性を有するCurcuminにより

濃度依存性に抑制された。この Curcuminによる



好中球遊走制御のメカニズムの解明は SIRS 治療

への応用が推察された。 

好中球の受容体の Internalization と細胞内の Ca

イオン増加は相関していることが報告されている

が、Crucumin の好中球遊走活性の抑制を検証す

るために、Ca イオンの変化を Curcumin の存在

下にて行った。CXCL8により増加した Caイオン

は Curcuminにより抑制された。このことより、

Curcuminの internalizationに何らかの影響もし

くは細胞表面の CXCR1/2 発現分布に影響を及ぼ

している可能性が示唆された。 

そこで、我々は、好中球における CXCR1/2 の発

現が CXCL8 によりいかに変化するかを検証する

ために FACSにて細胞表面、細胞内定量により明

らかにした。CXCR1は CXCL8により細胞表面の

発現は減少するが、30分後にはその発現はほぼ回

復した。CXCR2 では約 90 分にて回復した。

CXCR1/2 は細胞内に一旦 Internalization され、

再度回復する。この反応は Curcuminにより濃度

依存性に抑制された。また、この反応が蛋白翻訳

に影響されることを検証するために、蛋白翻訳阻

害剤 (Cycloheximide)の存在下にて行った所、

CXCR1/2の各総蛋白量に変化はなく、CXCL8や

Curcumin による直接翻訳に与える影響は否定さ

れた。このことより、Curcuminは CXCR1/2の細

胞表面の発現分布を負に制御している可能性が示

唆された。 

CXCL8 に よ る CXCR1/2 の 細 胞 内 へ の

Interanalization後は Endosomeにて処理分解さ

れるか、もしくは desensitizationにより CXCL8

と CXCR1/2は乖離し、CXCR1/2はさらに細胞表

面へ移動し、Recycling される可能性がある。こ

の過程に Curcuminが関与している可能性を解析

するために、好中球を CXCL8もしくは Curcumin

の存在下にて処理し、細胞内の蛋白を精製分離し

た。細胞溶解抽出液を CXCR1/2 にて免疫沈降し

分離し、SDS-PAGE 後に、細胞内分子移動で

Recycling に関与している Rab11 にて Western 

blottingを行った。CXCR1/2いずれも CXCL8の

存在下において、CXCL8-CXCR1/2の結合体は増

加した。さらに、Curcumin の存在下ではさらに

増加していた。以上のことより、CXCL8 により

Internalization された CXCR1/2 は、時間の経過

とともにRab11の作用によりRecyclingされてい

くが、Curcumin によりその Recycling 活性は減

少し、細胞内に留まった状態が維持されているこ

とが検証できた。 

Curcuminの Rab11の Recyclingの stuck作用は

さらなる解析が必要ではあるが、CXCR1/2の細胞

内輸送を標的とした好中球の遊走活性の一つの制

御メカニズムが存在することが示唆された。今後、

細胞内輸送分子を標的とした新たな SIRS の治療

法の開発につながるものと考える。 
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