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研究成果の概要（和文）：死亡率が高い敗血症へのNK細胞の関与についてはこれまでほとんど報告されていな
い。そこで我々は、NK細胞機能抑制分子として検討してきた可溶性ULBP2の敗血症への関与を検討した。その結
果、①臨床的敗血症患者において、血清中可溶性ULBP2が上昇する患者が有ること、②重症感染症時に宿主細胞
上に発現誘導される細胞表面ULBP2は、メタロプロテアーゼADAM17によってsheddingされ、可溶性ULBP2となるこ
と、③クラリスロマイシンは、ADAM17活性抑制により、可溶性ULBP2の産生を押さえることなどを初めて明らか
にした。本成果により、新規作用機序による敗血症治療薬開へつながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Sepsis is a leading cause of death in infectious disease patients in the 
world. One of the potential mechanism of sepsis is dysregulated host immune response to infectious 
agents. To date, the role of natural killer (NK) cells, an essential component of the innate immune 
system, in sepsis are scarcely studied. Therefore, we investigated the mechanism of functional 
dysregulation of NK cells in sepsis in connection with an inhibitory molecule of NK cells, soluble 
ULBP2 (sULBP2). We found that sULBP2 is elevated in a portion of septic patients. As a mechanism, we
 uncovered that cell surface ULBP2 is shed into serum as sULBP2 by ADAM17, but not by ADAM10 
protease. Finally, we found that clarithromycin, a macrolide antibiotic, can reduce the amount of 
sULB2 by inhibiting the ADAM17 activities. These findings might be the cue to develop new agents for
 sepsis by modulating the NK cell function.

研究分野：感染症内科学
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１．研究開始当初の背景 
敗血症は、感染症のなかでも最も重篤な疾

患であり、その死亡率は高く、これに対する
対応は現在の医学上の大きな課題である。こ
のため、これまでに多くの治療方法が試みら
れてきたが、現在のところ成功したものは全
身性支持療法以外に認められない。このため、
敗血症の発症機序のさらなる解明と、それに
基づく原因療法の開発は喫緊の課題となっ
ている。 
敗血症の病態は、感染によって発症した全

身性の炎症反応症候群とそれに基づく全身
性の臓器障害であり、その発症要因として病
原細菌に対する過剰あるいは抑制された免
疫反応が重要であることがこれまでにも数
多く報告されている。その際に関与する免疫
細胞としてはマクロファージ、好中球、樹状
細胞などがこれまで多く検討されてきた。し
かしながら、これらと同様に自然免疫を司る
NK 細胞に関しては、その敗血症への関与は
ほとんど報告されていない。 
 数少ないNK細胞の敗血症への関与につい
ての研究においては、その数と機能が、敗血
症時に低下、あるいは抑制されること 1)、NK
細胞機能が抑制されている敗血症患者では、
そうでない患者に比べて生存率が低いこと 2)

などが報告されている。これらのことから、
敗血症時には、何らかの機序により NK 細胞
機能が抑制されており、このことが生存率の
低下に関連していると推定される。従って、
敗血症時の NK 細胞機能調節（とくに NK 細
胞機能抑制）機序の解明は、新たな敗血症治
療の開発に結びつく可能性がある。 

NK 細胞機能調節分子として、これまで感
染時・腫瘍化等の生体ストレス時に、宿主細
胞上に発現誘導されるNKG2Dリガンドと呼
ばれる分子群の存在が報告されてきた。
NKG2D リガンドには MIC (MICA, MICB)
と ULBP(ULBP1、ULBP2、ULBP3、ULBP4、
RAET1G 、 RAET1L) が 知 られ、 これら
NKG2D リガンドが宿主細胞上に発現すると、
これをNK細胞上の受容体であるNKG2Dが
認識し、NK 細胞を活性化することも明らか
になっている。したがって宿主細胞上の
NKG2D リガンド−NK 細胞上の NKG2D 受
容体の相互作用は、NK 細胞の重要な機能調
節機序であると考えられている。 

我々は、これまで腫瘍化あるいは感染時
に、宿主細胞上に発現誘導される NKG2D リ
ガンド分子である ULBP2 に関する研究を遂
行してきた。この過程で ULBP2 は細胞表面
上に有る限りは NK 細胞を活性化するが、こ
れが何らかの機序で宿主細胞表面から
shedding さ れ て 生 じ た 可 溶 性
ULBP2(sULBP2)は、逆に NK 細胞を抑制す
ることを明らかにした 3)(図 1)。このことは、
宿主細胞表面から shedding された、可溶性
ULBP2 が、敗血症時においても NK 細胞の
重要な機能抑制因子となる可能性を示して
いる。したがって、細胞表面 ULBP2→可溶

性 ULBP2 となる可溶化（shedding）機序の
解明とこの制御は、NK 細胞機能を調節する
新しい敗血症治療方法の開発に結びつく可
能性がある。 
  

２．研究の目的 
本研究は、(1)敗血症病態における NK 細胞の
関与の解明、(2)敗血症時の可溶性 ULBP2 の
関与の解明、(3)宿主細胞表面上の ULBP2 が
shedding され、可溶性 ULBP2 となる機序の
解明、(4)可溶性 ULBP2 の制御方法の開発、
を目的としている。 
 
３．研究の方法 
使用細胞：A549細胞はRIKEN cell bankより、
LCSC #1, LCSC #2 細胞は Cell Resource 
center(Tohoku University)より入手した。 
 
末梢血単核球・NK 細胞の分離: 
ヒト末梢血単核球(PBMC)は Ficoll-Paque(GE
ヘルスケア・ジャパン)による沈降分離法で
分離した。PBMC 中の NK 細胞は CD56 マイクロ
ビーズ(Milteny Biotec)でラベルし、MACS®
法(Milteny Biotec)により磁気細胞分離を行
った。 
 
RNA 抽出と次世代シークエンサーによるトラ
ンスクリプト－ム解析： 
NK 細胞からの RNA 抽出は RNeasy Mini 
Kit(QIAGEN)により行った。抽出した RNA は 
バイオアナライザ(Agilent Technologies)で
品質評価後、TruSeq RNA Sample Preparation 
Kit v2(illumina)によりライブラリ作成を行
い 、 HiSeq2500(illumina) で リ ー ド 長
100bp,paired-end のシークエンスを行った。
サンプルあたり 50 万リード前後の有効なリ
ード（転写物）を得た。クラスタリング解析
には cummmeRbund を用いた。 
 
可溶性 ULBP2 量の測定: 
ヒトおよびマウス血清中可溶性 ULBP2量はキ
ャプチャー抗体として anti-human ULBP2 
monoclonal antibody BUMO1 (BAMOMAB，Munich，
Germany)、検出一次抗体として monoclonal 



anti-human ULBP2 antibody (R&D Systems，
MN，USA)、検出二次抗体として goat anti 
mouse IgG2a, human ads-HRP (Southern 
Biotech，AL，USA)を使用したサンドイッチ
ELISA 法を独自に構築して測定した。培養上
清中可溶性 ULBP2 量は Human ULBP-2 DuoSet 
ELISA(R&D Systems)により行った。 
 
細胞表面 ULBP2 の測定: 
培養細胞を回収後、anti-ULBP2 抗体（clone 
165903: R&D Systems）ならびにアイソタイ
プコントロールとインキュベートした。細胞
を洗浄後、細胞表面 ULBP2 量を、フローサイ
トメトリー(FACSCalibur: BD Biosciences)
にて測定した。定量評価においては 10000 個
の 細 胞 を カ ウ ン ト し 、 gemetric mean 
fluorescence intensity (MFI)を CELLQuest 
software (BD Biosciences)にて計測した。 
 
TACE 活性測定: 
ADAM17(TACE)活性測定は SensoLyte 520 TACE 
Activity Assay Kit(AnaSpec)によって行っ
た。本キットを使用し、5-FAM ラベルの FRET
ペプチド基質が TACE により切断され、5-FAM
が遊離する時の蛍光量変化を蛍光プレート
リーダー(TECAN)を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1)敗血症病態における NK細胞の関与の検討 
細菌感染症が原因となる敗血症病態にお

ける NK 細胞の関与は明らかではない。そこ
でまず、敗血症病態における NK 細胞機能の
関与を in vitro で検討した。ヒト PBMC を分
離し、試験管内で LPS 刺激を 12 時間行った。
刺激後の PBMC から、磁気ビーズ法により NK
細胞を分離し、RNA を抽出した。次世代シー
クエンサーによるトランスクリプト－ム解
析により LPS 刺激前後の NK 細胞における
mRNA の種類と量の変化を検討した。LPS 刺激
前後の mRNA 量(リード数)の変化をクラスタ
ー解析したところ、発現量変化の様式は５つ
のクラスターに分類された(図 2)。その中で
クラスター2 に分類される LPS 刺激後発現量
が著明に増加する分子群の内、最も発現誘導
されたのは NK 細胞表面分子であり，活性化
マーカーでもある CD56(発現比 6.90)であっ
た。このことから、エンドトキシンが関与す
る敗血症時において NK 細胞機能の関与が急
激に高まる可能性が示唆された。 

(2)敗血症時の可溶性 ULBP2 の関与の検討 
 我々は、これまで肺癌患者において、NK 細
胞機能調節分子である血清中可溶性 ULBP2が
増加していることを報告している。その研究
過程において、良性肺疾患の一部においても、
血清中可溶性 ULBP2 の増加がみられた。そこ
で、良性肺疾患患者の症例数を増やし、患者
血清中可溶性 ULBP2 を測定した。その結果、
呼吸器感染症患者において、他の良性疾患に
比べて、特に高い可溶性 ULBP2 値を示す患者
群が存在することが明らかになった。この群
の患者の臨床的背景を精査したところ、全身
性炎症性反応症候群(SIRS)スコア 2項目以上、
または全身性臓器障害 qSOFA スコア 2項目以
上を満たす臨床的敗血症と考えられる患者
が存在することが明らかになった（図 3）。 
Xenograft モデルにおいて、我々は ULBP2 を
過剰発現させた細胞をマウス皮下に移植す
ると、マウス血清中可溶性 ULBP2 量が増加す
ること、即ち宿主細胞に発現誘導された細胞
表面上 ULBP2 量と血清中可溶性 ULBP2 量に正
の相関関係があることを明らかにしている
(図 4)このことから、敗血症患者においても、
感染部位の細胞で細胞表面 ULBP2 量が発現増
加しており、それに伴って患者血清中可溶性
ULBP2 量も増加していることが示唆された。 

 
(3)宿主細胞表面上の ULBP2 が shedding され、
可溶性 ULBP2 となる機序の検討 
 これまでの我々の検討から、細胞表面上
ULBP2 が可溶性 ULBP2 になる過程（shedding）
には、ある種のメタロプロテアーゼが関与し
ていることが示唆されていた。また、先行論 
shedding を起こすメタロプロテアーゼ候補



として ADAM10 および ADAM17(TACE)をあげて
いる 4)。しかしながらそれ以上の詳細な検討
は行われていなかった。 
そこで、我々はこれらメタロプロテアーゼ

特異的な発現誘導刺激物質を用いて、in 
vitro でどちらのメタロプロテアーゼが
ULBP2のsheddingを起こす主体であるかを検
討した。ULBP2 強発現細胞(LCSC#1)を用いて、
ADAM10 発現誘導刺激物質であるイオノマイ
シンと、ADAM17 発現誘導刺激物質である PMA
が、細胞培養上清中の可能性 ULBP2 量におよ
ぼす影響について検討した。その結果、図 5
に示すように、ADAM17 発現刺激物質である
PMA は可溶性 ULBP2 量を優位に増加させ、こ
の増加は、メタロプロテアーゼ阻害剤である
TIMP-3 により阻害された。一方で、ADAM10
発現誘導刺激物質であるイオノマイシンは、
可溶性 ULBP2 量に影響を与えなかった。これ
らのことから、細胞表面 ULBP2 の shedding
は ADAM10 ではなく、ADAM17(TACE)により行
われることが初めて明らかになった。 

 
(4)可溶性 ULBP2 の制御方法の開発 
 次に、我々は ADAM17 及や、細胞表面 ULBP2
発現を制御し、可溶性 ULBP2 量を制御する方
法を検討した。 
本検討において我々は、実用化へ要する時

間を短縮するために、既に市販されている薬
剤の中に、本目的を達成する効果が無いかど
うか探索し、14 員環マクロライドであるクラ
リスロマイシンに注目した。 
 クラリスロマイシンは本来の抗菌作用の
他に、抗炎症、免疫調節作用が知られた、抗
生物質である。我々は A549, LCSC#2 培養細
胞系とその上清を用いて、本剤が ADAM17 活
性と可溶性 ULBP2量に与える影響を検討した。
その結果図 6に示すように、クラリスロマイ
シンは ADAM17 活性を抑制することで、可溶
性 ULBP2量を有意に抑制することが明らかに
なった。このことはクラリスロマイシンが
ADAM17活性制御を通じて可溶性ULBP2産生抑
制剤として使用できる可能性、もしくはその
ような作用機序による新しい敗血症治療薬
の創薬シーズとして有望であることを示し
ている。 
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