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1. はじめに 

好中球の寿命は白血球の中で最も短く、健常人の末梢血から分離された好中球を in vitro で培養

すると、約半数は 24 時間以内にアポトーシスの様式で死滅する 1)。好中球におけるアポトーシスの

シグナル伝達は、細胞表面のdeath domain であるFas及びFasL を介する系 (Fas/FasL 系)と、Bcl-

2 family や活性酸素(reactive oxygen species, ROS)が関与するミトコンドリア系を介しており、

最終的にカスパーゼが活性化されることによってアポトーシスが実行される 2)。好中球の Bcl-2 

family においては、アポトーシス抑制蛋白として A1、アポトーシス促進蛋白として Bax が存在し、

両者の発現のバランスによってアポトーシスが調節されている3)。 

リポポリサッカライド (lipopolysaccharide, LPS）はグラム陰性菌由来のエンドトキシン

(endotoxin)であり、地球上で最も普遍的に存在する細菌由来の内毒素である。ヒトの好中球や単球

にCD14を介して結合し、種々のmediatorの産生を促して宿主側の免疫反応や組織傷害を引き起こす。

また、LPS は健常人の末梢血好中球を活性化させて自発的アポトーシスを抑制する 4)。このメカニズ

ムとして、細胞内におけるアポトーシス抑制因子である抗酸化物質の産生を増加させると報告されて

いる5)。 

今回の研究目的は、LPS が好中球のアポトーシスを抑制する現象を確認することと、そのメカニズ

ムにおいてBcl-2 family のA1とBaxの発現バランスが関与するかどうかを検討することである。 

 

２．方法 

１）アポトーシス細胞の検出 

健常人の末梢血から1 step polymorphs 溶液にて好中球を分離し、10%FBS加RPMI1640 に再浮遊し

た。LPS (E. coli 026、最終濃度100ng/ml)にて1 時間の前刺激を行った後に、37℃で0～48 時間培

養した。培養した好中球をFITC標識Annexin Vを用いて蛍光染色した後にflow cytometry法で解析

した。Annexin V陽性細胞は、アポトーシス細胞として認識した。 

２）Flow cytometry法による細胞表面のFas発現の測定 

 分離した好中球 1×106個を1％BSA加PBSによって洗浄後、PE標識抗human Fas mAb(clone UB2)

にて氷上で30分間染色後、300 l で再浮遊した。isotype controlとして、PE標識mouse IgG1を用

いた。前方散乱と側方散乱の散布図より好中球にゲートをかけ、1×104個の細胞の蛍光強度を測定し

た。なお、isotype controlの95パーセンタイル以上の蛍光強度の細胞を陽性細胞とした。 

３）Flow cytometry法によるA1及びBaxの細胞内発現の測定 

 分離した好中球1×106個に500lの2% paraformaldehydeを加え、4℃で15分間の固定処理を行

った。PBSで2回洗浄した後、500lの0.05% Triton X-100を加え、4℃で10分間の透過性処理を

行った。PBSで2回洗浄した後、5% BSAにて室温下で30分間のブロッキング処理を行った後、再び

PBSで2回洗浄し200lに再浮遊した。1次抗体として抗human A1 mAb 3lまたは抗human Bax 
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mAb 1lを加えて室温下で30分間の染色を行った。PBSで2回洗浄した後、2次抗体としてそれぞ

れにFITC標識抗goat IgG Ab 1lまたはFITC標識抗mouse IgG Ab 1lを加えて室温下で30分間

の染色を行い、PBSで2回洗浄後、300lで再浮遊した。negative controlとして2次抗体のみで

染色した好中球を用いた。FACSCaliburにて1×104個の細胞のFL-1フィルターを介した蛍光強度を

測定し、平均蛍光強度(mean fluorescence intensity, MFI)を算出した。解析にはCellQuestTM 

softwareを使用した。 

すべての測定及び解析には CellQuestTM soft ware (Becton Dickinson)を使用した。また2群間

の有意差検定は Mann-Whitney U-test にて行い、P< 0.05 を有意差ありとした。なお、結果は全て平

均値±標準誤差(mean±SE)で示した。 

 

３．結果 

１）アポトーシス細胞の経時的出現率（図１） 

無刺激群では、培養 6 時間後から Annexin V 陽性(Annexin V+)細胞が増加し、培養 12 時間後には

半数以上がAnnexin V+細胞であった。一方、LPS 刺激（添加）群ではAnnexin V+細胞出現率の有意な

低下が認められた。従って、LPSは正常好中球のアポトーシスを有意に抑制することが確認された。 

２）好中球細胞表面のFas発現（図２） 

好中球細胞表面のFasの発現は無刺激群とLPS添加群では有意差を認めなかった。従って、LPS刺

激は、Fas発現に影響を及ぼさないと判明した。 

３）好中球細胞内におけるA1及びBaxの発現（図３） 

 好中球細胞内のBaxの発現は無刺激群とLPS添加群では有意差を認めなかった。しかしながら、無

刺激群のA１の発現は、LPS添加によって有意に増加した。従って、LPSはアポトーシス抑制蛋白で

あるA1の発現を抑制することが判明した。 

 

４. 考察 

今回の研究から、LPS は好中球のアポトーシスを有意に抑制させることが判明した。このメカニズ

ムとして Fas を介する経路ではなく、Bcl-2 family の A1(アポトーシス抑制蛋白)の発現を増加させ

ることが関与していることが示唆された。 

好中球は本来アポトーシスに陥りやすい細胞であり、アポトーシス促進蛋白であるBaxを豊富に発

現していることが知られている。LPS は、アポトーシス抑制蛋白である A1 の発現を増加させ、ミト

コンドリア系を介するシグナル伝達を抑制すると考えられる。また、アポトーシスの機序の１つとし

て、ミトコンドリア内のアポトーシス抑制蛋白とアポトーシス促進蛋白の発現バランスが重要である
5)6)。つまり、好中球に対する LPS 刺激は、A1 の発現を低下させることによってミトコンドリア系に

おけるアポトーシスバランスを促進側へシフトさせることが示唆された。 

敗血症などの重症感染症は、未だに致命率の高い疾患である。敗血症において、末梢血中のヒト好

中球のアポトーシスは延長し、活性酸素やプロテアーゼ等の酵素を過剰に産生することによって自己

の組織傷害を引き起こす 7)。従って、グラム陰性桿菌の敗血症の場合では、内毒素の LPS が好中球の

アポトーシスを延長させて、その病態形成に深く関与していると考えられる。その分子メカニズムを

解明することは、ヒトの重症感染症の病態解明や新たな治療法開発に寄与すると思われる。 
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図１　アポトーシス細胞の出現率
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図２　好中球細胞表面のFAS陽性細胞の出現率
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図３　好中球細胞内におけるA1及びBaxの発現
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