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概 要 近年，食塩と免疫機能の関係が急速に注目を浴びているが，その研究対象はリンパ球や単球・マクロファージ

の分化過程であることが多い。本研究では，食塩の構成成分である塩化物イオンが自然免疫系で非特異的な生体防御

をつかさどる好中球の免疫機能に果たす役割を検証した。好中球は呼吸性バーストでスーパーオキシドや次亜塩素酸を

放出し殺菌作用を呈するほか，この作用不全は個体レベルの易感染性を招く。 

まず，野生型マウスの骨髄好中球に phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）で呼吸性バーストを惹起し，次亜塩素酸に

鋭敏に反応するルミノール反応シグナルで定量評価した。好中球ペルオキシダーゼ myeloperoxidase（MPO）阻害薬で前

処理した好中球，或いは MPO を欠損した好中球ではルミノール反応が大きく低下しており，呼吸性バーストによって産生

されるスーパーオキシドが MPO によって次亜塩素酸に変換されるという事象を支持した。 

次に，塩化物イオンの細胞内移動を担う細胞膜輸送体である嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子 cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator（CFTR）が好中球に発現していることを確認し，遺伝学的に細胞及びマウス個体レ

ベルで Cftr遺伝子を発現抑制させた。いずれも今後の機能解析実験に向けて利用価値が高いと考えられる。 

今後，Cftr遺伝子発現抑制された培養白血球を使用してCFTRが好中球機能，特に呼吸性バーストや脱顆粒，好中球

細胞外トラップ neutrophil extracellular traps（NETS）に及ぼす影響を検証する。また，体外から侵入してくる微生物に対す

る生体防御のみならずいわゆる無菌的な環境で生じる自己免疫疾患の病態に関与しているのかも，好中球の寄与が大き

いことが実験学的に証明されている動物疾患モデルなどで検証を進めていく。 

 

 

１．研究目的 

食塩を構成するナトリウムイオンと塩化物イオンは電解

質の”King and Queen” 1 と形容されるが，ナトリウムイオン

に比して塩化物イオンの生理作用については研究対象と

なることが圧倒的に少ない 2-4。 

 一方，近年，食塩と免疫機能の関係が急速に注目を浴

びている。たとえば，獲得免疫の主役であるリンパ球との

関 係 で は ， 細 胞 外 の 食 塩 濃 度 の 上 昇 が serum 

glucocorticoid kinase 1（SGK1）活性上昇を介して幼若リン

パ球から炎症誘導性の Th17 細胞への分化を進める 5。生

物個体における食塩摂取から Th17 細胞分化促進への因

果関係はまた腸内細菌叢の変化からも説明されている 6。

また，自然免疫で研究が進んでいる単球・マクロファージ

についても，食塩摂取の過剰は抗炎症性の M2 マクロファ

ージの活性化を阻害する 7，或いは，食塩はマクロファー

ジの形質を M2 優位に誘導しヘルパーT 細胞の機能を抑

制するという報告もある 8。 

 自然免疫を司る免疫細胞のひとつにしてヒト末梢白血球

分画の中でも最多の好中球にとって，食塩，そしてその主

成分の一つである塩化物イオンの果たす役割は小さくな

いと予想される。 

 皮膚・上皮バリアに次いで自然免疫系で非特異的な生

体防御をつかさどる好中球は，貪食（オプソナイズ化）およ

び呼吸性バーストと呼ばれる活性酸素の大量産生・放出

して侵入した感染微生物を消化する。好中球は，細菌を

貪食作用により細胞に取り込む等の炎症性刺激が入力さ



 

れると，細胞膜 NADPH オキシダーゼ複合体が形成，活

性化されて，細胞外で酸素からスーパーオキシドが生産さ

れる。スーパーオキシドはそれ自体細菌を撃退する強い

酸化力を有するがすぐに失活するため，好中球のもつ高

い抗微生物（細菌・真菌）作用の本態は別にもある。すな

わち，細胞外のスーパーオキシドの大部分は不均化反応

により過酸化水素となり 9，さらに，もともと Azur 顆粒酵素と

し て 蓄 え ら れ て い る 細 胞 内 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

myeloperoxidase（MPO）の働きにより次亜塩素酸に変換さ

れる。この機構は十分解明されていないが，MPO によっ

て，過酸化水素との反応から生成した反応中間体

compound I が塩化物イオンと反応して次亜塩素酸付加

錯体が生成すると考えられている 10, 11。同酵素の活性が

減弱している場合には種々の好中球の活性化が落ちると

考えられる。その一方で，次亜塩素酸の産生を左右する

MPO の有無が細胞活性にどのように影響を与えるかは十

分に解明されていない。 

 また，好中球に発現する塩化物イオンを通す細胞膜輸

送体としては，プロテインキナーゼ A によって活性化され

る Cl チャネル，ClC3 2Cl‒/H+ antiporter 等の Cl チャネル，

Ca2+活性化 Cl チャネル，KCC 等の陽イオン-Cl 共輸送体

が知られている 12。このうち，PKA と関連の深い嚢胞性線

維 症 膜 コ ン ダ ク タ ン ス 制 御 因 子 cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator（CFTR）のゲノム遺

伝子変異は嚢胞性線維症の原因になる 13。同疾患は，肺

の慢性細菌感染と肺組織の破壊を特徴とする遺伝性疾患

であり，最終的には呼吸不全に至る。現在の治療は，呼

吸器感染症に対する抗生物質療法や，膵臓機能不全を

治療するためのビタミンや酵素のサプリメントなど，対症療

法に終始している。患者が呼吸器感染症を根治させられ

ない要因の一つに好中球の活性化の異常があるとされる。

患者好中球では Azur 顆粒からのプロテアーゼ放出が増

加しているという報告 14。しかしながら，患者好中球特有の

形質が遺伝的な CFTR 機能不全によるのか 15，後天的な

慢性炎症による二次応答なのか 16, 17，は明らかではない。

好中球内の塩化物イオンの動態も十分解明されておらず，

好中球 CFTR の機能解析は基礎科学的にも臨床的にも

重要な研究課題と言える。 

 本研究では，好中球バーストにおける次亜塩素酸の産

生機序，特に MPO の寄与に関する検証，及び，好中球

の細胞膜塩化物イオン輸送体の細胞活性化や個体レベ

ルで機能を解析する試みを行った。 

２．研究方法 

２．１．試薬・抗体 

 4-Aminobenzoic Acid hydrazide（4-ABAH，Cayman，米

国 ） ， CFTR(inh)-172 （ Sigma-Aldrich ， 米 国 ） ， PMA

（Sigma-Aldrich），luminol（Sigma-Aldrich）を使用した。 

２．２．培養細胞 

 未分化状態のマウス白血球細胞 HL-60（ATCC, USA）

に対して，DMSO を 4-5 日間培地添加し分化させて実験

に使用した。 

２．３．shRNA 発現ウイルスベクター実験 

 Mission shRNA（Sigma-Aldrich）を購入し，HEK-293 細

胞でヒト Cftrを標的とする shRNA 発現レンチウイルスを作

成した 18。 

２．４．定量 PCR 

 細胞から total RNA を抽出し逆転写酵素反応によって

cDNA を作成後に（表 1）に塩基配列を示すプライマーを

用いて定量的 PCR を行った。 

２．５．ルミノール反応 

 二価陽イオン添加 DPBS に 5 μM luminol 及び検体とな

る細胞を入れて，各種刺激後に化学発光をルミノメーター

で持続的に定量評価した。反応シグナルを誘導するため

に PMA を懸濁液に添加したほか，4℃で抗 Fcγ受容体抗

体と反応後に 37℃で GM-CSF により細胞をプライミングし，

最後に二次抗体を添加して Fc 受容体架橋反応を誘導し

た。 

 

（表 1）qPCR primers 

Cftr 

(Forward) 

CGTCTGCCTTCTGTGGACTT 

Cftr 

(Reverse) 

TCCCAGCTCTCTGATCTCTGT 

β-actin 

(Forward) 

TCCCCCAACTTGAGATGTATGAAG 

β-actin 

(Reverse) 

AACTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG 

 

 

 



 

２．６．マウス 

 好中球ペルオキシダーゼ欠損マウス（Jackson Lab，米国）

を 使 用 し た ほ か ， ヘ テ ロ 接 合 型 （ ホ モ 接 合 体  x 

C57BL/6NCr Slc）CFTR ノックアウトマウス凍結胚 106 個を

国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所：実験動

物研究資源バンクからご提供いただいた。Cftr 遺伝子の

全配列の情報は Ensembl データベースを参照した。

C57BL/6NCr マウスの 6 番染色体上の Cftr遺伝子の第 4

エクソンと第 6 エクソンに挟まれた一部を，Cas9 タンパク

（Integrated DNA Technologies (IDT), USA）と guide RNAs 

（gRNAs, 表 2，IDT）を用いて TAKE 法 19 によって欠失さ

せた。融解した胚を野生型メスに移植し出産させた。 

プロトスペーサー隣接モチーフ protospacer adjacent motif 

（PAM）を/以下に示す。 

 マウス尻尾からゲノムDNAを抽出し，genotypingは（表3）

の 3 プライマーを混合して PCR を行った。 

２．７．マウス骨髄好中球単離 

 Percoll 法を用いてマウス骨髄から好中球を単離した。 

３．研究結果 

３．１. 塩化物イオンを含む次亜塩素酸の好中球からの

産生の修飾因子 

 野生型マウスの骨髄好中球を用いて PMA による呼吸性

バーストを惹起した。好中球を MPO 阻害薬で前処理する

と，次亜塩素酸に鋭敏に反応するルミノール反応シグナ

ルが阻害薬濃度依存性にわずかに低下した（図 1）。また，

MPO 欠損マウス由来の骨髄好中球でもさらに顕著な低下

が観察された（図2）。PMAではなく，好中球上のFcγ受容

体への IgG 結合を契機とした活性酸素の産生においても

同様の傾向が認められた（図 2）。 

３．２．好中球 CFTR 遺伝子発現抑制 

 細胞内外の塩化物イオンの移動を担う細胞膜輸送体と

して好中球 CFTR に注目した。培養細胞では好中球様に

分化させたHL-60細胞にCftr遺伝子の発現が認められた

（図 3）。 

次に，強制的に発現抑制させて，細胞内外の塩化物イ

オンの移動を阻害した状況で白血球の活性化を評価する

ことにした。遺伝子発現抑制には現在最も普及していると

思われる siRNA 導入法を計画したが，HL-60 細胞が浮遊

細胞であるためかトランスフェクション試薬を用いても十分

な抑制が得られなかった。このため，構造的に単純な 

 

（表 2）guide RNAs 

Exon 4  

(Reverse strand) 

GAACGTTCCACCTTGTTTTC 

/TGG 

Exon 6  

(Forward strand) 

CCTTGGTTTACTGATAATCC 

/TGG 

プロトスペーサー隣接モチーフ protospacer adjacent motif 

（PAM）を/以下に示す 

 

（表 3）genotyping PCR primers 

Forward TGAAATTTAATCACTGCCTTCTCC

TGC 

野生型アリル

reverse 

CAGGGCAGCAAACTCAGCAAAG

AAC 

遺伝子欠損ア

リル reverse 

GTTAGGGCTTAGAGAAGCCCAAT

TCAA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 1）MPO 阻害薬添加によるマウス骨髄

好中球の PMA 誘導性ルミノール応答シグ

ナル．X軸：時間（分）．Y軸：化学発光強度

（IU）． 



 

 

（図 2）MPO 阻害薬添加によるマウス骨髄好中球の PMA

誘導性ルミノール応答シグナル．Rx: reaction, WT: 

wild-type, **: p<0.01. 

 

（図 3）好中球（分化 HL-60 細胞）における Cftr 遺伝子の

発現．各細胞の逆転写反応の Cftr遺伝子プライマーを用

いた PCR 産物のアガロースゲル電気泳動結果．Capan-1：

ヒ ト 膵 腺 癌 細 胞 （ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ） ， udHL60: 

undifferentiated HL-60 細胞，dHL60: differentiated HL-60

細胞． 

 

GFP 発現 plasmid を electroporation 法で HL-60 細胞に対

して導入を試みた。しかし，電圧，細胞数等の条件を検討

するなどしたが，やはり十分な導入な効率が得られなかっ

た。次にウイルスベクターを用いたCrispr/Cas9法 20を試み

たが，これについてもコンストラクトの作成に難渋したため，

計画した plasmid を創出することができなかった。 

 

 

（図 4）逆転写反応後の定量 PCR による Cftr 遺伝子発現

の評価 

 

（図 5）F1 及び野生型マウスの下のタイピング PCR 産物の

アガロースゲル電気泳動．WT: wild-type, KO: knockout, 

ddH2O: double distilled water. 

 

 

 最終的に，標的遺伝子に対する shRNA を発現するウイ

ルスベクターを作成し，HL-60 細胞への導入を行い，

CFTR 遺伝子の発現抑制が得られた（n=2, 図 4）。 

３．３．好中球 CFTR 遺伝子発現抑制 

 上記に並行して，生物個体における CFTR の機能を解

析するために全身ノックアウトマウスを利用して表現型を

解析することとした。F0 胚移植から離乳にまで至った F1

産仔が７匹と寡少であった。これらについて genotyping 

PCR を実施したところ，雌雄別の 4 匹のヘテロ接合個体が

得られた（図 5）。 

 



 

４．考 察 

 実験前半の結果からは，MPO の化学的酵素阻害及び

内在性欠損の両者が好中球の活性化に伴うルミノール反

応で検出される次亜塩素酸の産生を大きく阻害していた。

これは好中球の呼吸性バーストによって産生されるスーパ

ーオキシドが MPO によって次亜塩素酸に変換されるとい

う事象を支持する。一方，MPO 活性の低下が好中球の他

の抗細菌作用や自己組織攻撃作用にどのような影響を及

ぼすかは不明であり，今後の課題である。 

 実験後半では，疾病に関係する塩化物イオン輸送体と

して好中球上の CFTR に着目した。CFTR 発現抑制好中

球や欠損マウスの創出には予想を大きく上回る時間と苦

労を要したが，そもそも好中球 CFTR の機能が前述のよう

に統一した見解が得られておらず 14-17，本研究で樹立で

きた培養細胞及び生物個体での今後の機能解析が極め

て重要である。また，嚢胞性線維症は代表的な難治性疾

患の一つであるが，最近承認された新薬 ivacaftor は

G551D 突然変異のキャリアの欠陥 CFTR を修正する。

こうした新規薬剤が患者好中球にどのような影響を与える

のかも今後の研究課題と言える。 

 以上，好中球における塩化物イオンの動態に着目し，呼

吸性バーストにおける次亜塩素酸の産生には好中球

MPO が重要であることを明らかにし，また，好中球上の塩

化物イオン輸送体の機能解析研究の基盤を今回確立で

きた。 

５．今後の課題 

５．１．細胞実験 

 Cftr遺伝子が発現抑制された HL-60 細胞を培養維持し

て，CFTR が好中球機能に与える影響について検証を行

う。とくに自己免疫疾患での関与が指摘されている呼吸性

バーストや脱顆粒，Ca チャネル開口に誘導される好中球

細胞外トラップ neutrophil extracellular traps（NETS）に及

ぼす影響を評価する。 

５．２．動物実験 

 塩化物イオンが含まれるこれら活性酸素が個体レベル

で自己免疫疾患の病態に関与しているのかは全く明らか

ではない。そこで，次亜塩素酸生成に重要となるこれら分

子の遺伝学的欠損マウスが利用可能であることから，免疫

異常を基盤とした動物モデルのうち，好中球活性化の寄

与が大きいことが実験学的に証明されている糸球体腎炎

モデル 18，免疫複合体関連関節リウマチモデル 21，皮下

気腫好中球遊走モデル 22 を遺伝子改変マウスに誘導して，

その障害程度を評価することとする。これによって，塩化

物イオンが含まれる好中球活性酸素のコントロールが疾

患にどのように影響を及ぼすのかが評価可能であり，さら

には塩化物イオン自体の増減が自己免疫疾患（とくにこの

場合は，旧来あまり注目されてこなかった好中球が主体と

なる急性かつ重度な組織障害）の治療標的になりえるとい

う新しい立場を提示することができる。 
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Summary 

Recently the relationship between salt and immune function has been rapidly attracting attention.  However, 

the target of research is often the differentiation process of lymphocytes, monocytes, and macrophages.  In this 

study, we examined the role of chloride ion, which is a principle component of salt, in the immune function of 

neutrophils, which controls non-specific biological defense in the innate immune system.  Neutrophils release 

superoxide and hypochlorous acid in a respiratory burst and exert a bactericidal action, and this dysfunction leads 

to individual-level susceptibility to infection. 

 First, neutrophil respiratory bursts were induced in bone marrow neutrophils with phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA), which was evaluated using a luminol reaction signal that responds sensitively to hypochlorous 

acid. The luminol response was significantly reduced in neutrophils pretreated with a neutrophil peroxidase (MPO) 

inhibitor or MPO-deficient neutrophils. This indicates that the superoxide produced by the respiratory burst is 

converted to hypochlorous acid by MPO. 

 Next, we confirmed that the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), which is a cell 

membrane transporter responsible for the intracellular migration of chloride ions, is expressed in neutrophils.  We 

created cells infected with viral vector particle expressing shRNA against Cftr gene and Cftr-deficient mouse.  

This allows us to elucidate whether neutrophil dysfunction partly explains refractory chronic bacterial infection in 

patients with cystic fibrosis. 

 In the future, we will examine the effects of CFTR on neutrophil function in terms of self defense against 

infection and aseptic autoimmune diseases. 


