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概 要 塩分の過剰摂取は，高血圧や脳・心血管疾患につながることが知られているが，免疫系へ影響を及ぼすことも明

らかになってきた。高塩分食を摂取したマウスでは，ヘルパーT 細胞のサブセットの一つである Th17 細胞への分化を促

進し，脳機能の低下や自己免疫疾患を増悪させることが報告されている。高塩分食を摂取は，NK 細胞を活性化させるこ

とによって，マウスに移植した悪性黒色腫などの腫瘍の増殖を抑制させる抗腫瘍効果を発揮することができる。一方，ヒト

のコホート疫学調査では，食塩摂取量が高い男性では胃がん発症リスクが上昇することが明らかとなっている。 

近年，新たな免疫制御機構として免疫チェックポイントが注目され，これは，過剰な免疫反応を抑えるブレーキ役として

機能する。一方，がん細胞ではこの免疫チェックポイントを利用して免疫監視機構から逃れている。免疫細胞は受容体

PD-1 を細胞表面上に発現しており，これにリガンドである PD-L1 が結合すると免疫抑制が引き起こされる。多くのがん細

胞は PD-L1 を発現して免疫細胞からの攻撃を回避し，生存を可能としており，PD-1 と PD-L1 の結合を阻害する抗体は，

有力な抗がん剤として承認されている。本研究では，高塩分摂取によって免疫チェックポイント因子を制御するか検証し

て免疫系に及ぼす影響について解析を行った。 

Th17 細胞分化系において用いられていた濃度の NaCl を添加した培地で白血病細胞 K562 を培養したところ，PD-1 と

PD-L1 の発現が減弱していることが見られた。この培養条件での細胞増殖に及ぼす影響を調べたところ，死細胞はほとん

ど増えず，細胞周期にもほとんど変化がないことが明らかになった。 

我々は，PD-L1 の発現制御因子を探索し，血球分化・免疫機能に関わる RUNX1 が PD-L1 発現を転写レベルで増加

させることを見出した。高 NaCl 培地での培養は RUNX1 の発現を減弱させた。また，我々が RUNX1 の標的と見出した

抗腫瘍性サイトカイン TRAIL の発現を減少させることを見出した。 

次にマウスに高食塩食を摂取させて解析した。７日間高食塩食を摂取したマウスでは，白血球数の減少と血小板量の

増加がみられたが顕著なものではなかった。血球表面上での PD-1 と PD-L1 の発現への影響を調べたところ，脾臓にお

いて PD-1 の発現がわずかに高食塩食摂取マウスの方で増加していたが，PD-L1 は変化なかった。 

今後，より長い期間高食塩食摂取させたときの影響や，血球成分を細分化することによって，免疫チェックポイント因子

の発現を解析する必要があると考えられた。 

 

 

１． 研究目的 

塩分の過剰摂取は，高血圧や脳・心血管疾患につながるこ

とが知られているが，免疫系へ影響を及ぼすことも明らかにな

ってきた。高塩分食を摂取したマウスでは，ヘルパーT細胞の

サブセットの一つである Th17 細胞への分化を促進する（1）。

Th17 細胞は病原体に対する宿主の防御システムにおいて役

割を担っているが，炎症や自己免疫疾患の発生にも関係して

いる。高塩分食を摂取したマウスでは，Th17 細胞分化誘導に

伴い，脳機能の低下や自己免疫疾患を増悪させることが報告

されている（1-3）。一方で，高塩分食を摂取は，NK 細胞を活性

化させることによって，マウスに移植した悪性黒色腫などの腫

瘍の増殖を抑制させる抗腫瘍効果を発揮することができる（4, 5）。
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しかしながら，胃がん発症においては，高塩分摂取は高リスク

要因である。ヒトのコホート疫学調査では，食塩摂取量が高い

男性では胃がん発症リスクが２倍ほど上昇することが明らかと

なっている（6）。 

近年，新たな免疫制御機構として免疫チェックポイントが注

目されている（7, 8）。これは，過剰な免疫反応を抑えるブレーキ

役として機能する。一方，がん細胞ではこの免疫チェックポイ

ントを利用して免疫監視機構から逃れている。免疫細胞は受

容体Programmed Cell Death Protein 1（PD-1，also referred to as 

CD279） (9, 10) を細胞表面上に発現しており，これにリガンドで

ある Programmed Cell Death Ligand 1（PD-L1，also referred to 

as CD279 and B7-H1） (11) が結合すると免疫抑制が引き起こさ

れる。多くのがん細胞はPD-L1を発現して免疫細胞からの攻

撃を回避し，生存を可能としている(12)。そこで，PD-1 と PD-L1

の結合を阻害する抗体は，有力な抗がん剤として承認されて

いる(13-15)。さらに最近の研究では，免疫チェックポイントと老

化との関係も報告されている（16, 17）。老化細胞ではPD-L1を発

現して炎症反応を惹起し T 細胞からの免疫監視機構から逃

れており，抗 PD-1 抗体をマウスに投与することによって老化

細胞を除去し老化現象や生活習慣病を防ぎ抗老化作用を発

揮することができる。 

本研究では，高塩分摂取によって免疫チェックポイント制御

を制御するか検証し，それを介した免疫系に及ぼす影響につ

いて解析を行った。 

２． 研究方法 

２．１ 組織培養 

慢性骨髄性白血病細胞株K562はRiken BioResource Center

から購入し，RPMI1640 （FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation）＋10%ウシ胎児血清（Sigma）培地にて培養した。

これらの細胞株は 37℃，5% CO2，加湿条件下で培養した。 

２．２ プラスミドの作成 

ヒト PD-1およびヒト PD-L1遺伝子の上流に座位する転写制

御領域プロモーターをヒトゲノムDNA（Promega）からPrimeStar 

GXL DNA polymerase（Takara Bio Inc.）用いて PCR法によって

増幅し，ルシフェラーゼレポータープラスミド pGL3（Promega）

に組み込んだ。作成したプラスミドのシーケンスは，Genetic 

analyzer 3500（Thermo Fisher Scientific）を用いて確認した。 

 

 

 

２．３ プラスミドのトランスフェクション 

K562 細胞には Nucleofector2b（Lonza, Program T-016）

を用いてエレクトロポレーション法によってプラスミドを導入

した。 

２．４ ルシフェラーゼアッセイ 

プラスミドを導入した細胞を回収し，1x 濃度に調製した

Passive lysis buffer（Promega）を用いて細胞抽出液を作成

した。Dual Luciferase Reporter Assay System（Promega）と

ルミノメーター（Berthold Detection Systems）を用いて，ル

シフェラーゼ活性を測定した。Reporter plasmid と同時に

Renilla reniformis ルシフェラーゼ活性測定用の phRL-TK

プラスミドも導入し，各サンプルでのトランスフェクション効

率の違いを補正するために，ホタルルシフェラーゼ活性を

レニラルシフェラーゼ活性で割った値をデータとした。 

２．５ RT-qPCR 

細胞を培養した後，Isogen II（Nippon gene）を用いて

total RNAを調製した。調製した total RNAから，oligo（dT），

dNTP mix，superscript IV（すべて Thermo Fisher Scientific）

を用いて complementary DNA（cDNA）を作成した。ヒト

PD-1，ヒト PD-L1，ヒト RUNX1 およびヒト TRAIL に対する

特異的 primer （Eurofins genomics によって合成），

THUNDERBIRD SYBR qPCR mix（Toyobo），作成した

Cdna を混和し，StepOnePlus リアルタイム PCR システム

（Thermo Fisher Scientific）を用いて，RT-qPCR を行った。 

２．６ 細胞増殖測定 

培養した細胞を回収し，等量のトリパンブルー液を加え

た。血球計算版を用いて顕微鏡下で細胞数を計測した。

青く染色された細胞を死細胞，染色されていない細胞を

生細胞として評価した。 

２．７ 細胞周期測定 

培養した細胞を回収して Propidium iodide（PI）液

（10 mg/ml PI，0.1% Triton X-100 を含む PBS）に懸濁した。

Triton X-100 によって裸核し，PI によって核内 DNA を染

色した。FACS Canto II（BD Biosciences）を用いてフローサ

イトメトリー法によって，DNA 量を計測し細胞周期と細胞

死を判定した。細胞死では核内 DNA が分断されるため，

細胞周期の G1 期より DNA 量の少ない sub-G1 期を測定

することによって細胞死を解析した。 
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２．８ 高食塩食摂取したマウスの解析 

C57BL/6JJmsSlc マウスに High Salt Diet（HSD）また標

準食（Control）を与え，7 日間飼育した。飼育前と飼育後

に体重を測定し，HSD 摂取を評価した。脾臓，脳，心臓，

肝臓，腎臓，精巣を摘出し，重量測定および外観の観察

を行った。また，心臓から採血し，血球表面上の免疫チェ

ックポイント因子発現解析を行った。 

２．９ 細胞表面発現解析 

マウス脾臓を採取し，2 枚のスライドガラスの間ですりつ

ぶし，遠心分離によって沈殿化させることによって脾臓細

胞を得た。調製した脾細胞液と採取した血液に PharM 

Lyes（PharMingen）を加えて赤血球を浸透圧で破砕除去

した。 脾細胞液と血液に PE 標識抗マウス PD-1 抗体

（Biolegend ）または PE 標識抗マウス PD-L1 抗体

（Biolegend）を氷上で 30 分させた後，FACS Canto II を用

いて解析した。 

２．１０ 統計解析 

データは Student’s T-test を用いて解析し，P<0.05 の時

に有意差があると評価した。 

３． 研究結果 

３．１ PD-1 と PD-L1 発現解析 

免疫チェックポイント因子 PD-1 と PD-L1 の発現に高食

塩摂取が及ぼす影響を調べるため，白血病細胞 K562 細

胞を用いて解析を行った。細胞培養用の培地に NaCl を

10，20，40，80 mMを添加して 48時間培養した。この濃度

は，in vitro 系で naïve T 細胞を Th17 細胞に分化させる実

験に用いられた食塩濃度である（1）。培養した K562 から

total RNA を抽出して PD-1 と PD-L1 の特異的 primer set

を用いて RT-qPCR を行ったところ，PD-1 と PD-L1 の発現

が濃度依存的に減少していた（Fig. 1）。 

３．２ 高食塩の細胞増殖への影響 

用いた NaCl の細胞増殖における影響を調べるため，ト

リパンブルー染色法を行った。生細胞では膜の排泄機構

によってトリパンブルー色素を細胞外へ排出するため顕

微鏡下の観察では白く見えるが，死細胞では排泄できな

いため細胞質全体が青く染色された像が観察される。

NaCl 80 mM の濃度でも青く染まった死細胞はほとんど観

察されず，用いた濃度では細胞毒性は少ないと考えられ

た（Fig. 2）。また，フローサイトメーターを使用して細胞周

期の変化を解析した。細胞周期にはほとんど変化は認め

られなかった。死んだ細胞は核内の DNA 量が減少して，

G1期よりDNA量が少ない Sub-G1期に観察される。NaCl 

を加えて培養しても Sub-G1 期の増加はほとんど見られず，

実験に用いた NaCl 濃度では細胞毒性をほとんど示さな

いことが明らかとなった（Fig. 3）。 

 

 
Fig. 1 RT-qPCR of PD-1 and PD-L1 
K562 leukemia cells were incurvated with medium plus indicated concentration of NaCl for 48 hours. 
Total RNA was extracted and cDNA was generated. RT-qPCR was performed with PD-1 and PD-L1 primer sets. Actin was used as control. 
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Fig. 2 Cell count 
K562 leukemia cells were incurvated with medium plus indicated concentration of NaCl for 48 hours. 
Cells were harvested and mixed with trypan blue solution and cell numbers were calculated under a microscope.  
Blue cells were estimated as dead cells and white cells were estimated as living cells. 

 

 

 
Fig. 3 Cell cycle analysis 
K562 leukemia cells were incurvated with medium plus indicated concentration of NaCl for 48 hours.  
Cells were stained with PI and DNA contents were analyzed by flow cytometry. 
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３．３ RUNX1 と TRAIL 発現解析 

ヒトPD-L1の遺伝子発現制御領域プロモーターのDNA

配列を解析したところ，血球分化や免疫系に関わる転写

因子 Runt related transcription factor 1 （RUNX1， also 

referred to as AML1 or PEBP2）(18, 19)の結合配列が認めら

れた。プロモーター領域をレポーターアッセイ用のプラスミ

ド pGL3 に組み替え hPD-L1-luc を作成した。RUNX1 は

cofactor の Core binding protein（CBF）β とコンプレックスを

形成して標的遺伝子の転写制御を行う (20)。RUNX1 と

CBFβ 発現プラスミドと hPD-L1-luc を K562 細胞に導入し

たところ PD-L1 の転写活性が上昇し，PD-L1 が RUNX1

の転写標的遺伝子であることが示された。次に，RUNX1

と CBFβ 発現プラスミドを K562 に導入して RNA レベルで

の発現を解析した。PD-L1 の内在性発現も RUNX1 によ

って増加することが明らかになった（Fig. 4）。 

NaClを添加した培地でK562細胞を培養し，RUNX1の

発現を解析した。また，RUNX1 の標的遺伝子として見い

だした Tumor-necrosis factor related apoptosis inducing 

ligand（TRAIL）(21, 22)の発現解析も行った。TRAIL は抗腫

瘍性サイトカインであり，種々のがん細胞に対しアポトーシ

ス細胞死を誘導することが知られており，TRAIL ノックアウ

トマウスは発がんすることからがんの免疫監視の役割を担

っていると考えられている (23-25)。そしてリコンビナント

TRAIL は様々なタイプのがんに対して臨床試験が行われ，

その一部は臨床第 III 相試験が実施されている(26,27)。

NaCl を添加した培地での培養は TRAIL の発現を濃度依

存的に減少させたが，RUNX1 は高濃度の時のみ減少が

見られた（Fig. 5）。 

３．４ 高食塩食摂取マウスの解析 

次に高食塩食を摂取したマウスを用いて実験を行った。

C57BL/6JJmsSlc 系統のマウスにHigh Salt Diet（HSD）を与え，

7 日間飼育した。飼育前と飼育後に体重を計測したところ，普

通食を食べさせたマウスと比べて変化はなく，HSD も普通食

同様に摂食していることがわかった（Fig. 6）。血球解析を行っ

た。各臓器（脾臓，脳，心臓，肝臓，腎臓，精巣）を摘出し，観察

した。萎縮や肥大は見られず，重量も普通食摂取と高食塩食

摂取では差は見られなかった（Fig. 7）。心臓から採血し，血球

計算機によって血液成分を解析した。HSD 摂取の方で，白血

球数（WBC）の減少と血小板数（PLT）の増加が少し見られた

が有意差はなかった（Fig. 8）。赤血球数（RBC），ヘモグロビン

濃度（HGB）ヘマトクリット（HCT），平均赤血球容積（MCV），平

均赤血球ヘモグロビン数（MCH），平均赤血球ヘモグロビン濃

度（MCHC）には変化は見られなかった。 

 

 
Fig. 4 PD-L1 is upregulated by RUNX1 
PD-L1 promoter region was inserted into pGL3 and hPD-L1-luc was generated (Left). 
RUNX1+CBFβ expression increased promoter activity (Upper right) and PD-L1 mRNA level in K562 leukemia cells. 
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Fig. 5 RT-qPCR of RUNX1 and TRAIL 
K562 leukemia cells were incurvated with medium plus indicated concentration of NaCl for 48 hours. 
Total RNA was extracted and cDNA was generated. RT-qPCR was performed with RUNX1 and TRAIL primer sets.  
Actin was used as control. 
 
 

 
Fig. 6 Body weight of mice 
C57BL/6JJmsSlc mouse’s body weights were measured before and after fed of high salt diet (HSD) for 7 days. 
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Fig. 7 Body weight of mice 
C57BL/6JJmsSlc mouse’s tissues were obtained after fed of high salt diet (HSD) for 7 days.  
The tissue morphologies and weights were compared with those of control (normal diet). 
 
 

 
Fig. 8 Blood conditions 
C57BL/6JJmsSlc mouse’s bloods were obtained after fed of high salt diet (HSD) for 7 days.  
The conditions of blood cells were compared with those of control (normal diet).   
 

３．５ 高食塩食摂取マウスの PD-1 と PD-L1 発現解析 

脾臓細胞と採血から得た白血球の細胞表面上での PD-1 お

よび PD-L1 の発現をフローサイトメトリーで解析した。高食塩

食摂取の脾臓で PD-1 の発現増加がわずかに見られたが有

意差はなく，他は変化なかった（Fig. 9，10）。
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Fig. 9 Cell surface expressions of PD-1 
C57BL/6JJmsSlc mouse’s bloods were obtained after fed of high salt diet (HSD) for 7 days.  
The white blood cells were collected and stained with PE-labeled antibodies of PD-1, then the cell surface expressions were analyzed by 
flow cytometry. 

 
Fig. 10 Cell surface expressions of PD-L1 
C57BL/6JJmsSlc mouse’s bloods were obtained after fed of high salt diet (HSD) for 7 days.  
The white blood cells were collected and stained with PE-labeled antibodies of PD-L1, then the cell surface expressions were analyzed by 
flow cytometry. 
 
４． 考察 

本研究では，高食塩食摂取が免疫チェックポイント因子

の発現にどのように影響を及ぼすか解析を行った。培養

細胞を用いた in vitro 系では NaCl 濃度を増やした培地で

の培養によって PD-1 と PD-L1 の発現が減少することを見

い出した。その分子メカニズムを解析するために，関係す

る転写因子を調べた。血球分化・免疫に関わる転写因子

RUNX1 が PD-L1 の発現制御を行うことを発見した。しか

しながら，NaCl 処理では 80 mM の高濃度でのみ RUNX1 の

発現が減少しており，RUNX1 は部分的に PD-L1 の発現制御

に関わっている可能性があるものの，より低濃度においては，

他の転写因子によって制御されていることが示唆された。高

食塩処理では，p38 map kinase が浸透圧変化のセンサーとし

て機能し(28)，NFAT5 が遺伝子発現を制御する転写因子として

機能することが明らかとなっている (29, 30)。パブリックデータの

解析では，ヒト PD-L1 プロモーターの転写開始点付近に

NFAT5 が結合している Chromatin immunoprecipitation（ChIP）

データがある。NFAT5 が高食塩処理によって PD-1 と PD-L1

の転写制御に関わっていることが示唆される。 
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マウスを用いた解析では，免疫チェックポイント因子の

発現に顕著な変化は見られなかった。今回，血球全体で

の解析結果であったが，さらに血球成分を細分化すること

によって，免疫チェックポイント因子の発現を解析する必

要があると考えられた。また，より長い期間高食塩食摂取

させたときの影響も調べてみたいと思う。 
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Summary 
Excessive salt intake is known to lead to hypertension and cardiovascular diseases, but it has not been fully 

elucidated how excessive salt intake affects the immune system.  It has been reported that mice fed a high-salt diet 

promote differentiation into Th17 cells and exacerbate brain dysfunction and autoimmune diseases.  Ingestion of 

a high-salt diet can exert an anti-tumor effect that suppresses the growth of tumors such as malignant melanoma 

transplanted into mice by activating NK cells.  On the other hand, human cohort epidemiological studies have 

revealed that men with high salt intake have an increased risk of developing gastric cancer. 

In recent years, immune checkpoints have attracted attention as a new immune control mechanism, which 

functions as a brake to suppress excessive immune reactions.  On the other hand, cancer cells use this immune 

checkpoint to escape immune surveillance.  Immune cells express the receptor PD-1 on the cell surface, and 

binding of the ligand PD-L1 causes immunosuppression.  Many cancer cells express PD-L1 to avoid attacks from 

immune cells and enable survival.  Antibodies that inhibit the binding of PD-1 and PD-L1 are approved as anti-

cancer agents.  In this study, we examined whether immune checkpoint factors are regulated by high salt intake 

and analyzed the effects on the immune system. 

When leukemic cell K562 was cultured in a medium supplemented with NaCl at the concentration used in the 

Th17 cell differentiation, it was found that the expression of PD-1 and PD-L1 was attenuated.  When the effect 

on cell proliferation under these culture conditions was investigated, it was found that the number of dead cells and 

the cell cycle was hardly changed.  We analyzed regulators of PD-L1 expression and found that RUNX1, which 

is involved in blood cell differentiation and immune function, increased PD-L1 expression at the transcriptional 

level.  Culturing in high NaCl medium attenuated the expression of RUNX1.  We also found that high NaCl 

medium decreased the expression of the antitumor cytokine TRAIL, which we found to be a target of RUNX1.  

The mice were then fed a high-salt diet and analyzed.  Mice fed a high-salt diet for 7 days showed a decrease in 

white blood cell count and an increase in platelet count, but this was not significant.  When we examined the 

effects on the expression of PD-1 and PD-L1 on the surface of blood cells, we found that PD-1 expression in the 

spleen was slightly increased in high-salt-fed mice, whereas PD-L1 was not change.  It would be necessary to 

analyze the effects of a high-salt diet for a longer period and the expression of immune checkpoint factors by 

dividing blood cell components. 


