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序論 

マクロファージは、免疫系細胞の一種であり、ほぼすべての臓器や組織に分布している。マクロ

ファージは、19 世紀にロシアの研究者である Elie Metchnikoff により発見されて以来、病原体など

から我々高等生物の身体を守る細胞として、サイトカインの分泌や病原体などの異物の貪食、抗原

提示などの多くの機能を持つことが明らかにされてきた 1。組織に分布するマクロファージ（組織

常在型マクロファージ）は、貪食能を有するという共通点を持つものの、起源や機能、形態が異な

ることから、存在する組織によってそれぞれ固有の名称で呼ばれている 2, 3。例えば、肝臓のクッパ

ー細胞や脳のミクログリア、骨の破骨細胞、表皮のランゲルハンス細胞などが挙げられる。これら

のマクロファージは、それぞれの組織に常在し、免疫応答や組織修復などの組織環境の維持などに

関わると考えられている 3。一方、骨髄の造血幹細胞由来の単球は、様々な刺激に応じて血管中か

ら組織に遊走してマクロファージに分化し、特異的な機能を持つポピュレーションへと分極する 4, 

5 。この分極化は、M1 型（classical activation）と M2 型（alternative activation）の 2 つの型に大別さ

れ、感染防御や炎症の応答、収束などに関わっている 6。M1 マクロファージは、T 細胞やナチュラ

ルキラー細胞などの免疫系細胞が分泌するサイトカインであるインターフェロン（interferon: IFN）

-γ やグラム陰性菌の外膜の構成成分であるリポ多糖（lipopolysaccharide: LPS）などにより分化誘導

され、炎症性サイトカインや活性酸素種の産生によって細菌やウイルスなどの病原体に対する感染

防御や炎症応答などの役割を担う 7-9。しかしながら、M1 マクロファージへの分極化が長期に続く

と、炎症に伴う組織の線維化や障害が引き起こされることがある 10。M1 マクロファージの炎症反

応を収束、回避するために、2 型ヘルパーT 細胞が分泌するインターロイキン（interleukin: IL）-4

や IL-13 などのサイトカインにより、抗炎症や組織修復機能を持つ M2 マクロファージが分化誘導

される 11, 12 。よって、M1 マクロファージと M2 マクロファージの分極のバランスは、局所の組織

における炎症反応や病態の進展に重要であると考えられている 13。 

生体内の環境は、外部環境の変化や多種多様な食物の摂取などの影響を受けるにも関わらず、体

温や血糖値、血圧、pH などはほぼ一定の範囲内に保たれている 14。これは恒常性の維持（ホメオ

スタシス）によるものである。恒常性の維持では、3 つの制御システム（免疫系、内分泌系、中枢
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神経系）が中心的な役割を担うことが知られている 15。しかし、加齢や疾患などにより組織や臓器

の機能が低下すると、恒常性の維持機構が崩れることがある。例えば、心拍出量の増加や塩分の過

剰摂取などによる循環血液量の増加は血圧の上昇につながる 16。膵臓からのインスリンの分泌障害

やインスリン抵抗性の状態では、血糖値が低下しにくくなる 17。また、腎機能の低下や電解質の量

的な変化によって起こる酸塩基平衡の異常により、血液の pH を正常な範囲内に維持することがで

きなくなることがある。血液は全身に行きわたっていることから、血液の pH の異常は全身に影響

を及ぼし、時には生命の危機に陥ることもある 18。血液の pH の調節は、ほとんどが呼吸（PCO2：

二酸化炭素分圧）と代謝（HCO3
-：重炭酸イオン）によって行われており、血液の pH を正常の範

囲内に維持するためには、血液中の二酸化炭素分圧と重炭酸イオンのバランスが重要である 19。こ

れらのバランスに加えて、ヘモグロビンや血漿タンパク質によるタンパク質緩衝系、リン酸緩衝系

などによっても pH は調節されている 20。しかしながら、血液の pH は、利尿剤の投与などによる

腎臓からの酸の喪失や腎機能異常による重炭酸イオンの排泄障害などにより上昇し、一方で、腎機

能の低下による重炭酸イオンの再吸収量の減少などにより低下する 18。このように、生体内の種々

の異常や環境の変化などによって生じる種々の平衡バランスの崩壊、つまり、恒常性の維持機構の

破綻は、組織の機能障害や疾患を引き起こす要因となる。 

このような生体内の組織や器官、細胞を取り巻く環境の変化を解析することは、疾患の発症や進

展を考える上で重要である。現在の生化学や細胞生物学の研究では、生体から取り出して培養した

細胞を用いて細胞機能の解析や疾患の発症機序の解明などが行われる。細胞の培養には、細胞の種

類によって、または同じ名称の細胞であっても、研究者や実験条件などにより異なる培養液（培地）

が用いられることがある。通常、細胞の培養に用いられる培地には、糖やアミノ酸、ビタミン、無

機塩、微量元素などが含まれている。さらに、アルブミンや細胞増殖因子などのタンパク質やホル

モンなどを含む血清を添加する。細胞を培養する培地としては、Dulbecco's Modified Eagle's Medium

（DMEM）や Minimum Essential Media（MEM）、Ham’s F-12、DMEM/F-12 、RPMI-1640 などが用

いられる。これらの培地は生体内の組成を考慮して作られているため、成分の含有量に違いはあっ

ても、栄養因子の種類自体には大きな違いはない。しかし、培地の種類の違いにより細胞の機能に

変化が生じることがある。例えば、ハイブリドーマ細胞のグルタミン消費量 21 や胃がん細胞のアミ
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ノ酸などの代謝量 22、歯根膜や歯髄の細胞の増殖や分化 23, 24、骨膜由来細胞の分化 25、マクロファ

ージの増殖速度やアミノ酸消費量 26 などは、用いる培地が異なることで違う結果を生じることが報

告されている。私自身、マクロファージの機能解析を進める中で、用いる培地の種類により、炎症

性サイトカインや活性酸素種の産生量など、M1 マクロファージの炎症応答に違いが生じることに

気付いた。つまり、培地に含まれる特定の成分の量的な違いが、M1 マクロファージの炎症応答に

影響を及ぼす可能性があると考えた。そこで、M1 マクロファージを用いて、炎症応答に影響を及

ぼす因子を培地の成分から同定し、さらにその影響について詳細に解析することとした。 

本研究では、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子の同定ならびにその作用機序を

解明することを目的とした。本論文の第一章では、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす

因子を培地の成分から探索し、重炭酸ナトリウム（NaHCO3）を見出した。第二章では、重炭酸イ

オン（HCO3
-）による培養細胞ならびに骨髄由来の M1 マクロファージの炎症応答への影響、さら

にその調節機構を解析した。  
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第一章 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子の探索 

1.1. 背景 

 マクロファージは、免疫系細胞の一種であり、IFN-γ や LPS などにより、IL-1β や IL-6、tumor 

necrosis factor（TNF）-α などの炎症性サイトカインおよび活性酸素（O2
-）や一酸化窒素（nitric 

oxide: NO）などの細胞に障害を与える物質を産生するようになる 7, 8。この反応には、M1 マクロフ

ァージが関わっており、M1 マクロファージが分泌するこれらの物質は、細菌やウイルスなどの病

原体に対する感染防御や炎症反応などにおいて重要な役割を果たしている。一方で、M1 マクロフ

ァージは様々な疾患の発症や進展にも関与している 7, 9。例えば、関節リウマチ 27やアテローム性動

脈硬化症 28、がん悪液質 29、糖尿病 30 などの、いわゆる慢性疾患の病態の制御に関わることが知ら

れている。そのため、M1 マクロファージの機能制御機構の解明や機能を抑制する化合物の探索が

行われている 31。 

血液中の単球は血管外（細胞間質）に遊走してマクロファージへと分化し、炎症応答や組織の修

復などの機能を発揮する。しかし、マクロファージが存在する環境が異なれば、違う反応を示すこ

とがある。加齢や疾患の慢性化はその一例であり、恒常性の維持機構が崩れることが原因と考えら

れている。例えば、血圧や血糖値の上昇、酸塩基平衡の異常などは全身の組織で影響が見られる 16-

18。そのため、生体内の恒常性の維持機構が崩れることで、マクロファージによる炎症応答に違い

が生じる可能性が考えられる。実際、肥満や高血圧では、組織のマクロファージの M1 マクロファ

ージと M2 マクロファージの分極のバランスが変わってしまう 32, 33。また、生体内の組成を考慮し

て作られた様々な培地の成分の違いによっても、増殖や分化、アミノ酸の代謝量などの細胞の機能

に影響を及ぼすことが知られている 21-26。私は M1 マクロファージの機能解析を進める中で、培地

の種類の違いにより、M1 マクロファージの炎症応答に違いが生じることに気付いた。このことか

ら、生体内の組成を考慮して作られている培地の中に、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及

ぼす因子が含まれていると考えた。 

本章では、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子の同定を目的に研究を行った。 
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1.2. 実験材料および実験方法 

1.2.1. 実験材料 

LPS（Escherichia coli 055:B5）と phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）、cytochrome c、superoxide 

dismutase（SOD）、組換え型マウス inducible NO synthase（iNOS）は Sigma（St. Louis, MO, USA）か

ら購入した。2,3-Diaminonaphthalene（DAN）は同仁化学研究所から購入した。NaHCO3 と KHCO3

は富士フイルム和光純薬から購入した。一次抗体として以下のものを用いた。Anti-iNOS/NOS Type 

II 抗体（610329）は BD Biosciences（San Jose, CA, USA）、anti-TNF-α 抗体（P350）は Thermo Fisher 

Scientific（Waltham, MA, USA）、anti-IL-1β/IL-1F2抗体（AF-401）はR&D Systems（Minneapolis, MN, 

USA）、anti-β-actin 抗体（A5316）は Sigma から、それぞれ購入した。また、二次抗体である、

Horseradish peroxidase（HRP）-linked anti-rabbit IgG（#7074）と HRP-linked anti-mouse IgG（#7076）

は Cell Signaling（Danvers, MA, USA）から購入した。組換え型マウス IFN-γ は東レより分与して頂

いた。 

1.2.2. 細胞培養 

マウスマクロファージ系細胞株、J774.1/JA-4細胞 34およびRAW264.7細胞（American Type Culture 

Collection: ATCC; Manassas, VA, USA）は、非働化した 10%(v/v)ウシ胎児血清（fetal bovine serum: 

FBS; Thermo Fisher Scientific）、50 units/mL ペニシリンと 50 µg/mL ストレプトマイシン（ナカライ

テスク）を含む Ham’s F-12 Nutrition Mixture（F-12）培地（Thermo Fisher Scientific）、DMEM

（Thermo Fisher Scientific）、NaHCO3 不含の F-12 培地（富士フイルム和光純薬）あるいは NaHCO3

不含の DMEM（富士フイルム和光純薬）を用いて、37oC、CO2インキュベーターで培養した。 

1.2.3. O2
-の産生量の測定 

 マクロファージは、LPS などにより NADPH 酸化酵素活性が上昇し、O2
-の産生が亢進する 35。O2

-
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の産生量の測定には、cytochrome c 還元法を用いた。まず、F-12 培地に懸濁した J774.1/JA-4 細胞を

培養ディッシュに播種し、37 oC、CO2インキュベーターで培養した。2～4時間後に培地を除去し、

100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を含む F-12 培地あるいは DMEM を加え、37 oC、CO2インキュ

ベーターで 20 時間培養した。培養終了後、細胞を phosphate buffered saline（PBS）で 2 回洗い、1 

mg/mL cytochrome c と 10 µg/mL SOD、1 µg/mL PMA を含む Hanks' balanced salt solution（HBSS）あ

るいは SOD を含まない HBSS 中で細胞を、37 oC、CO2インキュベーターで 1.5 時間培養した。氷冷

して反応を停止させ、培養上清を回収し、分光光度計（UV-1700; 島津製作所）を用いて吸光度

（550 nm）を測定した。SOD の添加群と非添加群の吸光度の測定値の差から、1 OD = 47.4 nmol O2
-

としてマクロファージが産生した O2
-の量を計算した 36。また、Lowry 法によりタンパク質濃度を

測定し、タンパク質あたりの O2
-の産生量として算出した。 

1.2.4. NO の産生量の測定 

  マクロファージは、LPS などにより iNOS を発現し NO を産生する 37。NO は速やかに安定な

NO2
-に酸化されるため、培地中の NO2

-量を測定することにより、NO の産生量を見積もった。測定

には、Griess 法あるいは蛍光法を用いた。まず、細胞の培養液を遠心分離（4 oC, 11,000×g, 1 min）

し、その上清を測定試料とした。Griess 法では、まず、試料と 60 mg/mL Griess Romijin 試薬（富士

フイルム和光純薬）が 1:1(v/v)になるように混合した。5 分後に 550 nm と 630 nm の吸光度を測定

し、550 nm の測定値から 630 nm の測定値を差し引いた。蛍光法では、まず、測定試料を滅菌水で

10 倍希釈し、さらに緩衝液（100 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM EDTA）を希釈した試料の 1/4 倍量加

えた。次に、10%(v/v)になるように 0.62 M HCl に溶かした 50 µg/mL DAN を加え、10 分間反応させ

た。その後、10%(v/v)になるように 0.7 M NaOH を加えて反応を停止させ、反応液を滅菌水で 10 倍

希釈し、マイクロプレートリーダー（EnSpire 2300; PerkinElmer; Waltham, MA, USA）を用いて 365 

nm の励起波長による 450 nm の蛍光波長を測定した。それぞれの測定では、NaNO2を標準試料とし

て検量線を作成し、NO2
-濃度を決定した。 
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1.2.5. TNF-α および IL-1β の産生量の測定 

細胞の培養液を遠心分離（4 oC, 11,000×g, 1 min）し、その上清を試料とした。試料中の TNF-α の

量は Mouse TNF-α Quantikine ELISA Kit（R&D systems）、IL-1β の量は Mouse IL-1β Quantikine ELISA 

Kit（R&D systems）を用いて定量した。操作方法は、当該キット添付のプロトコールに従った。 

1.2.6. タンパク質の発現解析 

 培養後の細胞を氷冷した PBS で 2 回洗浄し、1%(v/v)プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライテ

スク）を加えた細胞破砕液［1%(v/v) Triton X-100, 10%(v/v) glycerol, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 

mM Tris-HCl, pH 7.4］で懸濁し回収した。懸濁した細胞は密閉式超音波破砕装置（ELESTEIN 05-01; 

エレコン科学）を用いて破砕し、遠心分離（4 oC, 11,000×g, 5 min）後の上清を試料とした。タンパ

ク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。タンパク質

（25 µg/lane）を SDS-PAGE サンプルバッファー［40 mM Tris-HCl, pH6.8, 2%(w/v) SDS, 8%(v/v) 

glycerol, 5%(v/v) 2-mercaptoethanol, 0.01%(w/v) bromophenol blue］で調製し、95 oC で 5 分間加温した

後に、5-20%のポリアクリルアミドゲル（e-PAGEL; アトー）を用いて電気泳動を行った。電気泳

動したゲルからタンパク質を Immobilon polyvinylidene fluoride（PVDF）膜（Merck Millipore; 

Burlington, MA, USA）へ転写した。転写後の膜を 0.05%(v/v) Tween 20 を含む Tris-buffered saline

（TBS-T）に溶解した 30 mg/mL スキムミルク（雪印メグミルク）中で 30 分間、振とうした。その

後、TBS-T で希釈したそれぞれの一次抗体あるいは二次抗体を用いて抗原抗体反応を行った。反応

後 の 膜 を Pierce Western Blotting Substrate （ Thermo Fisher Scientific ） あ る い は LumiGLO 

Chemiluminescent Substrate（Cell Signaling）を用いて反応させ、化学発光は LAS-3000 mini（富士フ

イルム）により検出した。発光シグナルの解析と定量は Image J software を用いた 38。 

  



8 
 

1.2.7. 遺伝子の発現レベルの解析 

細胞からの RNA 抽出には、Tripure Isolation Reagent（Roche Diagnostics; Mannheim, Germany）あ

るいは Sepasol-RNA I Super G（ナカライテスク）を用いた。操作方法は、当該試薬添付のプロトコ

ールに従った。抽出した RNA は、NanoDrop Lite（Thermo Fisher Scientific）を用いて濃度を測定し、

1%(w/v)アガロースゲル電気泳動により純度を確認した。その後、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix

（東洋紡）を用いて逆転写反応を行い、相補的 DNA（complementary DNA: cDNA）を得た。cDNA

と目的遺伝子に特異的なプライマー、Power SYBR Green PCR Master Mix（Thermo Fisher Scientific）

を混合し、StepOnePlus Real-time PCR system（Thermo Fisher Scientific）を用いて ΔΔCt 法により各種

遺伝子の発現レベルを解析した。用いたプライマーは表 1-1 に示した。遺伝子の発現レベルの定量

および解析は、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）をリファレンス遺伝子とし、

StepOne software V2.2.2（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。 

 

表 1-1. 遺伝子の発現レベルの解析に用いたプライマーのヌクレオチド配列 

遺伝子 Forward primer Reverse primer 

IL-1β 5’-AGTTGACGGACCCCAAAAG-3’ 5’-AGCTGGATGCTCTCATCAGG-3’ 

TNF-α 5’-CTGTAGCCCACGTCGTAGC-3’ 5’-TTGAGATCCATGCCGTTG-3’ 

iNOS 5’-CTTTGCCACGGACGAGAC-3’ 5’-TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC-3’ 

GAPDH 5’-CAAGGAGTAAGAAACCCTGGACC-3’ 5’-CGAGTTGGGATAGGGCCTCT-3’ 

 

1.2.8. 細胞内の NADPH 量の測定 

細胞内の NADPH 量は、SensoLyte NADP/NADPH Assay Kit（AnaSpec; Fremont, CA, USA）を用い

て測定した。測定方法は、当該キット添付のプロトコールに従った。 
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1.2.9. NOS 活性の測定 

 組換え型マウス iNOS タンパク質の NOS 活性は、Ultra Sensitive Assay for Nitric Oxide Synthase

（Oxford Biomedical Research; Rochester Hills, MI, USA）を用いて測定した。この測定キットの溶液

に、さらに、Nitric Oxide Synthase Cofactors［1 µM flavin adenine dinucleotide (FAD), 1 µM flavin 

mononucleotide (FMN), 0.1 µM calmodulin in HEPES buffer; Oxford Biomedical Research］と 10 µM (6R)-

5,6,7,8-tetrahydrobiopterin dihydrochloride（Sigma）、100 µM dithiothreitol（Sigma）、0.25 units の組換

え型マウス iNOS タンパク質を加え反応液を調製した。この反応液に種々の濃度の NaHCO3 を加え、

37 oC、CO2 インキュベーターで 3 時間反応させた。溶液中に含まれる NO（NO2
-）量は蛍光法によ

り測定した。蛍光法の操作方法は、「1.2.4. NO の産生量の測定」の記載に従った。 

1.2.10. 培地の pH の測定と調整 

 培地の pH は、pH メーター（D-52T; 堀場製作所）を用いて測定した。培地の酸性化には HCl を、

アルカリ化には NaOH を添加、あるいはインキュベーターの CO2濃度を 5%から 3.5%に下げて行っ

た。調製した培地は、2 時間以上 CO2 インキュベーター内に置いて pH を安定化させ、その後の実

験に使用した。 

1.2.11. 統計解析 

 実験の結果は、3 回以上独立した実験を行い、それらの平均値±標準偏差（S.D.）あるいは平均値

±標準誤差（S.E.）で示した。2 群間の比較には Student’s t-test、3 群以上の間の比較には Tukey 

method を用い、p 値が 0.05 未満のものを有意な差があるとした。 
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1.3. 結果と考察 

1.3.1. 組成の異なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞の形態の違い 

IFN-γ、LPS あるいは LPS と IFN-γ の存在下で培養した J774.1/JA-4 細胞の細胞形態の変化を調べ

た。細胞を F-12 培地あるいは DMEM で培養したところ、いずれの培地においても細胞は円形状の

形態を示した（図 1-1）。また、IFN-γ で処理した場合でも、細胞のほとんどが円形状の形態を示し、

培地の違いによる影響は認められなかった（図 1-1）。一方、LPS あるいは LPS と IFN-γ の存在下で

培養した場合では、いずれの培地においても紡錘状の形態をした細胞が認められたが、培地の違い

による差異はなかった（図 1-1）。これらの結果から、F-12 培地と DMEM のいずれの培地で培養し

ても、マクロファージの細胞形態には差異がないことが分かった。 

 

図 1-1.  IFN-γ、LPS あるいは LPS と IFN-γ の存在下で培養した J774.1/JA-4 細胞における形態変化 

 

  

J774.1/JA-4 細胞を 10 units/mL IFN-γ、100 ng/mL LPS、または LPS と IFN-γ を加えた F-12 培地あるいは
DMEM で 20 時間培養した。独立して行った 3 回の実験のうち、代表的な結果を示した。いずれの処理も
していない細胞を None として表した。 



11 
 

1.3.2. 組成の異なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における炎症応答の違い 

 マクロファージは様々な刺激を受けることで、O2
-や NO などの細胞障害性因子や TNF-α や IL-1β

などの炎症性サイトカインを産生する 7, 8。そこで、マクロファージからの O2
-や NO、TNF-α、IL-

1β の産生における培地の違いの影響を調べた。J774.1/JA-4 細胞における O2
-の産生量は、いずれの

培地で培養した場合も、IFN-γ、LPS あるいは LPS と IFN-γ の存在下で上昇した（図 1-2A）。しか

し、LPS および LPS と IFN-γ を含む培地で培養した時では、F-12 培地で培養した場合より DMEM

で培養した方が O2
-の産生量は明らかに低かった（図 1-2A）。また、J774.1/JA-4 細胞の培養上清中

に産生される NO の量を測定したところ、いずれの処理においても培地の違いによる影響は認めら

れなかった（図 1-2B）。一方で、TNF-α の産生量は、F-12 培地で培養した場合と比較して、いずれ

の処理においても DMEM で培養した方が高かった（図 1-2C）。また、IL-1β の産生量は、LPS およ

び LPS と IFN-γ の存在下では、F-12 培地で培養した場合よりも DMEM で培養した方が高かった

（図 1-2D）。これらの結果から、J774.1/JA-4 細胞における細胞障害性因子や炎症性サイトカインの

産生などの炎症応答は、LPS や IFN-γ を含む培地の違い、つまり生育環境の違いにより変化するこ

とが分かった。 

 培地の違いによるマクロファージの炎症応答への影響をさらに詳しく解析するために、組成の異

なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における NO や TNF-α、IL-1β の産生量を経時的に調べた。

LPS と IFN-γ の存在下で培養した J774.1/JA-4 細胞における NO と TNF-α の産生量は、培養開始 12

時間目までは F-12 培地と DMEM のいずれを用いた場合においても明らかな違いは認められなかっ

たが、16 時間目から、DMEM で培養した場合の方が F-12 培地よりも上昇傾向にあった（図 1-3A, 

B）。一方で、IL-1β の産生量は、F-12 培地で培養した場合は経時的に上昇したが、DMEM で培養し

た時には培養開始 12 時間目までは上昇がみられず、16 時間目から大きく上昇した（図 1-3C）。 

次に、NO の産生に関わる iNOS や TNF-α、IL-1β の遺伝子の発現レベルを解析した。LPS と IFN-

γ の存在下で培養した J774.1/JA-4 細胞における iNOS 遺伝子の発現レベルは、培養開始 4 時間目、

8 時間目のいずれにおいても、DMEM で培養した場合の方が F-12 培地で培養した時よりも有意に

高かった（図 1-3D）。一方で、TNF-α 遺伝子の発現レベルは、培養に用いた培地の違いによる影響
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は認められなかった（図 1-3D）。また、IL-1β 遺伝子の発現レベルは、培養開始 4 時間目では、F-

12 培地で培養した場合の方が DMEM で培養した時よりも有意に高かったが、8 時間目においては、

ほぼ同じレベルとなった（図 1-3D）。細胞内の iNOS タンパク質および IL-1β 前駆体タンパク質の

経時的な発現レベルの変化は、それぞれの遺伝子の発現レベルの結果と一致していたが、TNF-α 前

駆体タンパク質の経時的な発現レベルは、TNF-α 遺伝子の発現レベルの結果と異なり、F-12 培地で

培養した場合の方が DMEM で培養した時よりも上昇傾向にあった（図 1-3E）。 

 次に、組成の異なる培地で J774.1/JA-4 細胞を LPS と IFN-γ を加えて培養した時、iNOS の遺伝子

およびタンパク質の発現レベルに違いがあるにもかかわらず、NO の産生量に明らかな変化が認め

られなかったことについて調べた。iNOS は、NADPH と酸素分子の存在下で、L-アルギニンを酸化

して NO と L-シトルリンを合成する 37。F-12 培地と DMEM の組成を比較すると、F-12 培地の方が

DMEM よりも L-アルギニンが約 0.6 mM 多く含まれていた（表 1-2）。そこで、まず、iNOS の発現

における L-アルギニンの含有量による影響を調べた。DMEM に F-12 培地に含まれる L-アルギニン

の量と同量になるように L-アルギニンを添加した培地を作製し、J774.1/JA-4 細胞を LPS と IFN-γの

存在下で培養したが、NO の産生量に変化は認められなかった（図 1-4A）。次に、細胞内の NADPH

量の変化を調べた。その結果、J774.1/JA-4 細胞を F-12 培地で培養した場合よりも、DMEM で培養

した方が細胞内の NADPH 量は有意に低かった（図 1-4B）。これらの結果から、J774.1/JA-4 細胞に

おいて、iNOS の発現は DMEM で培養した場合の方が F-12 培地の時より高くなった。しかし、細

胞内の NADPH 量が少ないため、結果として NO の産生量に明らかな変化が見られなかったと考え

られた。 
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図 1-2.  組成の異なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における炎症応答の違い 

 

（A）O2
-の産生量。10 units/mL IFN-γ、100 ng/mL LPS、または LPS と IFN-γ を含む F-12 培地あるいは

DMEM で J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養し、O2
-の産生量を測定した。結果は独立して行った 3 回の実験

の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。（B）NO の産生量、（C）TNF-α の産生量、
（D）IL-1β の産生量。図 1-2(A)に記載の方法で J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養し、培養上清を用いてそれ
ぞれを定量した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 とし
て表した。 
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図 1-3.  組成の異なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における NO や TNF-α、IL-1β の産生量と 
その関連遺伝子とタンパク質の発現レベルの変化 

 

（A）NO の産生量、（B）TNF-α の産生量、（C）IL-1β の産生量。100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を
含む F-12 培地あるいは DMEM で J774.1/JA-4 細胞を 0～20 時間培養した。培養上清を用いてそれぞれを
定量した。結果は独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。（D）iNOS、TNF-α および IL-
1β の遺伝子の発現レベル。100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を含む F-12 培地あるいは DMEM で
J774.1/JA-4 細胞を 0、4 あるいは 8 時間培養した。それぞれの遺伝子の発現レベルは、F-12 培地の 0 時間
目におけるそれぞれの遺伝子の発現レベルを 1 とし、相対値で表した。有意差は*p<0.05 として表した。
（E）iNOS、TNF-α の前駆体（pro-TNF-α）および IL-1β の前駆体（pro-IL-1β）タンパク質の発現。100 
ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を含む F-12 培地あるいは DMEM で J774.1/JA-4 細胞を 0～20 時間培養し
た。独立して行った 3 回の実験のうち、代表的な結果を示した。
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図 1-4.  組成の異なる培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における NO の産生量および細胞内の NADPH 量 

 

  

（A）NO の産生量。100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を含む F-12 培地で J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培
養した。PBS で細胞を洗浄後、F-12 培地、DMEM あるいは 0.6 mM L-アルギニン（L-Arg）を加えた
DMEM に交換し、6 時間培養後に培養上清を回収した。結果は独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.
として示した。有意差は*p<0.05 として表した。（B）細胞内の NADPH 量。100 ng/mL LPS と 10 units/mL 
IFN-γ を含む F-12 培地あるいは DMEM で J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養し、細胞内の NADPH 量を定量
した。結果は、独立して行った 7 回の実験の平均値±S.E.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。
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表 1-2. F-12 培地および DMEM の組成表（Sigma が公表しているデータを mM に換算） 
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1.3.3. 培地に含まれるマクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子の探索 

 これまでの結果から、培地の組成の違いがマクロファージの炎症応答に変化を生じさせている可

能性が考えられた。中でも、iNOS の遺伝子とタンパク質の発現レベルは、F-12 培地で培養した場

合よりも DMEM で培養した方が高かった（図 1-3）。表 1-2 に示すように、F-12 培地と DMEM の組

成を比較すると、F-12 培地より DMEM の方がアミノ酸やビタミン、グルコース、塩化カルシウム、

重炭酸ナトリウム、フェノールレッドなどが多く含まれていることが分かる。そこで、DMEM と

比べて F-12 培地に含まれる量が少ない成分を加えた F-12 培地を作製し、それらの改変培地を用い

て培養することにより、iNOS の発現レベルを上昇させる因子を探索した。その結果、NaHCO3 を

加えた F-12 培地で J774.1/JA-4 細胞を LPS と IFN-γ を加えて培養すると、iNOS タンパク質の発現

レベルが増加した（図 1-5）。一方、その他の成分では、iNOS の発現において明らかな影響は認め

られなかった。したがって、J774.1/JA-4 細胞において、NaHCO3 が iNOS の発現に影響を及ぼして

いることが示された。 

 

図 1-5.  J774.1/JA-4 細胞の iNOS タンパク質の発現に影響を及ぼす因子の探索 

 

iNOS タンパク質の発現レベル。F-12 培地、DMEM あるいは F-12 培地に図中に記したそれぞれの成分
を加えて DMEM に含まれる量と同じになるように改変した培地に、100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を
加え、J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養した。ウェスタンブロット解析で得られた結果とそれらのバンドの
強度の定量結果を示した。F-12 培地に LPS と IFN-γ を加えずに培養した結果を control とした。それぞれ
のバンドの強度は、F-12 培地に LPS と IFN-γ を加えた結果（白色の棒グラフ）を 1 として、相対値で表し
た。独立して行った 2 回の実験結果の平均値を示した。



18 
 

1.3.4. NaHCO3の濃度変化が J774.1/JA-4 細胞の iNOS の発現および NO の産生に及ぼす影響 

 培地に含まれる NaHCO3 は、一般に培地の pH の維持を目的として加えられている。表 1-2 に示

すように、NaHCO3 は、F-12 培地には 14 mM、DMEM には 44 mM、それぞれ添加されている。そ

こで、NaHCO3 不含の培地を用いて、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における

iNOS タンパク質の発現と NO の産生に与える NaHCO3 の影響を解析した。その結果、F-12 培地と

DMEM のいずれの培地を用いた場合でも、NaHCO3 の添加濃度の上昇に依存して、iNOS タンパク

質の発現レベル（図 1-6A）および NO の産生量（図 1-6B）は増加した。これらの結果から、培地

に含まれる NaHCO3 が、J774.1/JA-4 細胞における iNOS の発現および NO の産生に影響を及ぼすこ

とが示された。 

次に、異なる濃度の NaHCO3 を含む F-12 培地を作製し、LPS と IFN-γ を添加して培養した

J774.1/JA-4 細胞における iNOS のタンパク質および遺伝子の発現レベルの経時的な変化を調べた。

NaHCO3 を 14 mM 含む F-12 培地で培養するよりも、44 mM 含む方が iNOS タンパク質の発現レベ

ルは高く、また、その発現レベルは経時的に上昇した（図 1-7A, B）。培養開始後 4 時間目、8 時間

目において、iNOS 遺伝子の発現レベルは、NaHCO3 濃度が高い培地で培養した方が有意に高かっ

た（図 1-7C）。これらの結果から、培地に含まれる NaHCO3 濃度の違いによって iNOS の発現レベ

ルが変化することが示された。 
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図 1-6.  異なる濃度の NaHCO3を含む培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における 
iNOS タンパク質の発現レベルと NO の産生量 

 

（A）iNOS タンパク質の発現。14～44 mM の NaHCO3 を含む F-12 培地あるいは DMEM に 100 ng/mL 
LPS と 10 units/mL IFN-γ を加え、J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養した。独立して行った 3 回の実験から得
られた結果のうち、代表的な結果を示した。iNOS タンパク質の発現レベルを β-actin タンパク質の発現レ
ベルで補正し、14 mM NaHCO3 と LPS、IFN-γ を含む F-12 培地で培養した細胞の iNOS タンパク質の発現
レベルを 1 とし、それぞれの相対値を図の上に示した。N.D.: not detected。（B）NO の産生量。図 1-6(A)に
記載した方法で細胞を培養した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意
差は*p<0.05 として表した。 
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図 1-7.  異なる濃度の NaHCO3が J774.1/JA-4 細胞における iNOS のタンパク質および遺伝子の 
発現レベルに及ぼす影響 

 

  

（A）iNOS タンパク質の発現。14 mM あるいは 44 mM の NaHCO3を含む F-12 培地に 100 ng/mL LPS と
10 units/mL IFN-γ を加え、J774.1/JA-4 細胞を 0～20 時間培養した。独立して行った 3 回の実験のうち、代
表的な結果を示した。（B）(A)のウェスタンブロット解析の結果の定量。iNOSタンパク質の発現レベルを
β-actin タンパク質の発現レベルで補正した。14 mM の NaHCO3 を添加した培地で 20 時間培養した際の結
果を 1 とし、それぞれの発現レベルを相対値で表した。（C）iNOS 遺伝子の発現レベル。図 1-7(A)に記載
した方法で細胞を培養した。14 mM の NaHCO3を添加した F-12 培地で 4 時間培養した際の結果を 1 とし、
それぞれ相対値で表した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.とした。有意差は*p<0.05 と
して表した。 
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1.3.5. マウスマクロファージ RAW264.7 細胞の炎症応答における NaHCO3の影響 

 NaHCO3 が J774.1/JA-4 細胞における iNOS の発現レベルや NO の産生量に影響を及ぼすことが分

かった。そこで、マクロファージにおける NaHCO3による炎症応答への影響が、J774.1/JA-4 細胞に

特異的かどうかを調べるために、別のマウスマクロファージ系細胞株である RAW264.7 細胞を用い

て同様の検討を行った。J774.1/JA-4 細胞を用いた時に得られた結果と同様に、NaHCO3 濃度を変化

させた F-12 培地と DMEM のいずれの培地で RAW264.7 細胞を LPS と IFN-γ を加えて培養しても、

培地に含まれる NaHCO3 濃度が 14 mM の場合よりも 44 mM の方が iNOS タンパク質の発現レベル

（図 1-8A）は高く、NO の産生量（図 1-8B）も多かった。さらに、TNF-α の産生量も、NaHCO3 濃

度が高い培地の方が有意に多かった（図 1-8C）。これらの結果から、NaHCO3による iNOS の発現や

NO、TNF-αの産生への影響は、J774.1/JA-4細胞だけでなく、RAW264.7細胞においても同様に認め

られることが分かった。 
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図 1-8. RAW264.7 細胞の炎症応答に対する NaHCO3濃度の影響 

 

  

（A）iNOS タンパク質の発現。14 mM または 44 mM の NaHCO3 を添加した F-12 培地あるいは DMEM
に 100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を加え、RAW264.7 細胞を 20 時間培養した。独立して行った 3 回の
実験のうち、代表的な結果を示した。（B）NO の産生量、（C）TNF-α の産生量。図 1-8(A)に記載した方法
で細胞を培養した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 と
して表した。 
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1.3.6. NaHCO3が iNOS の NOS 活性に及ぼす影響 

 これまでの解析から、マクロファージにおいて、NaHCO3 が iNOS の遺伝子とタンパク質の発現

レベルに影響を及ぼすことが明らかとなった。次に、NaHCO3 が iNOS タンパク質の酵素活性自体

に影響を及ぼすのかを調べるために、組換え型マウス iNOS タンパク質を用いて in vitro で NOS 活

性を評価した。NOS の酵素活性は、0～10 mM の NaHCO3 存在下では変化はなかったが、10～50 

mM の NaHCO3 では濃度の上昇に依存して低下した（図 1-9）。これらの結果から、マクロファージ

において、NaHCO3 濃度の上昇は、iNOS の遺伝子とタンパク質の発現レベルを上昇させる一方で、

NOS の酵素活性は低下させることが分かった。 

 

図 1-9. NaHCO3が NOS の酵素活性に及ぼす影響 

 

  

組換え型マウス iNOS タンパク質を、0～50 mM NaHCO3を含む反応液で 3 時間反応させ、NO の産生量
を測定した。NO（NO2

-）の量の測定は蛍光法により行い、0 mM NaHCO3 の時に産生される NO2
-の量を

100%と、それぞれのレベルを相対値で表した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として
示した。有意差は 0 mM NaHCO3の条件の結果と比較し、*p<0.05 として表した。 
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1.3.7. NaHCO3による培地の pH の変動による影響 

 培地に含まれる NaHCO3 の主な作用は培地の pH の維持であることから、NaHCO3 濃度の違いに

よるマクロファージの炎症応答の変化が、培地の pH の変化に起因するのではないかと考えた。ま

ず、14 mM あるいは 44 mM の NaHCO3 を含む F-12 培地で J774.1/JA-4 細胞を培養した時の培地の

pH の経時的変化を調べた。14 mM NaHCO3 を含む F-12 培地では、培養開始時の pH は約 7.3、44 

mM NaHCO3 を含む培地では約 7.8 であった（図 1-10）。LPS と IFN-γ を含む培地で細胞を培養した

時、4 時間後では、いずれの培地においても pH に大きな変化は認められなかったものの、20 時間

後では 14 mM の NaHCO3 を含む培地の pH は培養開始時と比べて約 0.5 低下していた（図 1-10）。

一方で、44 mM の NaHCO3を含む培地では、pH に大きな変化は認められなかった（図 1-10）。これ

らの結果の違いは、細胞を LPS と IFN-γ で処理した際に産生される物質や代謝の変化によって産生

される有機酸などの影響が、緩衝能のより低い 14 mM の NaHCO3 を添加した培地で現れたものと

考えられた。 

そこで、培地の pH を変化させ、NaHCO3 濃度の違いにより現れたマクロファージの炎症応答の

変化が培地の pH が変化したことによるかどうかを調べた。その結果、14 mM NaHCO3 を含む F-12

培地に NaOH を添加して pH を上昇させた場合、NaOH を添加していない時と比較して、iNOS の発

現レベルが大きく上昇した（図 1-11A）。しかしながら、44 mM NaHCO3 を添加した培地に HCl を

添加して pH を低下させた時も、HCl を添加していない場合と比較して iNOS の発現レベルは上昇

した（図 1-11A）。次に、インキュベーター内の CO2濃度を変化させることで培地の pH を変化させ

たところ、CO2濃度を下げて培地の pH を上昇させたにも関わらず、iNOS タンパク質の発現レベル

（図 1-11A）および NO2
-の量（図 1-11B）に明らかな変化は認められなかった。これらの結果より、

培地の pH 変化と iNOS タンパク質の発現レベルおよび NO の産生の間に明らかな相関は認められ

なかったものの、ある条件での pH の変化では相関が見られたことから、マクロファージの炎症応

答が細胞外の pH 変化によって影響を受けている可能性が考えられた。 
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図 1-10.  NaHCO3による培地の pH の変化 

 

14 mM あるいは 44 mM の NaHCO3 を含む F-12 培地に 100 ng/mL LPS と 10 units/mL IFN-γ を加え、
J774.1/JA-4 細胞を 0～20 時間培養し、培地の pH を測定した。結果は、独立して行った 3 回の実験のう
ち、代表的な結果を示した。LPS と IFN-γ を加えていない培地で培養した細胞をそれぞれ None とした。 
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図 1-11.  培地の pH の変化による J774.1/JA-4 細胞における iNOS タンパク質の発現レベルおよび 
NO の産生量への影響 

 

  

（A）iNOS タンパク質の発現。14 mM または 44 mM の NaHCO3 を含む F-12 培地を用い、NaOH、HCl
の添加あるいはCO2濃度の変化により培地の pHを調整した。作製した培地に 100 ng/mL LPSと 10 units/mL 
IFN-γ を加え、J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養した。独立して行った 3 回の実験のうち、代表的な結果を示
した。（B）NO の産生量。図 1-11(A)に記載した方法で細胞を培養した。結果は、独立して行った 3 回の
実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。
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1.3.8. 重炭酸イオンがマクロファージの NO や TNF-α、IL-1β の産生量に及ぼす影響 

 マクロファージの炎症応答における NaHCO3 の影響をさらに明らかにするために、重炭酸イオン

やナトリウムイオンの濃度の変化によるマクロファージの炎症応答への影響を解析した。14 mM 

NaHCO3を含む F-12 培地に 30 mM NaHCO3、30 mM KHCO3、30 mM NaCl あるいは 30 mM KCl を加

えた培地を作製し、さらに LPS と IFN-γ を添加して J774.1/JA-4 細胞を培養した。LPS と IFN-γ を処

理した細胞において、14 mM NaHCO3 を含む培地で培養した時と比較すると、NaHCO3、KHCO3、

NaCl あるいは KCl をさらに加えた場合、いずれの条件においても NO の産生量が増加した（図 1-

12A）。一方で、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した J774.1/JA-4 細胞における TNF-α の産生量は、

30 mM NaHCO3および 30 mM KHCO3を加えた培地で培養した時に有意に上昇した（図 1-12B）。ま

た、IL-1β の産生量は、30 mM NaHCO3 を加えた培地を用いた場合のみ有意に上昇し、KHCO3 を加

えた培地では上昇傾向であった（図 1-12C）。しかしながら、LPS と IFN-γ を含まない培地で培養し

た時では、NaHCO3、KHCO3、NaCl あるいは KCl のいずれを添加した場合も、NO や TNF-α、IL-1β

の産生量に変化は認められなかった（図 1-12A-C）。これらの結果から、LPS と IFN-γ を加えた培地

で培養した J774.1/JA-4 細胞において、NO や TNF-α、IL-1β の産生量は重炭酸イオンによって変化

することが示された。 
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図 1-12.  培地中に含まれるナトリウムイオンやカリウムイオン、重炭酸イオンが J774.1/JA-4 細胞における 
NO や TNF-α、IL-1β の産生量に及ぼす影響 

 

（A）NO の産生量、（B）TNF-α の産生量、（C）IL-1β の産生量。14 mM NaHCO3 を含む F-12 培地に、
それぞれ 30 mM の濃度で NaHCO3、KHCO3、NaCl あるいは KCl を添加し、100 ng/mL LPS と 10 units/mL 
IFN-γ を加えて J774.1/JA-4 細胞を 20 時間培養した。培養上清中の NO2

-や TNF-α、IL-1β の量を測定した。
結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は、14 mM NaHCO3と LPS、IFN-
γ を含む F-12 培地で培養して得られた結果と比較して、*p<0.05 として表した。
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1.4. まとめ 

 本研究は、免疫系で重要な役割を果たすマクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子に着目し

たものである。マクロファージは全身に分布し、様々な環境で働くと考えられている。生体内は恒

常性の維持により、その環境は大きな変化がないように調節されている。しかし、疾患などにより

生体内の環境は変化することがある。実際、加齢や疾患の慢性化などによって生体内の恒常性の維

持機構が崩れ、血圧の変化や血糖値の上昇、酸塩基平衡の異常などにより組織の環境は変化する 16-

18。血糖値の上昇やアシドーシスによりマクロファージの炎症応答が変化することが報告されてお

り、細胞を取り巻く環境がマクロファージの機能制御に重要であると考えられている 39, 40。また、

生体内の組成を反映して作られた、細胞培養に用いる培地の組成の違いによっても、マクロファー

ジの増殖速度やアミノ酸代謝量が変化することが報告されている 26。これまでの研究においても、

組成の異なる培地を用いると、マクロファージにおける炎症応答に違いが生じることを見出してい

た。そこで、本章では M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子を培地中から探索した。 

組成の異なる 2 種類の培地に IFN-γ、LPS あるいは LPS と IFN-γ を加えてマクロファージ細胞株

J774.1/JA-4 細胞を培養し、O2
-や NO、TNF-α、IL-1β の産生量、またそれらの関連遺伝子やタンパ

ク質の発現レベルへの影響を調べた（図 1-2, 1-3）。その結果、培地の組成が異なると、J774.1/JA-4

細胞における iNOS の遺伝子やタンパク質の発現レベルが変化することが分かった。そこで、

J774.1/JA-4 細胞を用いて iNOS タンパク質の発現レベルの変化を指標とし、J774.1/JA-4 細胞の炎症

応答に影響を及ぼす因子を培地から探索したところ、重炭酸ナトリウム（NaHCO3）が iNOS の発

現を上昇させることが分かった（図 1-5）。重炭酸ナトリウムの濃度を変化させた培地を作製して、

J774.1/JA-4 細胞における iNOS の発現および NO の産生に対する影響を調べたところ、重炭酸ナト

リウムの濃度の上昇に依存して、iNOS の発現レベルや NO の産生量が上昇することが分かった

（図 1-6）。また、重炭酸ナトリウムによる iNOS の発現レベルや NO の産生量の上昇の亢進は、

J774.1/JA-4 細胞だけでなく、RAW264.7 細胞を用いた場合にも見られたことから（図 1-8）、この現

象は in vitro でマクロファージに普遍的に見られる現象であると推測された。 

細胞を用いた機能解析や疾患の機序解明などでは、多くの場合、それぞれに適した細胞の培養条
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件が設定される。一般的に、細胞の培養に用いられる培地は、生体内の環境を考慮し、その環境に

近い成分が含まれている。今回、解析に用いた F-12 培地には 1.2 g/L（14 mM）、DMEM には 3.7 g/L

（44 mM）の重炭酸ナトリウムが含有されている（表 1-2）。また、細胞培養実験で汎用される

RPMI-1640 培地には 2 g/L（24 mM）、MEM には 2.2 g/L（26 mM）の重炭酸ナトリウムが含有され

ている。培地中の重炭酸ナトリウムの主な作用は、培地のアルカリ化と CO2インキュベーターを用

いた際に pH の緩衝能を持たせることである。実際、F-12 培地に含まれる重炭酸ナトリウムの濃度

を 14 mM から 44 mM に変化させると、培地の pH は約 0.5 上昇した（図 1-10）。細胞外の pH 変化

は、マクロファージの NO 41や TNF-α 42、IL-1β の産生量 43、また、免疫機能を変化させるという報

告がある 44。そこで、培地の pH を変化させてマクロファージの炎症応答性を調べた。実際、細胞

外の pH 変化により J774.1/JA-4 細胞の iNOS の発現レベルや NO の産生は変化したものの、それら

の間に有意な相関性は認められなかった（図 1-11）。重炭酸ナトリウムは水溶液中では速やかに重

炭酸イオンとナトリウムイオンに解離するため、重炭酸イオンとナトリウムイオンの影響を調べた

ところ、J774.1/JA-4 細胞の NO の産生量は、重炭酸イオンだけでなく、ナトリウムイオンによる制

御も受けていることが示された（図 1-12）。実際に、ナトリウムイオンの上昇がマクロファージの

M1、M2 型のマクロファージへの分極に影響を及ぼすという報告がある 45-47。しかしながら、重炭

酸ナトリウムの代わりに重炭酸カリウムを用いても、J774.1/JA-4 細胞の NO や TNF-α、IL-1β の産

生量は上昇したことから、マクロファージにおける炎症応答は、重炭酸イオンによって変化すると

考えられる。細胞培養液中の重炭酸イオンは細胞外だけでなく細胞内の pH も変化させるため、今

後は細胞内への重炭酸イオンの取り込みおよび重炭酸イオンによる細胞内 pH の変化がマクロファ

ージの炎症応答に関与しているかどうかを調べる必要がある。 

 本章の結果から、細胞培養における培地の選択は、細胞の機能に影響を及ぼす、つまり M1 マク

ロファージの炎症応答に変化を生じさせることが分かった。また、培地に含まれる重炭酸イオンの

濃度は、マクロファージの iNOS の発現および NO や TNF-α、IL-1β の産生に影響を及ぼすことが

明らかとなった。これらの結果は、細胞培養時の培地中の重炭酸ナトリウム濃度はもちろんのこ

と、医薬品や食品添加物からの重炭酸ナトリウムの摂取量や生体内の重炭酸イオン濃度の変化が細

胞の機能、ひいては炎症応答などの生体の機能に影響を及ぼす可能性を示すものである。
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第二章 重炭酸イオンがマクロファージの炎症応答に及ぼす影響と 

その調節機構の解析 

2.1. 背景 

 生体内の環境は常に変化しているものの、恒常性の維持によってある一定の範囲内になるように

調節されている。しかし、加齢や疾患など、生体に起こる環境の変化や異常により組織や臓器の機

能が低下し、恒常性の維持機構が崩れることがある 14。組織や血液中の環境変化の一つに、酸塩基

平衡のアンバランスによる pH 変化がある 18。生体内の pH の調節は、大部分が呼吸（二酸化炭素

分圧）と代謝（重炭酸イオン）によって行われていることから、二酸化炭素分圧と重炭酸イオンの

バランスが正常な pH の維持に重要である 19。血液の pH の調節が異常になると、その影響は全身

に及び、遺伝子の発現レベルや酵素活性、トランスポーター活性など、細胞の様々な機能に影響を

及ぼすことが知られている 48。また、酸塩基平衡の崩れにより起こる酸塩基障害（acid-base 

disorders）は、血液中の水素イオン（H+）と重炭酸イオン（HCO3
-）の濃度の異常により、アシド

ーシスとアルカローシスに分類される 49。代謝性アシドーシスは重炭酸イオンの減少により起こり、

ケトン体や乳酸の蓄積、腎不全や腎臓からの重炭酸イオンの喪失などによって生じる。一方で、代

謝性アルカローシスは、重炭酸イオンの増加により起こり、腎機能の低下による重炭酸イオンの排

泄障害などによって生じる。これらの重炭酸イオンの濃度の変動による酸塩基障害により、生体の

機能を正常に維持することが難しくなり、疾患の発症や進展につながる。このような酸塩基障害は

全身に影響し、生体の機能に重大な影響を及ぼす。しかし、重炭酸イオンの濃度の変動が、免疫系、

また、マクロファージの機能に与える影響についてはほとんど分かっていない。 

重炭酸イオンは、細胞外の pH を調節するだけでなく、細胞内の pH も制御している 50。細胞内

の pH の調節は、体内に取り込まれた二酸化炭素が重炭酸イオンへと変換され、細胞膜を介して細

胞内に取り込まれることによって行われる。細胞内への重炭酸イオンの取り込みは細胞膜に存在す

るトランスポーターを介して行われ、SLC（solute carrier）トランスポーターの SLC4 ファミリーと

SLC26 ファミリーが知られている 51。これらのトランスポーターによる細胞内への重炭酸イオンの
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取り込みは、細胞の生理的な機能調節において重要である 50。一方、生体内の重炭酸イオンの濃度

は、加齢や病態により変動することが知られており 52, 53、細胞内へ取り込まれる重炭酸イオンの量

も変化すると考えられる。また、最近、SLC4A7 を介したマクロファージへの重炭酸イオンの取り

込みが、貪食に関わる小胞であるファゴソームの酸性化に関わっていることが明らかとなった 54。

しかし、細胞内の重炭酸イオンの濃度や pH の変化がマクロファージの機能、つまり炎症応答に及

ぼす影響については分かっていない。 

第一章では、細胞培養液中の重炭酸イオンの濃度が、マクロファージにおける iNOS の発現や

NO の産生に影響を及ぼすことを明らかにした。本章では、重炭酸イオンによる M1 マクロファー

ジの炎症応答への影響、さらにその調節機構を解析した。 

2.2. 実験材料および実験方法 

2.2.1. 実験材料 

 第一章に記載したものに加え、以下のものを用いた。4,4'-Diisothiocyanato-2,2'-stilbenedisulfonic 

acid disodium salt（DIDS）は Sigma から購入した。 S0859 は Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）

から購入した。2’,7’-Bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester（BCECF-

AM）と tofacitinib は Abcam（Cambridge, UK）から購入した。一次抗体として以下のものを用いた。

Anti-phospho-STAT1 抗体（Tyr701; AF2894）は R&D System から、anti-STAT1 抗体（66545-1-Ig） は

Proteintech（Rosemont, IL, USA）から、anti-phospho-IκBα（Ser32/36; #9246）、anti-IκBα（#9242）、

anti-phospho-p38 MAPK（Thr180/Tyr182; #9211）、 anti-p38 MAPK（ #9212）、 anti-phospho-p44/42 

MAPK（Erk1/2; Thr202/Tyr204; #9101）、anti-p44/42 MAPK（Erk1/2; #9102）、anti-phospho-SAPK/JNK 

（Thr183/Tyr185; #9251）、anti-SAPK/JNK（#9252） の抗体は Cell Signaling から、それぞれ購入し

た。また、二次抗体である HRP-linked anti-mouse IgG（sc-2371）は Santa Cruz Biotech（Dallas, TX, 

USA）、HRP-linked anti-rabbit IgG（4030-05）は SouthernBiotech（Birmingham, AL, USA）から購入し

た。 
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2.2.2. 細胞培養 

マウスマクロファージ系細胞株、RAW264.7 細胞は、10%(v/v) FBS、50 units/mL ペニシリンと 50 

µg/mL ストレプトマイシンを添加した DMEM（Sigma）あるいは NaHCO3 不含の DMEM（Sigma）

を用い、37 oC、CO2インキュベーターで培養した。 

2.2.3. マウス骨髄由来マクロファージの調製と培養 

 C57BL/6J マウス（5～7 週齢、雄；日本エスエルシー）から骨髄由来マクロファージ（bone 

marrow-derived macrophages: BMDMs）を調製した 55。まず、マウスから骨髄細胞を回収し、

30%(v/v)のマウス L929 細胞の培養上清（L929 細胞由来の macrophage colony-stimulating factor が含

まれている）、10%(v/v) FBS、50 units/mL ペニシリンと 50 µg/mL ストレプトマイシンを添加した

RPMI-1640 培地（Sigma）に細胞を懸濁し、ペトリディッシュで 2 日間、37 oC、CO2 インキュベー

ターで培養した。浮遊している細胞を細胞培養用ディッシュに移し、30%(v/v) L929 細胞の培養上

清を含むRPMI-1640培地でさらに約10日間培養した。ディッシュの底面に接着した細胞をBMDMs

として、以後の実験に用いた。マクロファージの鑑別は、集細胞遠心装置サイトスピン（Thermo 

Fisher Scientific）によりシランコーティングしたスライドガラス上に BMDMs の単層塗抹標本を作

製し、ディフ・クイック染色により行った。なお、動物を用いた実験の実施は、大阪薬科大学動物

実験委員会により承認されており（承認番号 第 21 号）、本学および関連の規程に従った。 

2.2.4. 定量 PCR による遺伝子の発現レベルの解析 

RNA 抽出には RNAiso Plus（タカラバイオ）を用いた。操作方法は、当該試薬添付のプロトコー

ルに従った。抽出した RNA は NanoDrop Lite を用いて濃度測定し、1%(w/v)アガロースゲル電気泳

動により純度を確認した。抽出した RNA を用いて、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix により逆転

写反応を行い、cDNA を得た。cDNA と目的遺伝子に特異的なプライマー、Power SYBR Green PCR 

Master Mix を混合し、LightCycler 96 System（Roche Diagnostics）を用いて、各種遺伝子の発現レベ
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ルをΔΔCt法により解析した。用いたプライマーは表2-1に示した。遺伝子の発現レベルの定量は、

GAPDH をリファレンス遺伝子として行った。 

 

表 2-1. 定量 PCR による遺伝子の発現レベルの解析に用いたプライマーのヌクレオチド配列 

遺伝子 Forward primer Reverse primer 

IL-6 5’-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3’ 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’ 

iNOS 5’-CTTTGCCACGGACGAGAC-3’ 5’-TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC-3’ 

COX-2 5’-GATGCTCTTCCGAGCTGTG-3’ 5’-GGATTGGAACAGCAAGGATTT-3’ 

IL-1β 5’-TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA-3’ 5’-TTGTCTAATGGGAACGTCACAC-3’ 

TNF-α 5’-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3’ 5’-GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3’ 

MCP-1 5’-CCATCAGTCCTCAGGTATTGG-3’ 5’-CTTCCGGACGTGAATCTTCT-3’ 

GAPDH 5’-GGAAAGCTGTGGCGTGATG-3’ 5’-CCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3’ 

2.2.5. PCR による遺伝子発現の検出 

PCR による遺伝子発現の検出は、Taq DNA polymerase を含む GoTaq Green Master Mix（Promega; 

Madison, WI, USA）と目的遺伝子に特異的なプライマー、RAW264.7 細胞の cDNA を用いて行った。

用いたプライマーは表 2-2 に示した。PCR はサーマルサイクラー（Bio-Rad Laboratories; Hercules, 

CA, USA）を用いて下記の条件で行った。95 oC で 2 分間反応させた後に、95 oC を 30 秒間、55 oC

を 30 秒間、72 oC を 10 秒間を 1 サイクルとして 30 サイクル行い、最後に 72 oC で 2 分間反応させ

た。得られた PCR 産物は、2%(w/v)アガロースゲル電気泳動により分離した。PCR 産物の検出は、

GelRed Nucleic Acid Gel Stain（Biotium; Fremont, CA, USA）を含むアガロースゲルを用い、紫外線照

射により DNA を可視化した。 
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表 2-2. PCR に用いたプライマーのヌクレオチド配列 

 

2.2.6. IL-6 の産生量の測定 

細胞の培養液を遠心分離（4 oC, 11,000×g, 1 min）し、その上清を測定試料とした。試料中の IL-6

の量は、Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kit（R&D Systems）を用いて定量した。操作方法は、当該キ

ット添付のプロトコールに従った。 

2.2.7. NO の産生量の測定 

 培養上清中の NO2
-量を蛍光法により測定した。操作は、「1.2.4. NO の産生量の測定」に記載の方

法と同様にして行った。 

  

遺伝子 Forward primer Reverse primer 
増幅サイズ

（bp）
SLC4A1 5’-GCAGCAACTCTCATGACAGAAA-3’ 5’-AGCACCAGGCTACAGTCCA-3’ 110 
SLC4A2 5’-CATGTGGCCTCACTGTCCT-3’ 5’-CAGGCAGGGTCTGCTGAT-3’ 97 
SLC4A3 5’-CAGGGATGTGCCTGGAGT-3’ 5’-AGACACGGAGTGTGTTGTAATGA-3’ 104 
SLC4A4 5’-AGGATGTTTAGCAACCCTGATAAT-3’ 5’-CTGGTTTATCAGAAATGTCATTGAG-3’ 91 
SLC4A5 5’-CAGAGAAGGAGGTGGCAATG-3’ 5’-CCATGGGGATCTTTACAACTG-3’ 60 
SLC4A7 5’-CAGATGAAATGGCCAAAACTG-3’ 5’-TTGGCATTCTCAGTATTCATGG-3’ 61 
SLC4A8 5’-CCCGAGCAAGTGTAGACCTC-3’ 5’-TGTCCCAGCTCACTAGTCACA-3’ 61 
SLC4A9 5’-GAGGGCATTGTCCTGCTAGA-3’ 5’-TCCCCACTGACTACCTGCTC-3’ 71 
SLC4A10 5’-GAGGGACAGAGAGAGAGATTCG-3’ 5’-AAGAATAAACTGCACCCTCTGC-3’ 88 
SLC26A3 5’-TTGTGTTCAGGACCCAATTTC-3’ 5’-CACTTCGGCATAATTCTTTTTATTC-3’ 92 
SLC26A4 5’-TCTGTCTCGAACGGCTGTC-3’ 5’-GATGGCAACCATCACAATCA-3’ 88 
SLC26A6 5’-GAGATCTTGAAGGAGGGGAGA-3’ 5’-CTGATGTGTCCCTTGGTCTG-3’ 149 
SLC26A7 5’-CTATGCAATAGGACCTCTGCTG-3’ 5’-CCTTCAGGCCCACAACAATA-3’ 74 
SLC26A8 5’-GGTGTTTCTGTGACTGTGAAGAACT-3’ 5’-CCTGTCTGTTTTCATATCGCTCT-3’ 75 
SLC26A9 5’-CCAGACCGCAACTTCCAT-3’ 5’-TGGGACCTTCCTCTTCTGAGT-3’ 73 
SLC26A11 5’-TGGCTTTGGACAGATCAAGA-3’ 5’-GATGTGGAGGAAGGTGTGGT-3’ 88 
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2.2.8. プロスタグランジン E2（PGE2）の産生量の測定 

細胞の培養液を遠心分離（4 oC, 11,000×g, 1 min）し、その上清を測定試料とした。試料中の PGE2

の量は Prostaglandin E2 Express ELISA Kit（Cayman Chemical）を用いて定量した。操作方法は、当該

キット添付のプロトコールに従った。 

2.2.9. 細胞外および細胞内の pH の測定 

 細胞外 pH（pHe）は pH メーターを用いて測定した。細胞内 pH（pHi）は pH 感受性色素である

BCECF-AM を細胞に取り込ませて測定した。まず、5 µM BCECF-AM を加えた HEPES 緩衝液（20 

mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM glucose）中に細胞を懸濁し、37 oC で 30 分間反

応させた。HEPES 緩衝液で細胞を洗浄し、DMEM で細胞を懸濁して培養ディッシュに播種した。

4 時間培養後、培地を測定用の緩衝液（10 mM HEPES, pH 6.8, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM glucose, 

5-40 mM NaHCO3）に交換して、37 oC で 30 分間培養した。マイクロプレートリーダー（EnSpire 

2300）を用いて 500 nm の励起波長による 530 nm の蛍光波長を測定した。pHi の算出には、

Intracellular pH Calibration Buffer Kit（Thermo Fisher Scientific）により作成した検量線を用いた。 

2.2.10. タンパク質の発現解析 

培養後の細胞を氷冷した PBS で 2 回洗浄し、プロテアーゼ阻害剤カクテル［1%(v/v); ナカライ

テスク］とホスファターゼ阻害剤（5 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 50 µM Na2MO4）を加えた RIPA 緩衝液

［50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1%(v/v) Nonidet P-40, 1%(v/v) Triton X-100, 0.1%(w/v) SDS, 

0.5%(w/v) sodium deoxycholate］で懸濁した。細胞懸濁液を Handy Sonic 超音波発生機（UR-20P; ト

ミー精工）を用いて氷中で 2 回、10 秒間破砕し、遠心分離（4 oC, 11,000×g, 5 min）で得られた上清

をタンパク質抽出液とした。BCA 法によりタンパク質抽出液のタンパク質濃度を測定した。一定

量のタンパク質を 2.5%(v/v) 2-mercaptoethanol を含む Laemmli サンプルバッファー（Bio-Rad 

Laboratories）で調製し、95 oC で 5 分間加温した後に、10%のポリアクリルアミドゲル（e-PAGEL）
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を用いて電気泳動を行った。電気泳動後のゲルからタンパク質を Immobilon PVDF 膜へ転写した。

転写後の膜は、Immobilon Signal Enhancer（Merck Millipore）を用いて室温で 1 時間振とう後、

Immobilon Signal Enhancer で希釈した各種一次抗体を用いて 4 oC で一晩反応させた。二次抗体を用

いた反応は室温で 1 時間振とうして行った。抗体との反応後の膜を Pierce Western Blotting Substrate

と反応させ、LAS-3000 mini を用いて化学発光を検出した。結果の定量には Multi Gauge software

（富士フイルム）を用いた。 

2.2.11. 統計解析 

 実験の結果は、3 回以上独立した実験を行い、それらの平均値±標準偏差（S.D.）で示した。2 群

間の比較には Student’s t-test、3 群以上の間の比較には Tukey method を用い、p 値が 0.05 未満のもの

を有意な差があるとした。  
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2.3. 結果と考察 

2.3.1. RAW264.7 細胞における炎症関連遺伝子の発現に対する重炭酸イオンの影響 

IFN-γ、LPS あるいは LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞での炎症関連遺伝子の

発現における NaHCO3 の影響を調べた。10～40 mM の NaHCO3 と LPS、IFN-γ を加えた培地で

RAW264.7 細胞を 6 時間培養したところ、IL-6 や iNOS、cyclooxygenase（COX）-2 の遺伝子の発現

レベルは NaHCO3 濃度の増加に依存して上昇した（図 2-1A）。一方で、IFN-γ あるいは LPS のみを

加えた培地で培養した細胞では、これらの炎症関連遺伝子の発現レベルは変化しなかった（図 2-

1A）。また、0～40 mM の NaHCO3と LPS、IFN-γ を含む培地を用いて RAW264.7 細胞を培養したと

ころ、IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルは、NaHCO3 濃度が高くなるほど上昇すること

が分かった（図 2-1B）。また、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞における IL-6 や

NO、PGE2 の産生量を調べたところ、10 mM NaHCO3 を含む培地で培養した場合と比較して、40 

mM NaHCO3 の時では、IL-6 や NO、PGE2 の産生量がいずれも有意に上昇した（図 2-1C-E）。一方

で、IL-1β や TNF-α、monocyte chemoattractant protein-1［MCP-1; chemokine (C-C motif) ligand 2: CCL2］

の遺伝子の発現は、NaHCO3 濃度を上昇させても促進されることはなかった。しかし、LPS を含む

培地で培養した細胞において、MCP-1 の遺伝子発現レベルは低下した（図 2-2）。また、NaHCO3 に

より遺伝子の発現レベルが変化した IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルは、NaHCO3 の代

わりに KHCO3 を添加した場合においても、同様に上昇した（図 2-3）。これらの結果から、重炭酸

イオン（HCO3
-）が LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞において、IL-6 や iNOS、

COX-2 の遺伝子の発現レベルを上昇させ、IL-6 や NO、PGE2 の産生量を増加させることが分かっ

た。 
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図 2-1. RAW264.7 細胞における炎症関連遺伝子の発現レベルおよび 
それらの産物の産生量への NaHCO3の影響 

 

（A, B）遺伝子の発現レベルの変化。0～40 mM の NaHCO3 を含む DMEM に 10 units/mL IFN-γ や 100 
ng/mL LPS を加え、RAW264.7 細胞を 6 時間培養した。遺伝子の発現レベルは定量 PCR により解析した。
結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。（C）
IL-6 の産生量。10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3を含む DMEM に 10 units/mL IFN-γ と 100 ng/mL LPS を
加え、RAW264.7 細胞を 8 時間培養した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示し
た。有意差は、*p<0.05 として表した。（D）NO の産生量。図 2-1(C)に記載した方法で細胞を培養した。
結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。（E）
PGE2 の産生量。図 2-1(C)に記載した方法で細胞を 6 時間培養した。結果は、独立して行った 3 回の実験
の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。
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図 2-2. RAW264.7 細胞における炎症関連および走化性因子の遺伝子の発現レベルへの NaHCO3 の影響

 

 

 

図 2-3. RAW264.7 細胞における炎症関連遺伝子の発現レベルに対する NaHCO3や KHCO3の影響 

 

 

10～40 mM の NaHCO3を含む DMEM に 10 units/mL IFN-γ や 100 ng/mL LPS を加え、RAW264.7 細胞を 6
時間培養した。遺伝子の発現レベルは定量 PCR により解析した。結果は、独立して行った 3 回の実験の
平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。

40 mM NaHCO3あるいは 40 mM KHCO3を含む DMEM に 10 units/mL IFN-γ と 100 ng/mL LPS を加え、
RAW264.7 細胞を 6 時間培養した。遺伝子の発現レベルは定量 PCR により解析した。結果は、独立して行
った 3回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は、LPSと IFN-γを含むDMEMで培養したRAW264.7
細胞の結果と比較し、*p<0.05 として表した。
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2.3.2. 重炭酸イオンの細胞内への取り込みが RAW264.7 細胞の炎症応答に及ぼす影響 

重炭酸イオンの細胞内への取り込みおよび細胞外への排出には、細胞膜に局在する SLC トラン

スポーターである SLC4 ファミリーと SLC26 ファミリーが関わっている 50。そこで、RAW264.7 細

胞における SLC4 ファミリーと SLC26 ファミリーの発現を調べた。PCR を用いた解析から、

RAW264.7 細胞では、SLC4 ファミリーの SLC4A2 と SLC4A7 および SLC26 ファミリーの SLC26A6

と SLC26A11 が発現していることが分かった（図 2-4）。 

 LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞における重炭酸イオンの細胞内への取り込み

を調べるために、SLC トランスポーターを阻害する DIDS あるいは SLC4A7 を特異的に阻害する

S0859 を用いて解析した。あらかじめ DIDS を含む培地で培養した RAW264.7 細胞を LPS と IFN-γ、

NaHCO3 を加えて培養したところ、NaHCO3 による IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルの

上昇は、DIDS の濃度の上昇に依存して抑制された（図 2-5A）。また、NaHCO3によるこれら炎症関

連遺伝子の発現レベルの上昇は、あらかじめ S0859 を含む培地で培養することによっても抑制され

た（図 2-5A）。一方で、DIDS と S0859 は、LPS と IFN-γ を添加した NaHCO3を含まない培地で培養

した RAW264.7 細胞では、IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルに目立った影響を及ぼさな

かった（図 2-5A）。これらの結果から、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞におけ

る NaHCO3 による炎症関連遺伝子の発現レベルの上昇は、SLC4A7 を介した細胞内への重炭酸イオ

ンの取り込みが関わることが示唆された。 

 次に、培地に NaHCO3を添加した場合の細胞外 pH（pHe）と細胞内 pH（pHi）の変化を調べた。

様々な濃度の NaHCO3を含む培地で培養した時の pHe および pHi は、いずれも NaHCO3の濃度を増

加させることで上昇した（図 2-5B）。さらに、NaHCO3 による RAW264.7 細胞の pHi の上昇は、

DIDS や S0859 などの SLC トランスポーター阻害剤であらかじめ処理しておくことによって抑えら

れた（図 2-5B）。これらの結果から、RAW264.7 細胞における NaHCO3 による炎症関連遺伝子の発

現レベルの上昇には、重炭酸イオンが SLC4A7 を介して細胞内に入り、pHi が上昇することが関わ

っていることが示された。 
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図 2-4. RAW264.7 細胞における SLC4 および SLC26 ファミリー遺伝子の発現 

 

RAW264.7 細胞における SLC4 および SLC26 ファミリーの遺伝子の発現を PCR により解析した。PCR
産物は、2%(w/v)アガロースゲル電気泳動により解析した。結果は、独立して行った 3 回の実験のうち、
代表的な結果を示した。“M”は分子量マーカーを示し、その分子量のサイズ（bp）を結果の左側に記し
た。 
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図 2-5. 重炭酸イオンによる RAW264.7 細胞における炎症関連遺伝子の発現レベルと 
SLC トランスポーター阻害剤の影響 

 

（A）SLC トランスポーター阻害剤による炎症関連遺伝子の発現レベルの変化。RAW264.7 細胞を SLC
トランスポーター阻害剤である DIDS（0-100 µM）あるいは SLC4A7 の特異的な阻害剤である S0859（0-
100 µM）で 30 分間、あらかじめ NaHCO3 不含の DMEM で培養した。0 mM あるいは 40 mM NaHCO3 と
10 units/mL IFN-γ、100 ng/mL LPS を含む培地で RAW264.7 細胞を 6 時間培養した。遺伝子の発現レベルは
定量 PCR により解析した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は
*p<0.05 として表した。（B）pHe と pHi の測定。RAW264.7 細胞を 5 µM BCECF を含む HEPES 緩衝液中で
30 分間 37 oC でインキュベートした後、DMEM で細胞を懸濁し、96 穴プレートに播種して 4 時間培養し
た。100 µM DIDSあるいは 100 µM S0859で細胞を 30分間あらかじめ培養し、次いで 5～40 mMのNaHCO3

を含む HEPES 緩衝液中で 30 分間処理した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示
した。有意差は*p<0.05 として表した。 
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2.3.3. 重炭酸イオンが LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞の細胞内シグナル 

伝達に及ぼす影響 

 次に、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞における重炭酸イオンによる炎症関連

遺伝子の発現レベルの上昇に至る機構を解析した。マクロファージは、LPS や IFN-γ により、Janus 

kinase/signal transducers and activator of transcription（JAK/STAT）や nuclear factor-kappa B（NF-κB）、

mitogen-activated protein kinase（MAPK）［p38 MAPK や p44/42（extracellular signal-regulated kinase 

1/2: Erk1/2）、c-Jun N-terminal kinase（JNK）などを介する経路］などのシグナル伝達経路が活性化

される 56, 57 。 

 10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3 と LPS、IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞におい

て、STAT1 のリン酸化（p-STAT1）レベルが、培養開始後 15 分と 30 分で一過的に上昇し、その後

120分まで徐々に減少した（図 2-6A）。培養開始 15分後と 30分後における p-STAT1/STAT1の比は、

40 mM の NaHCO3を含む培地で培養した場合の方が 10 mM NaHCO3 の時より高かった（図 2-6B）。

一方、p-IκBα/IκBα や p-p38/p38、p-p44/42/p44/42、p-JNK/JNK の比に明らかな変化は見られなかっ

た（図 2-6A, B）。 

 LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞において、NaHCO3 による炎症関連遺伝子の

発現レベルの上昇に JAK/STAT 経路が関与しているかを調べるために、JAK の阻害剤である

tofacitinib を用いて解析を行った。RAW264.7 細胞をあらかじめ tofacitinib を含む培地で培養した後、

LPS と IFN-γ を含む培地で培養し、NaHCO3 によって発現レベルが上昇する炎症に関連する IL-6 や

iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルを調べた。Tofacitinib を含む培地であらかじめ培養しておくこ

とによって、いずれの炎症関連遺伝子の発現レベルは低下した（図 2-7A）。さらに、NaHCO3 によ

って上昇する p-STAT1/STAT1 の比は、DIDS や S0859 であらかじめ処理することにより低下した

（図 2-7B）。これらの結果から、RAW264.7 細胞における NaHCO3 による炎症関連遺伝子の発現レ

ベルの上昇は、SLC4A7 を介した重炭酸イオンの細胞内への取り込みにより JAK/STAT 経路が活性

化されることによることが示された。 
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図 2-6. 重炭酸イオンによる STAT1 や IκBα、p38、p44/42、JNK の活性化の検討 

 

 

 

（A）各シグナル伝達経路のタンパク質の発現およびリン酸化レベルの変化。10 mM あるいは 40 mM の
NaHCO3と 10 units/mL IFN-γ、100 ng/mL LPS を含む DMEM で、RAW264.7 細胞を 0～120 分間培養した。
15 µg/lane で解析し、β-actin タンパク質を内部標準とした。結果は、独立して行った 3 回の実験のうち、
代表的なものを示した。（B）ウェスタンブロット解析の結果の定量。図 2-6(A)で行った 3 回の実験結果を
定量し、それぞれのリン酸化レベルの比を算出した。10 mM NaHCO3と LPS、IFN-γ を含む培地で 15 分間
培養した場合の結果を 1 とし、その相対値の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。
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図 2-7. 重炭酸イオンによる JAK/STAT 経路の活性化の検討 

 

 

 

（A）JAK の阻害剤による遺伝子の発現レベルの変化。Tofacitinib（0-1 µM）を加えた NaHCO3 不含の
DMEM で RAW264.7 細胞を 60 分間前処理後、10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3 と 10 units/mL IFN-γ、
100 ng/mL LPS を含む培地で RAW264.7 細胞を 6 時間培養した。遺伝子の発現レベルは、定量 PCR により
解析した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は、40 mM NaHCO3と
LPS、IFN-γ を含む溶液で培養した RAW264.7 細胞の結果（黒の棒グラフ）と比較し、*p<0.05 として表し
た。（B）STAT1 のタンパク質の発現およびリン酸化レベル。NaHCO3 不含の DMEM を用い、1 µM 
tofacitinib で 60 分間あるいは 100 µM DIDS や 100 µM S0859 で 30 分間、RAW264.7 細胞を前処理し、その
後 10 units/mL IFN-γ と 100 ng/mL LPS を含む培地で 30 分間培養した。15 µg/lane で解析し、β-actin タンパ
ク質を内部標準とした。結果は、独立して行った 3 回の実験のうち、代表的な結果を示した。3 回の実験
結果を定量し、p-STAT1/STAT1 の比を算出した。10 mM NaHCO3 と LPS、IFN-γ を含む培地で培養した条
件を 1 とし、それぞれの相対値の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。 
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2.3.4. BMDMs における重炭酸イオンによる炎症関連遺伝子の発現レベルの変化と JAK/STAT

経路の活性化 

 重炭酸イオンによる炎症関連遺伝子の発現レベルの上昇が、骨髄由来のマクロファージである

BMDMs においても見られるのかを調べた。マウスから骨髄細胞を回収し、BMDMs へと分化させ

た。分化させた BMDMs の 99%以上がマクロファージであることをディフ・クイック染色により鑑

別し、均一な細胞集団であることを確認した（図 2-8）。10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3 および

LPS、IFN-γ を含む培地で BMDMs を培養した。40 mM NaHCO3 を添加した培地では、10 mM 

NaHCO3の場合と比べ、IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子の発現レベルが上昇した（図 2-9A）。また、

10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3を含む培地で培養したところ、全体の STAT1 レベルは変化しな

かったものの、p-STAT1 レベルは 40 mM NaHCO3を添加して培養した時の方が 10 mM NaHCO3で培

養した時より上昇した（図 2-9B）。また、p-STAT1/STAT1 の比は、10 mM NaHCO3 を含む培地で培

養した場合より 40 mM NaHCO3 の方が上昇した（図 2-9B）。これらの結果から、BMDMs において、

重炭酸イオンが JAK/STAT 経路の活性化を介して炎症関連遺伝子の発現レベルを上昇させることが

分かった。 

 

図 2-8. BMDMs の形態観察 

 

  

（A）BMDMs のディフ・クイック染色。結果は、独立して行った 3 回の実験のうち、代表的なものを
示した。（B）BMDMs の細胞の形態。BMDMs を培養ディッシュに播種し、一晩経過後に撮影した。結果
は、独立して行った 3 回の実験のうち、代表的なものを示した。
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図 2-9. BMDMs における NaHCO3による炎症関連遺伝子の発現レベルの変化と JAK/STAT 経路の活性化 

 

 

 

  

（A）遺伝子の発現レベルの変化。10 mM あるいは 40 mM の NaHCO3 を含む DMEM/F-12 培地に 10 
units/mL IFN-γ と 10 ng/mL LPS を加え、BMDMs を 6 時間培養した。遺伝子の発現レベルは、定量 PCR に
より解析した。結果は、独立して行った 3 回の実験の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として
表した。（B）STAT1 タンパク質の発現、リン酸化レベル。図 2-9(A)で記した条件で、BMDMs を 30 分間
培養した。それぞれのレーンには 7.5 µg のタンパク質を用い、β-actin タンパク質を内部標準とした。結果
は、独立して行った 3 回の実験のうち、代表的なものを示した。3 回の実験の結果を定量し、p-
STAT1/STAT1 の比を算出した。10 mM NaHCO3 と LPS、IFN-γ で含む培地で培養した条件を 1 とし、その
相対値の平均値±S.D.として示した。有意差は*p<0.05 として表した。
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2.4. まとめ 

マクロファージの炎症応答は、病原体や組織の異常などから我々の身体を守る重要な反応の一つ

であり、炎症性のサイトカインや細胞を障害する物質の分泌を介して起こる。一方で、これらの物

質は、組織の線維化や障害を起こす原因になることがある 10。そのため、マクロファージの炎症応

答は、生体内の恒常性を維持するために、厳密に制御されていなければならない。しかしながら、

マクロファージの炎症応答や可塑性は、細胞周囲の pH やイオン濃度などの環境変化によって影響

を受けることが知られている。第一章では、細胞外の重炭酸イオンが、マクロファージの iNOS の

発現および NO や TNF-α、IL-1β の産生に影響を及ぼすことを明らかにした。そこで、本章では、

重炭酸イオンによるマクロファージの炎症関連遺伝子の発現への影響、さらにその調節機構を解析

した。 

マクロファージが産生する IL-6 や NO、PGE2 などの物質は、生体内における炎症応答や病原体

の排除において重要な役割を果たす。IL-6 は炎症性サイトカインの一つであり、炎症が起こった際

にマクロファージなどの免疫細胞から速やかに分泌され、周囲の細胞に対してさらなる炎症反応を

促す役割を持つ。また、関節リウマチやクローン病などの自己免疫疾患の病態の進展にも関与して

いる 58。NO は高い反応性を示すガス状の物質であり、マクロファージにおける iNOS による NO の

産生は、細菌などの病原体の感染防御において重要である 59。一方で、NO の過剰産生は宿主の細

胞や組織を障害し、酸化ストレス反応を引き起こす要因にもなる 60。PGE2 は細胞膜を構成するリ

ン脂質由来のアラキドン酸から生成される生理活性物質であり、マクロファージにおいて COX-2

により生成される PGE2は、炎症や発熱の応答などに関与している 61。 

酸塩基平衡は、恒常性の維持に重要であり、その不均衡は細胞の機能を変化させることがある 40, 

48。酸塩基障害は血液の水素イオン（H+）あるいは重炭酸イオン（HCO3
-）の濃度により、アシド

ーシスとアルカローシスに分類される。局所環境の酸性化は、虚血や炎症、固形がんなどの病態で

しばしば見られる 62, 63。細胞外の酸性化は、免疫細胞の炎症性遺伝子の発現低下やサイトカイン産

生の減弱などを引き起こすことが報告されており、免疫応答に不利益が生じると考えられている 64, 

65。一方で、アルカローシスは、持続的な下痢や嘔吐、低カリウム血症、利尿剤の使用などが原因
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となって起こるが、局所環境の免疫細胞に与える影響はほとんど分かっていない。本研究では、細

胞外の重炭酸イオン濃度を上昇させた際に生じる細胞内外の pH の上昇が、マクロファージからの

炎症応答に関わる物質の産生に及ぼす影響を調べた。 

重炭酸イオンは、血液などの体液や細胞内の pH を調節するはたらきを持つ重要な因子であり、

細胞内外への重炭酸イオンの取り込みや排出には、SLC4 ファミリーと SLC26 ファミリーのトラン

スポーターが関与している 51。哺乳動物の SLC4 ファミリーは、10 種類（SLC4A1-5, 7-11）に分類

される 66。機能的に分類すると、Cl-/HCO3
-の交換輸送体と Na+/HCO3

-の共輸送体、Na+/B(OH)4
-の共

輸送体に分けられ、9 種類（SLC4A1-5, 7-10）が重炭酸イオンの取り込みや排出に関わっている 67, 

68。一方で、SLC26 ファミリーは、11 種類（SLC26A1-11）に分類され、Cl-や HCO3
-、SO4

2-、C2O4
2−

などの交換輸送体があり、そのうちの 7 種類（SLC26A3-4, 6-9, 11）が HCO3
-の取り込みや排出に関

わっている 69。RAW264.7 細胞では、SLC4A2 と SLC4A7、SLC26A6、SLC26A11 の 4 つが発現して

いた（図 2-4）。細胞は、様々な要因による pHe の変動に応じて、各種トランスポーターを介した

pHi の制御を行っている。本研究では、細胞外の重炭酸イオン濃度の上昇により、RAW264.7 細胞

の pHe および pHi の上昇だけでなく、炎症関連遺伝子である IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子発現レ

ベルが上昇することを明らかにした（図 2-1, 2-5B）。また、重炭酸イオンのトランスポーターであ

る SLC4A7 に特異的な阻害剤である S0859 により、IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子発現レベルの上

昇および pHi の上昇はいずれも抑えられた（図 2-5）。これらの結果から、重炭酸イオンによる

RAW264.7 細胞の IL-6 や iNOS、COX-2 の遺伝子発現は、SLC4A7 を介した重炭酸イオンの細胞内

への取り込みにより制御されていることが示された。 

マクロファージは、LPS や IFN-γ により、JAK/STAT や NF-κB、MAPK などのシグナル伝達経路

が活性化され、炎症性サイトカインや細胞を障害する物質の分泌が亢進する 56, 57 。中でも、

JAK/STAT 経路の一つである STAT1 経路は、主に IFN により活性化する経路であり、IFN 受容体の

細胞質側にある JAK の自己リン酸化によって活性化することでシグナルが伝達される 70。活性化し

た JAK により STAT1 タンパク質がリン酸化され、その後、炎症関連遺伝子の発現が誘導される。

同時に、サイトカインのシグナル伝達経路を抑制する suppressor of cytokine signaling（SOCS）分子

の発現にも関わっており、炎症応答を制御する重要な経路の一つである 71。さらに、この経路の活
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性化は、多くの細胞のストレスに応答したアポトーシスにも関わっている 71, 72。マクロファージの

JAK/STAT 経路の活性化は、IL-6 や iNOS、COX-2 などの炎症関連遺伝子の発現レベルを上昇させ

るが、このシグナル伝達経路は LPS によってさらに増強されることが分かっている 73-76。今回、重

炭酸イオンにより、LPS と IFN-γ を含む培地で培養した RAW264.7 細胞の iNOS や IL-6、COX-2 の

遺伝子発現レベルは上昇したものの、IL-1β や TNF-α、MCP-1（CCL2）の遺伝子の発現レベルは上

昇しなかった（図 2-1A, 2-2）。この結果から、重炭酸イオンによるマクロファージへの効果は、

JAK/STAT 経路に関わる遺伝子の発現に強く影響が見られることが考えられた。また、RAW264.7

細胞と同様に、マウスの骨髄細胞から分化させたマクロファージ（BMDMs）においても、重炭酸

ナトリウムによる iNOS や IL-6、COX-2 の遺伝子発現および JAK/STAT 経路の活性化の増強が確認

された（図 2-9）。さらに、これらの遺伝子発現と STAT1 の活性化は、JAK 阻害剤である tofacitinib

により減弱した（図 2-7A, B）。これらの結果から、重炭酸イオンによるマクロファージの炎症関連

遺伝子の発現の増強は、JAK/STAT 経路の活性化を介していることが示された。 

重炭酸イオンのマクロファージに対する影響には、pHe と pHi の上昇が考えられる。本研究では、

SLC4A7 を介した細胞内への重炭酸イオンの取り込みによる pHi の上昇が、マクロファージの炎症

応答を増強することを示した。これらの結果から、生体内における重炭酸イオンの濃度の変動によ

り、マクロファージの炎症応答が制御されることを示唆する。今後、生体内の局所における重炭酸

イオンの炎症応答への影響など、動物個体を用いた解析を行う必要がある。 
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結論 

マクロファージは、全身に広く分布する免疫系の細胞であり、組織の環境や刺激に応じて異なる

機能を発揮するポピュレーションへと分極する 77。細菌やウイルスなどの感染防御や炎症の促進反

応を担うマクロファージは、いわゆる M1 マクロファージに分類される。M1 マクロファージは、

IFN-γ や LPS などにより誘導され、IL-1β や IL-6、TNF-α などの炎症性サイトカインおよび O2
-や

NO などの細胞障害性物質を産生する 8。M1 マクロファージが産生するこれらの物質は、炎症反応

などの免疫応答に重要な役割を示すが、慢性疾患などの病態の進展にも関わる。そのため、M1 マ

クロファージの機能を制御することは、恒常性の維持において重要である。しかしながら、細胞を

取り巻く環境（アミノ酸やイオンの量、pH など）が変わると、マクロファージの増殖や代謝など

の生理的な機能が変化することが知られており、これらの変化は、マクロファージの炎症応答にも

影響を与えている可能性がある 26。本研究は、慢性疾患などによる組織環境の変化が、マクロファ

ージの機能に影響を与えていると考え、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子を探索

し、その影響を解析することを目的とした。 

 まず、第一章は、細胞を培養する際に用いる培地の違いにより、マクロファージの応答性が変わ

るという知見から、M1 マクロファージの炎症応答に影響を及ぼす因子を培地の中から探索した。

具体的には、マクロファージ J774.1/JA-4 細胞を用いて、組成の異なる 2 種類の培地に IFN-γ、LPS

あるいは LPS と IFN-γ を加え、O2
-や NO、TNF-α、IL-1β の産生やその関連遺伝子およびタンパク質

の発現に対する影響を調べた。その結果、培地の違いにより、マクロファージの iNOS の遺伝子お

よびタンパク質の発現レベルが変化することが分かった。そこで、培地から J774.1/JA-4 細胞の

iNOS 発現に影響を及ぼす因子を探索したところ、重炭酸ナトリウムが iNOS 発現を上昇させるこ

とが分かった。一方で、iNOS の酵素活性は、重炭酸ナトリウムの濃度の上昇に伴い低下すること

も分かった。一般的に、培地への重炭酸ナトリウムの添加は、pH の上昇（アルカリ化）と維持を

目的としている。そこで、培地の pH を変化させ、J774.1/JA-4 細胞の iNOS 発現に対する影響を調

べた。しかし、J774.1/JA-4 細胞における iNOS 発現の変化と培地の pH の変化との間に相関が認め

られなかったため、細胞外の pH の変化が直接的な影響を及ぼすわけではないことが考えられた。
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また、重炭酸ナトリウムの代わりに重炭酸カリウムを用いても、同様に J774.1/JA-4 細胞の NO や

TNF-α、IL-1β の産生量が上昇したことから、重炭酸イオンがマクロファージの炎症応答を促進す

る因子であることが明らかとなった。 

次いで第二章では、重炭酸イオンによるマクロファージの炎症関連遺伝子の発現に対する影響、

さらにその調節機構を解析した。LPS と IFN-γ を含む溶液で培養した RAW264.7 細胞を用いて重炭

酸イオンの影響を調べたところ、重炭酸イオン濃度の上昇に依存して炎症関連遺伝子である IL-6や

iNOS、COX-2 の遺伝子発現レベルが上昇し、IL-6 や NO、PGE2 の産生量も増加した。また、重炭

酸イオン濃度の増加により、RAW264.7 細胞の pHe と pHi はいずれも上昇した。そこで、重炭酸イ

オンによるM1マクロファージの調節機構を調べたところ、主に IFN-γにより活性化する JAK/STAT

経路が、重炭酸イオンの濃度の上昇により増強されることが分かった。細胞内への重炭酸イオンの

取り込みに関わるトランスポーターである SLC4A7 の阻害剤（S0859）によって、重炭酸イオンに

よる炎症関連遺伝子の発現レベルや pHi の上昇、さらに JAK/STAT 経路の活性化の増強はいずれも

減弱した。これらの結果から、RAW264.7 細胞の炎症関連遺伝子の発現には、SLC4A7 を介して重

炭酸イオンが細胞内に取り込まれることにより JAK/STAT 経路が活性化されて、炎症関連遺伝子の

発現が上昇することが示された。また、マウスの骨髄由来のマクロファージである BMDMs におい

ても、重炭酸イオンによる炎症関連遺伝子の発現上昇、JAK/STAT 経路の活性化の増強が見られた

ことから、生体内のマクロファージにおいても同様に見られる現象であることが示唆された。 

生体内の pH や体温、血糖値、血圧などは、恒常性の維持によりほぼ一定の範囲内に保たれてい

る。しかし、加齢や疾患に伴う血液中の水素イオン（H+）と重炭酸イオン（HCO3
-）の不均衡によ

り血液の pH が変化し、酸塩基障害が生じる 49。この障害はアシドーシス（pH の低下）とアルカロ

ーシス（pH の上昇）に分けられる。局所環境の pH の低下は、炎症や虚血、固形がんなどの病態で

見られるが、その環境に曝された免疫細胞の機能は低下しやすい 62, 65。一方で、樹状細胞の抗原提

示能は酸性条件の方が起こりやすく 78、マクロファージからの NO の産生は弱酸性条件下（pH 7.0-

7.2）で NF-κB 経路の活性化を介して上昇することも分かっている 41, 79 。このように、局所におけ

る pH の低下は、一方向性ではないものの、免疫応答に様々な影響を及ぼしている。これまでの報

告の多くは、細胞外の pH の上昇（アルカリ化）よりも pH の低下（酸性化）に焦点を当てたもの
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が多い。これは、炎症、腫瘍あるいは細胞の代謝物により、局所環境の pH が酸性に傾きやすいこ

とが一因であると考えられる。しかし、血液の pH は、腎機能の低下による重炭酸イオンの排泄障

害や重炭酸塩の連続投与、嘔吐や利尿剤などによる酸の喪失などにより上昇し、結果として代謝性

アルカローシスを生じる 18。また、生体内の pH を調節する重炭酸イオンは、加齢や食事内容、疾

患によっても変動することが分かっている 53, 80。細胞内外への重炭酸イオンの取り込みや排出には、

SLC4 ファミリーと SLC26 ファミリーのトランスポーターが関与するが、今回、マクロファージの

炎症応答が、SLC4 ファミリーに属する SLC4A7 による細胞内への重炭酸イオンの取り込みにより

制御されることを示した。今後、SLC4A7 以外のトランスポーターの関与を調べるとともに、

SLC4A7 によるマクロファージに対する影響をさらに調べるために、ゲノム編集による遺伝子破壊

や RNA 干渉による遺伝子ノックダウンを用いた検討が考えられる。 

臨床では、重度腎不全により生じたアシドーシスの治療に、高濃度の重炭酸イオンを含む透析液

が持続的に用いられる場合がある。この人工透析が長期に続くと、それに伴い血液の pH と重炭酸

イオン濃度の上昇が生じ、生命の危機に陥ることもあるため、高濃度の重炭酸イオンを含む透析液

の使用を問題視する声がある 81。実際、2013 年に報告された国際共同研究（Dialysis Outcomes and 

Practice Patterns: DOPPS）の結果では、高濃度の重炭酸イオンを含む透析液を用いた患者の死亡率

と入院率は、低濃度の透析液を用いた患者よりも高く、感染症（肺炎や敗血症）による死亡者数が

多くなることが指摘されている 82。この要因については、血液の pH が上昇したことで、免疫細胞

の応答性が変化したのではないかと述べられているが、pH の上昇による細胞の機能への影響はほ

とんど明らかとなっていないため、詳しいことは分かっていない。本研究では、細胞周辺の重炭酸

イオン濃度の上昇がマクロファージにおける IL-6 や NO、PGE2 などの炎症関連物質の産生を増加

させることを明らかにし、pH の変化と炎症応答に関する新たな知見を示した。これらの結果は、

これまで報告がほとんどなかった、pH の上昇（アルカリ化）が細胞の機能を変化させることを示

すものであり、様々な疾患や生活習慣による生体内の局所環境の変化において、重炭酸イオンがマ

クロファージの炎症機能を制御する可能性を示すものである。今後は、生体内の組織における重炭

酸イオン濃度の変動が炎症応答に及ぼす影響を調べるために、動物個体を用いた検討を行う必要が

ある。 
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以上、生体内における重炭酸イオンによってマクロファージの炎症応答が調節されていることを

示すとともに、マクロファージの炎症応答が SLC4A7 を介した細胞内への重炭酸イオンの取り込

みによって促進されるという新たな知見を得た。マクロファージの生体内における機能調節につい

ては不明な点が多いが、本研究の成果は、炎症性疾患の病態進展の解明に貢献できるものと考えら

れる。 
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