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1）保健科学部医療検査学科

要旨

プレセプシンは敗血症のバイオマーカーであり、単球膜上の CD14が貪食時に分解され産生される。しかし、

プレセプシンは健常人にも存在しており、その産生機序についての報告はない。本研究では健常人からのプレ

セプシン産生機序を探索するため、単球系に分化させた HL-60および、CD14を発現させた 293T細胞におけ

る病原体関連分子パターン (PAMPs)刺激によるプレセプシン産生を検討した。

HL-60、293T細胞ともに、Escherichia coli (E. coli) 刺激がない状態においてもプレセプシン産生が認めら

れた。しかし E. coli刺激により産生が増強されたのは HL-60のみであった。これらの結果から健常人の体内

においても E. coliなどの PAMPs刺激を必要としないプレセプシン産生経路が存在し、敗血症時に免疫細胞

内で起こる経路とは異なることが示唆された。

キーワード：敗血症、プレセプシン、貪食、CD14

Summary

　　Presepsin, produced by CD14 degradation in monocytes, is one of the biomarker proteins for 

sepsis. Moreover, healthy people also have presepsin ; however, no studies have elucidated the mechanism 

of presepsin production in healthy bodies. To clarify the mechanism of presepsin production in healthy 

individuals, we studied whether HL-60 induced to differentiate in monocyte and human embryonic kidney 

(HEK) 293 T cells expressing CD14 can produce presepsin by the stimulation of pathogen - associated 

molecular patterns (PAMPs). We observed presepsin production in both HL-60 and HEK 293T cells, not 

only in the presence of E. coli but also in its absence. We also observed that E. coli stimulation enhanced 

the presepsin production in HL-60, but did not enhance it in HEK293T cells. These results suggest that 

there is a presepsin production pathway requiring no stimulation of PAMPs such as E. coli in a healthy 

person, and that this pathway is different from presepsin production in immune cells during sepsis. 
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緒言

プレセプシンは単球、好中球に発現している

CD14が切断され生じる N末端側フラグメントタン

パクであり、敗血症などの重篤な感染症時に血中濃

度が上昇することが知られている敗血症マーカーで

ある 1)-3)。敗血症時のプレセプシン上昇は、病原菌

に対する宿主の免疫反応が関係しており、特に免疫

細胞が貪食を行うことでプセプシンが分泌されるこ

とが報告されている 2)。しかし、一方で敗血症や感

染症に罹患していない健常人にもプレセプシンは存

在しており 4)、その産生機序についての報告はない。

免疫機構として働く貪食作用により生じるとされる

プレセプシンであるが、健常人の血清中に存在する

ことから、菌の貪食が関与しない産生経路が存在す

ることも考えられ、この機序を解明しプレセプシン

の性状について新しい知見を得ることは、臨床マー

カーとして利用されるうえで重要と思われる。そこ

で我々は、貪食能を持つ細胞株と持たない細胞株で

のプレセプシン産生モデル系を構築し、貪食が関与

しない環境下でプレセプシンが産生されるか検討を

行った。

材料および方法

細胞培養、分化誘導

ヒト前骨髄球性白血病細胞株 HL-60 ( 国立

研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所

JCRB0085)の培養には、56 ℃で 30 分間非働化し

た 10 % Fetal bovine serum (FBS；Biowest) を

含む RPMI-1640 (ナカライテスク ) を用い、ヒ

ト胚性腎臓細胞株 293T（HEK 293T; 理研 BRC-

Cell Bank RBRC-RCB2202）の培養には非働化

10 % FBS を含む DMEM (ナカライテスク )を用

い、37℃、5% CO2 存在下で培養した。HL-60の

分 化 に は 1 α ,25-DihydroxyVitamin D（Vit. 

D3；Cayman Chemical）を用いた。 細胞数を 1. 

0 × 105 /mL に調整後、終濃度 100 nMとなるよ

うに Vit. D3 溶液を添加した。

フローサイトメトリー (FCM) による CD14発現の測定

細胞を遠心後、100 μ L のリン酸緩衝生理食塩

水 ( PBS )を加え細胞懸濁液を作成した。FITC 

anti- human CD14 antibody (BD Bioscience) 、PE 

anti-human CD14 antibody (Biolegend) 、または 

mouse IgG-PE (Cell Lab) 10 µL添加後、4℃ 30 分

間静置した。PBS で 2回洗浄後 、FACS Calibur 

( BD Bioscience ) により測定した。解析には Cell 

Quest pro (BD Bioscience )を用いた。   

貪食能の評価

　貪食能は細胞内に取り込まれた E. coli 量を蛍光

強度として測定することにより計測した。細胞を

5.0 × 106 / mL に調整後、 96 穴 プレートに 100 μ

L播種し、終濃度 0.5 mg/mLの pHrodo® Green 

E. coli BioParticles® (Life Technologies) を添加

後、37°C、5％ CO2存在下で 3時間培養した。続

いて細胞を PBSで 2回洗浄し、500 µL の PBSで

再懸濁後、FACS Caliburにより蛍光強度を測定し

た。また、同細胞を DAPIによる核染色を行った

後、共焦点顕微鏡 LSM710（Carl Zeiss）により測

定した。解析にはそれぞれ Cell Quest pro、および

ZEN 2009（Carl Zeiss）を用いた。

プレセプシン産生実験

細胞数を 5. 0 × 106 cells/mL に調整後、E. coli 

(C41株 )、Zymosan (Sigma)またはリポポリサッ
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カライド（LPS-EK；Invitrogen )をそれぞれ終濃

度 5. 0 × 107 cfu/mL、5 µg/mL、 1 μ g/mLにな

るように添加し、96 穴プレート に 100 µL / well 

播種した。37°C、5％ CO2存在下で 3時間培養後、

培養上清を回収し、PATHFASTTM Presepsin（LSI 

Medience）によりプレセプシン濃度を測定した。

阻害薬添加実験

　貪食を阻害するためサイトカラシン D (Cyt. D、 

10 µM ; Sigma ) とコントロールとしてジメチルス

ルホキシド (DMSO)を細胞懸濁液に添加し、37°C、

5％ CO2存在下で 15分静置した。

CD14 安定発現 HEK 293T 細胞の作製

　使用したプライマーおよび、一本鎖オリゴ

（ssODN） を Table 1 に示す。ベクターとして

pIRES-EGFP-puro はMichael McVoy から寄贈

されたもの (Addgene plasmid # 45567)を、pX333 

は Andrea Venturaから寄贈されたもの (Addgene 

plasmid # 64073)を使用した 5)。ヒト単球系細胞株

THP-1 細胞から RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用

い RNAを抽出し、PrimeScript 1st strand cDNA 

Synthesis Kit（Takara Bio） を 使 用 し て total 

RNA から cDNA を合成した。プライマーとして

CD14-F および CD14-Rを用いて cDNAから CD14

遺伝子を増幅し、FastGene Gel/PCR Extraction 

Kit (NIPPON Genetics) に よ り 精 製 し た 後、

Zero Blunt PCR Cloning Kit (Thermo Fisher 

Scientific) で CD14クローニングベクターを構築し

た。その後、pIRES-EGFP-puroのマルチクロー

ニングサイト（MCS）にMluⅠおよび XbaⅠ認

識配列を導入したベクターと、クローニングベク

ターをMluⅠと XbaⅠで処理後、ライゲーション

することで pIRES-CD14-EGFP-puro を構築した。

gRNA1 と AAVS1 gRNAを挿入した pX333 と

pIRES-CD14-EGFP-puro ベクターおよび ssODN

を用いた 2Hit2Oligo 法により HEK 293T細胞ゲ

ノム内に CD14遺伝子を挿入した 6)。トランスフ

ェクションには Lipofectamine® 3000 (Thermo 

Fisher Scientific) を用い、24穴プレート に 500 μ

L medium で培養した細胞に対し、ドナーベクター

および pX333 を共に 0.5 μ g、ssODN-1、2 を各

20 pmol 用いた。トランスフェクションした HEK 

293T細胞は、2日後から 1.0 μ g/mL ピューロマ

シンを含む選択培地で培養し、3-4 日ごとにメディ

ウムを変え、1カ月後の細胞を CD14安定発現株

（HEK 293T-CD14）として用いた。なお、本実験

は神戸常盤大学遺伝子組換え実験安全委員会に承認

されており、同委員会規程に則って実験をおこなっ

た。

PCR

　HEK 293T-CD14 か ら QIAamp Blood Mini 

(Qiagen)を用いてゲノムを抽出した後、KOD FX 

neo (TOYOBO lifescience) を用いて PCR をおこな

った。PCR は 94℃ 変性 2分後、98℃ 変性 10秒、

68℃ アニーリング・伸長反応 5 分を 35サイクルの

条件でおこなった。

統計解析

　Student の T 検定をおこない、危険率を 5% で設

定した。 P ＜ 0. 05 の場合を有意差があると判定し、

＊ P < 0. 05、＊＊ P < 0. 01 で示した。

結果

Vit. D3処理による HL-60 の単球系分化の確認

細胞株を用いたプレセプシン産生系を構築する

ため、Vit. D3処理による HL-60の単球系への分化

誘導を行った。敗血症時のプレセプシン産生には

CD14発現および貪食能の獲得が必要なため FCM

と共焦点顕微鏡により CD14 発現と貪食能の評価を

行った。FCMによる CD14発現測定では、Vit. D3

処理により CD14発現の上昇が認められた（Fig. 1 

A）。

FCMによる貪食能測定では、Vit. D3処理によ
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Figure 1　1α ,25-DihydroxyVitamin D (Vit. D3) による HL-60の単球系細胞への分化
(A) HL-60の CD14発現強度を FCMで測定した。実線（―）が Vit. D3 により分化誘導した HL-60を、点線（- -）が分化
誘導していない HL-60の CD14発現強度を示す。
(B) HL-60の貪食能として pHrodo® Green E. coli BioParticles® の細胞内への取り込みを FCMで測定した。実線（―）
が Vit. D3 により分化誘導した HL-60を、点線（- -）が分化誘導していない HL-60の結果を示す。分化誘導した HL-60 で
は蛍光強度が全体的に右側にシフトしており、貪食能が増強していた。
(C) HL-60の貪食能を共焦点顕微鏡で測定した。緑が pHrodo® Green E. coli BioParticles®  の細胞へのとりこみを、青が
核を示す。pHrodo® Green E. coli BioParticles®は pHが低い状況下で蛍光強度が強くなるため、分化誘導した HL-60で
は、細胞への取り込みが細胞質全体に広がる弱い蛍光強度として検出された（緑色矢印）。また、リソソームに取り込ま
れた pHrodo では点状に強い蛍光強度として検出され（赤色矢印）、貪食能の増強が観察された。

Table 1

表 

Table 1  

 

  

CD14-F 5'- ACGCGTCTTATCGACCATGGAGCGCGCGTCC -3'

CD14-R 5'- TCTAGAGCAAAGCCCCGGGCCCCTTG -3'

gRNA1 sense 5'- CACCAGCGGATAACAATTTCACAC -3'

gRNA1 antisense 5'- AAACGTGTGAAATTGTTATCCGCT -3'

AAVS1 gRNA sense 5'- CACCGGGGCCACTAGGGACAGGAT -3'

AAVS1 gRNA antisense 5'- AAACATCCTGTCCCTAGTGGCCCC -3'

ssODN-1 5'- ATCTGTCCCCTCCACCCCACAGTGGGGCCACTAGGGACAG
CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCGGA -3'

ssODN-2 5'- CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCA
GATTGGTGACAGAAAAGCCCCATCCTTAGGCCTCCTCCTT -3'

Forward primer 5'- TCGACTTCCCCTCTTCCGATG - 3'

Reverse primer 5' - CTCAGGTTCTGGGAGAGGGTAG - 3'
図 

Fig. 1 
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り細胞内への菌の取り込みが観察された (Fig. 1 B)。

また、共焦点顕微鏡観察においても同様に Vit. D3 

処理により貪食能が観察された (Fig. 1 C)。

HL-60 を用いたプレセプシン産生の確認

E. coli を添加後の、HL-60 培養上清中のプレセ

プシン値は Vit. D3未処理群で 3. 92± 2. 50 pg/

mL（平均±標準偏差）、Vit. D3 処理群で 302± 6. 

36 pg/mL であり、Vit. D3 処理により有意に上昇

した (Fig. 2 A)。Vit. D3 処理後の HL-60では、E. 

coli 未添加群でプレセプシン値が 112± 4. 95 pg/

mL、添加群で 302± 6. 36 pg/mLであり、E. coli 

を添加した群で有意にプレセプシン値が上昇した

が、E. coli 未添加群においても培養上清中のプレ

セプシン濃度の上昇が認められた (Fig. 2 A)。また、

E. coli の細胞壁外膜の構成成分である LPS およ

び、貪食を引き起こす PAMPs である Zymosan に

よる刺激によってもプレセプシン産生は有意に促進

された（Fig. 2 B）。

次に、HL-60の E. coli 添加によるプレセプシン

産生に対する貪食の影響を確認するため、アクチ

ン重合阻害剤であるサイトカラシン D処理により

貪食を阻害した時のプレセプシン値への影響を検

討した。FCMによる測定ではサイトカラシン D処

理 HL-60の貪食陽性細胞は 0.65% に対し、未処理

の HL-60 の貪食陽性細胞は 31.8 % と、サイトカラ

シン D処理より、蛍光 E. coli の細胞内への取り込

みが抑制されていた（Fig. 2 C）。また、E. coli 添

Figure 2　HL-60におけるプレセプシン産生と貪食の影響
(A)、(B) PAMPs 刺激による HL-60 培養上清中のプレセプシン濃度を測定した。n = 2、エラーバー は 標準偏差を示し、
有意差を ＊ P < 0. 05、＊＊ P < 0. 01 で示した。
(C) サイトカラシン（Cyt. D）処理単球系HL-60の貪食能を FCMで測定した。点線（- -）が Cyt. D 未処理を、黒線（―）
が10 μM Cyt. D処理 HL-60の pHrodo® Green E. coli BioParticles® の細胞内への取り込みを示す。蛍光強度がサイト
グラム中のバー以上の細胞を陽性細胞とカウントし、割合を示した。10 μM Cyt. D 処理 HL-60 では蛍光強度が全体的
に左側にシフトしており、貪食能が抑制されていた。
(D) Cyt. D処理 HL-60培養上清中のプレセプシン濃度を測定した（n = 2）。

Fig. 2   
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加時の上清中のプレセプシン値はサイトカラシン D

処理により有意に減少しており、貪食阻害によりプ

レセプシン産生が抑制されていた（Fig. 2 D）。

293T-CD14安定発現株の作製

　次に貪食能を持たない細胞株でのプレセプシン

産生を検討するため、HEK 293T細胞への CD14

遺伝子導入をおこなった。HEK 293T細胞に、

Cas9、sgRNA、ドナーベクターを導入し（Fig. 3 

A）、得られた安定発現細胞から DNAを抽出後、

AAVS1 locus の PCR解析をおこなった (Fig. 3 

B レーン２)。AAVS1 locus に挿入が認められ

ない場合に検出される 1393 bp バンドに加えて、

AAVS1 locus へのドナーベクターの挿入を示す 

8,337 bpのバンドを検出し、ゲノムレベルでの遺

伝子挿入を確認した。また、FCMを用いて HEK 

Figure 3　HEK 293T 細胞への CD14遺伝子の導入
(A) HEK 293T細胞への CD14遺伝子の導入概略図。遺伝子に組み込むドナーベクターとして、CD14遺伝子および EGFP 
puromycin 耐性遺伝子発現ベクターを使用し、Cas9 蛋白発現ベクターとコトランスフェクションした。トランスフェクショ
ン後、ドナーベクターは Cas9 と gRNA 1 複合体により gRNA 1 cleavage site で切断され鎖状となる。また、HEK 293T
細胞のゲノム内 AAVS1 locus は Cas 9 と AAVS1 gRNA 複合体に切断され、 ss-ODN 1, 2 を介した相同組換え型修復
（HDR）により、ドナーベクターが AAVS1 locus 内に組み込まれる。
(B) CD14安定発現細胞の PCR 増幅産物電気泳動
(C) HEK 293T-CD14の CD14発現強度を FCMで測定した。黒実線（―）が PE anti-human CD14 antibody により染色
した HEK 293T-CD14を、灰色実線（―）が PE anti-human CD14 antibody により染色した HEK 293T を、点線（- -）
がmouse IgG1-PE (isotype control) で染色した HEK 293T-CD14の蛍光強度を示す。

Fig. 3 
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293T-CD14 を検討した結果、細胞膜上での CD14

発現が認められ、CD14発現をタンパクレベルで

確認した。（Fig. 3 C）。

HEK 293T-CD14安定発現株を用いたプレセプシン産生

HEK 293T-CD14 細胞培養上清中のプレセプシン

値測定では、E. coli 未添加群のプレセプシン値は 

138± 12. 2 pg/mLであり、メディウムのみの場合

と比較して、上清中のプレセプシン値の上昇が認め

られた（Fig. 4）。一方で E. coli 添加群のプレセプ

シン値は 126± 24. 5 pg/mL と E. coli 未添加群と

比べ有意な上昇は認められなかった（Fig. 4）

考察

貪食は病原体に対する免疫機構として広く知ら

れているが、健常者においてもホメオスタシス維

持のためにアポトーシス細胞を排除する目的で行わ

れている。ホメオスタシス維持のために行われる

貪食は、CD14発現細胞が行うものに限っても、肺

胞、筋肉、消化管内に存在する組織マクロファージ

や肝臓のクッパー細胞および中枢神経中のミクロ

グリアなどにより各組織で行われている 8)。そのた

め、これらの細胞による貪食が健常人の体内での

プレセプシン産生に影響していることも考えられ

る。そこでこの影響を除くため、我々は in vitro に

おける HL-60を用いたプレセプシン産生系を評価

し、貪食が誘導される E. coli および Zymosan 等

の PAMPs刺激でプレセプシンが産生されることを

示した（Fig. 2 B）。また興味深いことに、PAMPs 

刺激により産生が促進されるプレセプシンだが、

PAMPs 刺激がない状態においても産生されること

を見出した (Fig. 2 A)。このことから、健常人の体

内においても PAMPs刺激なしにプレセプシンが

産生されている可能性が考えられる。

次に健常人体内におけるプレセプシン産生が貪

食と異なる経路でも産生されうるかを明らかにす

るために、貪食能を持たない HEK 293T細胞にプ

レセプシン前駆体である CD14を安定発現させた。

CD14発現 HEK 293T細胞では、PAMPs 刺激なし

にプレセプシン産生が認められ (Fig. 4)、貪食能が

なくても CD14が発現していればプレセプシンが産

生されることが明らかとなった。さらに、CD14を

発現させた HEK 293T 細胞では PAMPs 刺激によ

るプレセプシン産生の促進が認められなかったこと

から、PAMPs により惹起されるプレセプシン産生

は単球などの免疫細胞のみが独自に持つ経路により

生じると考えられる。

しかし、プレセプシンの前駆体である CD14の

可溶型 (sCD14)は、初代培養細胞ではプロテアー

ゼ依存性および非依存性の二つの経路で産生される

のに対し、HL-60 などの細胞株ではプロテアーゼ

非依存性の経路でのみ産生されるという報告がなさ

れている 9)。また、ヒト単球を用いた実験ではプレ

セプシンは LPS刺激で上昇しないと報告されてい

るが 2)、本実験では HL-60を LPSで刺激すること

によりプレセプシンの有意な上昇が認められている

(Fig. 2 B)。これらの例を踏まえ、本研究によって

得られた知見も初代培養細胞での事象を反映してい

Figure 4　HEK 293T-CD14 におけるプレセプシン産生
PAMPs 刺激による HEK 293T-CD14上清中のプレセプ
シン濃度を測定した。n = 3、エラーバー は 標準偏差を
示し、n. s. ( not significant ; p>0. 05 ）は有意差がない
ことを示す。

Fig. 4 
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ない可能性が考えられるため、初代培養細胞で同様

の挙動を示すか確認の検討を進める必要がある。し

かし一方で、HEK 293T細胞や HL-60等の培養細

胞を用いた実験系は、初代培養細胞を用いた系と比

べ、データの再現性が高いことやゲノム編集をおこ

ないやすい点で、健常人および敗血症時のプレセプ

シン産生機序の解明のために有用な実験系として活

用できると期待される。今後は培養細胞株を用いて

健常人におけるプレセプシン産生に関与する因子を

特定すると同時に、初代培養細胞での確認実験を行

う必要があると考えられる。

「開示すべき COIはない」
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