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ABSTRACT

We have previously demonstrated that Cl- regulates many cellular functions 
including cell cycle progression, apoptosis-related gene expression, and elongation 
of neurites in response to nerve growth factor. In this study, we investigated the 
eff ects of fl avonoid on the monocyte migration induced by monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1). Transwell migration assay showed that Quercetin stimulated 
migration of THP-1 monocytic leukemic cells in a dose-dependent manner. This eff ect 
was partially inhibited by bumetanide, an inhibitor of Na+/K+/2Cl- cotransporter 1 
(NKCC1). Moreover, this enhanced migration was inhibited by the low extracellular 
Cl- concentration. Taken together with our previous fi ndings that fl avonoids stimulate 
transepithelial Cl- transport by activating NKCC1 or Cl- channel, it is suggested that 
fl avonoids may stimulate migration of monocytes via the activation of NKCC1. The 
precise mechanisms of enhanced migration by fl avonoids are under investigation. Soy 
Protein Research, Japan 14, 63-67, 2011.
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我々の免疫能発揮において重要な役割を担っている
単球は，1）感染症においては，感染巣に遊走し外来
抗原の貪食処理を行い，さらにマクロファージ（Mφ）
および樹状細胞（DC）に分化後は，抗原を捕食しT細

胞の活性化やサイトカインを分泌することで感染免疫
を担い，また2）腫瘍免疫においては，分化したMφ
およびDCが腫瘍組織に遊走した後，腫瘍抗原を捕食
しT細胞の活性化およびサイトカインを分泌すること
で抗腫瘍効果を発揮することにより，生体防御機能を
担っている．免疫担当細胞の賦活化は生体防御機構の
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最重要課題であり，ワクチン療法や免疫細胞輸注療法
が数多く開発され試みられているが，未だその成果は
不十分である．従来の方法・観点から療法開発には限
界があると言わざるを得ず，新たなる観点・発想から
の治療開発が迫られている．
γδ型のT細胞受容体を発現するγδT細胞は，非ペプ

チド性のリン酸抗原が刺激となって増殖し，主要組織
適合性抗原（MHC）非拘束性に免疫活性を有する．我々
は，ピロリン酸骨格に類似した構造をもつビスホスホ
ネート（BP）製剤で刺激・増幅したγδT細胞が，BP
製剤で前処理した腫瘍細胞に向かって遊走し，腫瘍細
胞に接触し抗腫瘍効果を発揮することを明らかにして
きた1～ 4）．
一方，多くの細胞機能は種々のイオンが細胞内外を
移動することで引き起こされている．我々はその中で
Cl-の細胞機能における生理活性解明の研究をおこない
5～ 14），細胞質内にCl-を取り込むNa+/K+/2Cl-共輸送体
1（NKCC1）が神経細胞の神経突起の伸長を制御して
おり，神経突起の伸長部分にはNKCC1が高発現して
いることを明らかにした5）．またフラボノイド類（Fig. 
1A）の一種であるケルセチン（Fig. 1B），大豆成分ゲ
ニステイン（Fig. 1C）が神経突起伸長を促進すること
も明らかにしており15, 16），さらに細胞内Cl-が，細胞骨
格系たん白質であるチュブリン自身が有するGTPase
活性を阻害することによりチュブリンの再重合を引き
起こすことも明らかにしている（未発表データ）．こ
れはNKCC1を介して細胞内に取り込まれたCl-が，チュ
ブリンを重合させ神経突起伸長という一種の細胞膜移
動をもたらしていることを意味している．これらの
ことに基づき，我々は「フラボノイドは単球細胞の
NKCC1を活性化し，Cl-を細胞内に取り込み，単球の
遊走能を高める」という仮説をたて，今回はゲニスタ
イン同様，フラボノイドの一種であるケルセチン（Fig. 
1B）による単球細胞の遊走能に対する影響について検
討した．

方 法

実験材料
単球細胞としてヒト単球性白血病細胞株である
THP-1細胞を用いた．THP-1細胞は10% FCS（胎仔血
清）加RPMI1640培地を培養液とし，37℃，5% CO2存
在下で培養し用いた．

単球細胞の遊走能に対するケルセチンの影響
ケ モ カ イ ンMCP-1（monocyte chemoattractant 

protein-1）によるTHP-1細胞の遊走能をトランスウェ
ルチャンバー（pore size; 8.0μm，インサート；ポリ
カーボネート膜）を用いて検討した．チャンバー下層
にはMCP-1（10 ng/mL）を添加し，最終細胞密度5×
106 cells/mLで細胞を上層に入れ，各種濃度のケルセ
チンを添加し2.5時間後に下層に遊走したTHP-1細胞数
を算出した．なお，FCS（胎仔血清）による遊走能亢
進を除外するため，1%となるようにFCSを加えた培
養液を用いた．次に，NKCC1阻害剤であるブメタニ
ド（BMT；200μM）をケルセチン（10μM）ととも
にトランスウェル上層に添加し，同様にTHP-1細胞の
下層への遊走細胞数を算出した．

単球細胞の遊走に対するCl-の影響
培養液中のKClのCl-をNO3-に置換した培養液に変更

し，下層へのTHP-1細胞の遊走能の変化を検討した．

結果と考察

まず，MCP-1によるTHP-1細胞の遊走能をトランス
ウェルチャンバーを用いて検討した．THP-1細胞の下
層への遊走細胞数は，ケルセチンの濃度依存性に増加
し，遊走能は12.5μM以上でほぼ定常状態に達した（Fig. 
2A）．次に，NKCC1阻害剤であるBMTをケルセチン
とともにトランスウェルチャンバー上層に添加したと
ころ，ケルセチンにより促進されたTHP-1細胞の遊走
能は，BMTの添加により軽度抑制された（Fig. 2B）．
これらのことより，フラボノイドの一種でNKCC1の
活性作用を有するケルセチンは，THP-1単球細胞の遊
走能を亢進し，この効果はBMTにより軽度抑制され
ることが明らかとなった．
上記のことから，単球細胞の遊走にCl-が影響を与え

Fig. 1. Structure of fl avonoids. (A) Basic of structure, 
(B) Quercetin, (C) Genistein.

Basic structure of flavonoid

Quercetin Genistein
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ていることが推察されたので，次に細胞外液（培養液）
中のCl-濃度が，THP-1細胞の遊走能に影響を与えるか
を検討した．MCP-1を入れた上層の培養液中のCl-濃度
を下げること（Fig. 3 ② vs ③）で，下層へのTHP-1
の遊走は約82.3%に減少した．このことからTHP-1の
遊走という一種の細胞膜移動にはCl-が必要であること
が示唆される．また，遊走先のチャンバー下層のCl-濃
度を下げること（Fig. 3 ② vs ④，Fig. 3 ③ vs ⑤）で，
THP-1細胞の遊走はそれぞれ36.9%，48.8%に減少した．
このことから，THP-1細胞の遊走という現象は，Cl-指
向性であると考えられる．
我々が行ってきたPC12細胞を用いた神経突起伸長
の検討から，神経突起が伸長する細胞の先端部分には
NKCC1が局在しており5），Cl-を細胞内に取り込みチュ
ブリンの重合をもたらしていることが推察されてい
る．この現象と同様，単球細胞がケモカインの濃度勾
配に従って遊走する際には，遊走方向の細胞膜部分よ
りCl-を取り込み細胞骨格に変化をもたらしていると
推察され，細胞骨格が変化しやすいようにCl-濃度の
高い方向（Cl-指向性）に遊走すると予想される．ま
た，ケルセチンなどのフラボノイド類はCl-を細胞内に
取りこむNKCC1を活性化することにより，単球の遊
走を促進すると推察される．現在，ゲニステインを含
む他のフラボノイドによる遊走能の変化を確認すると
ともに，このメカニズムを明らかにするためタイムラ
プス顕微鏡下で単球細胞の遊走，および膜変形を観察
し，かつNKCC1やCl-を細胞外に放出するKCC（K+/
Cl- cotransporter）1の局在を確認し，それらのノック
ダウンの遊走能への影響を調べている．

Fig. 2. The eff ects of Quercetin on the migration of THP-1 cells. (A) Quercetin enhances migration of THP-1 
cells in a dose-dependent manner. (B) Bumetanide (BMT) partially inhibited Quercetin-enhaned THP-1 
migration.
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Fig. 3. The effects of extra cellulm Cl- on THP-1 
migration. The low concentrations of Cl- in 
the upper chambers reduced THP-1 migration 
(② vs ③). Moreover, the low concentrations 
of Cl- in the lower chambers also reduced the 
migration (② vs ④, ③ vs ⑤).
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要　　　　約

免疫能発揮において重要な役割を担っている単球は，感染巣，および腫瘍組織に遊走し，外来抗
原や腫瘍抗原を貪食し，サイトカインの分泌や抗原提示後T細胞を活性化することで，その免疫機
能を発揮する．近年の我々はCl-が多くの細胞機能に関与し，フラボノイドがNa+/K+/2Cl-共輸送体1
（NKCC1）などのイオン輸送体の発現や活性を制御することを明らかにしてきた．本研究は，免疫
担当細胞である単球の遊走に対するフラボノイドの作用に着目して行った．ヒト単球性白血病細胞
株THP-1細胞にフラボノイドの一種であるケルセチンを作用させると，ケモカインであるMCP-1に
対する遊走能がケルセチン濃度依存性に亢進し，その効果はブメタニドにより部分的に抑制された．
また，細胞外Cl-を減少させると，ケルセチンによる遊走能の亢進は抑制された．これらの結果より，
ケルセチンはNKCCを介してCl-を取り込むことにより単球の遊走を増強していることが示唆され，
現在詳細なメカニズムの解明に取り組んでいる．本研究から得られた知見をもとに，NKCCの活性
化剤を探索することで，免疫担当細胞機能が増強され，新たな免疫療法の開発が可能となると期待
される．
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