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研究成果の概要（和文）：ヒストンは損傷した宿主細胞から放出され、炎症に伴う血栓症を惹起する。血小板の
活性化はヒストン誘発性血栓症の原因であるが、好中球依存性メカニズムは未知である。好中球除去および
Mac-1欠損は、ヒストンによる肺血栓塞栓症の発症を抑制しマウスの生存を延長した。我々は血漿の存在下で血
小板・好中球相互作用によって誘導される血漿凝固産物を推定する濁度測定技術を利用した。ヒストンは、好中
球Mac-1を直接活性化しMac-1依存的に血漿凝塊の産生を増大させ血小板・好中球複合体形成を増強した。これら
のデータは、ヒストンが好中球-血小板相互作用を介してMac-1依存性の血栓塞栓症を誘導することを示してい
る。

研究成果の概要（英文）：Histones are released from damaged host cells and act as mediators of 
inflammation-related thrombosis. Platelet activation and aggregation is responsible for 
histone-induced thrombosis, but neutrophil-dependent mechanisms are still unclear. Immunodepletion 
of neutrophils and genetic ablation of Mac-1 protected　mice from histone-induced pulmonary 
thromboembolism and prolonged survival. We utilized turbidimetric technic which estimates plasma 
clot production induced by interaction between human platelets and neutrophils in the presence of 
plasma in vitro. Histones augmented the plasma clot production in Mac-1-dependent manner and 
enhanced platelet-neutrophil complex formation which is inhibited by anti-Mac-1 antibody.　
Furthermore histones could directly activate Mac-1 besides through platelets . In conclusion, 
histones induces Mac-1-dependent thromboembolism through neutrophil-platelet interaction, which is a
 new therapeutic target for inflammation-induced thrombosis.

研究分野：炎症と血栓
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１．研究開始当初の背景 
炎症性疾患において血栓は疾患の重症化
を示唆し迅速な治療を必要とする臨床的に
重要な病態である。血栓形成には主として血
液凝固因子と血小板の活性化が関与するこ
とが知られているが、最近、
“Immunothrombosis”という概念が提唱され
た。Immunothrombosisとは自然免疫担当細胞
と血栓特異的分子の相互作用により、血管内
で病原体を認識して封じ込め、破壊する足場
としての微小血管内血栓形成を行う自然免
疫機構であり、その制御不全は各種の病的血
栓をもたらすという概念である。しかし，
Immunothrombosisが制御できなくなると，心
筋梗塞，脳梗塞，深部静脈血栓症，播種性血
管内凝固 (disseminated intravascular 
coagulation：DIC）などの血栓症の発症につな
がる。糖尿病において血栓症が誘発されやす
い原因としては，以前から，血管内皮細胞障
害，血小板機能異常，血栓形成に関わる因子
の血液中での上昇，線溶活性の低下などが報
告されているが，最近，血栓形成の急性期に
は糖尿病による高血糖状態により活性化さ
れた好中球の機能異常が関与していること
が分かってきた。 

Immunothrombosisは，単球，好中球のよう
な自然免疫細胞，また，生体防御機構の一つ
として近年報告されている，活性化した好中
球から放出されるクロマチン線維と顆粒蛋
白から成る網目状構造物 (好中球細胞外トラ
ップ：Neutrophil Extracellular Traps ; NETs)，
血小板，血栓特異的な分子により形成される
が，NETsの構成因子の一つに histoneがある。
histoneはクロマチンの構成因子で DNAを収
納していることで知られているが，臓器障害
を起こした際に全身に散布される DAMPs
（damage-associated molecular pattern 
molecules)としても知られている。炎症と血栓
を結ぶメカニズムとしてヒストンの DAMPs
としての機能に注目が集まってきた。 
２．研究の目的 
“Immunothrombosis”という自然免疫学の新
しい概念に着目し、炎症性疾患における血栓
形成メカニズムの解明およびその治療法の
開発に着手する。Histoneによる好中球、血小
板および血液凝固系の活性化メカニズムの
解明およびその新規制御法の開発を行う。さ
らに、Histoneを用いて高脂肪食糖尿病マウス
における血栓モデルを構築し、糖尿病におけ
る血栓形成を Immunothrombosis 制御異常の
立場から解析することにより、糖尿病におけ
る心血管合併症の予防および治療法の糸口
を探索する。 
３．研究の方法 
（１）Histone誘発 DICモデル: Histoneを投
与したマウスは、臓器への好中球の遊走、播
種性血管内凝固（DIC）を呈し、肺血栓塞栓
を誘発して死亡するモデルである。C57BL6 
mice（10～12wk、Male）80 mg/kg BWの Histone 
Calf thymus（Sigma H9250）を静注投与し、投

与後 96時間までの生存率を観察する。また、
Histone 静注投与 10分後の血液を採取して血
小板数の測定に供する。その後肺組織を採取
し、パラフォルムアルデヒド固定し HE 染色
および PTAH染色により肺血栓塞栓を評価す
る。NETs産生が抑制されるMac-1 KOマウス
（Harvard大学 Tanya Mayadas教授から供与）
での解析も行う。また、ウシ Lf 200 mg/kg を
Histone投与前 30分に尾静脈から投与し同様
に表現型を観察する。  
（２） DIO (diet-induced obesity)マウスにお
ける血栓モデル: C57BL/6 j mice（6wk、Male）
60％高脂肪食餌を 2週間投与した後、さらに
少量 (10-20mg/kgBW)の Histoneを静注する
ことにより誘導される、肺血栓モデルを構築
しMac-1 KOマウスでの効果を観察する。 
（３） 好中球と血小板の抽出 
定期内服のない健常人から，ヒト末梢血

(7ml)を EDTA含有採血管で採取し，
Mono-Poly Resolving Medium (DS Pharma 
Biochemical, Co.Ltd)を用いて多形核好中球 
(polymorphonuclear neutrophil：PMN)を分離し
た。採取した PMNは HEPES中に 8度に保存
した。ヒト末梢血(5 ml)を 3.2%クエン酸 Na 
(3.2%クエン酸 Na:血液＝9:1)を入れたシリン
ジに採血を行い，15 mLチューブに回収して
180 g，10 minで遠心し，上清を採取し, 血小
板含有血漿を得た。上清を 800gで 10分間
遠心分離した。得られた上清の上位 3分の
2は Platelet-poor plasma (PPP)として採取し下
位 3分の 1は Platelet-rich plasma（PRP）とし
て採取した。洗浄血小板単離のために、
75nMプロスタサイクリン：PGI2を得られ
た PRPに加え、800gで 10分間遠心分離し
た。得られたペレットを HEPES緩衝液に
散布した。血小板を細胞計数器で計数し、
血小板の数を 3.0×10 5細胞/μlに調整した。
全ての方法は，慶應義塾大学医学部倫理委員
会の許可を得た上で施行した。 
（４） Histoneによる活性化血小板および好
中球による血漿クロットの混濁度の評価 
PRP，PMNに対してそれぞれ 200 μg/ml，2000 
μg/ml Lactoferrin from human neutrophil (Sigma 
Aldrich)を 37 度，5％CO2で 30 分間，もしく
は，500 μg/ml，1000 μg/ml AGE-BSA，BSA 
(Millipore)を 37度，5％ CO2で 2時間，また
は 10 mM，15 mM methylglyoxal (MG)を 37度，
5％ CO2で 2分間前処置した。その後，HEPES 
buffered saline with 5 mM glucose に PRP (12.5 
μl/well) PMN (2x105 cells/well)，250 μg/ml 
histone，calf thymus，type IIIS (Sigma-Aldrich)，
2 nM thrombin，12.5 mM CaCl2を加え，37℃で
60分かけて，96 well plate内で血漿クロット
を作成した。血漿クロットの混濁度は，10分
毎に 60分後まで Synergy4  (Bio Tek)を用い
てクロットの混濁度を 340 nm で測定した。
なお，thrombin，histone，CaCl2を加える直前
で吸光度を測定し，0分とした。 



（5） フローサイトメトリーによる好中球細
胞表面タンパクの発現解析と、好中球―血小
板複合体の検出 
ヒト PMN、洗浄血小板、または PPP / PRPを
ヒストンにより 10分間刺激した。 抗Mac-1
抗体（ICRF44）または活性化Mac-1抗体
（CBRM1 / 5）、CD61抗体、CD40抗体、ま
たは CD40L抗体、PSGL-1抗体（BD 
Pharmingen）を用いて、これらの細胞の懸濁
液を染色した。次いで、サンプルを FACScan
フローサイトメーター（Gallios、
Beckmancoulter）で分析した。 
 
４．研究成果 
Histone 誘発血栓症モデルマウスに抗 Gr-1 抗
体を投与し好中球を枯渇させたマウス，また，
白血球上に発現するMac-1を欠損したマウス
において生存が改善したことから、本モデル
ではMac-1を介した血小板・好中球相互作用
が重要であると考えられた。 
ここで，C57BL/6jマウスに高脂肪食 high fat 

diet (HFD)を投与すると肥満，脂質異常症，ま
たインスリン抵抗性を来す。これは 2型糖尿
病自然発症モデルとして有用であり，DIO 
(diet induced obesity)マウスとして古くから知
られている。我々は，60%HFD を 8 週間
C57BL/6jマウスに投与し，肥満型 2型糖尿病
を発症させ DIOマウスとした．通常飼料投与
マウス，DIOマウスに histone70 mg/kg投与し
たところ，DIO投与マウスにおいて，生存率
の著明な低下を認めたため，これは糖尿病に
おける易血栓性を示していると考えた。この
HFD+histone 投与モデルを用いて，糖尿病患
者における血栓症モデルを構築し，その治療
法についての検討を行ったところ，C57BL/6j
マウスと比べ，Mac-1 KO マウスで生存が改
善した。 
ヒストン誘発血栓症のメカニズムをさら
に調べるために、血漿の存在下にヒト血小板
と好中球との相互作用によって誘導される
血漿凝固産物を定量化する濁度測定技術を
利用した。従来の報告では，CaCl2 を加えた
乏血小板含有血漿 (PPP)，thrombinを用いて，
96 well plate内で血漿クロットを作成し，その
混濁度により血栓形成の定量的指標として
いる。今回，我々は，好中球・血小板相互作
用による血栓形成への影響を見るために
CaCl2 を加えた多血小板含有血漿 (PRP)，多
形核好中球 (PMN) ，少量の thrombinを用い
て同様の実験を試みた。PRP に PMN を作用
させると，PPP に PMN を作用させた場合に
比べ，吸光度の増強が見られ，好中球・血小
板相互作用による血栓形成の増強と考えら
れた。次に，histone の存在下で PRP+PMN群
の吸光度を検証したところ，吸光度の増幅効
果が見られ，これは抗Mac-1 抗体によりブロ
ックされた。histone により活性化した好中
球・血小板による血栓形成の増強効果が確認
でき、この増強効果はMac-1を介することが
示された。 

ヒストンは、血漿存在下に両細胞の共培養に
よる血漿凝塊生成を増大させた。また共培養
系におけるフローサイトメトリー分析により、
ヒストンは血小板/好中球複合体形成を増強
し、これは抗CD40L、抗Mac-1抗体によって阻
害された。また、抗CD40Lにより好中球の
Mac-1の活性化が抑制された。一方、好中球を
ヒストンにより刺激するとMac-1が活性化し、
好中球上のToll様受容体（TLR)-2および4の発
現を誘導した。 Mac-1活性化は、TLR-2およ
び4の阻害剤によって抑制され、ヒストンが血
小板TLRを介して直接的に好中球を活性化す
ることができることを示唆している。これら
のデータは、ヒストンは血小板だけではなく
好中球にも直接作用し、CD40 / CD40Lを介し
て好中球・血小板相互作用が増強しMac-1依存
性血栓塞栓症を誘発することを示しており、
これは炎症誘発性血栓症の新たな治療標的と
なりうることを示唆した。 
以上のように、これまでの報告ではヒストン
による血栓形成は、ヒストンの直接的な血小
板凝集作用の結果と考えられてきたが、ヒス
トンは好中球をも直接活性化し、血栓形成過
程には好中球活性化が介在することが新たに
判明した。従って、炎症性疾患における血栓
症、すなわちImmunothrombosis制御異常に対
する治療標的としては、Mac-1を主とした好中
球活性化が重要であることが示された。 
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