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研究成果の概要（和文）：敗血症では炎症と凝固のクロストーク、いわゆる免疫反応による凝固障害
（Immunothrombosis）が注目されている。これらは細菌の体内での広がりを抑制するための生体反応と考えられ
ているが、その生成過程で血管内皮と白血球がどのように相互作用しているか不明な点が多い。我々は
Immunothrombosisの病態解明のためにTMの炎症時と非炎症時の発現量をフローサイトメトリーと免疫染色により
確認し、さらに白血球と血管内皮細胞との結合実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Immunothrombosis, the immune response of blood vessels caused by preventing 
the spread of bactearia, plays an important role in inflammation and coagulation for sepsis. Many 
researchers are going to investigate that coagulation factor, like APC and EPCR, binds to leukocyte,
 leading to immunothrombosis.　We have indicated that leukocyte LFA-1 and Mac-1 integrins bind to 
the serine/threonine-rich domain of thrombomodulin (TM). In fact, integrin-TM interactions might be 
involved in the dynamic regulation of leukocyte adhesion with endothelial cells, or 
immunothrombosis. Based on the results, we indicated here how the coagulation factor, TM on 
endothelial cell, is associated with leukocyte binding.  First, we confirmed that the TNF -alpha 
induced inflammatory response downregulates TM expression on endothelial cells. Moreover we showed 
that pheripheral blood mononuclear cells (PBMCs) bind to human umbilical vein endothelial cell 
(HUVEC) dependent upon integrin activation.

研究分野： 敗血症における炎症制御
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１．研究開始当初の背景 
敗血症など炎症性疾患病態生理の基盤に

は免疫系と血液凝固系のクロストークが存
在し、Immunothrombosis という概念が提
唱されている。 

Immunothrombosis の根幹の一つに白
血球上インテグリンと血液凝固関連分子の
相互作用があり、血管内皮上での血液凝固
状態が白血球の接着を制御していることを
強く示唆する。過去のいくつかの研究にお
いて血液凝固因子（APC、EPCR など）が
白血球と結合することが示され、これらの
結合が敗血症における炎症と凝固の制御に
つながる可能性が示唆されてきた。（下図：
APC が好中球の β1 インテグリンと結合し、
EPCR が単球の Mac-1 インテグリンと結
合する様子） 

 
我々はこれまでに、独自に内因性抗凝固

因子のトロンボモジュリン（TM）がイン
テグリン LFA-1（αL/β2）と Mac-1（αM/β2）
に結合することを明らかにし、結合ドメイ
ンも同定してきた。（下図） 

 
２．研究の目的 
 本研究では、これらの研究結果を踏まえ、
炎症時と非炎症時における血管内皮細胞上
でのインテグリンリガンドの発現量の比較
を行い、炎症刺激により血管内皮細胞と白血
球との結合の変化を調べることで白血球イ
ンテグリン LFA-1 や Mac-1 とトロンボモジ
ュリン（TM)の相互作用が生み出す免疫系と
血液凝固系のクロストークの基盤解明を行
う。 

 
３．研究の方法 
 ①HUVEC に炎症刺激（TNFα, 10 ng/ml, 
12 時間刺激）を加えて HUVEC に発現する
ICAM-1（β2 インテグリンリガンド）および
TM の発現量をフローサイトメトリーおよ
び蛍光顕微鏡像にて比較した。 
②血管内皮細胞のTM と白血球インテグリ
ンの結合を調べるために、健常人から取り
出したヒト末梢血単核細胞（ human 
peripheral blood mononuclear cells, 
PBMCs）のインテグリンを活性化させた。
さらにインテグリンを活性化した白血球と
固相化した HUVEC を用いて細胞接着実
験を行い、血管内皮細胞と PBMC との結
合実験を確立した。 
 
 
４．研究成果 
①-1 血管内皮細胞上のトロンボモジュリン
は炎症刺激で発現量が減少する。（図 1） 

 （図 1）TM 発現量のフローサイトメトリ
ーでの比較 
 
炎症刺激を与えた HUVEC では ICAM-1

の発現量は増加するが、TM の発現量は低下
する。この結果は炎症時と非炎症時で TM、
ICAM-1 などインテグリンリガンドの担う役
割が異なる可能性を示唆する。 
①-2 血管内皮細胞上のトロンボモジュリン
は非炎症時と炎症時では発現部位の分布を
変化させる。（図 2） 

（図 2）炎症刺激を加えることでの TM の血
管内皮細胞での分布の違い  



 
フローサイトメトリーの結果を蛍光顕微

鏡でも確認した。血管内皮上での TM 発現は
炎症により異なる分布を来す可能性がある。 
 
②HUVEC と PBMC との結合は 2 価の陽イ
オン依存性、すなわちインテグリン活性化に
伴い増強することを確認した。（図 3 右）こ
のように HUVEC と PBMC のシェアストレ
ス下での結合実験の系を調整した。 
 

（図 3）左：fibronectin（FN）を固相化して
PBMC との結合を確認した。右：FN を固相
化してその上に HUVEC を固相化した。 
 
また、同様の結合が THP-1 細胞でも確認し
た。（図 4 右） 
 

（図 4）HUVEC と THP-1 との結合 
 
以上より本研究により血管内皮細胞上の

TM の発現量が炎症と非炎症状態で異なるこ
と、さらに血管内皮細胞上の TM が白血球イ
ン テ グリン と 結合す る ことで 新 た な
Immunothrombosis 形成のメカニズムの
一端を示すことができた。 
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