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研究成果の概要（和文）：マイクロパーティクル(MP)による樹状細胞(DC)活性化能を検討した。トロンビン・レセプタ
ー刺激ペプチド(TRAP)で刺激した血小板は、DC亜群の成熟活性化度合いを示す各種マーカーの発現を増強した。またこ
れらの増強の程度は、MPの追加によってさらに顕著であった。次に、造血器腫瘍に合併したDIC患者を対象に、HMGB1と
サイトカイン・ケモカイン・血管内皮由来MP(EDMP)を測定したところ、それぞれに有意な相関関係がみられた。さらに
rTM療法により、HMGB1とEDMPの有意な改善が観察された。DIC早期診断法として、HMGB1とEDMPの測定は重要であると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：We found that, although TRAP-stimulated platelets could induce up-regulation of so
me molecules such as CD40, CD80, CD83, CD86 and HLA-DR to some extent, the addition of MPs further increas
ed this expression compared with expression induced by TRAP-stimulated platelets. In addition, the enhance
ment of expression of these molecules in response to TRAP-stimulated platelets or MPs was completely inhib
ited by anti-CD154 antibody. For DIC patients with hematologic malignancy, univariate analysis showed that
 PT, fibrinogen, CRP, PDMP, EDMP, sCD40L, IL-6, TNF-alpha, RANTES and MCP-1 were significantly associated 
with HMGB1. DIC patients exhibited significant decrease in HMGB1 levels after rTM therapy. In addition, th
e levels of platelet activation markers and cytokines were significantly decreased after rTM therapy in DI
C patients. Our findings indicate the role of EDMP and HMGB1 in DIC patients with hematologic malignancy.
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１．研究開始当初の背景 
手術や生体の組織障害あるいは感染症な

どの際には、主として TNFαや IL-1β等の
炎症性サイトカインが産生され、これによ
り SIRS の状態が引き起こされる。炎症性
サイトカインは、また単球・マクロファー
ジ、好中球、血管内皮細胞に組織因子の発
現を誘導しながら、トロンビンを生成する。
生成されたトロンビンは、各種細胞に存在
するトロンビン受容体(PAR-1)を活性化し、
細胞からの MP 生成を誘導する。やがてこ
れらは、凝固線溶系の異常を増幅しながら
DIC の状態へと進んでいく。このように、
過剰な炎症性サイトカインの生成は、MP
に依存した過剰凝固の危険性を秘めている。
また、高サイトカイン血症を伴った SIRS
において、過剰免疫反応や組織障害の原因
として最近最も注目されている物質が
high mobility group box 1 protein 
(HMGB1)である。HMGB1 は核内に豊富
に含まれるタンパク質であり、核内でDNA
と結合して NF-κB など様々な転写因子の
活性を間接的に調節しているが、細胞が壊
死に陥ると細胞外に放出され炎症反応を促
進するという新たな役割を果たすことにな
る。したがって、HMGB1 もまた MP を誘
導する可能性があるが、これらがどのよう
なプロセスを経ておこるのかほとんどわか
っていない。 
２．研究の目的 
播種性血管内凝固(DIC) は、従来の血

栓・出血傾向の概念から、最近は、全身
性炎症反応(SIRS)に関連する広範な疾患
概念へと変わりつつある。DIC はできる
だけ早期に治療すべきであるが、残念な
がら有効な早期診断法は未だ確立されて
いない。我々は、細胞が活性化された際
に生成されるマイクロパーティクル
(MP)とよばれる凝固促進物質の構造と
機能についてこれまでに明らかにしてき
た。本研究では、主に血管内皮細胞から
生成される数種類の MP の機能を多角的
に解析することにより、DIC 初期におけ
る炎症から凝固系の異常に至る分子メカ
ニズムを明らかにし、MP を主軸とした
新しい DIC 早期診断法の確立を目的と
するものである。 
 
３．研究の方法 

(1) EDMP の構造上の特徴解析: 内皮細
胞上の抗原に対するモノクローナル抗体を
使用し、FACS で解析する。 

(2) DICにおけるEDMPの標的細胞の研
究 : TF・TM・APC を個々に発現した
EDMP を作成し、標的細胞のシグナリング
を解析する。標的細胞は、正常単球、単球

系細胞株、血管内皮細胞を用いる。細胞表
面接着分子の発現と各種キナーゼの活性を
測 定 す る 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 の 
Caspase-rich の EDMP を FACS にて解析
する。 

(3) EDMP に DC の免疫誘導に関する研
究 :純化した 2 種類のヒト DC 亜群と
EDMP を組み合わせ、それぞれを培養する。
刺激活性化物質を加えた後に DC 表面マー
カー、活性化シグナル分子および誘導サイ
トカインについての解析を行う 

(4) DIC 患者におけるマーカー測定と
DIC 治療薬の影響 : DIC 症例における
EDMP、HMGB1、炎症性サイトカイン、
可溶性接着分子の測定および rTM 療法の
影響について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) MP の構造的特徴 

3 種類の MP の構造的特徴としては、
PDMP が血小板膜糖蛋白の代表である
GPIIb/IIIaとPセレクチンを強く発現して
いたが、組織因子(TF)の発現は軽度であっ
た。一方、MDMP と EDMP は、健常人血
清中の検出率は、PDMP の 30～50 分の 1
以下であったが、いずれの MP も TF の発
現は高度であった。この結果より、それぞ
れの細胞に由来するMP が異なった作用を
有していることが示唆された(図 1)。 
 
 

 
 
図 1 各種細胞由来の MP の組成の違い 
 
 
(2) DC による炎症関連の免疫誘導効果 

TRAP で刺激した血小板は、DC 亜群の
成熟活性化度合いを示す CD40、CD80、
CD86、CD83、HLA-DR の発現を増強し
た。またこれらの増強の程度は、PDMP の
追加によってさらに顕著であった。一方、
TRAP 刺激に先行して、抗 CD154 抗体を
加えておくと、CD40、CD80、CD86、CD83、
HLA-DR のいずれの発現も明確に抑制さ



 

 

れた(表 1)。これらの反応結果は、同時に測
定した上清中の各種サイトカイン量と有意
な相関結果が認められた。 

 
表 1 MP による樹状細胞の活性化 

 
 
また、活性化シグナル分子の実験結果か

らは、血小板および PDMP で刺激された
pDC において、炎症関連の免疫誘導効果が
確認された。 
これまでの報告では、T 細胞に由来する

CD154 分子が、生体における付加的な免疫
機構の変調を誘導させることが示されてい
る。例えば、CD4 陽性の T リンパ球に依存
した B リンパ球の活性化は、数種類の
costimulating tract の関与が指摘されて
いるが、その中でも特に CD154 に依存し
た部分が最も重要であることが報告されて
いる。しかしながら、これまで血小板に関
連した CD154 依存性の免疫調整メカニズ
ムに関する検討はほとんど行われておらず、
唯一 Sprague らの報告(Blood, 2008)があ
るのみである。彼らは、PDMP に由来する
CD154 が T リンパ球および B リンパ球の
活性化に寄与していることを示しているが、
今回の我々の検討のように pDC の活性化
メカニズムについての検討は行われていな
い。多くの免疫の分野において CD154 の
重要性が指摘されているが、血小板と DC
機能との関連はこれまでほとんど検討され
ていなかった。今回の検討で、我々は血小
板および PDMP が DC 機能の発現に大き
く関わっていることをみいだし、特に
PDMP の効果が活性化血小板よりもより
強度であった点は、極めて興味深い結果で
あると思われる。 
 
(3) EDMP と DIC 早期診断法 
造血器腫瘍に合併した DIC 患者 38 例を

対象とした臨床研究を実施した。内訳は、
非急性白血病症例 27 例および急性白血病
症例 11 例である。血小板数・C-反応性蛋
白 (CRP)はいずれの群においてもリコン
ビナントトロンボモジュリン(rTM)治療後
に有意な改善がみられたが、特に CRP は
非急性白血病群において顕著であった。プ
ロトロンビン時間 (PT)・活性化部分トロン

ボプラスチン時間 (APTT)も治療後に有意
に改善したものの、両群の間で相違はみら
れなかった。一方、フィブリノゲンは、非
急性白血病群では治療後に低下したのに対
し、急性白血病群では治療後に上昇傾向を
示した。しかしいずれの群も、治療後にフ
ィブリノゲンはほぼ正常範囲内に回復した。
またフィブリノゲン・フィブリン分解産物 
(FDP)・D-dimer およびアンチトロンビン
III (ATIII)に関しても、いずれの群も治療
後に有意な改善 が認められた。血小板数の
改善に関しては、rTM 投与前に比べて投与
後に血小板数が 1 万以上増加した症例が、
非急性白血病群では 27 例中 12 例、急性白
血病群では 11 例中 9 例で、両群を平均す
ると 55.3%であった。一方、出血症状に関
しては、非急性白血病群では 12 例中 7 例、
急性白血病群では 9 例中 6 例であり、両群
を平均すると 71.4%であった。さらに、こ
れら造血器腫瘍患者を対象に、HMGB1 と
サイトカイン・ケモカイン・EDMP を測定
したところ、これらの測定値に有意な相関
関係がみられ、造血器腫瘍 DIC においては、
HMGB1 と EDMP が重要な役割を果たし
ていると考えられた(表 2)。 
 
表 2 HMGB1 と各種因子との相関性 

 
 
また rTM 療法により、HMGB1 を含め

サイトカイン・ケモカイン・EDMP の有意
な改善が観察された。以上より、本研究テ
ーマの最終目標である DIC 早期診断法と
して、HMGB1 と EDMP の測定が極めて
重要であるという結論に至った。 
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