
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４３０３

基盤研究(C)

2013～2011

遺伝子ノックダウン手法を用いた血小板細胞死がもたらす敗血症増悪病態の解明

Elucitaion of the mecahisms underlying sepsis deterioration following platelet cell 
dath

７０３２６２３９研究者番号：

中嶋　康文（NAKAJIMA, YASUFUMI）

京都府立医科大学・医学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２３５９２３０７

平成 年 月 日現在２６   ６ ２４

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：血小板は止血凝固系の働き以外に、炎症制御にも深く関与している事が最近知られている。
敗血症病態において、血小板は好中球との相互作用により好中球よりNETsを産生させる事で炎症消退機構に寄与してい
る。しかし、NETsが過剰に産生されると毛細血管が閉塞することで、臓器不全を来す可能性がある。我々は炎症、細胞
死に関与するタンパク質遺伝子のノックダウン血小板細胞を作成し、好中球との共培養を実験を行った。実験結果より
、細胞死の過程にある血小板と好中球の共培養ではNETsの産生が抑制されるが、過度な血小板活性化がNETsを過剰に産
生させるため、適度な血小板活性化が炎症消退に重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although platelets play a major role in controlling hemostasis, they also particip
ate in inflammatory regulation. In septic conditions, platelets interact with neutrophils after recognizin
g pathogen-associated molecular patterns, which subsequently induce neutrophil etosis and release neutroph
il extracellular traps (NETs) to efficiently deactivate pathogens. However, if this phenomenon occurs to a
 large extent, it might lead to organ failure. Here, we tested the hypothesis that controlling platelet ce
ll death can regulate inflammation. We found that LPS and HMGB1 co-incubation accelerated platelet cell de
ath. Knockdown of platelets by p38 MAPK and Bax inhibited this process. Co-incubation of activated platele
ts and neutrophils resulted in NETs release. Bax knockdown of platelets accelerated this NET release, whil
e p38 MAPK knockdown of platelets inhibited it. The present findings indicate that an optimal platelet act
ivation is necessary to attenuate inflammation.
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細胞死の際にホスファチジルセリンが露出

する血小板膜表面上でトロンビンが大量に

生成されることや、血小板数低下により抗菌

能や炎症消退物質産生を低下させることが

炎症増悪の要因になると我々は考えている。

敗血症時の血小板活性化の具体的な機序に
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a. siRNA または、miRNA 発現ベクターを、

ヒト CD34+ Progenitor Cell に導入後、

血小板に分化すルために必要なサイト

カインを含んだ培養液 (IMDM with 

1.5%BSA, Thrombopoietin, IL-6, IL-1b 

各 10ug/ml, Stem cell factor 50ng/ml) 

により、3-4week 培養する方法 

b. ヒト成熟血小板に siRNA オリゴをリポフ

ェクタミン等によるリポ製剤または、エレ

クトロポレーション法 

a.に関しては、遺伝子導入効率が 50%, ②に

関しては、b.に関しては 遺伝子導入効率が

２０％程度であった。 

４．研究結果 

a. LPS または、HMGB-1 を洗浄血小板溶液に

投与する事で、コントロール群に比べ、血小

板表面 CD62P の発現、血小板細胞内 p38MAPK

のリン酸化、ミトコンドリア膜電位の低下、

ミトコンドリア内チトクローム C の低下と

Bax 上昇の実験結果を得た。また、培養実験

系において、コントロール群に比べ、経時的

に血小板数が減少した。これらは、経時的な

血小板活性化と細胞死過程が進行している

所見であると考えた。 

b. LPS または、HMGB-1 による血小板数減少

は、Bax ノックダウンまたは、p38MAPK ノッ

クダウン血小板細胞において、Negative 

Control ノックダウン血小板細胞と比べ、有

意に改善した。 

c. 活性化血小板と好中球の共培養により、

NETｓが形成される事を、細胞免疫蛍光染色

法で確認した。 

d. 活性化 Bax ノックダウンまたは血小板細

胞と好中球の共培養により、NETｓの形成が

促進したが、p38MAPK ノックダウン血小板細

胞との共培養では、NETs の形成はコントロー

ル群に比べ抑制された。 

 

以上の結果より、Bax の上流にある p38MAPK

は、細胞死以外に炎症の亢進に関与しており、

適度に血小板の活性化を抑制する事で、過度

な炎症病態を抑制出来る可能性があること

を示唆する実験結果となった。 

 

また、実験経過において血小板から放出され

るマイクロRNAがこれらの炎症病態に関与し

ている事が分かったため、今後の研究展開と

して、旧来のアレイによる包括的な解析より、

定量性のある次世代シーケンサーを購入し、

血小板に発現している microRNA と、活性化

された血小板から血中に放出されたmiRNA発

現の包括的解析の予備実験を行った。 

その方法として mirVanaTM miRNA Isolation 

Kit を用いて Small RNA を生成後、以下の様

に行った。 

１． Small RNA のライブラリ作成 Ion 

Total RNA-Seq Kit を用いてフラグメ

ント化 

２． cDNA に変換 逆転写酵素を用いる 

３． ビース調整（４時間）エマルジョン

PCR 法を用いて、cDNA を増幅 

４． シーケンシング（３時間） シーケ

ンサーによる miRNA 発現定量 

５． データ解析（１時間）サーバーに SFF

または FASTQ 形式のデータが転送さ

れる 

 

発現定量解析には、CLC バイオ社の解析

ソフト（Genomic Work Bench）を使用した。 

これらの実験結果は、今後学会、論文等で

報告を予定にしている。 
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