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研究成果の概要（和文）：好中球がローリング中に、ローリングの進行方向に長く伸びる構造（スリング）を形成して
いることを発見し、これにより、ずり応力の高い場合においても好中球が安定してローリングが可能となることが明ら
かになった。深部静脈血栓症においては、比較的ずり応力の高い血管内において炎症細胞浸潤が起きているため、スリ
ング上の細胞接着分子の働きが深部静脈血栓症の発症に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Rolling neutrophils form very unique structure called "sling" at the front of roll
ing cells, and this structure stabilizes the rolling at high shear stresses. Our data suggest that the beh
avior of adhesion molecules on sling plays important role in deep vein thrombosis since the migration of i
nflammatory cells occurs at relatively high shear stresses.
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１． 研究開始当初の背景 
 
深部静脈血栓症（deep venous thrombosis）
は、急性あるいは慢性に、深部静脈に血栓を
生じることにより、腫脹、疼痛、皮膚の色調
変化を３大症候として生じる疾患で、急性の
ものは、腫脹、疼痛が急速に拡大し、場合に
よっては、静脈の高度還流障害に伴う動脈還
流障害により静脈性壊死を来し、最終的には
下肢切断に至ることもある。慢性のものは、
静脈瘤、色素沈着や皮膚炎や皮膚潰瘍を生じ
ることにより、患者の QOL を著しく障害す
る重大な疾患である。また、深部静脈血栓症
により生じた血栓が剥離し、肺に到達する急
性肺血栓塞栓症は最も重篤な病態であり、特
に術後合併症として生じることが多いこと
や、エコノミークラス症候群として報道され
る機会も多く、社会的な認知度も高い。さら
に本症は難治性疾患克服研究事業の対象疾
患であるベーチェット病の主要な合併症で
もある。 
 
現在までに外科的血栓摘除術、血栓溶解療法
や抗凝固療法といった治療が行われている
が、合併症である肺血栓塞栓症が発症した場
合の死亡率は依然１４％と高率であり、新規
治療法及び、新規予防法の開発が急務である。
血栓溶解療法や抗凝固療法は強力な治療手
段ではあるが、ともに出血傾向をもたらすと
いう副作用があるため、薬剤の効果を強くす
ることにより治療効果を得ようとすること
には自ずと限界が生じてしまう。予防効果の
ための投薬ということであれば、この制限は
更に強くなってしまう。そのため、抗凝固療
法とはまったく別のアプローチによる疾患
コントロール方法が発見されれば、治療、予
防法に飛躍的な発展をもたらす可能性が高
い。現在まで、血栓形成、及び血栓進展には、
血管内皮細胞や好中球、血小板の細胞接着分
子、血流中の血小板由来微小粒子や組織因子
の関与が示されている。一方、血栓形成後の
溶解や退縮には各種サイトカインの関与が
判明している。しかし、未だその詳細な発症
メカニズム、特に、細胞接着分子を中心とし
た炎症細胞浸潤のメカニズムは詳細には解
明されていない。 
 
２． 研究の目的 

 
細胞接着分子ノックアウトマウスと下大静
脈の完全閉塞による深部静脈血栓症マウス
モデルを組み合わせた実験系においては、深
部静脈血栓症における細胞接着分子の役割
がはっきりとしなかったため、深部静脈血栓
症における炎症細胞浸潤、つまり比較的ずり
応力の高い環境下における炎症細胞浸潤に
ついて、近年、新しく開発された観察法によ
り詳細な検討を行った。 
 
３． 研究の方法 

 
骨髄から単離し、DiI で標識した好中球を
6-10 dyn/cm2のずり応力下でローリングさせ
qDF 法を用いてフットプリントを観察し、ま
た、骨髄から単離した好中球をやはり、微小
流体装置内で 6-10 dyn/cm2 のずり応力下で
ローリングさせ、ローリング中にグルタール
アルデヒド及びパラホルムアルデヒドに液
体を置換することにより、固定した。ローリ
ング中に固定された好中球を走査型電子顕
微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
 
qDF 法を用いてフットプリントを観察したと
ころ、細胞の進行方向前方に長い突起を形成
していた。この突起はこれまでに発見されて
いなかったため、我々は "スリング(sling)"
と命名した。次に、スリングを走査型電子顕
微鏡写真においても確認した。走査型電子顕
微鏡（SEM）の場合は、フットプリントでは
なく、細胞全体の構築を観察することが出来
るが、やはり、細胞の進行方向前方に長い突
起を形成していた。さらに、qDF 法のフット
プリントを観察することにより、細胞が前方
にローリングすると、スリングが好中球に巻
きこまれていくことが、示唆された。SEM 法
にて細胞全体を観察したところ、やはり好中
球が前方にあるスリングを巻き込んでいる
様子が観察された。qDF 法はフットプリント
のみの観察となるが、real time に細胞の動
きを追うことが可能で、SEM 法は real time
に追うことは出来ないが細胞の全体像を確
認することができる。今回の観察によって、
real time に追った画像と、細胞の全体をみ
た画像の両方法において、スリングを細胞が
巻き込んでいる姿を確認することができた。 
 
更に好中球表面を蛍光抗体で標識し、
intravital microscopyにて観察したところ、
スリングは in vivo においても形成されるこ
とが明らかになった。更に、微少流体装置内
の流速をいろいろと変更することにより、ス
リングは、高ずり応力下ではより多く、より
長く形成されることも明らかになった。また、
qDF 法では、スリングが下床と接地している
部位の輝度の変化からスリングに加わって
いる力を計算し、細胞がスリングの下床と結
合している部位を乗り越えると、スリングが
くの字型に曲がり、その部分に力が加わるこ
とが明らかとなった。 
 
スリング上の接着分子の分布について検討
するため、好中球を抗PSGL-1抗体で染色し、
P-セレクチンでコートした微少流体装置内
をローリングさせ、qDF 法で観察することに
より、スリングにおいてはその全長にパッチ
状の分布で P-セレクチンが点在しているこ
とがわかった。さらに SEM での観察を加える
ことにより、微絨毛の先端部分がスリング上



に小さな突起の様にぽつぽつと点在してい
ることも明らかにした。こうした観察事実か
らは、ローリング中に細胞後方に形成される
テザーが作られる際に、一緒に複数の微絨毛
が細胞表面から引き出され、その後、テザー
が引き出された微絨毛ごと前方にスイング
してスリングとなり、そのため、引き出され
た微絨毛がそのまま小突起として残ったと
考えらえた。先端部の一点だけが下床と接し、
その一点が離れてしまうと全体として結合
が離れてしまうテザーと違い、複数の小突起
上の PSGL-1 を介して、複数のポイントで下
床とスリングは結合している。そのため、一
カ所の結合が離れたとしても、その次にある
結合ポイントがスリングと下床の結合を支
えるため、スリングと下床の結合は保たれた
ままとなり、この機序により、スリングは非
常に効果的に好中球のローリングを減速さ
せることが出来ると考えられた。 
 
深部静脈血栓症では、径の比較的太い血管内
にて、炎症細胞浸潤が起きており、ズリ応力
は高い環境にあることが予想される。そのた
め、深部静脈血栓症では炎症細胞表面にスリ
ングの形成が起きており、PSGL-1 を始めとす
るスリング上の細胞接着分子が炎症細胞浸
潤に重要な役割を果たしている可能性が高
いと考えられた。また、従来からの深部静脈
血栓症マウスモデルは血管を完全閉塞させ、
血流が止まるため、スリングは形成されず、
深部静脈血栓症における細胞接着分子の役
割の解明のためには、血管を完全閉塞させな
いことにより、流速を高く保ち、スリングを
形成することが可能なマウスモデルが必要
とされる可能性が高いことが明らかとなっ
た。 
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