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研究成果の概要（和文）：反復性社会的ストレスを与えた鬱マウスを用いて、頸動脈血栓形成モデルを作製し
た。血栓容積は対照マウスと同等であったが、血栓内のフィブリノーゲン陽性領域、好中球集積および細胞外ト
ラップ（NETs）形成は鬱マウスにおいて増大していた。さらにNETs形成阻害薬を投与したところ、フィブリノー
ゲン陽性領域およびNETs形成は対照マウスと同等まで抑制された。鬱マウスの好中球に対照マウスより採取した
血小板を添加したところ、細胞外トラップ形成が有意に増加した。鬱マウスの好中球は、血小板刺激によるトラ
ップ形成能が亢進しており、フィブリン血栓形成を介して心血管病の発症を促進させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the impact of repeated social defeat (RSD) on arterial 
thrombosis in mice. Carotid arterial thrombosis was induced by FeCl3 application. The volume of 
occlusive thrombi was comparable between the defeated and control mice; however, 
fibrinogen/fibrin-positive areas was significantly increased in defeated mice. Further, 
Ly-6G-positive cells in defeated mice were co-localized with neutrophil elastase, Cit-H3, and 
CD42b-positive staining, suggesting that neutrophil extracellular traps (NETs) formation was 
enhanced in defeated mice. Treatment with DNase I completely diminished the exaggerated fibrin-rich 
clot formation in defeated mice. In vitro NETs formation assessed by Cit-H3/MPO double-positive 
cells was significantly higher in neutrophils of defeated mice. Our findings demonstrate that RSD 
enhances fibrin-rich clot formation after arterial injury by enhancing NETs formation, suggesting 
that NETosis could be a new therapeutic target in depression-related CVD development.

研究分野：動脈硬化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
鬱病は心血管病発症の独立した危険因子であることが明らかとなってきたが、その機序は十分解明されていな
い。申請者らのグループは以前、鬱病モデルマウスにおいて惹起された骨髄由来免疫抑制細胞が、好中球細胞外
トラップ形成（NETs）形成を介して動脈硬化形成促進に作用することを初めて報告したが、鬱病における心血管
病発症機序を直接解析した報告はない。今回、鬱病モデルマウスを用いて「動脈血栓形成モデル」を作製し、
NETs形成が動脈血栓形成に直接関与することを明らかにした。心血管病予防の新たな治療標的に発展させる可能
性を示した点において意義深いと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
鬱病は心血管病発症の独立した危険因子であることが明らかとなってきたが、その機序は十分
解明されていない。申請者は以前、鬱病モデルマウスにおいて惹起された骨髄由来免疫細胞が、
好中球細胞外トラップ（NETs）形成を介して動脈硬化形成促進に働くことを初めて報告したが、
鬱病による心血管病発症機序におけるNETs形成について解析した報告はない。 
一方、ヒトびらん性プラーク病変における内皮細胞アポトーシスの程度は、好中球集積や NETs
形成と有意な相関を示し（Quillard T et al. Eur Heart J. 2015）、ACS患者の責任病変から採取
した血栓内における好中球および NETs 形成の程度は梗塞サイズと有意に相関することが最近
報告された（Mangold A et al. Circ Res. 2015）。さらに、Franck Gらはマウスを用いてヒトび
らん性プラーク類似病変を作製し、NETs形成を介した血栓形成機序を報告した。（Franck G et 
al. Circ Res. 2017）。こうした背景の中、申請者は鬱病における心血管病発症に骨髄免疫関連細
胞による NETs 形成が重要な役割を果たしている可能性があると予想し、その機序の解明は心
血管病予防の新たな治療へ発展する可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、鬱病モデルマウスにおける骨髄由来免疫細胞の動態制御および、びらん性プラ
ークにおける血栓形成機序への関与を遺伝子改変動物を用いた個体レベルで明らかにするとと
もに、鬱病における心血管病発症予防の新たな治療標的に発展させることである。 
鬱病における心血管病発症メカニズムの研究は、これまでストレスに対する神経内分泌系の異
常応答がその解析対象となってきた。一方、急性ストレスによる交感神経亢進は骨髄からの顆粒
球系細胞の動員を促すことが知られている。本研究では、動脈硬化形成の発症進展においてこれ
まであまり注目されてこなかった好中球の動態および NETosis への関与に焦点を絞り、鬱病に
おける好中球の動態修飾と心血管病発症の病態基盤として最近注目される「びらん性プラーク
血栓形成」への関与を解明する。すなわち、鬱病患者における心血管病の発症メカニズムを好中
球による NETosis の視点から捉え、好中球の動態制御に関与する遺伝子を同定し新たな治療標
的とする初めての試みである。 
 
３．研究の方法 
１）鬱病モデルマウスの作製 
既報の方法を踏襲し、野生型マウス（C57BL/6J）に social defeat stress を加えて鬱モデルマ
ウスを作成した（A standardized protocol for repeated social defeat stress in mice. 
Nature Protocols 2011;6:1183–1191）。8 週齢の C57BL/6J 雄マウス 1 匹と 20 週齢の予めス
クリーニングしておいた CD-1 雄マウス 1 匹を透明な仕切り板により隔てられたゲージを用い
て飼育した（方法図）。social defeat stress は連日 10 分間、ゲージ内の仕切り板を除去して
C57BL/6J マウスと CD-1 マウスを直接接触させることで実施した。 
 
方法図 

 
コントロールマウスでは、透明な仕切り板で隔てたゲージに CD-1 マウスと飼育するが social 
defeat stress は与えなかった。上記 social defeat stress を 連続 10 日間実施した。その
後、social defeat stress による鬱様行動を確認する目的で video tracking system を用いて
行動評価を行った。 
２）動脈血栓形成モデルの作製および評価 
全身麻酔下に頸動脈周囲を剥離し、ガーゼに染み込ませた 10%FeCl3 を 3 分間塗布した（Novotny 
J et al. PLOS ONE.2018;13 e0190728.）。3時間後に標本採取を行い、動脈血栓病変の免疫組織
学的解析を実施し NETs 形成を評価した。 
３）DNase I 投与後の鬱病モデルマウスにおける血栓形成および NETs 形成の解析 
NETosis 阻害作用を有する DNase I（4536282001, Sigma-Aldrich）を血栓性病変形成前に静脈内



投与し、血栓形成における NETosis の関与を解析した。 
４）鬱病モデルマウスの骨髄好中球を用いた NETs 形成機序の解析 
鬱モデルマウスとコントロールマウスの骨髄から CXCR2 陽性/Ly6G 陽性細胞の好中球をソーテ
ィングし、トロンビン刺激により活性化させた血小板および P-セレクチンを用いて NETs 形成を
誘導し、鬱病モデルマウスにおける NETs 形成機序について解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）鬱病モデルマウスにおける血栓形成の特徴 
鬱病モデルマウスにおける血栓容積はコントロールマウスと同等であったが（図１）、フィブリ
ン・フィブリノーゲン陽性領域は、鬱病モデルマウスにおいて有意に増大していた（図２）。さ
らに、血管内腔側に集積する好中球は鬱病モデルマウスで増大しており（図３）、その多くは Cit-
H3 陽性であり（図４）、鬱病モデルマウスの血栓では好中球の NETs 形成が亢進し、強固なフィ
ブリン血栓形成が促進されることが示唆された。 
 
図１                   図２ 

 
図３                    図４  

 
 

 
２）鬱病モデルマウスにおけるフィブリン血栓形成における NETs 形成の関与 
NETosis 阻害作用を有する DNase I を血栓作製前に静脈内投与し、鬱病モデルマウスにおけるフ
ィブリン血栓形成への影響を解析した。DNaseI 投与は両群の血栓容積に影響を与えなかった（図
５）。一方、DNaseI 投与後のフィブリン・フィブリノーゲン陽性領域は、鬱病モデルマウスの血
栓において著明に抑制されコントロールマウスと同等であった（図６）。 
 
図５                      図６ 

 
 
３）鬱病モデルマウスの好中球における NETs 形成機序 
血小板は NETosis の誘導因子として重要な役割を果たしており、血小板由来細胞接着分子と好
中球の結合が NET 形成を促進することが示されているため、好中球と血小板の相互作用に注目
した。血小板数および血小板凝集能は両群で同等であった（図７）。 
 
 
 
 
 



図７ 

 
 
次に、野生型マウスより採取した血小板にトロンビン刺激を与えて活性化させ、両群の好中球の
NETs 形成能を比較した。鬱病モデルマウスの好中球では、活性型血小板による NETs 形成がコン
トロールマウスの好中球に比べて有意に増大していた（図８）。さらに、活性型血小板に発現す
るＰ-セレクチンを用いて好中球 NETs 形成を解析したところ、鬱病モデルマウスの好中球では
NETs 形成が有意に増大しており（図９）、P-セレクチン・PSGL-1 を介した血小板・好中球の相互
作用による NETｓ形成が鬱病モデルの好中球では亢進していることが示唆された。 
 
図８                      図９ 

 
 
以上の研究結果より、鬱病モデルマウスの好中球では活性化血小板刺激による NETs 形成能が亢
進しており、血栓形成時のフィブリン凝集を促進し、より強固で安定した血栓形成に関与してい
る可能性が示唆された。鬱病患者における急性冠症候群をはじめとした心血管イベントの高い
発症率の原因と推測される。鬱病患者における血小板・好中球の相互作用による NETs 形成促進
機序の詳細を明らかにすることは、鬱病患者における新たな心血管病予防戦略に発展させる可
能性があると考える。 
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