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研究成果の概要（和文）：好中球細胞外トラップ（NETs）の形成が過凝固状態を誘導し、CHDF/ECMOにおける回
路内血栓形成の一因になっているのではないかと考え、ラットを用いた実験で検討することを計画した。採血検
体から分離した好中球をイオノマイシンで活性化してNETs形成を誘導し、さらに、小動物用ダミーカラムを用い
た体外循環モデルを作成してNETs溶液を静注したが、回路内に血栓形成を得ることはできなかった。また、CHDF
患者における血栓形成におけるNETsの寄与に関する検討も計画したが、NETs形成の定量に導入しようとしたフロ
ーサイトメトリーを用いた方法に問題があることが判明し、研究期間内で結果を得ることを断念した。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a rat model to study the contribution of neutrophil 
extracellular traps (NETs) in hypercoagulable state in the management of extracorporeal circulation.
 Neutrophils were isolated from blood sample from rats, and ionomycin was added to induce NETs. 
After the cannulation of the femoral vein and the carotid artery, a dummy column was connected to 
them, and NETs solution was injected intravenously. However, intracolumn thrombus formation was not 
observed during 4h period after the start of this extracorporeal circulation. We also tried 
quantification of NETs using flow cytometry (Gaviett et al. Am J Hematol 90: 1155), to apply this 
method to the prospective clinical studies. However, NETs formation induced change in the pattern of
 FSC-SSC plot, which resulted in difficulty in definition of cell population for measurements. 
Further methodological improvement might be needed to study the relationship between NETs formation 
and hypercoagulable state.

研究分野： 集中治療医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
好中球は、外傷による組織の損傷や、感染が
起きた際に、DNA・ヒストンタンパクを含む
自身の核成分を細胞外に放出し、粘性のある
網目状の構造を形成し、血中の病原体を捕捉
してプロテアーゼにより攻撃する性質を持
つ。好中球から放出される二重鎖 DNA を骨
格とする構造を好中球細胞外トラップ
(NETs)と呼び、自然免疫の一つの過程である
と考えられているが、NETs が過度に形成さ
れることが、血管内皮傷害を起こしたり、凝
固機能を修飾したりすることにより、肺傷害、
腎傷害、血栓塞栓症を引き起こすとの指摘が
ある。我々は、先行する研究で、心臓血管手
術における NETs 形成の指標として、血清中
の二重鎖 DNA（dsDNA）濃度を、麻酔導入
直後（Baseline）、手術直後（PostOp）、手術
の翌日（POD1）の 3 点で計測し、手術に伴
う二重鎖 DNA 濃度の変化と臓器傷害との関
連について検討したところ、①手術を受けた
患者において、術直後に DNA 分解酵素の活
性が低下し、二重鎖 DNA の濃度が上昇し、
②術後 D－ダイマー高値を示す患者は、術直
後や手術翌日の血清中二重鎖DNA 濃度が高
い傾向があることが暫定的な結果として得
られた(図 1)。 

 
図１：術前から手術翌日にかけての D-ダイマー値
と血清 DNase 活性の相関。心臓手術を受けた患者
80 名における検討結果。術前(×)術直後(○)手術
翌日(□)のプロットを重ねたもの。D-ダイマーが
高値となる症例では、DNase 活性が 1mKuU/mL
以下のレベルに分布し、低い傾向が示された。 
(未発表データ) 
 
これらの結果より、周術期には、組織への外
科的操作等により、好中球が活性化を受け、
NETs が放出され、同時に、一時的に NETs
が分解を免れるような機構が働くが、炎症の
遷延などにより、これらの状態が継続すると
過凝固状態になりやすくなり、特に持続血液
濾過透析（CHDF）や膜型人工肺（ECMO）
などにおける体外循環使用時における回路
内血栓形成の一因になっているのではない
かと考えた。 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、（１）集中治療室で CHDF また
はECMO管理が行われている患者において、
血清およびクエン酸 Na 採血管を用いた血漿
採血を行い、血中二重鎖 DNA 濃度および
DNA 分解酵素活性を測定し、回路内凝固の
発生の有無、CHDF の背景となる基礎疾患と
の関係や、凝固系検査の指標との相関につい
て検討する。（２）ラットを用いた実験モデ
ルにおいて、別な個体から採血した血液から
分離した好中球を刺激してNETsを形成させ
た状態で投与し、凝固系がどのように変化す
るかを検討し、DNA 分解酵素やトロンボモ
ジュリンなど、NETs 形成に伴う血栓形成へ
の治療的介入の可能性について検討する、と
いう二つの目的を設定して研究計画を立て
た。長時間の体外循環管理を行う際、ヘパリ
ン化を適切に行っていても血栓が形成され
るケースをしばしば経験するが、この現象に
NETs 形成が関与していることが明らかにで
きれば、血栓形成を防ぐための治療的介入の
ターゲットを設定することができ、体外循環
管理の安全性の向上につながると思われる。
また、NETs 血症そのものが過剰な炎症反応
の表れであるならば、その制御により、全身
状態の改善にもつながると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
＜ラットを用いた NETs 投与による NETs 血症
モデルの作成及びラット体外循環モデルに
おける血栓形成性の検討＞ 
 
（１） ラットを、ペントバルビタール麻酔

による深麻酔下に安楽死させ、心室
穿刺により、ヘパリン加シリンジに
採血し、Histopaque1077 を等容量加
えて 400g×45 分間遠心し、上層を廃
棄し、下層を 6％デキストラン添加
0.15M NaCl に懸濁する。37℃で 20 分
間インキュベーションした後、270g
×20 分間遠心し、ペレットに塩化ア
ンモニウム溶液(Veritas#07800)を
加えて氷上で15分間処理することで
溶血させ、480g×10 分間の遠心によ
り、細胞成分を回収し、HBSS 溶液で
洗浄した後、270g×10 分遠心し、ペ
レットを 1mL HBSS 溶液で懸濁し、好
中球溶液とする。 

（２） （１）で作成した好中球懸濁溶液に
4µM Ionomycin を加え、2 時間 5%CO2

インキュベータ内で静置し、NETs 形
成を誘導する。 

（３） （２）の好中球懸濁溶液を一部サン
プリングし、細胞外 2 重鎖 DNA 量を
Pico-Green 法で測定する。 

（４） NETs の投与量を細胞外二重鎖 DNA 量
で規定し、３段階の投与量を決定す
る。 



（５） SD ラットの総頚動脈と大腿静脈にカ
ニュレーションを行い、小動物用エ
ンドトキシン吸着カラムに対するダ
ミーカラムを用いた体外循環モデル
を作成する。 

（６） 別なラットの外頚静脈よりNETs形成
好中球懸濁溶液を投与し、NETs 血症
(NETosis モデル)を作成する。 

（７） 投与後 1時間後、2時間後、4時間後、
8 時間後に総頸動脈カテーテルより
採血し、血算、フィブリノーゲン、
D-ダイマー、von Willebrand 因子お
よび血清二重鎖DNA濃度、DNase活性、
DNaseI 抗原濃度、サイトカイン濃度、
エンドトキシン濃度の測定を行い、
体外循環回路内の血栓形成に関する
所見とともに記録する。 

（８） 以下の８群で（１）から（７）まで
のプロトコールを施行し、比較検討
する。 

 
＜CHDF､補助人工心臓などの体外循環装置装
着中の患者における血栓形成における NETs
の寄与に関する検討＞ 
 
東京医科歯科大学医学部附属病院ICUならび
に ER-ICU で持続血液ろ過透析（CHDF）(40 例)
または膜型人工肺（ECMO）管理が必要となっ
た患者(20 例)について、これらの体外循環を
開始する直前（臨床研究エントリー時）、開
始後 24 時間後，48 時間後，72 時間後に採血
を行い、血清およびクエン酸処理による血漿
を採取する。炎症性サイトカイン、D-dimer、
フィブリノーゲンおよび、抗凝固薬の投与状
況について測定・記録し、回路内凝固の有無
及び予後との相関について、検討する。 
 
４．研究成果 
 
＜ラットを用いた NETs 投与による NETs 血症
モデルの作成及びラット体外循環モデルに
おける血栓形成性の検討＞ 
 
SD ラット安楽死後の心腔内採血により得ら
れた血液から得られた細胞懸濁液を Cell 
counter でカウントした場合の細胞数は血液
1mL に換算して 90-100 万個程度であった。

これを遠心してペレットとし、最終濃度が
4µMとなるようにIonomycin－RPMIを加えて、
37℃5％CO2 下に 2 時間インキュベートした
ものを NETs 溶液として調整した。 
さらに、SD ラットの総頚動脈および大腿静脈
にカニュレーションを行い、小動物用エンド
トキシン吸着カラムに対するダミーカラム
を用いた体外循環モデルを作成し、NETs 溶液
を外頸静脈より静注投与したが、4 時間経過
後にも血栓形成を得ることはできなかった。
（ｎ＝４）好中球としての収量が安定してい
なかったことや、より長時間安定化させたモ
デルを作成しないと血栓形成に至らない可
能性があることが示唆された。ここで動物実
験は中止とし、臨床研究の実施を計画した。 
 
＜CHDF､補助人工心臓などの体外循環装置装
着中の患者における血栓形成における NETs
の寄与に関する検討＞ 
 
持続血液ろ過透析(CHDF)40 例または膜型人
工肺(ECMO)管理が必要となった患者 20 例に
ついて、これらの体外循環を開始する直線、
開始後 24 時間後、48 時間後、72 時間後に採
血を行い、血清(血清分離用採血管による)、
血漿(クエン酸 Na 採血管による)を分離し、
PT, APTT, フィブリノーゲン, AT-III、可溶
性フィブリンモノマー複合体、FDP, D ダイマ
ー、二重鎖 DNA, MPO-DNA,ELISA アッセイ、
DNase 活性、トロンボモジュリン、IL-6, IL-8
について測定を行い、回路内凝固の有無との
関係を調べる予定であった。 
しかし、東京医科歯科大学医学部附属病院集
中治療部における人事異動等に伴い、施行体
制の再編を余儀なくされて、計画を見直すこ
ととなった。 
この間、好中球細胞トラップの定量法として、
Gaviett M らの方法（Am J Hematol 90: 
1155-88）に基づき、NETs 形成を定量的評価
する方法の導入を検討した。 
ボランティアから採血した血液４mL に対し
て１mL の Hetasep を加え、90g で 4分間遠心
し、上清を５ｍL ラウンドチューブに移す。
回収した液量の 5 倍の RPMI に懸濁し、120g
で遠心し、注意深く上清を破棄した。得られ
たペレットを用いて、4µM となるように
Ionomycin を加えて、37℃5％CO2 下に 30 分
間インキュベートし、4％パラホルムアルデ
ヒドで固定した。２％BSA-DPBS で洗浄ののち、
２％BSA-DPBS100µLに懸濁し、抗ヒストン H3
抗体、抗 MPO 抗体による染色を行い、フロー
サイトメトリーを行って、Histone H3－MPO
のに重要性の割合をもって、NETs 形成を定量
することとするというものだった。 
ところが、Ionomycin 処理を行った細胞と行
っていない細胞との間でFSC-SSCプロットに
おける分布パターンに違いが生じ、対象とす
る細胞のゲートの設定が難しいことが判明
した。大まかにゲートを設定すると、イオノ
マイシン処理により、HistoneH3－MPO の二重

A Sham 群  n=8 

B Sham 群  n=8 

C NETosis (1) カラム（-） n=8 

D NETosis (1) カラム（+） n=8 

E NETosis (2) カラム（-） n=8 

F NETosis (2) カラム（+） n=8 

G NETosis (3) カラム（-） n=8 

H NETosis (3) カラム（+） n=8 



陽性となる細胞がある程度の割合で検出さ
れたが、ゲートの設定により、ネガティブな
細胞の数が変化してしまうため、この方法を
もって、定量評価を行うことは困難と判断し
た。 
以上の状況により、NETs の定量評価をする方
法が困難もあり、研究期間内に臨床研究の成
果を得ることは困難と判断し、計画を中止す
ることとした。 
 
今後、安定した NETs 形成を可能なものとす
ることができれば、、NETs 形成と血栓形成の
間の因果関係を明らかにする実験系を構築
できると考えられる。また、臨床的にも再現
性に優れたNETsの定量法を導入することで、
この領域での研究を進められるのではない
かと考えられた。 
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