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研究成果の概要（和文）：炎症における急性期蛋白のひとつである細胞外ヒストンは血栓を形成することにより
臓器障害の重症化をもたらすことが知られている。我々は、細胞外ヒストンが接着因子Mac-1を介して好中球と
血小板を活性化して両者を凝集させ、血管障害に寄与することを証明した。また、この病態は糖尿病においてさ
らに増悪するが、糖尿病では細胞外ヒストンに対する好中球の感受性が増幅し、ヒストン刺激により末梢血に動
員される活性化好中球が顕著に増加することが判明した。以上より、急性炎症において細胞外ヒストンは、
Mac-1をkey mediatorとして血小板-好中球凝集を来し血管障害の重症化に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that extracellular histones, which is one of the acute phase 
proteins in inflammation, causes aggravation of organ damage by attacking endothelial cells and 
forming a thrombus. We demonstrated that extracellular histones activate neutrophils and platelets 
via the adhesion factor Mac-1 and aggregate them, contributing to thromboinflammation. It was also 
found that this condition is exacerbated in diabetes, in which the sensitivity of neutrophils to 
extracellular histones is amplified and activated neutrophils mobilized to peripheral blood by 
histone stimulation are significantly increased. These results suggest that extracellular histones 
may contribute to the aggravation of acute organ damage by causing platelet-neutrophil aggregation 
using Mac-1 as a key mediator in acute inflammation. In conclusion, extracellular histones transmit 
signals through Mac-1-dependent pathway by directly stimulating both neutrophils and platelets and 
promote blood coagulation and thrombosis.

研究分野： 免疫学、炎症学、血栓、腎臓学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫学的機序による血栓形成メカニズムであるImmunothrombosisの制御異常により、敗血症やCOVID-19の重症化
がもたらされる。Immunothrombosisのメディエータとして、傷害された細胞から放出される細胞外ヒストンは極
めて重要な役割を果たす。我々は細胞外ヒストンが、接着因子Mac-1を介して好中球と血小板を凝集させて血管
障害を起こすことを証明した。また、糖尿病において細胞外ヒストンに対する好中球の感受性が亢進して
Immunothrombosisが増幅されて重症化することを証明し、Mac-1によるImmunothrombosisが治療の標的となる可
能性を示した。

※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 

炎症性疾患において血栓は疾患の重症化を示唆し迅速な治療を必要とする臨床的に重要な病
態である。血栓形成には主として血液凝固因子と血小板の活性化が関与することが知られてい
るが、最近、“Immunothrombosis”という概念が提唱された(Massberg S et al. Nat Rev Immunol. 

2013)。Immunothrombosisとは好中球や単球・マクロファージなどの白血球細胞、血小板などの
自然免疫担当細胞と血栓特異的分子の相互作用により、血管内で病原体を封じ込め破壊する足
場としての微小血管内血栓形成を行う自然免疫機構であり、その制御不全は各種の病的血栓を
もたらすという概念である。一方、2004年好中球がクロマチン線維（DNA+Histone蛋白）から
成る網目状構造物 (Neutrophil Extracellular Traps ; NETs)を細胞外に放出し、外来微生物を補捉
する新たな生体防御メカニズムが報告(Brinkmann Vet et al. Science 2004)され、NETs機構の制御
不全は自己免疫疾患や敗血症を含む炎症性疾患および脳梗塞、心筋梗塞、深部静脈血栓症など
の主要な発症メカニズムであることも分ってきた。しかし、このような病態における
Immunothrombosis制御異常の中でNETsおよびその主たる構成成分であるHistoneを制御すること
による治療法はまだ開発されていない。  

Histoneは核内においてDNAを束ねクロマチンの構成成分として主要な役割を果たしている
が、細胞の破壊により細胞外に放出されると敗血症や外傷をはじめ炎症による多臓器障害の増
悪因子となることが知られDAMPs（Damage-associated molecular patterns）と称される分子群に
属する。最近、細胞外Histoneが血小板凝集や血管内皮細胞障害を引き起こし、敗血症における
死因に関与することが報告された (Xu J et al. Nat Med 2009)。Histoneを投与されたマウスは、臓
器への好中球の遊走、微小血管の血栓症を起こして播種性血管内凝固（DIC）を呈し、肺塞栓
あるいは肺出血により死亡する。敗血症やDICを呈した患者の血液中のHistone H3値も上昇して
いる (Nakahara et al. PLOS ONE 2013)。これまで、Histoneは血小板上の受容体TLR-2,4 を介し
て血小板凝集を起こすことにより血栓症をもたらすと考えられてきた（Xu J et al. Nat Med 

2009）。しかし、我々はHistone静注モデルマウスの生存が、好中球を除去することにより顕著
に延長することを見出した。以上のことから、Histoneによる臓器障害と好中球-血小板の相互作
用の間には密接な関係があると考えられた。 

最近、COVID-19の重症化に基礎疾患としての糖尿病や高血圧が関与することが疫学的に明ら
かとなり、その剖検例の病理学的解析から肺血栓塞栓症や心筋梗塞などの致死的な血栓症が頻
発していることが判明し、ImmunothrombosisがCOVID-19において多臓器不全をもたらす重要な
メカニズムであることが提唱された。また、興味深いことにCOVID-19の重症化による臓器障害
と末梢血細胞外Histoneのレベルの間に相関があることが報告された。しかし、糖尿病患者にお
いてImmunothrombosisが亢進する機序については十分解明されていない。 

 

２．研究の目的 

敗血症や外傷の病態において，臓器障害を起こした際に全身に散布されるDAMPs として細
胞外に出たHistoneが好中球の遊走，血小板凝集，血管内皮細胞障害を引き起こし，生命予後を
左右することが報告されている。細胞外Histoneの由来はapoptosisまたはnecrosisに陥った細胞
や，活性化した好中球から放出される好中球細胞外トラップ : Neutrophil Extracellular Traps  

(NETs )と考えられており，放出されたHistoneは細胞を傷害し，さらなるHistoneが放出され，
positive feedback loopが形成される。特に「糖尿病患者では心血管病や癌に対して脆弱である」
ことは良く知られた臨床的知見であるが、我々はHistoneなどのDAMPsに対する反応性が糖尿病
で亢進している可能性を考え、その反応性として特に好中球-血小板相互作用に焦点をあてて解
析し、新たな治療標的を見出すことを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Histone 静注によるマウス急性肺障害（ALI）の病理組織学的観察 

細胞外 Histone は、野生型 C57BL / 6j マウスで用量依存的に致死的な血栓出血性肺損傷を引
き起こすが、これは血小板依存性であることは以前に報告されている。本研究では、抗 Gr-1 モ
ノクローナル抗体を投与し予め好中球を免疫学的に除去したマウス、Mac-1KO マウスに 100 mg 

/ kg のウシ胸腺由来 Histone を静脈内注射し、肺の血栓出血性炎症をＨＥ染色にて観察した。さ
らに Histone を静注した野生型マウスと Mac-1KO マウスの肺組織において、免疫組織化学的に
好中球と血小板を検出するために、それぞれミエロペルオキシダーゼ（MPO）と CD42b 抗体で
二重染色した。 

 

（２）ヒト末梢血由来好中球(hPMN)と洗浄血小板（hPlt）の電子顕微鏡的観察 

ヒト末梢血由来好中球(hPMN)と洗浄血小板（hPlt）を用いて、in vitro で Histone刺激し、電子顕
微鏡観察下に観察した。また、この現象が抗 Mac-1 抗体の前処置によりいかなる影響を受ける
かを観察した。 

 



（３）hPMN と Platelet-rich plasma (PRP)、によるフローサイトメトリー分析 

血小板表面抗原 CD61 と好中球表面抗原 CD11b に対する抗体を用いて、CD61 陽性 

CD11b 陽性細胞として検出された血小板-好中球複合体（PNC）形成をフローサイトメトリーに
より定量した。コントロールとして Platelet-poor plasma (PPP)を用いた。また、Histone の受容体
と考えられている TLR-2 と TLR-4 の発現が Histone 刺激によりいかなる影響を受けるかを TLR-

2 と TLR-4 に対する抗体を用いたフローサイトメトリーにより解析した。 

 

（４）タービジメトリー(濁度測定)によるフィブリン血餅形成の検出 

     血小板-好中球共培養系における in vitro での血漿血餅形成を定量するため、既報の方法を
改変したタービジメトリー(濁度測定)技術を採用した。 フィブリン血餅形成に対する Histone 誘
発性好中球-血小板相互作用の影響を定量化するために、CaCl2 添加 PPP または PRP、hPMN、
Histone、および少量のトロンビンを使用して血餅を調製し、340nm での濁度を測定した。 

 

（５）高脂肪食（HFD）誘発糖尿病（DIO）マウスにおける Histone 投与による ALI の観察 

糖尿病患者は敗血症や外傷、COVID-19 等による急性炎症に対して脆弱であることは臨床的
によく知られる。我々は，DIO (diet induced obesity)マウスに Histone を投与することにより糖尿
病患者における血栓形成を再現するモデルを構築し、 Mac-1 を介した好中球・血小板相互作用
について検証した。また、白血球の細胞外 Histone に対する免疫応答が糖尿病により修飾を受け
るという仮説をたてた。これを検証するため金属同位体標識抗体を用いて細胞内外のタンパク
質を検出する CyTOF（cytometry by time-of flight）技術を応用し、ウシ胸腺由来ヒストンを投与
したマウスの末梢血白血球を細胞表面マーカーで識別し、同時に細胞内リン酸化シグナルを単
一細胞ごとに検出した。 

 

４．研究の成果 

 

（１）細胞外 Histone による急性肺障害（ALI）は好中球および接着因子Ｍac-1 依存性である。 

細胞外 Histone は、野生型 C57BL / 6j マウスで用量依存的に致死的な血栓出血性肺損傷を引
き起こすが、これは血小板依存性であることは以前に報告されている。本研究では、このモデル
における好中球とその機能の関与を調べるために、好中球を免疫学的に除去したマウスおよび
Mac-1 KO マウスに Histone を静脈内注射したところ、両者とも肺の血栓出血性炎症から保護さ
れ、生存期間が延長した。また、Histone は野生型マウスで重度の血小板減少症を引き起こした
が、Mac-1ＫO マウスでは有意に血小板減少が回避されたことから、Histone は Mac-1 依存性の
血栓形成による消費性の血小板減少を誘発することが示唆された。 

 

（２）Histone による血小板-好中球複合体（Platelet-Neutrophil Complex; PNC）形成は、Ｍac-1 依
存性である。 

Histone 刺激による血小板と好中球の複合体（Platelet-Neutrophil Complex; PNC）形成は、野生
型マウスの肺で豊富に検出されたが、Mac-1KO マウスの肺ではほとんど検出されなかった。こ
のことから、Histone による PNC形成が Mac-1 に依存することが示唆された。そこで、この現象
を in vitro で検証するために、ヒト末梢血由来好中球(hPMN)とヒト洗浄血小板（hPlt）を用いて
電子顕微鏡観察下に観察した。hPlt 単独では、ヒストンを加える前には円盤状を示しているが、
Histone 刺激により 1 分以内に凝集した。一方、hPMN 単独ではヒストンを添加する前は球形で
細胞質には典型的な葉状核と細胞小器官の存在が豊富に確認できるが、Histone 刺激により
hPMN の細胞質オルガネラは 1 分で減少しはじめ、膨張して互いに接着し、細胞内オルガネラは
刺激後 5 分で消失し 10 分で崩壊した。Histone を hPlt＋hPMN 混合物に加えると、凝集した hPlt

が、核クロマチンが 30 分で濃く染色された hPMN にしっかりと付着して凝集体を形成し、hPMN

は 60分で膨張して崩壊を示した。この現象は、抗Mac-1抗体の前処置により顕著に抑制された。
フローサイトメトリー分析を使用して、CD61 + CD11b +細胞として検出された PNC 形成の量は
Histone 刺激で顕著に増加したが、10μg/ ml の抗 CD11b 抗体の処理で部分的に抑制された。 

 

（３）Histone は好中球の TLR-2 および TLR-4 の発現を増幅して、Mac-1 の発現を誘導する。 

過去の報告によると、好中球は Toll-like receptor (TLR)-1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 および 10 を発現し
ている。これまで Histone の受容体と考えられている TLR-2 と TLR-4 の発現は Histone 刺激によ
り顕著に増加した。また Histone 刺激により誘導される好中球上の活性型 Mac-1 の発現は、TLR-

2 および TLR-4 阻害剤によって用量依存的に抑制された。このことから、Histone は TLR-2 およ
び TLR-4 を介して好中球 Mac-1 を活性化することが判明した。 

 

（４）好中球 PSGL-1 は、Histone 誘発性の PNC 形成において重要な役割を果たす 

Histone を Platelet-rich plasma (PRP)存在下で好中球に添加すると、好中球に結合する血小板
の量が明らかに増加した。これは抗 PSGL-1 抗体によって完全にブロックされたことから、PNC

の形成が PSGL-1 依存性であることを示唆している。しかし、血小板の存在下（PRP）に Histone

による好中球 Mac-1 の活性化は抗 PSGL-1 抗体によって有意には抑制されなかった。これらの結



果は、PSGL-1 が主に PNC 形成に関与しているが、Mac-1 の活性化には深く関与していないこと
示している。これらの結果は、Histone 刺激中の好中球での Mac-1 の活性化は、主に TLR-2/4 を
介した Histone の直接効果に起因することを示している。 

 

（５）細胞外 Histone は、血小板および好中球の存在下でフィブリン血餅形成を促進する。 

     血小板-好中球共培養系における in vitro での血漿血餅形成を定量するため、既報の方法を
改変したタービジメトリー(濁度測定)技術を採用した。Histone を PRP + hPMN に添加すると、濁
度が明らかに増強され、好中球-血小板相互作用で Histone 刺激による血栓形成が促進されるこ
とが示された。さらに Histone によるフィブリン血餅増強効果は、抗 Mac-1 抗体の前処置で解除
されたことから、この系における血栓形成の促進が Mac-1 依存性であることが示唆された。 

 

（６）DIO）マウスでは Histone 投与による ALI が増悪し生命予後が悪化した。 

通常飼料を投与したマウスと比べ，DIO マウスでは Histone 投与により顕著に ALI が増悪し
致死率が上昇することが判明した。また、Mac-1 KO マウスにＨＦＤを投与した糖尿病モデルに
おいては、野生型 C57BL/6j マウスに比べ，生存率，肺組織所見の改善が見られ，血小板減少が
改善する傾向が見られた。このことから、糖尿病における Histone 誘発性急性肺障害の増悪は
Mac-1 に依存する可能性が示唆された。 

 

（７）DIO マウスでは Histone 投与により末梢血に IkBαや STAT1, 3, 5 のリン酸化が亢進した好
中球細胞群が動員された。 

我々は上記を説明しうるメカニズムの候補として、白血球の細胞外 Histone に対する免疫応
答が糖尿病により修飾を受けるという仮説をたてた。これを検証するため CyTOF技術を応用し、
ウシ胸腺由来ヒストンを投与したマウスの末梢血白血球を細胞表面マーカーで識別し、同時に
細胞内リン酸化シグナルを単一細胞ごとに検出した。その結果、ヒストン投与後一過性に
CD11b+Ly6G+細胞が増加し、HFD12 週間投与により作成した糖尿病マウスでは、IkBα および
STAT1, 3, 5 のリン酸化が亢進した好中球細胞の末梢血への動員が増加した。このことから糖尿
病において好中球に属する一部細胞群での炎症免疫応答が亢進している可能性が示唆された。
以上の結果から、好中球 Mac-1 に依存する Immunothrombosis の亢進が糖尿病における炎症性疾
患への脆弱性のメカニズムの一つであると考えられた。 
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