
城西大学・薬学部・客員教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２４０３

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

血小板由来「エンドトキシンショック緩和因子」とマクロファージ安定化作用

Protection against endotoxin shock though stabilization of macrophages by 
platelet-derived factors

００１４３５０３研究者番号：

辻　勉（Tsuji, Tsutomu）

研究期間：

１７Ｋ０８３９３

年 月 日現在  ２   ６   ５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：細菌性エンドトキシンに対するマクロファージの感受性は，血小板あるいは血小板由
来の可溶性画分の添加により低下し，一酸化窒素 (NO) および炎症性サイトカインの産生が減少した．このよう
なマクロファージ機能の抑制にはNF-κBシグナル経路の負の制御，特にNO産生低下には一酸化窒素合成酵素の発
現抑制及びアルギナーゼの発現増強の関与が示された．また，エンドトキシンに対する感受性の高感度測定法の
開発を試みた．分化型単球様細胞株を利用する方法及びNF-κB応答配列の導入細胞を利用したレポーターアッセ
イ法を開発した．これらにより高感度及び短時間での測定が可能となった．

研究成果の概要（英文）：Susceptibility of macrophages to bacterial endotoxin was reduced in the 
presence of platelets or proteins derived from platelets, and these cells produced lowered levels of
 nitric oxide (NO) and inflammatory cytokines. The suppression of these macrophage functions was 
found to involve the negative regulation of the NF-κB signaling pathway; especially increased 
expression of nitric oxide synthase and decreased expression of arginase in relation to the 
suppression of NO synthesis. Furthermore, we attempted to develop novel sensitive methods for the 
evaluation of macrophage susceptibility to endotoxin. We have developed two methods, in which we 
utilized differentiated human monocytic cells or a reporter cell line containing NF-κB-responsive 
elements. 

研究分野： 免疫学，生物系薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌感染に伴うエンドトキシン（内毒素）ショックは，しばしば多臓器障害などの重篤な結果を招く．この過程
にはマクロファージの過剰な活性化により産生されるサイトカインや炎症性メディエーターが深く関与する．本
研究の成果は，血小板または血小板由来の物質によってマクロファージ機能の活性化が抑制されることを見出
し，エンドトキシンショックの緩和及び重篤化予防などに貢献するものと思われる．また，本研究で開発したエ
ンドトキシン感受性の高感度，短時間測定法は，創薬研究などの薬学的応用が期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
	 細菌性内毒素（エンドトキシン）は，グラム陰性細菌外膜の構成成分であるリポ多糖 (LPS) が
活性の本体であり，サイトカインストームと言われる宿主免疫反応の異常亢進（免疫暴走）を
もたらす．重篤な場合にはショック症状を引き起こし，致死的な多臓器不全が誘発される．抗
生物質や抗菌薬により感染症の起因菌が殺滅されても，菌体由来の内毒素が体内に拡散するこ
とによりショックが誘発され得るので感染症治療における重要な課題となっている． 
	 最近の研究から，血液中の血小板数が低下するとエンドトキシンショックが増悪化し，また
血小板存在下ではLPSに対するマクロファージのサイトカイン産生応答が抑制されることが明
らかとなった [1, 2]．私たちは，血小板由来の細胞接着促進タンパク質を探索している過程で，
内毒素によるマクロファージ応答性を強く抑制する因子の存在を確認し，「エンドトキシンショ
ック緩和因子」と仮に命名し研究に着手した． 
 
２．研究の目的 
	 細菌性エンドトキシンショック発現にきわめて重要なマクロファージ機能亢進の制御を目指
した研究を進める．最近の研究で，マウスにおいて血小板がマクロファージ機能に対して抑制
的な作用を示すことが明らかにされたことから，本研究においては，炎症性メディエーター産
生抑制を指標として，血小板あるいは血小板由来の物質のマクロファージ活性化抑制作用（安
定化作用）に注目し，その性状解析及び薬学的応用を図り，感染症の重篤化予防と治療に繋げ
るための基礎的な知見を得ることを目的とした．以下のような具体的な目標を掲げ研究を進め
た． 
	 １）血小板または血小板由来因子のマクロファージ安定化作用の特性の解析 
	 ２）血小板から放出される液性因子の生化学的性状の解析 
	 ３）エンドトキシンショック緩和作用および薬学的応用 
 
３．研究の方法 
(1)	マウス骨髄由来マクロファージの血小板培養上清との共培養	
	 BALB/c マウスの骨髄細胞を L929細胞培養上清（10%）を含む RPMI1640培地で 6日間培養
したのち，粘着細胞を集め，さらに L929 細胞培養上清を含まない RPMI1640 培地でさらに 24
時間培養した（骨髄由来マクロファージ）．一方，マウス血小板 (108/mL) をトロンビン (0.5 
U/mL) で 15分間刺激し，遠心分離（800 g, 15分）後，得られた上清をメンブレンフィルター (0.22 
μm) でろ過した (PLT-sup).	骨髄由来マクロファージを PLT-sup存在下，37℃で 24時間培養し
た．一酸化窒素 (NO) は Griess法によって定量した．アルギナーゼ活性は，L-アルギニンの加
水分解によって遊離する尿素を α-イソニトロソプロピオフェノン法によって測定した．	 	
(2)	RT-qPCR法 
	 TRIzol試薬により単離した RNAから PrimeScript RT 試薬キットにより cDNAを調製した．
qPCRは KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master Mixおよび Applied Biosystems StepOne systemを用
いて行った．Gapdh遺伝子を内部標準として用いた． 
(3)	MM6細胞を用いたサイトカイン産生能 
	 ヒト単球・マクロファージ様細胞株である Mono-Mac-6（MM6）細胞を用いてサイトカイン
産生能を調べた．MM6細胞を活性型ビタミン D3（10 ng/mL）の存在下で 72時間培養すること
により細胞をプライミングした後，ヒト血小板抽出物を加え，さらに 24時間培養を継続した．
その後，E. coli 由来の LPS（1 EU/mL）を加え，3時間あるいは 24時間後までに培養上清に放
出された腫瘍壊死因子 (TNF-α) およびインターロイキン (IL)-6 を ELISA 法によって定量し
た． 
(4)	MM6細胞への NK-κB応答配列の導入 
 トゲオキヒオドシエビ（Oplophorus gracilirostris）のルシフェラーゼ遺伝子の上流に NF-κB 
応答配列を配置したレポータープラスミドをMM6細胞に導入した細胞株MM6/NF-κB-NLを作
製した．この細胞と血小板抽出物を混合し，37℃で 1 時間保温したのち，LPS（1 EU/mL）を
加え 37℃で 3時間培養した．細胞を溶解後にルシフェラーゼ活性を発光法により測定した． 
	
４．研究成果	
(1)	活性化血小板の放出物によるマクロファージ細胞内でのアルギニン代謝変化 
	 マウス骨髄由来マクロファージは，血小板の存在下で細菌性エンドトキシン (リポ多糖, LPS) 
に対する感受性が低下し，一酸化窒素 (NO) および腫瘍壊死因子 α (TNF-α) やインターロイキ
ン-6 (IL-6) などの炎症性サイトカインの産生が減弱することが明らかになっている．このよう
なマクロファージ機能の抑制効果が血小板の上清によっても誘導されるか解析した．トロンビ
ンで活性化された血小板の培養上清 (PLT-sup) 存在下でマクロファージを培養し，NO 合成酵
素 (iNOS) およびアルギナーゼ-1の発現を調べると，iNOSの発現が抑制され，アルギナーゼ-1
の発現が増加することが判明した（図 1）．両酵素は，いずれもアルギニンの代謝に関わる酵素
であり，これらの酵素の細胞内発現バランスにより NO産生が制御されている可能性が考えら
れた．次に，PLT-sup で処理したマクロファージにおける NF-κBシグナル伝達系について調べ
たところ，LPS刺激に伴う IκBαリン酸化の抑制および NF-κB p65発現の減少が観察された．



これらの結果から，PLT-sup が NF-κB シグナル経路を負に制御し，iNOS の発現抑制およびア
ルギナーゼ-1の発現増強を介してマクロファージの炎症性反応を抑制するものと考えられた．	
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	 LPS刺激後の骨髄由来マクロファージにおける一酸化窒素合成酵素 (iNOS) お
よびアルギナーゼ-1 (Arg1) の発現．血小板培養上清の添加による iNOS および Arg1
の発現変化を RT-qPCR (A) およびウエスタンブロット法 (B) で測定した．	

 
 
(2)	ヒト血小板抽出物によるマクロファージ細胞株
の LPS感受性の低下 
	 これまでに細菌性エンドトキシン (LPS) に対す
るマウス骨髄由来マクロファージの反応に血小板が
抑制的に働くことを見出した．ヒト単球・マクロフ
ァージ様細胞株である MM6 細胞を用いて，ヒト血
小板由来成分のマクロファージ安定化作用について
検討を加えた．MM6 細胞は LPS に対して感受性が
高く，低濃度の LPSに応答しサイトカイン産生能を
有する．一方，ヒト末梢血から血小板を分離し，凍
結融解，超音波処理を施した後，遠心分離によって
可溶性画分を取得し，この画分のマクロファージに
対する効果を調べた．まず，LPSに高感受性の MM6
細胞を活性型ビタミン D3（10 ng/mL）の存在下で 72
時間培養することによりプライミングしたのち，ヒ
ト血小板可溶性画分を加え，さらに 24時間培養を継
続した．その後，E. coli 由来の LPS（1 EU/mL）を
加え，3時間あるいは 24時間後までに培養上清に放
出された TNF-αおよび IL-6を ELISA法によって定
量した．その結果，ヒト血小板画分は，TNF-αおよ
び IL-6の産生を顕著に抑制した（図 2）．血小板由来
成分のマクロファージ安定化作用がマウス骨髄由来
マクロファージばかりでなく，ヒトの単球・マクロ
ファージ系の細胞においても同様に観察されること
が判明した． 
	
(3)	NF-κB応答配列を含むレポータープラスミド導入細胞を用いた解析 
	 マウス骨髄由来マクロファージおよびヒト単球系細胞株 MM6の LPS刺激により誘導される
TNF-αや IL-6などのサイトカイン産生が血小板あるいはその可溶性抽出物によって抑制される
ことが明らかになった．次に，アッセイ系の効率化を目指した改良法の開発および血小板由来
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kinase peaked 10–30 min after LPS-stimulation in PLT-BMDMs and control BMDMs, and we
detected no substantial changes between PLT-BMDMs and control BMDMs in the kinetics of
either the total amounts or the phosphorylation levels of these MAPK-related proteins.

Since phosphorylation of IκBα and total expression of NF-κB p65 were reduced in
PLT-BMDMs, we next assessed the nuclear translocation of NF-κB p65. After PLT-BMDMs
and control BMDMs were stimulated with LPS, the time-dependent changes in the amounts of

Fig 4. Expression of iNOS and arginase-1 in BMDMs after LPS stimulation. (A) PLT-BMDMs and control BMDMs (2.5 × 106 cells) were
stimulated with LPS (50 ng/mL) for 24 h, and the gene expressions of Nos2 and Arg1were analyzed by RT-qPCRwith the relative standard
curve method usingGapdhas an internal control. The gene expression is represented as the value relative to gene expression in the
original BMDMs. Experiments were performed in quintuplicate and repeated four times. The data are presented as the mean ± SEM.
***p < 0.005 vs. control BMDMs. Representative results of the four experiments are shown. (B) PLT-BMDMs and control BMDMs
(2.5 × 106 cells) were stimulated with LPS (50 ng/mL) for 0–24 h. Cells were then lysed in 1 × SDS sample buffer, and the cell lysates were
subjected to western blotting analysis with antibodies against iNOS, arginase-1 or GAPDH. The relative intensity of each iNOS or arginase-
1 band after normalization to the levels for GAPDH is shown in the lower panel. Experiments were repeated four times, and representative
results are shown. (C) PLT-BMDMs and control BMDMs (2.5 × 106 cells) were stimulated with zymosan (25 or 100 μg/mL) for 12 h, and
then cell lysates were subjected to western blotting analysis with antibodies against iNOS, arginase-1 or GAPDH.C, control BMDMs; P,
PLT-BMDMs. The relative intensity of each iNOS or arginase-1 band after normalization to the levels for GAPDH is shown in the lower
panel. Experiments were repeated four times, and representative results are shown.
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の物質による単球・マクロファージの安定化作用の解析を行った．LPSは，宿主免疫細胞に発
現する Toll様受容体 4（TLR4）刺激および引き続く NF-κBの活性化を介して TNF-αや IL-6の
産生を促進することが知られているので，NF-κB 応答配列を利用したレポーターアッセイの開
発を検討した．具体的には，ルシフェラーゼ遺伝子の上流に NF-κB 応答配列を配置したレポ
ータープラスミドを MM6細胞に導入した細胞株 MM6/NF-κB-NLを作製した．この細胞を用い
ることにより，これまで 2日間かかっていた LPSに対する細胞応答の測定が約 3時間にて可能
になり，大幅な所要時間の短縮が達成された．また，血小板抽出液の LPSに対する応答性抑制
効果を調べる際に，これまでは単球・マクロファージと 24 時間培養していたが，これを 1 時
間に短縮しても，十分な抑制効果が観察された（図 3）．次いで，この抑制反応に関与する分子
についての情報を得るために，特異抗体を用いて血小板抽出画分の吸収実験を行った．使用し
た抗血小板膜タンパク質抗体のうち，抗 CD42b抗体で吸収した場合に抑制効果の減弱が認めら
れた（図 4）．この結果より，血小板膜タンパク質 CD42bあるいは CD42bを含む複合体が単球・
マクロファージの安定化作用に寄与している可能性が示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3  NF-κB応答配列を含むレポータープラスミド導入 MM6細胞の LPS 応答 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4  血小板可溶性画分のマクロファージ安定化作用．血小板膜タンパク質に対する抗
体により吸収処理した血小板可溶性画分についてレポーター細胞の LPS応答性への影響
を調べた． 
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