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研究成果の概要（和文）：マウス敗血症モデルを用い、微小循環における白血球-血小板-血管内皮細胞の相互作用を二
光子励起顕微鏡下で生体内可視化した。
　　　盲腸壁内の後毛細管細静脈や肝類洞では、白血球の血管内皮細胞への接着、白血球への血小板接着、血小板凝集
が観察できた。また、これらの反応で惹起されるNeutrophil Extracellular Traps(NETs)を可視化できた。NETsは形態
学的に、anchored NETsとcell-free NETsに分類できた。組織微小血管内における白血球-血小板-血管内皮細胞の過剰
な相互作用は循環障害を引き起こす可能性があり、NETsも関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed a method of intravital imaging of interaction between leukocytes, 
platelets and vascular endothelium in tissue microcirculation of a lipopolysaccharide -induced sepsis 
model using a two photon laser scanning microscopy.
We imaged the rolling or adhesion of leukocytes to vascular endothelium, leukocyte-platelet aggregates, 
and platelet aggregation in postcapillary venules of the cecum and hepatic sinusoids in vivo real-time. 
We also imaged neutrophil extracellular traps (NETs) which are activated by these interactions. NETs were 
classified as two distinct forms; cell-free NETs that were released away from neutrophils (fragmented or 
cotton-like structures) and anchored NETs that were anchored to neutrophils (linear, reticular, 
membranous, or spot-like structures). NETs seemed to be associated with the formation of platelet 
aggregates or leukocyte-platelet aggregates. These observations may suggest the adverse effect of 
intravascular NETs on the host during a sepsis.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 二光子励起顕微鏡　敗血症　リアルタイムイメージング
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１．研究開始当初の背景 
重症感染症は感染によって生じた炎症

反応が全身に波及し(systemic inflammatory 
response syndrome: SIRS)、敗血症(sepsis)、
シ ョ ック、 播 種性血 管 内凝固 症 候 群
(disseminated intravascular coagulation 
syndrome: DIC)をきたす状態で、様々な臓器
障害(multiple organ failure: MOF)を引き起
こす。腹部外科領域とくに消化器系疾患での
sepsis, DIC 合併率は高く、その病態解明と
新たな治療法の開発は喫緊の課題である。 

二光子励起顕微鏡 (Two-Photon Laser 
Scanning Microscopy; TPLSM)は物質励起
に二光子過程を利用した顕微鏡で、長波長の
励起光を用いるため共焦点顕微鏡より退
色・光毒性が低く、生きたまま組織や細胞の
観察が可能（低光毒性）である。また、組織
表面から数百マイクロメートルの深部まで
観察でき(高透過性；我々の腹腔内臓器の生体
内イメージングでは 400μm まで)、形態学的
な 3 次元解析も可能である。さらに、蛍光波
長 の 異 な る 二 つ の 蛍 光 色 素 (Green 
Fluorescent Protein; GFP と Red 
Fluorescent Protein; RFP など)を１波長で
同時励起する多重同時染色により標識され
た 2つの標的の相互作用の解析が容易にでき
る。 

我々は独自の腹腔内臓器固定法を確立
し(Japanese Patent No. 5268282)、その高倍
率かつ高分解能な生体内リアルタイム画像
を得ることに成功し、さまざまな病態モデル
で細胞レベルの形態学的解析を行ってきた。
二光子レーザー誘発性、選択的血管内皮傷害
による血小板血栓形成モデルでは、ヘパリン
や組織プラスミノーゲン活性化因子の血栓
形成予防効果や血栓溶解効果の生体内評価
法を確立し報告した(Koike Y, Tanaka K et 
al. J Thromb Thrombolysis. 2011)。 

近年、炎症と凝固のクロストークから敗
血症性 DIC をとらえる研究報告が多くみら
れる（1. 血小板による細菌処理機能、2. 活
性 化 血 小 板 に よ る NETs ： neutrophil 
extracellular traps 促進など）。我々は、これ
らの病態の全体像を統合的かつ実体的にと
らえ形態学的に解析するためにTPLSMを用
いた生体内イメージングを用いることとし
た。 
２．研究の目的 
  敗血症性 DIC における組織微小循環
における白血球-血小板-血管内皮細胞の相
互作用を、細胞レベルで生体内可視化
（600-1200 倍以上）し、形態学的解析を行
い評価する（生体内リアルタイムイメージ
ング）。さらに、組織微小循環障害に対する
抗凝固薬や抗炎症薬の反応を継時的に生体
内 で 形 態 学 学 的 変 化 を TPLSM 下
‘dynamic pathology’により可視化し、
薬物の作用点および作用機序を統合的に評
価する。 
３．研究の方法 

Green Fluorescent Protein (GFP)マウ
スに lipopolysaccharide (LPS: B4) 20mg/kg
を腹腔内投与し敗血症モデルを作成した。盲
腸または肝臓を創外に脱転し、 Organ 
Stabilizing System (Japanese Patent 
No.5268282)にて固定。TPLSM で盲腸壁内の毛
細血管後細静脈 (10-50μm)または肝類洞を
水浸 600 倍～1200 倍で生体内観察し、白血球
-血小板-血管内皮細胞の相互作用を形態学
的に解析した。 

Red Fluorescent Protein (RFP)標識大
腸菌(E.coli)を静脈内投与し、血管内に侵入
した生菌の動態を生体内観察し、白血球-血
小板-血管内皮細胞との相互作用を形態学
的に解析した。 

Antithrombin III （ATIII 製剤） (250
単位/kg)を投与し、微小循環における白血球
-血小板-血管内皮細胞に対する効果および
その作用点を形態学的に解析・評価した。 

核酸染色試薬(SYTOX Orange Nucleic 
Acid Stain; Invitrogen)を静脈内投与し、
微小循環における細胞外DNAを生体内観察し、
形態学的解析を行った。 
４．研究成果 
(1)マウス敗血症モデルにおける白血球-血
小板-血管内皮細胞との相互反応 
 

 
GFP マウスに LPS (B4) 20mg/kg 腹腔内投与

24h 後の生存率は約 50%であった。生存マウ
スでは活動性低下、立毛、震えを認め、消化
管微小循環(盲腸壁内の後毛細管細静脈)に
おいて高率に白血球が血管壁をローリング
したり、血管内皮細胞に接着していた。白血
球と血小板から成る凝集塊は微小血管を閉
塞するようにも見えた。 
 
(2)微小循環における血管内皮細胞に接着し
た 好 中 球 - 血 小 板 凝 集 塊 に 対 す る
Antithrombin III (AT-III)製剤の効果 
 基礎研究では、敗血症に対する AT-III 製
剤の有効性が報告されている (Iba T, et al. 
Intensive Care Med. 2005;31:1101-8.)。 
 白血球が血管内皮細胞に接着し、白血球と
血小板から成る凝集塊が微小血管を閉塞す
るようにも見える部位を同定し、AT-III 製剤
を静脈内投与し観察した。 



 時間の経過とともに接着した白血球が遊
離し、最終的には凝集塊は消失した。AT-III
製剤の末消循環障害改善作用が示唆された。 
 

 
(3)血管内皮細胞に接着した好中球と血管内
浮遊大腸菌との反応 
 

 
敗血症マウスに RFP 標識 E.coli を静脈

内投与すると、E.coli と血小板とが凝集塊と
なって血管内を流れるのが観察できた。また、
血管内皮細胞に接着した白血球周囲に
E.coli が網状に接着するのが観察された。以
上より、LPS で活性化され血管内皮細胞に接
着している白血球（主に好中球）が NETs を
放出している可能性が示唆された。 
 
(4)血管内皮細胞に接着した好中球に対する
AT-III 製剤の効果 
 

 
AT-III 製剤により血管内皮細胞に接着して
いる白血球数（同一視野、単位面積当たり）
は経時的に現小していった。 

また、LPS投与前にAT-III製剤を投与し、
敗血症による死亡が予防できるかどうかを
検討したところ、AT-III 製剤は有意に LPS 誘
発性敗血症関連死亡率を改善した。 
 
(5)マウス敗血症モデルの微小循環における
NETs の形態学的解析 
 

 
好中球は感染防御の最前線で機能する

免疫細胞である。Neutrophil Extracellular 
Traps (NETs)は好中球自身の DNA や granule 
protein を含む網目状の構造物を放出する現
象で、細菌などの感染源を効率的に補足し除
去する機構と考えられている。 
  敗血症性 DIC における組織微小循環
における白血球-血小板-血管内皮細胞の相
互作用を検討するために、細胞外 DNA を染
色し NETs の形態学的解析を行った。 
  NETs は血管壁に接着している白血球か
ら網状、直線状、斑点状、膜状構造物として
付着しているように存在していた。 
 
(6)NETs の形態学的解析-２ 

 
白血球より遊離した NETs は断片状また

は綿花状の構造物として観察でき、血中を流
れていた。 
 



(7)マウス敗血症モデルの微小循環における
NETs の機能（形態学的解析から想定される仮
説） 

 
  白血球から放出された Anchored NETs は
周囲の白血球および血小板の凝集を促進し、
組織微小血管を閉塞する可能性が示唆され
た。 
  白血球から放出され血管内に遊離した
Cell-free NETs は血管内皮細胞に接着し、血
小板とも結合・血小板凝集塊を形成すること
で、微小血管を閉塞する可能性が示唆された。 
 
(8)マウス敗血症モデルの微小循環の血流の
変化 
 
 

  LPS 誘発性敗血症マウスの盲腸壁内の細
動脈や毛細血管後細静脈の血流は、正常マウ
スに比べ有意に低下していた。 
  LPS 投与により生じた血管内皮細胞に接
着した白血球-血小板凝集塊やNETsが関与す
る白血球-血小板凝集塊は、末梢循環障害を
引き起こす可能性がある。 

ATIII 製剤や DNase は、白血球-血小板-
血管内皮細胞との反応を改善し、末梢循環を
改善する可能性が示唆された。 
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