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はじめに
　Sepsisにおける臓器障害の進行には全身性の血管内皮傷

害が関与しており，近年その主たる原因は血管内皮上で

の凝固・線溶のアンバランスと接着因子を介した血管内

皮，多核白血球，血小板相互の活性化と考えられている
1）．Sepsisに伴い産生されるTNF-αやIL-1βなどの炎症性

サイトカインは，血管内皮細胞からのPAI-1（plasminogen

a c t i v e t o r  i n h i b i t o r - 1）産生を増加させ 2,  3），逆に

thrombomodulinや heparan sulfate産生を減少させる4, 5）作

用を有し，血管内皮細胞上での凝固・線溶バランスを凝固

優位に崩して血管内皮を活性化する．また，炎症性サイト

カインによって活性化された多核白血球は，接着因子を

介して血管内皮細胞に接着し，プロテアーゼや活性酸素

を産生して血管内皮傷害を引き起こす6-9）．逆に炎症性サ

イトカインによって刺激され活性化された血管内皮細胞

からは，GM-CSF，PAFなどのchemical mediators が産生

され，多核白血球が活性化されることもin vitroで指摘さ

れた10）．さらに，活性化された血小板が直接多核白血球
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や血管内皮に接着して多核白血球の活性化や血小板血栓

形成に関与する現象がin vitroや動物モデルでとらえられ

た11, 12）．Sepsisの病態においても，血管内皮，多核白血球，

血小板がいかなる相互作用によって全身性炎症反応，臓

器障害を進行させるのか，メカニズムの詳細な解明が期

待されている．

　近年活性化された種々の細胞が，おのおの独自の膜成

分を持った小胞であるマイクロパーティクル（MP）を産

生し，細胞相互間の活性化に関わる可能性が注目されて

いる13-17）．特に白血球，血小板，血管内皮の各MPの産生

は，フローサイトメトリー法によって測定が可能となり，

種々の炎症反応におけるMPの関与が in vitro研究の結果

をもとに検討されている18-25）．しかしながら，臨床患者に

おけるMP産生の報告は少なく，多核白血球，血小板，血

管内皮細胞の活性化が引き起こされるsepsis患者において

も各MP産生の動態とその役割は明らかになっていない．

本稿では重症sepsis患者におけるMP産生の動態を総括的

に検討し，MPと多核白血球，血小板，血管内皮細胞の相

互作用を中心に述べる．

Sepsis患者における多核白血球MP産生
　活性化された多核白血球は，sepsisなどの侵襲に伴う生

体反応において生体防御と組織障害の両面の役割を担う．

Mehdiらは，健常人の血液中に多核白血球MPが存在する

ことを初めて明らかにした18）．同時にin vitroで白血球の

走化因子である FMLP（fo rmy lme t h i o n y l - l e u c y l -

phenylalanine）刺激により産生された多核白血球MPが，

HUVEC（human umbilical vein endothelial cells）の IL-6

mRNA発現を有意に増加させることから，血管内皮細胞

の活性化に多核白血球MPが関与する可能性を示した．ま

た，Watanabeらは lipopolysaccharide刺激によって健常人

の多核白血球が活性化されると小胞形成がみられ，MPと

して放出されることを示し，calpeptinでMP産生を抑制す

るとPAF産生も抑えられることから，多核白血球MPが

PAF の重要な供給源であることを指摘した26）．さらに

Rauchらは，in vitroで血液にTNF-αを添加すると，多核

白血球や単球由来のMPが tissue factorを血小板に運び ,

血小板の活性化を介して凝固亢進を引き起こすことを報

告した27）．以上のように，多核白血球MPの多彩な働きが

in vitroでは証明されているが，sepsis患者における多核白

血球MP産生の報告はみられない．

　当センターにおいて sepsis の診断基準を満たし，血清

CRP値が10mg/dl以上の21症例において，①MP産生（無

刺激およびFMLP刺激下），②MP表面に発現している接

着因子のCD11b，③白血球機能としての活性酸素産生能

（無刺激およびFMLP刺激下）をフローサイトメトリーに

より測定した19, 20）．また，同時に④血液中Eセレクチン，

トロンボモデュリン，好中球エラスターゼを測定した．各

症例の内訳は，壊死性筋膜炎7例，肺炎4例，腹膜炎，熱

傷が3例ずつ，髄膜炎，縦隔炎が2例ずつであった．

　MPの測定方法を示す．ヘパリン下採血後，比重遠心法

にて多核白血球を分離し，分離した多核白血球をフロー

サイトメトリー法で解析した．Forward Scatter（FS）値，

Side Scatter（SSC）値からPMNLより明らかに小さい小胞

集団が認められた（図1）．小胞集団は細胞膜標識である

PKH26 と多核白血球にのみ存在する CD 抗原である

CD16bが，ともに陽性であり，多核白血球由来のMPと考

えられた．フローサイトメトリー法で無刺激状態とFMLP

刺激下で多核白血球MP数を測定した．刺激は分離した多

核白血球に対して10－7mol/LのFMLPを37℃で15分間反

応させた．CD11b発現はMPの大きさにより1μm以下の

ものと1μm以上のものに分け，それぞれ蛍光強度を測定

した．活性酸素産生能は，多核白血球に取り込まれた

DCFH-DA（2,7-dichlorofluorescein diacetate）が産生された

活性酸素により蛍光を発するDCFに変化する際の蛍光強

度として測定し，無刺激状態とFMLP刺激（FMLP 10－7

mol/L，37℃で15分間の反応時間）に分けて評価した．

図1 Sepsis患者における多核白血球MPのフローサ
イトメトリー解析

FS（forward scatter）値とSSC（side scatter）値の小さいPMNL
の膜成分を持ったPMNLとは明らかに異なる小胞集団が認め
られる．大きさ0.5～5.0μmの集団をMPとして測定した．
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　図2に示すように多核白血球MP産生は健常人に比べて

無刺激，FMLP刺激ともに有意に増加していた．図3に蛍

光顕微鏡でとらえたMP像を示す．MP表面上の接着因子

であるCD11b発現の結果を図4に示す．1μm以上の大き

さを持つMP表面のCD11bは，健常人と比べて優位な増

加は認められなかったものの，1μmより小さいMP表面

のCD11b発現はsepsis患者において有意に増加していた．

以上より，1μmより小さいMPは接着因子を豊富に発現

することが明らかになった．

　多核白血球の活性化の指標としてPMNLの活性酸素産

生能の結果を図 5に示す．Sepsis 患者において無刺激，

FMLP刺激とも有意に多核白血球は活性化されていた．し
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図2 多核白血球MP産生
多核白血球数に対するMP産生数の割合をパーセントで示した
（％PMNL）．
A：無刺激状態でのMP産生の結果
B：FMLP（formylmethionyl-leucyl-phenylalanine）刺激下でのMP
産生
mean ± SD　＊：p＜0.05 vs. healthy controls

図 3 蛍光顕微鏡でとらえたMP像
多核白血球から複数のMPが産生されている．
A: FITC-labeled anti-CD16b monoclonal antibody staining
（green fluorescence）.
B: PE-labeled PKH-26 staining（red fluorescence）

A

B

図4 MP表面のCD11b発現の結果
A：microparticle size ≦1.0μm
B：microparticle size ＞1.0μm
mean ± SD. ＊：p＜0.05 vs. healthy controls

図 5 多核白血球機能としての活性酸素産生能の結果
A：無刺激状態
B：FMLP刺激
mean ± SD. ＊：p＜0.05 vs. healthy controls
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たがって，MP 産生は活性化された多核白血球において

有意に増加していると考えられた．表に血中のEセレク

チン，トロンボモデュリン，好中球エラスターゼの測定

結果を示す．いずれの項目も sepsis 患者において増加し

ており，多核白血球の活性化や血管内皮細胞障害が起

こっていると考えられた．

　以上の結果から，sepsis患者において活性化された多核

白血球からのMP産生は亢進しており，産生された1.0μm

以下のMP表面にはCD11bの発現が亢進していた．生体

内においてもMP表面の接着因子を介して血管内皮細胞

が活性化される可能性が示唆された．MP 産生のメカニ

ズムに関しては，多核白血球細胞内のcalpain機能を抑制

することにより，酸化ストレスや活性化刺激によるMP

形成が抑えられることが報告されており，今後細胞内sig-

nal transductionの面から検討が必要である26）．

Sepsis患者における血小板MP産生
　活性化された血小板は微小循環における凝固・線溶の

アンバランスを介して組織障害や臓器障害の進行に重要

な役割を果たしている．血小板MPはWolfらによって発

見され，血管壁と血小板の接着に関与する重要な因子で

あることが報告された28）．その後の臨床研究の知見とし

て，血小板MPが糖尿病，不安定狭心症，開心術後など

の病態で有意に増加することが明らかになり，関節リウ

マチにおいては血小板MP が炎症活動性の良い指標とな

ることが報告されている21）．また，血小板 MP は PAF

（Platelet activating factor）を豊富に含み，血小板，単球，

血管内皮細胞とそれぞれ接着して存在することも示され

ており，血小板MPが他細胞の活性化因子になる可能性が

考えられる29, 30）．実際，Nomuraらはhigh shear stressで活

性化された血小板から産生されたMPが，in vitroで血管

内皮細胞を活性化してCD54やCD63など接着因子の発現

を増強させると同時に，IL-1β，IL-6，IL-8など炎症性サ

イトカインの産生を引き起こすことを示した31）．以上の

ように，血管内皮傷害においても血小板MPが一役を担う

可能性があるが，sepsis患者における血小板MP産生の報

告はみられない．

　当センターにおいて sepsis の診断基準を満たし，血清

CRP値が10mg/dl 以上の14例において，①血小板MP産

生（無刺激および ionomycin 刺激），②血小板表面に発

現している接着因子（P-selectin;CD62p），③血小板－多核

白血球結合（無刺激，ionomycin刺激，P-selectinレセプター

ブロック後ionomycin刺激）をフローサイトメトリーによ

り測定した23）．各症例の内訳は，肺炎7例，壊死性筋膜炎，

髄膜炎，腸炎がそれぞれ2例ずつ，腹膜炎が1例であった．

　MP の測定方法を簡単に示す．血液検体に fluorescein

isothiocyanate（FITC）標識の抗CD42a抗体を投与し , 無

刺激状態ionomycin刺激下においてフローサイトメトリー

法でCD42a陽性かつ血小板より明らかに小さい0.5μm以

下の小胞をMPとして測定した（図6）．Ionomycin刺激は

表 Soluble E-selectin, Thrombomodulin, and PMNL Elastase Levels in Blood

Soluble E-selectin (ng/ml) Thrombomodulin (U/ml) PMNL Elastase (μg/ml)

Sepsis 103 ± 66 18.8 ± 10.5 255 ± 158
Normal values 46 ± 17 8.9 ± 3.0 57 ± 28

mean± SD are shown

図6 Sepsis 患者における血小板
MPのフローサイトメトリー
解析

1.0μmと0.5μmの標準ビーズを用いて
FS値を決定した．大きさが 0.5μm以下
の集団をMPとて測定した．
A：無刺激　B：Ionomycin刺激
刺激後にMP産生が増加している
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8μg/mlの ionomycinを加え，室温で15分間反応させた．

血小板 Pセレクチン発現は，phycoerythrin（PE）標識抗

CD62p抗体を使用し，フローサイトメトリーを用いてそ

の蛍光強度を測定した．血小板－多核白血球結合は，白血

球に結合しているCD42aをフローサイトで解析すること

により測定した．FITC標識抗CD42a抗体をサンプルに加

えionomycin刺激の有無で測定した．また，Pセレクチン

ブロッカーを投与することにより血小板－多核白血球結合

の変化を測定した．

　図7に示すように，血小板MP産生は健常人に比べて無

刺激，ionomycin刺激ともに有意に増加していた．血小板

表面の接着因子であるP-セレクチンの発現は健常人に比

べ，sepsis患者では無刺激，ionomycin刺激ともに有意に

増加した．血小板－多核白血球結合は，無刺激では有意差

は認めらなかったが，ionomycin刺激において健常人に比

べ，sepsis患者の血小板－多核白血球結合は有意に増加し

ていた．MP産生が亢進する活性化血小板は，自らも他細

胞の活性化因子になりうることを示す．

　図8はionomycin刺激下での血小板－多核白血球結合な

らびにsepsis患者におけるPセレクチンブロッカー投与後

の血小板－白血球結合の結果である．Sepsis患者において

Pセレクチンブロック後に血小板－白血球結合は明らかに

抑制されたことから，血小板－多核白血球結合にPセレク

チンが関与していることが明らかとなった．

　以上の結果から，sepsis患者において活性化された血小

板のMP産生やPセレクチン発現は亢進しており，増強す

る血小板－多核白血球結合に血小板表面のPセレクチンが

関与していることが明らかとなった．MP産生のメカニズ

ムに関しては，血小板上に発現するglycoproteinⅡb/Ⅲaの

拮抗剤を使用することによりshear stress下のMP形成が抑

えられること，calpain活性を抑制することによりMP産

生が減少することなどが報告されており，両者の関連性

など今後の検討が待たれる32, 33）．

Sepsis患者における血管内皮MP産生
　活性化された血管内皮細胞は侵襲時臓器障害の進行に

不可欠な因子であるが，血管内皮MPは in vitroにおいて

サイトカイン，トロンビン，calcium ionophoreなどの種々

のagonistsにより活性化された血管内皮細胞から産生され

ることがHamiltonらによって報告された34）．臨床患者で

は，急性冠動脈症候群，血栓性血小板減少性紫斑病や多発

性硬化症などの症例で血管内皮MP産生の増加が認められ

ており，病勢の判断に有用であることが示された22, 35, 36）．

Sabatierらは血管内皮MPが血管内皮細胞と同様に接着因

子を表面に発現することから，血管内皮MPが“circulating

endothelial compartment”として白血球との相互作用に関

与する可能性を指摘している24）．以上のように，血管内

皮MPは内皮細胞の活性化や傷害の過程で産生される可能

性があるが，sepsis患者における血管内皮MP産生の報告

はみられない．

　当センターにおいて sepsis の診断基準を満たし，血清

CRP値が10mg/dl以上の12例において，①血管内皮MP産
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図7 血小板MP産生
血小板数に対するMP産生数の割合をパーセントで示した（％
platelet）．
A：無刺激状態でのMP産生　B：Ionomycin刺激下でのMP産生
mean ± SEM　＊：p＜0.05 vs. healthy controls

図 8 Ionomycin刺激下での血小板－多核白血球結合なら
びにsepsis患者におけるP-セレクチンブロッカー
投与後の血小板－多核白血球結合

：P-セレクチン　 ：P-セレクチンブロッカー
mean ± SEM　＊：p＜0.05
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生，②血管内皮MP－多核白血球結合をフローサイトメト

リーにより測定した25）．③血清E-セレクチン，トロンボ

モデュリン，PAI-1も同時に測定した．各症例の内訳は，

壊死性筋膜炎5例，腹膜炎4例，心内膜炎，肺炎，深在性

真菌症がそれぞれ1例であった．

　血管内皮MPは全血を用い，フローサイトメトリー法で

抗CD31抗体と抗CD54抗体ともに反応する小胞集団とし

て測定した（図9）．図10に示すように，血管内皮MP産

生は健常人に比べ sepsis 患者において有意に増加してい

た．血管内皮MPと多核白血球間の結合を抗CD31抗体と

CD62E（E-selectin）抗体を用いてフローサイトメトリー

により測定したところ，血管内皮MP－多核白血球結合も

sepsis患者において有意に増加していた（図11）．血中の

Eセレクチン，トロンボモデュリン，PAI-1値も患者にお

いていずれも増加しており，血管内皮細胞の活性化や細

胞傷害が起こっていると考えられた．

　以上の結果から，sepsis患者において活性化された血管

内皮からのMP産生は亢進しており，血管内皮MPの多核

白血球への結合が増強していることが明らかとなった．

MP産生のメカニズムに関しては十分な検討が行われてい

ないが，内皮細胞をTNF-α，mitomycin C，camptothecin

などのagonistsで刺激するとMP産生が増えること，その

際アポトーシス細胞からのMP産生が多くみられること，

などが指摘されており，細胞死とMP産生との関連性も今

後注目される37, 38）．

まとめ
　Sepsis患者において，1）活性化された多核白血球から

のMP産生は亢進する．1.0μm以下の多核白血球MP表

面にはCD11bの発現が亢進しており，接着因子の発現を

図9 血管内皮MPのフロー
サイトメトリー解析

縦軸：PE標識抗CD31抗体
横軸：FITC標識抗CD54抗体
CD31（PCAM-1）；血管内皮，血小
板に存在するCD抗原
CD54（ICAM-1）；血管内皮，多核
白血球に存在するCD抗原
A：健常人　B：sepsis

図10　血管内皮MP産生
mean ± SEM　＊：p＜0.05 vs. healthy controls

図 11　血管内皮MP－多核白血球結合
mean ± SEM　＊：p＜0.05 vs. healthy controls

A B
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介して血管内皮を活性化する可能性が考えられる．2）活

性化された血小板からのMP産生は亢進する．血小板－多

核白血球間の結合は増強しており，血小板表面のPセレク

チンを介して血小板および血小板MPが多核白血球の活性

化，血管内皮接着に関与する可能性が考えられる．3）活

性化された血管内皮からのMP産生は亢進しており，血管

内皮MPと多核白血球間の結合も増強する．

　以上から重症sepsis患者において，活性化された多核白

血球，血小板，血管内皮のMP産生はいずれも亢進してお

り，細胞相互間の活性化を介して血管内皮傷害の進行に

新たな一役を担う可能性がある（図12）．今後sepsisに伴

う各MP産生と血管内皮傷害，臓器障害との関連を明らか

にし，MP産生の臨床的意義や臨床診断への応用をさらに

検討する必要がある．
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