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研究成果の概要（和文）：PAMPs、DAMPs双方のシグナル入力で一挙に炎症が惹起される。この時には NF-kB活性化とイ
ンフラマソームの活性化がシンクロナイズされる。PAMPｓの代表としてLPSを、DAMPsの代表としてHMGB1,あるいはATP
を選び、同時に刺激すると、一挙にIL-1b(beta), IL-18が産生された。in vivoでは炎症巣が形成された。血小板は代
表的ATPソースであるが、インフラマソームアッセンブライも存在する。このインフラマドームを阻害すると、血小板
凝集も阻害された。このように血小板はATPソースとしてばかりでなく、インフラマソームも配給することで、炎症巣
を形成するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Dual signalings from PAMPs/DAMPs play crucial role in inflammation, immunity and h
emostasis. It has been listed more than 1000 of molecules as PAMPs, and  DAMPs each other. 
In this study, we took LPS as PAMPs,and HMGB-1 and ATP as DAMPs, and stimulated macrophages or dendritic c
ells. We showed that dual signaling from LPS and HMGB1 or ATP stimulated  the release of IL-1b(beta) and I
L-18.Thus dual signaling plays crucial role in inflammation, immunity and hemostasis. It has been describe
d that platelet contains inflammasome, however the  role of platelet-inflammasome has been not known. We e
xamined the role of  platelet inflammasome. An inflammasome inhibitor,1,5-anhydrofructose inhibited platel
ets aggregation with decreased release of IL-1b(beta). Thus ATP from activated platelets might play import
ant role for the hemostasis/inflammation.
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１．研究開始当初の背景 

 炎症の開始と増幅に Pathogen Associated 

Molecular Patterns(PAMPs)からのファース

ト 刺 激 と Damage Associated Molecular 

Patterns(DAMPs)からのセカンド刺激の dual 

signaling が重要であることは我々を含む

内外の研究者の研究により次第に定着した

概念となりつつある。この場合、DAMPs から

のシグナルがファースト刺激でも同様であ

る。すなわち PAMPs 刺激で NF-κB が活性化

されて、プロフォームの IL-1β、IL-18 が産

生されて細胞質内に蓄積され、ついで DAMPs

からのシグナルでインフラマソームの活性

化とカスパーゼ１の活性化が起きると、一挙

にpro-IL-1βとpro-IL-18がmature なIL-1

β, IL-18 となり、細胞外に放出される。こ

れらは樹状細胞、マクロファージを当該部位

に集簇させて炎症が成立する。代表的 DAMPs

分子は ATP である。この ATP のソースとして

は、侵襲部位の活性化細胞、破壊された細胞

が想定されているが、血小板も活性化に伴い、

大量の ATP を産生し、周囲に放出する。いわ

ゆる放出反応である。これらの PAMPs, DAMPs

はそれぞれ、TLRs(Toll Like Receptors)を

主たる受容体として、侵襲部位に免疫細胞を

遊走・集簇して、「生体防御的炎症」を惹起

し、自然炎症、止血、修復を誘導するという

意味では、重要な初期反応である。 

しかしこの PAMPs, DAMPs dual signaling 

は敗血症性ショック、多臓器不全、

ARDS(Acute Respiratory Distress 

Syndrome) 、劇症肝炎などの重症病態、ある

いは痛風関節の重症発作、 パーキンソン病、

アルツハイマー病などの慢性進行性疾患な

どの進行、重症化などの病態にも広く関係す

ることが判明してきて、そのメカニズム、と

りわけ治療法の開発が緊急の課題の一つと

なってきている。とくに DAMPs としてＡＴＰ

が重要な役割を果たすことが判明してきて

いる。ＡＴＰは細胞内ではエネルギーの通貨

であるが、細胞崩壊に伴い、細胞外に放出さ

れると DAMPs として作用しうる。細胞外では

ATP は P2X7 受容体を介してDAMPs として働

きうる。 

そこで本研究では、血小板由来の ATP が

DAMPs と成りうるか、否かを検討した。 

  

２．研究の目的 

本研究ではATPのソースとして活性化血小

板を選び、活性化血小板が DAMPs、PAMPs の

反応の場、すなわち侵襲部位の止血、（自然）

免疫、修復にどのように関与するのかを明ら

かにすることを研究目的とする。 

 

３．研究の方法 

PAMPs からのファーストヒットに、DAMPs

からのセカンドヒットが時間的、空間的に重

複するとインフラマソームがどのように活

性化されるのかを、インフラマソームの

immunoblot と IL-1β、IL-18 産生能で調べ

た。ファーストヒットとしては LPS を選び、

DAMPs からのセカンドヒットとしては ATP, 

High Mobility Group Box-1 protein(HMGB1)

を選んだ。 

実験は 

（１）in vitro: 

ラットの腹腔マクロファージ、骨髄マクロ

ファージ、ヒト末梢血単核球(PBMC) を選ん

だ。すなわちこれらの細胞を各種濃度のエン

ドトキシンで数時間から２４時間培養し、エ

ンドトキシンを洗浄除去して、HMGB1,ATP を

加え、経時的にIL-1β, IL-18, TNF-α, HMGB1 

をＥＬＩＳＡ 法にて測定した。 

（２）in vivo 

①マウス、ラットの腹腔内にエンドトキシ

ンを前投与して、６０分～３時間後に HMGB1, 

ATP を投与した(腹腔内投与、尾静脈投与、

あるいは経気道的に投与した。 

②評価は死亡率と臓器(肺、腎臓)の病理像

を観察した。なお死亡率は学内動物倫理委員



会の指針に従った。 

 

４．研究成果 

（１）PAMPs 刺激を先行して、DAMPs 刺激

を加えると、インフラマソームの活性化とと

もに IL-1β, IL-18 が大量に産生、放出され

た。HMGB1, TNFα も産生、放出されたが、 

IL-1β, IL-18 程ではなかった。DAMPs 刺激

としてはＡＴＰが有効に作用して、ＡＴＰが

有力な DAMP の一つであることが証明された。 

（２）申請者らはグルコーゲン代謝第３の

経 路 ： リ ア ー ゼ 経 路 の 産 物 

1,5-anhydrofructose（1,5-AF）がヒト血小

板のトロンビン凝集、ADP,コラーゲン召集を

μg/ml の濃度で抑制することを先に見出し

ていたが、今回新たに、1,5-AF は炎症を抑制

することを見出した。すなわち、1,5-AF は、

樹状細胞、マクロファージからの IL-1β, 

IL-18 の産生と放出を強く抑制する。一方、

血小板にもインフラマソームが存在するの

で、侵襲部位、血管損傷部位では血小板が凝

集し、インフラマソームも活性化されること、

ここで血小板は IL-1β、IL-18、ATP を放出

し、樹状細胞やマクロファージを集簇させて、

炎症を惹起し、当該部位で止血＋自然免疫（+

感染防御）、そして修復反応が惹起されるこ

とが考えられた。この場合、血小板由来の ATP

が DAMPsとして反応を増幅することも判明し

た。すなわち血小板も侵襲部位で活性化され、

凝集と放出反応が惹起される。この放出反応

でＡＴＰも放出されて、当該部位での生体反

応、すなわち自然免疫、止血、炎症、修復な

どを誘導することが推定された。 

1,5-AF が血小板活性化制御と炎症細胞の

インフラマソーム抑制を介して、過度の炎症

や細胞組織障害や止血反応を制御しうるか

否かが今後にのこされた課題である。 

 抗血小板剤治療が広く抗炎症にもつなが

り、逆に抗炎症剤が積極的に病的血栓形成を

も抑制する可能性も考えられる。 
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