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研究成果の概要（和文）：実験用マウスの下大静脈を結紮し，深部静脈血栓症モデルを作成し，急性期・亜急性
期・慢性期のそれぞれの深部静脈血栓を得た．これらの血栓について①アクアポリン１，アクアポリン３の動態
解明とそれによる新たな血栓陳旧度判定指標の確立，②アクアポリン1陽性領域の分布とその血栓器質化進行程
度の評価への適用，等に重点を置いて研究を推進した．その結果，アクアポリン1及び３陽性細胞数の変化や，
血栓断面におけるアクアポリン1陽性領域の分布と血栓断面積に占める割合は，血栓陳旧度判定のための新たな
指標としての有用性が示唆された． 

研究成果の概要（英文）：Using the experimental murine model of deep vein thrombosis induced by 
ligation of the inferior vena cava, we performed immunohistochemical studies focusing on (1) the 
establishment of the new indices for determining thrombus age using Aquaporin 1 and Aquaporin 3, and
 (2) the application of the area of Aquaporin 1-positive regions to the evaluation of the degree of 
thrombus organogenesis. The results suggest that changes in the number of Aquaporin 1- and Aquaporin
 3-positive cells and the distribution and area of Aquaporin 1-positive areas in thrombus 
cross-sections may be useful as a new index for determining thrombus aging.

研究分野： 法医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血栓断面におけるアクアポリン１，３の分布を明確にとらえた研究は他に例を見ない．両者は今後，血栓陳旧度
判定のための指標となると同時に，深部静脈血栓形成・溶解のメカニズム解明に有用であると考えられる．特に
後者においては，アクアポリンが深部静脈血栓症の治療薬の開発にも貢献できる可能性があり，本症患者数が増
加傾向にある現在において，重要な意義をもつ分子であると言える．またアクアポリン１は赤血球に分布するこ
とから，血栓の器質化領域の検出にも有用であり，種々の組織標本においても応用できると考えられ，より効率
的な病理検査手段への足掛かりとなるものである．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

肺動脈血栓塞栓症は欧米，特に米国では日本の約 8 倍と発症頻度が高く，致命的な結果を招
来しうる重大な疾患として多くの研究がなされてきた一方で，わが国においても例外ではなく
1996 年からの 10 年間に 2.25 倍にも増加しており，人口 100 万人あたりに換算すると 62 人と
推定されている（Kumasaka N. Jpn Circ J. 1999; 63:439-41; Sakuma M. Circ J 2009; 73: 305-
9）．背景としては，食生活の欧米化による肥満・糖尿病などの増加や高齢者の増加，各種診断技
術の進歩と同時に，地震被災地で長期車内生活が要因となった肺動脈血栓塞栓症死亡例などが
取り上げられ（Suzuki K. J Jpn Respirat Soc．2007; 45: 324-28; Ueda S. Ann Vasc Dis. 2014; 
7(4):365-368），社会的にも関心が高まってきていることも事実である． 

また剖検による発生頻度の調査では，固定肺の連続切片を用いた詳細な検討が行われおり，米
国の Freiman らは 61 例について 64％に（Freiman DG. N Engl J Med. 1995; 272: 1278-80），
英国の Morrell らは 263 例について 51.7％に肺血栓塞栓症を認めたと報告している（Morrell 
MT. Br J Surg 1968; 55: 347-52）． 

肺動脈血栓塞栓症の 95％以上が，下肢の深部静脈もしくは骨盤内の静脈からの血栓に由来し，
その原因として上述の他に手術，長期臥床，悪性腫瘍，外傷，骨折，中心静脈カテーテル留置，
うっ血性心不全，慢性肺疾患，脳血管障害，抗リン脂質抗体症候群，薬剤などが挙げられる．さ
らにその発症時の誘因の明らかな症例のうち，57％が起立や歩行，22％が排便あるいは排尿に
伴って発症していたのである（Nakamura M. Clin Cardiol 2001; 24: 132-8）． 

そこで申請者は，深部静脈血栓を分子病理学的に検索し，血栓陳旧度判定に有用な指標の確立
してきた．そのためにまず実験用マウスを用いた DVT モデルを確立し，その血栓内における
様々な分子の動態について明らかにしてきた．本研究で対象としたアクアポリンは哺乳類の水
の動きに欠かせない分子であることから，法医学分野では溺死，脳浮腫，肺水腫，高体温・低体
温とアクアポリンとの関連について研究されている． 

アクアポリン 1 は中枢神経系を除く，赤血球，近位尿細管，肺，分泌腺，骨格筋，腹膜など
様々な臓器・組織・細胞に広く分布している．また血小板の凝固機能に寄与しており，アクアポ
リン阻害剤が抗凝固作用をもたらす可能性が示唆されている．またアクアポリン３はケラチノ
サイト，気道，尿路上皮細胞に発現しており，組織修復に重要な役割を果たしていることを示唆
する結果が報告されている．特にケラチノサイトの移動を促進し，アクアポリン３欠損マウスで
は皮膚の創傷治癒に障害を示し，また重篤な大腸炎を引き起こすことがわかっている． 

そこでアクアポリン１及び３の動態を明らかにすることは，血栓形成・溶解過程を解明する
上で非常に重要であると推測された．法医学領域において，血栓の形成時期の判定は，外傷や疾
患，生活状況，肺動脈血栓症との因果関係等，死亡に至るまでの過程や原死因の判定を左右する
こともある重要な因子のひとつである．申請者らは血栓内におけるアクアポリン陽性細胞の分
布や陽性細胞数の変化も重要な指標となり得ると考えた． 

 
 
２．研究の目的 

深部静脈血栓の発症機序については，いまだ解明されていない点が多いのが現状である．そ
こで申請者らは，細胞膜に存在し水分子のみを選択的に通過させることができる細孔（pore）を
持ったタンパク質，アクアポリン（Aquaporin, AQP）について，その血栓形成・溶解との関連
性に着目した．水は生命にとって不可欠であり，その反映としてアクアポリンは細菌から植物，
動物まで普遍的に存在しており，哺乳類では現在までに 13 種類のアクアポリンが，また水を求
めて移動できない植物では 30 種類以上のアクアポリンが見つかっている．人体にも多くのア
クアポリンが存在し，水輸送が豊富な臓器には多数の，そしてひとつの細胞にも複数種のアクア
ポリンが存在することが認められており，アクアポリンは互いに協調しながら働き，水の分泌，
吸収，再吸収のみならず，血管新生や腫瘍の転
移などにおける細胞移動，創傷・治癒への関与
や細胞増殖，細胞接着など多様な機能を持つ．
中でも赤血球に多く存在するアクアポリン１の
動態を明らかにすることは，血栓形成・溶解過
程を解明する上で非常に重要であると考えられ
る．血栓の形成時期の判定は，外傷や疾患，生
活状況，肺動脈血栓症との因果関係等，死亡に
至るまでの過程や原死因の判定を左右すること
もある重要な因子のひとつであり，申請者らは
血栓内におけるアクアポリン陽性細胞の分布や
数の変化もまたその判定を決定する重要な指標
となり得ると考えた． 

 

図 1 DVT モデルの作成方法 



３．研究の方法 
アクアポリンについての免疫組織化学的検索や，タンパク質や遺伝子発現の解析結果から，こ

れらの血栓内における病態生理学的役割とメカニズムを明らかにし，さらには法医学分野への
応用を目指している．最終的には，アクアポリンに関わる分子の動態を指標とした血栓の発症時
期を推定する方法の開発と，その法医実務への応用の可能性を検討するものである．したがって，
下大静脈結紮による深部静脈血栓塞栓症モデル（マウス）を用いた基礎的データの収集および陳
旧度に伴う血栓内のアクアポリンの病態生理学的役割とメカニズムの解析と，それに基づいた
剖検例への応用の可能性についての検討から成る． 
 
(1)基礎的研究 
①DVT モデルの確立と陳旧度別血栓の作成 
深部静脈血栓症モデルは申請者らの報告に基づいて図１のごとく（J Clin Invest. 2011; 121: 

2911-20），マウスを麻酔下で開腹し，下大静脈を 3-0 絹縫合糸にて結紮して作製する．結紮後 1, 
3, 5, 7, 10, 14, 21 日目に安楽死させ，血栓を含む下大静脈部を採取する．これらの下大静脈
は 10％ホルマリンにより固定し， パラフィン包埋切片を作成する．一方，下大静脈結紮 1，5, 
10, 14 日後に各 5匹を安楽死させ，下大静脈から血栓を採取し，-80℃にて保存した後，total 
RNA 並びにタンパク質を抽出する． 
②実験モデルにおける血栓内の分子機構の解明 
血栓形成および溶解過程において，抗アクアポリン１抗体と抗アクアポリン３抗体を用いた免

疫組織化学的染色を行った．またアクアポリン３の産生細胞を明らかにするために，抗 F4/80 抗
体を用いて，マクロファージとの蛍光二重染色を行った．抗アクアポリン１抗体による免疫組織
化学的染色像については，画像解析により，血栓断面積に占める器質化面積を求め，陳旧度別に
定量的評価を行った． 
(2)肺血栓塞栓症ヒト剖検試料との関連性－実務への応用の可能性についての検討 
基礎的実験を引き続き，ヒト剖検例への応用の可能性を考察した．基礎的実験方法と同様の方

法がヒト剖検試料についても応用可能かどうかを検討し，死後経過時間や死因との関連性を明
らかにした． 
 

４．研究成果 
本研究課題においては麻酔下で野生型マウスを開腹して下大静脈を結紮することにより，深

部静脈血栓症（DVT）モデルを確立した．この手法により結紮から 1，3日後の急性期，5，7，10
日後の亜急性期，14，21 日後の慢性期まで，７段階の各状態の血栓を得た．これらの血栓パラ
フィン包埋切片について，アクアポリン１及びアクアポリン３について，自動免疫染色装置
（Ventana Discovery® XT，Roche Diagnostics K.K.)にて免疫組織化学的染色を行った．そして
両者の局在や動態と血栓陳旧度との関連性を明らかにし，血栓陳旧度判定のための新たな指標
の確立を試みた． 
(1)血栓内アクアポリン１陽性領域の分布とコラーゲン陽性領域の関係 
血栓断面積にアクアポリン１陽性領域は結紮後５日目までは 70%以上を占め，7，10 日目は 40%

前後に減少し，さらに 14日以降では 20%以下に至った（図２，３）．以上の結果と，マッソン・
トリクローム染色によって得られた，コラーゲン領域との関連により，これまで難しかった，急
性期の血栓陳旧度判定の指標が可能となることが示唆された． 
 
 

 
(2)血栓内新生血管内皮へのアクアポリン１の発現 

アクアポリン１は線維化を示す領域には認められなかったが（図２），結紮から 10 日以降で
は血栓内の新生血管内皮細胞に明瞭に認められた（図４）．さらにアクアポリン 1と CD31 の局在
は，血管内皮細胞上でほぼ一致しているという結果も，蛍光二重染色で明らかになった． 

図２ 血栓断面のアクアポリン１の免疫組織化
学的染色像とマッソン・トリクローム染色像 

図３ アクアポリン１陽性領域とコラーゲン
陽性領域との関係 



 

 
(3)血栓内アクアポリン３陽性細胞とマクロファージ 

血栓中のアクアポリン 3 陽性細胞は，結紮から 1 日目の急性期にはほとんど陽性細胞は認め
られなかったが，5 日目以降には，血栓辺縁部に陽性細胞が認められた．陽性細胞数は 10 日目
で最も多く認められ，その後減少する傾向を示した（図５，６）．また蛍光二重染色の結果，血
栓内アクアポリン３の主な産生細胞は F4/80 陽性マクロファージと考えられ，両者の数は 10，
14 日目にほぼ同数となった（図６）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)アクアポリンによる血栓陳旧度判定のための指標の確立 
本研究では，アクアポリン 1 とアクアポリン３の免疫組織化学的に血栓内発現を確認するこ

とができ，両者が血栓の形成と解消に関与していることが示唆された．さらに，血栓陳旧度に伴
う両者の動態がこれまでに血栓陳旧度判定の指標として確立してきた，線維化を示す領域の変
化や，マクロファージ数の変化と密接に関連していることから，アクアポリン１，アクアポリン
３ともに血栓陳旧度判定のための新たな指標となり得ることが分かった．またヒト剖検例に発
見された深部静脈血栓においても，この指標が有効である可能性が高いことが，免疫組織化学的
染色の結果から明らかになった． 

図４ 血栓内新生血管内皮へのアクアポリン１発現（左）とアク

アポリン１陽性血栓内新生血管数（右） 

図５ アクアポリン３の免疫組織化学的染色像（左）と蛍光二重染色像（右） 

図６ アクアポリン３陽性細胞数とマクロファージ数との関連 
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