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研究成果の概要（和文）：THP-1由来EVの構造解析、樹状細胞免疫誘導ならびにサイトカイン産生を検討した。
ITP患者におけるサイトカインのSNP解析では、TGF-β1 +869 C/C genotype の頻度が健常コントロールに比較し
て有意に低値であることが判明した。ITPに対する治療反応性に関しては、ステロイドおよびトロンボポエチン
受容体作動薬(エルトロンボパグ)の反応性とサイトカイン遺伝子多型に一定の傾向が得られた。以上の結果よ
り、治療の反応性とEVに関するデータを組み込むことによって、難治性ITPの早期診断および適切な治療ストラ
テジーの構築に結びつく可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analized the structure of EV derived from THP-1, the dendritic cell 
instruction of immunity and cytokine production. The cytokine-related SNP analysis in ITP patients 
revealed that low frequency of TGF-β1 +869 C/C genotype compared to normal controls. About the 
treatment reactivity to ITP, a constant tendency was provided in reactivity and cytokine genetic 
polymorphism of a steroid and the thrombopoietin receptor stimulating medicine (eltrombopag). These 
results suggested that it was more likely to be tied to early checkup of intractable ITP and the 
construction of the appropriate treatment strategy by incorporating reactivity of the treatment and 
EV-related data.

研究分野： 病態検査学

キーワード： ITP　SNP　EV

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ITP患者のTGF-β1 +869 C/C genotype の頻度が健常コントロールに比較して有意に低値であることが判明し
た。またITPに対する治療反応性に関してもステロイドおよびトロンボポエチン受容体作動薬(エルトロンボパ
グ)の反応性とサイトカイン遺伝子多型との関連性について新たな知見を得ることができた。活性化したTHP-1か
らのEVの構造解析、ITPにおける標的細胞の検討と並行して、EVの樹状細胞免疫誘導ならびにサイトカイン産生
が明らかとなった。以上より、治療の反応性とEVデータの組み込みによって、難治性ITPの早期診断および適切
な治療ストラテジーの構築が可能となることが示唆された。

※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 
免疫性血小板減少症(ITP)では、ステロイドを中心とした治療薬の適正な使用が、その後の臨床
経過を左右しているが、難治性の ITP に関する対策は未だ完全ではない。したがって、難治性の
ITP を早期に診断して適切な治療ストラテジーを構築することは、ITP の治療上極めて重要な課
題である。Extracellular vesicle (EV)は、細胞が活性化されたりアポト－シスに陥った際に生
成される物質であり、細胞間情報伝達物質として作用しながら、生体における恒常性維持や様々
な病態の発症メカニズムに関与している。サイトカイン遺伝子の SNP は多くの自己免疫疾患の
病態に関わっていることが判明しており、海外では ITP の病態に関する検討が一部報告されて
いる。しかし、これまで、EV とサイトカイン遺伝子の SNP 解析を組み合わせた難治性の ITP の
病態解析への試みは実施されていない。 
 
 
２．研究の目的 
難治性 ITP の病態を早期に診断するためには、従来の血小板数と抗血小板抗体の存在による

解析だけでは不十分であると考えられる。本研究は EV とサイトカイン遺伝子の SNP 解析を組み
合わせた全く新しい病態評価でのアプローチであり、新知見の収穫が大いに期待される。本研究
は、申請者が長年に渡って研究してきた EVの構造および機能を十分に利用し、EV の意義を ITP
の結果として捉えるのではなく、むしろ病態の導入部分に関わるものとして捉え、それを難治性
ITP の病態評価に積極的に利用しようとするものである。ここ数年、申請者が明らかにしてきた
EV の構造および多機能性とそのサブポピュレーションの多様性を考えると、本研究は実現可能
な独創的研究と考えられる。また、サイトカイン遺伝子の SNP 解析を組み込んだ病態評価法の確
立はこれまでにない新たな取り組みであり、難治性 ITP に対する新しい治療戦略の作成につな
がることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) EV の構造解析ならびに ITP における標的細胞の検討: Exosome・Ectosome・Apoptic Body の
3 種類の EVの構造解析を行う。血小板と白血球は健常人末梢血より遠心分離にて採取し、EVの
作成に使用する。また単球系培養細胞の THP-1(既に所有している)もこれら EV の材料とする。
培養血管内皮細胞は、ヒト臍帯静脈より分離培養し、confluent に達した時点で実験に使用し、
一部は内皮細胞由来 EVの作成に用いる。血小板および単球で、アゴニストとしてはカルシウム・
イオノフォアーおよび TRAP を使用し、血管内皮細胞では TNFαと LPS を用いて作成する。EV の
表面マーカー解析は、血小板系は CD41 と CD42b の 2 カラー解析により、また単球系は CD14 と
TF の 2カラー解析により検出する。内皮細胞膜糖蛋白関連抗原(CD31、CD51、CD54、CD62E、CD10、
CD144、CD146)をそれぞれ PE 標識抗体で染色し、FITC-Annexin V および FITC-TF との 2 color
解析を行う。また標的細胞の ICAM-1・VCAM-1・L-&E-selectins 発現に対する影響を検討する。
標的細胞としては THP-1 を用いて、PDEV 存在下での THP-1 と内皮細胞の接着状態を共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて観察する。標的細胞への影響は、接着分子 ICAM-1 の発現を誘導し、その原
因の一つとしてプロテインキナーゼ C(PKC)および MAP キナーゼ(MAPK)の関与を考えている。PKC
は、Western blotting と kinase activity の検出により、PKC isozyme を解析する。MAPK は、
p42/p44 MAPK、p38 MAPK、および JNK について phosphorylation と immunoblotting 法で検出す
る。また、COX-2、c-Jun、Elk-1、CRE の各 transcriptional activity を測定する。。 
(2) ITP 患者におけるサイトカイン遺伝子多型の測定(SNP 解析): ITP 症例からの DNA は、標準
的な方法によって末梢血から抽出を行う。以下の polymor-phism を決定するために、シーケンス
に特有のプローブを含む市販のキット(OneLamda 社)で PCR-SSP 方法を使用して、サイトカイン
遺伝子型を決定する。[1]  IL-6: プロモーター領域-174 で IL-6 をコード化している遺伝子の
多型性は、特異プローブを用いて決定する。アンプリファイ後、PCR 製品長 611bp を含むサンプ
ルを制限酵素 SfaNI で消化し、3%アガロースゲルの上で電気泳動にかける。3つの消化パターン
により、①ヘテロ接合体 GC (611bp-376bp-235bp) ②ホモ接合体 GG (376bp-235bp) ③ホモ接合
体 CC (611bp) に分類する。[2] TNFα：プロモーター領域-308 で TNFαをコード化している遺
伝子の多型性を特異的プローブによって、ヘテロおよびホモ接合体に分類する。[3]  IL-10： 3
つのプロモーター領域-1082、-819、-592 で IL-10 をコード化している遺伝子の多型性を特異的
プローブによって、ヘテロおよびホモ接合体に分類する。[4]  IFNγ：イントロン 1の位置+874
でコード化している遺伝子の多型性を特異的プローブによって、ヘテロおよびホモ接合体に分
類する。[5] TGFβ: コドン 10 およびコドン 25 でコード化している遺伝子の多型性を特異的プ
ローブによって、ヘテロおよびホモ接合体に分類する。 
(3) EV の DC 免疫誘導ならびにサイトカイン産生に関する検討：健常人ヒト末梢血単核球よりミ
エロイド系 CD11c+DC およびリンパ球系 pDC を単離し実験に用いる。純化した 2種類のヒト DC亜
群と3種類のEVを組み合わせ、それぞれを培養する。各DC亜群の成熟活性化度合いをCD40,CD40, 



CD80, CD86, CD83 の発現を指標としフローサイトメーターで解析する。また細胞上清における
サイトカインの量を ELISA 法にて測定する。サイトカインとしては IFN-α,IL-12,IL-6,IL-10, 
TNF-α を選定する。さらに活性化の指標となる DC の重要な活性化シグナル分子として、MAPK 
pathway, PI3K pathway, Rho family, RIG-I, MDA5, NFκB, IRF family などをターゲットとし
て PCR 法や Western Blot 法、PhosFlow 法などを用いて解析する。 
(4) ITP 患者の治療経過に基づく患者の層別解析: ステロイド剤や免疫抑制剤は抗血小板抗体
の生成抑制に関与する。また、TPO 受容体作動薬は、TGFβ1 の増加に伴う制御性 T細胞の機能回
復を引き起こし、ITP の根治に関わるトレランスの誘導が期待される。これらの治療反応性によ
る層別解析にサイトカイン遺伝子の SNP 解析および EV に関するデータを組み込んで、本研究の
最終目的である難治性 ITP の早期診断および適切な治療ストラテジーの構築に結びつける。 
 
 
４．研究成果 
(1) EV の構造的特徴 
大部分の EV において PSの発現が認められたが、LFA-1 発現は低値群・高値群の 2群に分類さ

れた。標的細胞への影響は、接着分子 ICAM-1 の発現が誘導された。Western blotting と kinase 
activity の検出により、プロテインキナーゼ C(PKC)活性化が検出された。 
MAP キナーゼ(MAPK)は、p42/p44 MAPK、p38 MAPK、および JNK が immunoblotting 法で検出さ

れた。以上より、EVは標的細胞の単球と血管内皮細胞の ICAM-1 の発現を亢進し、そのメカニズ
ムに PKC と MAPK の関与が示唆された。 
(2) ITP 患者のサイトカイン SNP 解析 
 150 名の ITP 患者を解析した結果、健常対象者と比較して ITP 患者に、TGF-β1 +869 C/C 遺
伝子型の頻度が有意に低下していた（9.3%対 22.9%;χ2 = 5.4154; p = 0.01996; OR = 0.408）
（表 1）。しかし、IFN-γ、TNF-αまたは IL-10 遺伝子頻度の違いは、ITP と健常対象者で有意な
差は観察されなかった。 
 

 
表 1  ITP 患者におけるサイトカイン SNP の解析 

 
(3) サイトカイン誘導効果 
EV は、OX40L によって媒介される Th2 反応を促進することが予想されたために、まず浄化さ

れたナイーブまたはメモリーCD4+ T 細胞に対する EVの影響を検討した。組み換え型 OX40L また
は EV 投与をうけている DCs（TSLP-DCs）を検討した結果、T細胞によるサイトカイン産生誘導の
大部分の EV は、フォスファチジルセリンを含むが、リンパ球機能分子抗原の発現はごく軽度で
あった。EVは、IL-5、IL-9、IL-13 のさらなる産生を誘導し、ナイーブ T細胞からの TSLP-DC あ
るいは OX40L による Th2 誘導と CRT 陽性 CD4 陽性 Th2 メモリー細胞の Th2 機能保持を強力に維
持した。以上より、EV はそれが開始する TSLP-DC-OX40L 軸のポジティブな監視機構として機能
して、細胞媒介 Th2 を持続的に刺激することが判明した。このことから、これらの反応を制御す
ることが ITP における抗血小板抗体産生に対する新しい治療ターゲットとなる可能性が示唆さ
れた。 
(4) ITP の層別解析 
層別解析として治療の反応性を検討した。ステロイド反応性良好群では、IL-10－819 CC と－

592のCC遺伝子型の頻度が不良群に比較して有意に上昇していた（26.0%対 3.2%;χ2 = 9.9532、
p = 0.00161、OR = 0.124）（表 2）。また、IL-10－819 TT と－592 の AA 遺伝子型の頻度は、良
好群で有意に低い結果が得られた（31.5%対 59.7%;χ2 = 4.1178、p = 0.04243、OR = 1.894）
（表 2）。 
 



 
表 2  ITP 患者におけるステロイド反応性とサイトカイン SNP 解析 

 
エルトロンボパグ反応性良好群では、IL-10－819C/T と－592 の C/A 遺伝子型の頻度が不良群に
比較して有意に上昇していた（56.3%対 16.7%;χ2 = 4.9185、p = 0.02657、OR = 0.296）（表
3）。加えて、良好群は、高い TGF-β1 T/C 遺伝子型の頻度を持っていた（68.7%対 13.3%;χ2 = 
8.4153、p = 0.00372、OR = 0.194）（表 3）。一方、TGF-β1 T/T 遺伝子型の頻度は、良好群で有
意に低い結果が得られた（18.8%対 70.0%;χ2 = 6.6407、p = 0.00997、OR = 3.733）（表 3）。 
 

 
表 3  ITP 患者におけるエルトロンボパグ(Elt)反応性とサイトカイン SNP 解析 
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