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研究成果の概要（和文）：本研究は抗リン脂質抗体（aPL）による種々の血栓形成・細胞障害作用の解明を目的
とし、患者血漿からアフィニティー精製した各種IgG-aPLと独自に開発したヒト単核球／多核顆粒球培養実験系
を用いて検討した。
本研究成果より、炎症性サイトカインがaPL による単球表面組織因子（TF）発現に対してポジティブのプライミ
ング作用を有することに加え、aPLによる単球TF発現にCD14抗原が関与している可能性を見出した。さらに、aPL
が好中球細胞外トラップ（NETs）形成を引き起こす可能性を明らかにした。APS患者では、aPLによりNETsや単球
表面TF発現を中心とする血栓形成作用が増幅されると推測できる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate various thrombus formation and 
cytotoxic effects by antiphospholipid antibody (aPL).
The results of this study indicate that inflammatory cytokines have a positive priming effect on 
aPL-induced monocyte surface tissue factor (TF) expression. Moreover, we revealed a signal by aPLs 
was transmitted via CD14 and may induce various inflammatory reactions such as TF expression on 
monocytes. Furthermore, we found that aPL induces the formation of neutrophil extracellular traps 
(NETs). In APS patients, it can be speculated that aPL amplifies the thrombogenic effect centered on
 NETs and monocyte surface TF expression. 　
These findings have important potential not only to elucidate the pathogenesis of APS, but also to 
serve as evidence for new therapeutic strategies.

研究分野： 血栓止血学　臨床検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
aPLにより引き起こされる、単球表面 TF 発現による外因系凝固の活性化や血管障害・血管炎症に関与するNETs
形成促進作用は、APSにおける動・静脈血栓症発症機序の中心的な役割を担っていると推測される。
本研究において、aPL刺激による単球表面TF発現に関与している細胞表面レセプターを解明するとともに、TF発
現が炎症性サイトカインにより増強されること、好中球が関与する血栓形成作用（NETs形成）についても明らか
にした。本研究成果はAPSの病態発症機序の解明に繋がるのみならず、新たな治療戦略のエビデンスとなる可能
性が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は、患者血液中にリン脂質に関する自己抗体である抗リン脂質

抗体（aPL）が出現することにより、動・静脈血栓症や妊娠合併症などを引き起こす自己免疫疾
患である。APS の検査診断では aPL の検出が必須であるが、ELISA による測定系が確立されて
いるのは抗カルジオリピン抗体（aCL）と抗 β2グリコプロテイン I 抗体（aβ2GPI）のみで、他の
aPL により引き起こされる APS 症例が見逃されていることが危惧される。 

APS 患者では、個々の aPL が持つ種々の血栓形成作用が複雑に絡み合って多彩な合併症が引
き起こされると推測される。したがって、単一の aPL を保有する患者群よりも複数種の aPL を
保有する患者群でより重篤な合併症を発症することが危惧される。 
そこで、血栓性合併症との関連が強いことが示唆されている 2 つの aPL（aCL/β2GPI・aPS/PT）

が共に陽性である aPL を用い、IgG-aPL による血栓形成に関与する細胞活性化作用及び細胞障害
作用を解明するという着想に至った。 

 
２． 研究の目的 
本研究は、患者血中に出現する aPL の中でも血栓性合併症と関連の強い aCL/β2GPI 及び aPS/PT

の細胞活性化作用及び細胞障害作用を明らかにすることで、患者毎にリスクの高い合併症を推
測できる新たな APS 検査診断法を確立するとともに、aPL による種々の血栓形成・細胞障害作
用の解明を目的として実施した。具体的には、IgG-aPL にて単球や好中球を刺激し、①aPL を認
識する単球表面レセプター及び細胞内シグナル伝達経路、②炎症状態における aPL の単球 TF 発
現の増強作用、③aPL の好中球細胞外トラップ（NETs）形成への関与などについて総合的に解析
した。さらに、④APS の検査診断において臨床的有用性の高い aPL について検討した。 
 
３． 研究の方法 
代表的な APS 患者血漿よりプロテイン G カラムにて、IgG-aPL をアフィニティー精製し、各

抗体に対応する抗原（リン脂質とエピトープ提供タンパクの複合体）をリガンドとした抗原カラ
ムクロマトグラフィーにて各種 aPL を単離・精製した。 
独自に開発したヒト単核細胞（PBMC）／多核顆粒球（PMNC）培養実験系にて、IgG-aPL を

添加し、①阻害剤等を用いた aPL を認識する細胞表面レセプターの検討、②各種刺激因子を添
加したプライミング作用を有する因子の特定、③aPL の NETs 形成への関与について解析するこ
とにより、aPL による血栓形成作用や細胞障害作用が亢進されるか検討した。さらに、④APS 症
例と non APS 症例を対象とした臨床研究にて、臨床的有用性の高い aPL について検討した。 
 
４．研究成果 
（1）aPL の血栓形成作用を増幅させる炎症メディエーターの解明 
単球に対しプライミング作用を有する因子を探索するとともに、プライミング処理により、後

続刺激である aPL による血栓形成作用が亢進あるいは抑制されるかを検証した。 ヒト末梢血単
核細胞（PBMC）培養実験系にて、まず単核球を各種サイトカイン（TNF-α・IL-1β・IL-6・IL-10）
で前処理（プライミング処理）した。プライミング処理後、SLE/APS 患者由来の IgG-aPL にて
PBMC を刺激し、単球表面組織因子（TF）の発現をフローサイトメトリー解析した。 
その結果、炎症性サイトカインである TNF-α・IL-1β 及び IL-6 で処理後に、IgG-aPL 刺激を行

うと、TF の発現が増加することを確認した（図 1－3）。一方で、抗炎症サイトカインである IL-
10 による前処理後に IgG-aPL 刺激を行うと、単球表面の TF 発現が抑制されることを確認した
（図 4）。 

SLE 患者では，血管炎をベースに血栓症が引き起こされることが知られており、炎症部位では
局所的にサイトカイン等の炎症メディエーターが高値であると推測される。その結果サイトカ
インや自己抗体の作用により慢性的に単球が刺激され、さらに抗リン脂質抗体が存在すること
により、単球表面 TF 発現を中心とする血栓形成作用が増幅される可能性を見出した。 
 

図 1．TNF-α にて単核球を前処理した際の TF 発現量の解析  



図 2．IL-1β にて単核球を前処理した際の TF 発現量の解析 
 
 

図 3．IL-6 にて単核球を前処理した際の TF 発現量の解析 
 
 

図 4．IL-10 にて単核球を前処理した際の TF 発現量の解析 
 
 
 
（2）aPL が認識する単球表面レセプターの探索 
これまでの研究成果より、PBMC を aPL で刺激することにより、単球表面の TF 発現並びに単

核球からの TNF-α 産生が増幅されることを明らかにしてきた。今回、aPL 刺激により単球が TF
を発現する際に単球表面 CD14 抗原が shedding する現象を捉えた。 
したがって本研究では、CD14 が aPLs を認識するレセプターであると仮定し、TF 発現のトリ

ガーとなり得るか検討した。 
その結果、CD14 抗原の shedding の度合いは aCL/β2GPI 及び aPS/PT がそれぞれ single positive

である IgG-aPL で刺激した場合よりも、両抗体が double positive である IgG-aPL で刺激した場合
に大きかった。さらに、IgG-aPL にて刺激する前に単球をモノクローナル抗  CD14 抗体
（CD14mAb）で処理することで、double positive IgG-aPL 刺激による単球表面の TF 発現が有意
に抑制されることを明らかにした（図 5）。ゆえに、aPL による単球表面 TF 発現には、CD14 抗
原が関与していることが示唆された。 



 

図 5．CD14mAb 処理による単球表面 TF 発現抑制作用 
 
 
 
（3）aPL の好中球細胞外トラップ NETs 形成への関与 
 本邦における APS の半数は膠原病に合併する二次性 APS であり、代表的な基礎疾患である全
身性エリテマトーデス（SLE）に併発する APS（SLE/APS）は、重篤かつ多彩な血栓症を発症す
ることが知られているが、その病態機序は未だ解明されていない。近年、SLE 患者では病原微生
物を能動的にトラップする好中球細胞外トラップ（NETs）が生じやすいことが報告されている。  
本研究では、PMNC を aPL で刺激することにより、NETs 形成が促進されるか検討した。その

結果、死細胞割合・好中球エラスターゼ活性・ROS 産生細胞の増加が引き起こされることを明
らかにした。さらに aPL 刺激により、PMNC の膨化・NE の細胞外放出・細胞平均面積が増加す
ることを免疫蛍光染色にて明らかにした（図 6）。本研究成果より、aPL 刺激によって引き起こさ
れた好中球の細胞死は NETs であると推測され、APS 患者では、aPL により NETs を中心とする
血栓形成作用が引き起こされるとともに単球表面TF発現を中心とする血栓形成作用が増幅され
ると推測できる。 
 

図 6．IgG-aPL 刺激による好中球の細胞面積の増大 
 
 
（4）各種 aPL の APS 診断能の検討 
現在の APS 診断基準に採用されている aPL のうち、4 種類（抗カルジオリピン抗体（aCL）

及び抗 β2-グリコプロテインⅠ抗体（aβ2GPI）の IgG・IgM クラス）は標準化されたイムノアッセ
イを用いて測定することと定義されている。本研究では、Manual assay（MESACUP-2 test
【MBL 社】・QUANTA Lite®【INOVA 社】）及び、Automated assay（MEBLux test【MBL 社】搭
載 STACIA【LSI メディエンス社】・QUANTA Flash®【INOVA 社】搭載 ACL AcuStar®【Werfen
社】・EliA 搭載ファディア 100【ともにサーモフィッシャー社】）を用い、4 種類の aPL の抗体
価測定を実施した。その結果、各種アッセイにおける APS 診断能を算出したところ、aCL IgG
で AUC が 0.84－0.92、aβ2GPI IgG で 0.86－0.93、aCL IgM で 0.61－0.63、aβ2GPI IgG で 0.57－
0.66 とであり、IgG クラスの aPL が APS の検査診断において臨床的有用性が高いことが示され
た． 
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