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研究成果の概要（和文）：本研究では，抗リン脂質抗体が血管内皮細胞・単球・リンパ球の相互作用を介して動
脈硬化病変を進展させ，動脈血栓塞栓症を引き起こすという仮説を立て，TypeIコラーゲン上に播種したヒト大
動脈血管内皮細胞と健常人末梢血単核球が接着等により直接作用できる接触系共培養モデルを作成し，抗リン脂
質抗体が単球および各種リンパ球（T細胞，B細胞，NK細胞）の血管内皮細胞への接着およびコラーゲンゲル層へ
の浸潤を促進するか否かを検討した．その結果，共培養モデルにAPS患者血漿から純化精製したAPS-IgGを添加す
ることにより，単球やリンパ球の血管内皮細胞への接着ならびに浸潤が促進されることを確認した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we hypothesized that anti-phospholipid antibodies advance 
arteriosclerosis through interactions between vascular endothelial cells, monocytes, and 
lymphocytes, causing arterial thromboembolism. To test this hypothesis, we created a contact 
co-culture model in which human aortic vascular endothelial cells seeded on Type I collagen and 
healthy peripheral blood mononuclear cells can interact directly through adhesion. Using the 
established contact co-culture model, we investigated whether antiphospholipid antibodies promote 
the adhesion of monocytes and various lymphocytes to vascular endothelial cells and infiltration 
into the collagen gel layer. As a result, we confirmed that adding APS-IgG purified from APS patient
 plasma to the co-culture model promoted adhesion and infiltration of monocytes and lymphocytes to 
vascular endothelial cells.

研究分野：血栓止血

キーワード： 抗リン脂質抗体症候群　抗カルジオリピン/β2グリコプロテインⅠ抗体　抗ホスファチジルセリン/プロ
トロンビン抗体　動脈硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗リン脂質抗体症候群（APS)における動脈血栓塞栓症の発症機序を明らかにする上で，抗リン脂質抗体の作用を
受けた血管内皮細胞や免疫担当細胞，さらには活性化血小板による相互作用のメカニズムの解明は重要である．
本研究ではAPS患者血中に近い血管内皮細胞と単核球の共培養モデルを用いることにより，抗リン脂質抗体が免
疫担当細胞の接着と血管内皮下への浸潤を促進し，動脈硬化を進展させる可能性を見出した．本研究成果は、
APSにおける動脈血栓塞栓症の病態解明のみならず新規治療法の開発にも結びつく知見であり、学術的意義は大
きいと考える．

※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 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は，リン脂質に関連する自己抗体である抗リン脂質抗体群の出
現と，それに伴う多彩な合併症（脳梗塞・深部静脈血栓症・肺塞栓症・習慣流死産など）を特徴
とするが，APSの病態発症機序は未だ解明されていない 1,2)．2012年に発表された日本人 APS患
者を対象とした調査 3)では，血栓症は約 86%の患者に認められ，その内訳は動脈血栓症 66%，静
脈血栓症 34%にみられており，日本人の APS 患者における特徴として，脳梗塞を中心とする動
脈血栓症が多いことが知られており，その発症機序にアテローム性動脈硬化症の進展が関連し
ていることが報告されている．近年の研究により，抗リン脂質抗体は，血管内皮細胞や免疫担当
細胞（単球・リンパ球・好中球），血小板など種々の細胞に作用することが明らかとなっている．
我々は，これまでの研究により，代表的な抗リン脂質抗体である抗カルジオリピン/β2 グリコプ
ロテインⅠ抗体（aCL/β2GPI）および抗ホスファチジルセリン/プロトロンビン抗体（aPS/PT）が，
単球の p38 MAPK のリン酸化および NF-κB の核内移行を介して組織因子（TF）の発現を促進
させることにより外因系凝固カスケードの活性化を惹起することに加え，aCL/β2GPI と aPS/PT
が血小板膜表面に結合することにより血小板の活性化を増幅させ，活性化血小板膜上における
テンナーゼおよびプロトロンビナーゼ複合体形成によるポジティブフィードバックによって血
栓形成を助長する細胞媒介性凝固反応による APS の病態機序を提唱してきた 4-8)．さらに近年，
抗リン脂質抗体が血管内皮細胞を活性化させ，ICAM1 や VCAM-1，E-セレクチンなど接着分子
の発現を促進させることが報告されている 9)． 
 
２．研究の目的 
本研究では，APS患者における動脈硬化性疾患の発症・進展機序の解明を目的に，抗リン脂質
抗体が接着分子の発現を促進させることに着目し，代表的な抗リン脂質抗体である aCL/β2GPIお
よび aPS/PTが血管内皮細胞・単球・リンパ球の相互作用を介して単球やリンパ球の血管内皮細
胞下への浸潤を促進させ，動脈硬化病変を進展させるか否かを検討した． 
 
３．研究の方法 
生体内において細胞間マトリックスとして重要な役割をもつコラーゲン上にヒト大動脈血管
内皮細胞（HAEC）を単層培養し，健常人末梢血単核細胞（PBMC）を共培養することによって
生体内の組織構築を反映させ，低酸素状態や栄養素勾配など微小環境に近い条件に加え，APS患
者血漿から純化精製した aCL/β2GPIと aPS/PTを含有する APS-IgGを添加し，APS患者血中に
近いモデルを作成した．本モデルを用いて抗リン脂質抗体が単球および各種リンパ球（T 細胞，
B細胞，NK細胞）の血管内皮細胞への接着およびコラーゲンゲル層への浸潤を促進するか否か
を検討した． 

HAECに接着せず浮遊している PBMCを含む培養上清を回収した後，PBS にて 3回洗浄を行
い，PBS 中に浮遊した細胞も同様のチューブに回収した．コラーゲンゲル上の HAEC を含むコ
ラーゲンゲルに 0.05%Collagenase Type 1を添加し，1時間作用させてコラーゲンゲルを完全に溶
解し，回収を行った後 well内を PBSにて 1回洗浄・回収して，血管内皮細胞に接着した PBMC
およびコラーゲンゲル層中に浸潤した PBMCを回収した． 
回収した培養上清ならびにコラーゲンゲル溶解液をそれぞれ 300G×5min 遠心分離したのち，
上清を除去し，得られた細胞を 0.1%BSAに再浮遊させた．それぞれモノクローナル抗体 CD14-
PEまたは CD14-FITC，CD3-FITCまたは CD3-PE，CD19-VioBlue，CD56PE-Vio770，7-AADにて
4重または 5重染色をして，フローサイトメーターにて解析した． 
 
４．研究成果 
健常人 5例の PBMCそれぞれについて，HAECと PBMCの共培養モデルを作成し，APS-IgG
を添加後 24時間培養した．対照として，抗リン脂質抗体陰性の SLE患者血漿から純化精製した
non APS-IgG，および健常人プール血漿から純化精製した normal-IgGを用いて同様の実験を行っ
た．24 時間培養後の培養上清中に浮遊する細胞，ならびに血管内皮細胞に接着およびコラーゲ
ンゲル層中に浸潤した細胞の割合についてフローサイトメトリーにて解析した結果，全例にお
いて上清中に残存した細胞数は，CD14 陽性細胞（単球），CD3 陽性細胞（T 細胞），CD19 陽性
細胞（B細胞），CD56陽性細胞（NK細胞）のいずれも減少する傾向がみられ（図 1），血管内皮
細胞に接着あるいはコラーゲンゲル層中に浸潤した細胞は，健常人 5 例中 4 例において単核球
分画の全てに増加傾向がみられた（図 2）．これら APS-IgG の作用について，normal-IgG や non 
APS-IgGと比較した結果，上清中に残存した細胞数は単球，T細胞，B細胞，NK細胞のいずれ
も APS-IgGの添加において，より減少する傾向がみられ（図 3），血管内皮細胞に接着あるいは
コラーゲンゲル層中に浸潤した細胞数は，単核球分画の全てにおいて増加傾向が認められた（図
4）．その中でも単球は，APS-IgGの添加により培養上清中の細胞数は明らかに減少，そして血管
内皮細胞に接着した細胞およびコラーゲンゲル層に浸潤した細胞数が有意に増加しており，血
管内皮細胞への明らかな移行が認められた． 



 

 
図 1 健常人 5 例（横軸）の PBMC を用いた抗リン脂質抗体が単核球の血管内皮細胞への接着・浸潤に及ぼす影響-培養
上清中細胞数の変化- 
健常人 5 例（横軸）におけるコントロール（1[n=4]，2[n=3]，3[n=3]，4[n=4]，5[n=4]）と APS-IgG 添加後（1[n=4]，
2[n=3]，3[n=3]，4[n=4]，5[n=4]）24 時間における培養上清中に残存した各種細胞数（縦軸）の変化を示した． 
(A)：単球細胞数（B）:CD3 陽性細胞（T細胞）数（C）:CD19 陽性細胞（B細胞）数（D）：CD56 陽性細胞（NK細胞）数 
2 標本 t検定:*;p<0.05，**;p<0.001 
HAEC：ヒト大動脈血管内皮細胞，PBMC：健常人末梢血単核球 

 

 
図 2 健常人 5例の PBMC を用いた抗リン脂質抗体が単核球の血管内皮細胞への接着・浸潤に及ぼす影響-HAEC に接着お
よびコラーゲンゲル層に浸潤した細胞数の変化- 
健常人 5 例（横軸）におけるコントロール（1[n=4]，2[n=3]，3[n=3]，4[n=4]，5[n=4]）と APS-IgG 添加後（1[n=4]，
2[n=3]，3[n=3]，4[n=4]，5[n=4]）24 時間におけるHAEC に接着あるいはコラーゲンゲル層中に浸潤した各種細胞数（縦
軸）の変化を示した． 
(A)：単球細胞数（B）:CD3 陽性細胞（T細胞）数（C）:CD19 陽性細胞（B細胞）数（D）：CD56 陽性細胞（NK細胞）数 
2 標本 t検定:*;p<0.05，**;p<0.001 
HAEC：ヒト大動脈血管内皮細胞，PBMC：健常人末梢血単核球 
 
 
 



 

 
図 3 健常人 1 例由来 PBMC を用いた抗リン脂質抗体が単核球の血管内皮細胞への接着・浸潤に及ぼす影響-培養上清中
細胞数の変化- 
コントロール[n=4]の細胞数を1としたときのAPS-IgG 添加後と健常人プールIgG 添加[n=3]および non APS-IgG（SLE 患
者 IgG）添加後[n=4]（横軸）の培養上清中に残存した単核球数（縦軸）の変化の比較を示した． 
(A)：CD14 陽性細胞（単球）数（B）:CD3 陽性細胞（T細胞）数（C）:CD19 陽性細胞（B細胞）数（D）：CD56 陽性細胞（NK
細胞）数 
2 標本 t検定:*;p<0.05，**;p<0.001 
HAEC：ヒト大動脈血管内皮細胞，PBMC：健常人末梢血単核球 

 

 
図 4 健常人 1例由来 PBMC を用いた抗リン脂質抗体が単核球の血管内皮細胞への接着・浸潤に及ぼす影響-HAEC に接着
およびコラーゲンゲル層に浸潤した細胞数の変化- 
コントロール[n=4]の細胞数を1としたときのAPS-IgG 添加後と健常人プールIgG 添加[n=3]および non APS-IgG（SLE 患
者 IgG）添加後[n=4]（横軸）のHAEC に接着あるいはコラーゲンゲル層中に浸潤した単核球数（縦軸）の変化の比較を示
した． 
(A)：CD14 陽性細胞（単球）数（B）:CD3 陽性細胞（T細胞）数（C）:CD19 陽性細胞（B細胞）数（D）：CD56 陽性細胞（NK
細胞）数 
2 標本 t検定:*;p<0.05，**;p<0.001 
HAEC：ヒト大動脈血管内皮細胞，PBMC：健常人末梢血単核球 
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