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研究成果の概要（和文）：ヒト単球系細胞THP-1が組織因子TFを産生する分子機構を解析し，トロンビン受容体
PAR1の活性化がTF放出に寄与していることを確認した．ニューロキニン1受容体（NK1R）阻害薬はTHP-1のTF放出
を抑制したが，同阻害薬はPAR1に対する競合阻害薬として作用しておらず，NK1Rはautocrine/paracrineの様式
によってTF放出に関与し,完全長NK1Rではなく，short form NK1Rが関与してた．臨床使用が可能なNK1R阻害薬で
あるアプレピタントはTHP-1のTF放出を抑制可能であったため，白血球による血栓強化が関連する病態への治療
効果が期待できると考えられた．

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of tissue factor release from human monocytic cells
 were analyzed. We confirmed that activation of the thrombin receptor PAR1 contributes to tissue 
factor release. Inhibitors for neurokinin-1 receptor (NK1R) suppressed tissue factor release from 
human monocytic cells; however, these inhibitors did not act as competitive inhibitors for PAR1, 
implicating that NK1R is involved in tissue factor release through an autocrine/paracrine mechanism.
 It was confirmed that not the full-length NK1R expressed in activated cells, but the short form 
NK1R expressed in resting (non-activated) human monocytic cells, is involved in this process. 
Aprepitant, a clinically available NK1R inhibitor, was able to suppress tissue factor release from 
human monocytic cells, suggesting its potential therapeutic effect in conditions related to 
thrombosis enhancement by leukocytes.

研究分野： 麻酔学

キーワード： 単球　組織因子　アポトーシス　凝固活性小胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、臨床使用が可能なNK1R阻害薬であるアプレピタントはヒト単球系細胞の組織因子放出を抑制可能
であったため，白血球による血栓強化が関連する病態への治療効果が期待できると考えられた．がん患者数は増
加する一方，医療の進歩によりがん患者の生存率は向上している．がん患者の死因のうち，がんの進展に次いで
多いのが血栓塞栓症と言われており，治療が順調に進んでいたとしても，血栓塞栓症の併発による活動度の低下
は予後に大きく影響する．薬剤による予防戦略の提案を行うことで，がん患者の予後改善に大きな貢献ができる
と期待される．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
高齢化社会の中でがん患者数は増加する一方であるが，医療の進歩によりがん患者の生存率は
向上している．化学療法を受けながら仕事を続けている患者は着実に増えており，2016 年に成
立した改正がん対策基本法ではがん患者の雇用継続等に配慮するよう事業主に努力を強く求め
る内容になっている．がん患者の死因のうち，がんの進展に次いで多いのが血栓塞栓症と言われ
ている [1]．がんに伴う血液凝固能亢進によって発生する血栓塞栓症はトルソー症候群として知
られている．治療が順調に進んでいたとしても，血栓塞栓症の併発による活動度の低下は予後に
大きく影響する．がん症例における病的血栓形成には，単なる凝固系の異常だけでなく，がん細
胞が産生する組織因子，サイトカイン，ムチンなど様々な物質に加え，血小板，白血球，血管内
皮細胞を巻き込んだ複合的な分子機構が存在すると考えられている [2]．われわれは白血球が関
与する静脈血栓症の発生・強化の分子機構に注目し研究を継続している．血液粘弾性変化など全
血を試料とした止血機能評価により、血液凝固に必要な基本コンポーネントである凝固因子と
血小板に加えて白血球が凝固亢進や血栓強化に重要な役割を持つことが明らかになっている 
[3,4]。特に血流速度の遅い静脈系に発生する赤色血栓の形成には白血球の関与が大きい。なか
でも単球は、循環する白血球の 3 ‒ 8%を占めており、貪食とそれにともなう抗原提示細胞とし
ての機能を有する自然免疫細胞であるが、他の白血球を集簇するためのケモカイン産生のほか、
外因系凝固の開始機転となる組織因子を発現する機能を有している。 
 
血液凝固カスケードの最終ステップはフィブリノーゲンをフィブリンへと限定分解するトロン
ビンを生成する酵素複合体 prothrombinase complex の活性化である。酵素活性を持つ第 10
因子とその補酵素である第 5 因子は陰性荷電リン脂質を足場として結合しリン脂質の共在によ
り酵素活性が爆発的に増加する [5]。リン脂質に含まれるホスファチジルセリンは不可逆的に活
性化した血小板表面にあることがよく知られており、凝集した血小板の表面は凝固因子が濃縮
した状態で活性化される場であるため血栓形成の足場として重要であることは広く認知されて
いる。血流速度の速い動脈系では血管壁プラークに血小板が粘着した後，血液成分のすべてが血
栓に巻き込まれることなく凝固塊が成長するため白色血栓が形成される．一方，血流速度の遅い
静脈系で血栓が発生する場合，血栓周囲に血液成分のすべてが停留するため，赤血球や白血球が
巻き込まれた赤色血栓となる．左房内血栓や深部静脈血栓などはこれにあたる．ホスファチジル
セリンは凝集した血小板の表面に存在するほか，アポトーシスの状態となった細胞の表面にも
発生する．このことから血液中に循環する白血球のアポトーシス誘導の分子機構は静脈系血栓
の発生に強く関与する．一方，組織因子は循環血液中の凝固第 7 因子と結合した状態で第 10 因
子と結合可能となり，後者の凝固活性を亢進する．組織因子は通常血管外マトリックスに存在す
るため，この経路による第 10 因子活性化は血管外で起こるとされ，外因系凝固と呼ばれている 
[5]．しかし循環血液中の単球は特定の刺激に応じて血管内でも組織因子を発生しうる． 
 
これらのことから，赤色血栓に偶然巻き込まれてしまった単球は血栓を強化する機能を有する
と考えられるため，その分子機構を解析し，制御する方法を確立すれば静脈血栓症の薬理学的予
防が可能であると考えられる．また，われわれは単球が構成的に発現しているニューロキニン 1
受容体(NK1R)が血液凝固活性の亢進に重要な役割を演じていることを報告している．さらにそ
の mRNA のスプライスバリアントのひとつである完全長 NK1R の全血中での発現を血栓塞栓症
の周術期バイオマーカーとして提唱している．しかしがん患者の血栓性素因と NK1R との関連
については明らかになっていない． 
 
２．研究の目的 
 
がん患者における血栓塞栓症発症の病態解明と，薬剤による予防戦略の提案を行うことで，がん
患者の予後改善に大きな貢献ができると期待される．そこで本研究課題は，赤色血栓に偶然巻き
込まれてしまった単球が血栓を強化する機能を有すると仮定し，そこで想定されうる分子機構
を解析することを目的として立案された．また「完全長 NK1R 遺伝子発現は緩和ケア治療の対
象となるがん性痛患者において血液凝固亢進さらには血栓性イベント発生のバイオマーカーと
なりうるか？」という臨床的疑問についても検討をこころみた． 
 
３．研究の方法 
 
ヒト単球系細胞として樹立細胞株 THP-1 を使用した[6]．THP-1 細胞浮遊液を試料としたアポ
トーシス発生や凝固活性小胞発生に関する評価はフローサイトメトリーを利用した[6]．細胞浮
遊液上清中の組織因子活性測定は Human Tissue Factor Chromogenic Activity Kit (AssayPro, 
MO, USA)を使用し施行した． 



 
４．研究成果 
 
【試験管内血栓モデルにおける血栓サイズの定量化】 
血液成分を模した培養液（25-mM HEPES 混合 RPMI1640 に終濃度 2-mM の塩化カルシウムを
加えたもの）にヒト単球系細胞 THP-1 を浮遊させ，96 穴培養用プレートに分注した．そこに新
鮮凍結血漿（FFP）を加えた後 37°C で加温した．THP-1 が存在しない状態でも FFP 終濃度が
3%を超えると培養液は 1 時間以内にゲル化した．そこで FFP 終濃度を 1%とし蛍光標識したフ
ィブリノーゲン（FITC-フィブリノーゲン，終濃度 1%）を加えたところ培養液はゲル化せず液
体の状態が保たれていた．プレート内の培養液をすべて取り出し，新しい培養液を分注し蛍光顕
微鏡で観察したところ，蛍光をともなう血栓が認められた．これを蛍光プレートリーダーで観察
したところ，培養皿底面に付着する血栓の面積を定量可能であった．THP-1 の存在は血栓を有
意に増大した．培養液にヘパリンを加えると血栓形成は協力に抑制された．このことから，この
実験系は単球依存性の血栓形成を定量可能な実験モデルとして利用可能と考えられた． 
 
われわれは以前から単球を autocrine/paracrine の分子機構で活性化するアゴニストとしてヘモ
キニンに注目してきた．ヘモキニンは神経伝達物質のひとつとして作用するサブスタンス P の
受容体であるニューロキニン 1 受容体（NK1R）のアゴニストであり，THP-1 を含むヒト単球系
細胞が産生する．そこで培養液にサブスタンス P の阻害薬である Spantide を加えたところ，単
球により増大した血栓が有意に縮小した．また Spantide と同様 NK1R 阻害薬として作用するア
プレピタントを培養液に加えたところ，血栓サイズはやはり有意に縮小した．アプレピタントは
抗悪性腫瘍剤投与に伴う悪心，嘔吐などの消化器症状に保険適応がある医薬品である．このこと
から，アプレピタントは静脈系血栓の増大を抑制するための臨床応用が可能な医薬品として有
望であることが示唆された． 
 
【血栓に巻き込まれた単球が血栓を増強する分子機構】 
THP-1 の細胞浮遊液に蛍光標識した組織因子の特異的
抗体（CD142 抗体）を加えフローサイトメトリーを行っ
た．THP-1 の細胞そのものは CD142 抗体に染色されな
かったが，正常細胞より有意に小さい THP-1 細胞由来と
考えられる小胞が CD142 抗体で染色された．この小胞
のほとんどは直径 1 µm の蛍光サイズマーカーより大き
かった．この組織因子を発現した小胞がアポトーシス発
生にともなって発生するアポトーシス小胞と同一のもの
であるかどうかを確認するため，アポトーシスにともな
い細胞膜上に表出するホスファチジルセリンと特異的に
結合する Annexin V を蛍光標識し CD142 抗体とともに
細胞浮遊液に加えた．その結果，組織因子を表出した小
胞はアポトーシス小胞とは独立した小胞であることが明
らかとなった（図 1）． 
 
組織因子活性が THP-1 の正常細胞表面でには存在せず，
そこから切り出された小胞上にあることが確認されたた
め，処理を行った細胞を遠心（5000 rpm, 1 分）して得ら
れた細胞上清を凍結保存し，解凍後に市販の組織因子活
性測定キットを利用して組織因子を定量した．血栓に巻
き込まれた状態で単球を活性化する分子機構として血液凝固カスケードの進行にともなって発
生する物質に着目した．プロトロンビナーゼ複合体が触媒する酵素反応の産物としてトロンビ
ンが発生する．トロンビンはフィブリン形成のほか，血小板や単球表面の受容体に結合しこれら
の細胞を活性化するため，血栓内部で巻き込まれた単球を刺激する物質の候補のひとつである
と考えられる．トロンビン受容体は protease activated receptor 1 (PAR1)として分子構造が特
定された G 蛋白共益型受容体である。リガンドであるトロンビンは蛋白分解酵素であることか
ら、PAR1 の活性化も受容体の特定のアミノ酸配列を切断することで達成される。しかしトロン
ビンを含む新鮮凍結血漿やトロンビン末の溶解液を一定以上の濃度で細胞浮遊液に混合すると
細胞浮遊液はゲル化し液相の物質濃度を測定することは困難となる．そこで PAR1 を活性化す
ることができるアミノ酸配列（SFLLRN）を持った試薬 Trap-6 を細胞浮遊液に加え一定時間加
温した後に細胞上精を採取した。 
 
THP-1 細胞浮遊液に Trap-6 を加え濃度展開を行ったが，少なくとも 1 ‒ 2 時間程度の刺激時間

 
図 1．THP-1 細胞浮遊液をフローサイ
トメトリーにより解析した．APC で
蛍光標識された CD142 抗体と FITC
で標識された Annexin V（それぞれ終
濃度 1%）を細胞浮遊液に添加し 10 分
後に解析を行った． 



では明確なアポトーシス発生は認められなかったため，
反応産物として組織因子の発生を定性的・定量的に解析
した．その結果，Trap-6 濃度依存性に組織因子放出量は
増加した．ここでアプレピタントは検討したあらゆる濃
度のトロンビン刺激による組織因子放出を抑制したが，
トロンビンを添加していない細胞浮遊液においても組織
因子放出を抑制していた（図 2）。このことは、アプレピ
タントが PAR1 に対して競合阻害薬として作用していな
いことを示唆している。NK1R は可逆的に結合するリガ
ンドにより活性化される受容体であり、PAR1 とは異な
る受容体であることが知られている。これらの知見もア
プレピタントがトロンビン受容体の特異的な競合阻害薬
ではない事を支持している。 
 
【ヒト単球系細胞の組織因子放出を制御する NK1R アイ
ソフォームの同定】 
NK1R は五つのエクソンによってコードされる受容体
であるが，すべてのエクソンの配列情報を発現した完全
長 NK1R のほか，ひとつのエクソン上の配列情報が欠落
した short form (truncated) NK1R のふたつのアイソフ
ォームの存在が知られている．ヒト単球系細胞の定常状
態では short form NK1R が発現しているとされる．
THP-1 のトロンビン刺激による組織因子放出を修飾す
る NK1R アイソフォームを特定するため同細胞の total RNA を抽出しリアルタイム PCR を行い
THP-1 に発現しているアイソフォームの特定を行った．THP-1 をリポポリ多糖（LPS）で長時
間刺激すると THP-1 は活性型に変化し貪食作用を獲得する．LPS で 4 日以上刺激した THP-1
は完全長 NK1R に特有の配列をコードした mRNA を発現していた．一方，LPS 刺激を行ってい
ない THP-1 は完全長 NK1R の mRNA を発現していなかった．short form NK1R の mRNA は
LPS 刺激の有無に関わりなく高レベルに発現していた．これらのことからヒト単球系細胞の組
織因子放出を修飾する NK1R は完全長 NK1R ではなく short form NK1R だと考えられた． 
 
【ヒト全血凝固への完全長 NK1R の影響】 
以前われわれは周術期患者を対象とした全血 total RNA 中の完全長 NK1R の発現が血栓強化に
関連することを報告している．今回の研究課題はこの知見を背景として白血球による血栓強化
の分子機構に完全長 NK1R が関与しているかどうかを評価することを目的として立案された．
周術期患者で得られた知見である「完全長 NK1R の mRNA の全血中での検出が凝固活性を強化
すること」ががん患者やその他の患者群でもみとめられるかを検討するため，手術室を利用して
処置を受ける非周術期患者を対象として全血試料を得た．われわれは完全長 NK1R が発現した
周術期患者の全血凝固は NK1R の阻害薬を加えると抑制されることを報告している．今回，ア
プレピタントの有無で全血凝固を計測したところ，一部の症例で NK1R 依存性の全血凝固亢進
が認められたが，すべての症例の全血中に完全長 NK1R の mRNA は検出されなかった．この取
り組みは倫理審査を取得した後，100 例の症例規模で計画された前向き臨床観察研究であった
が，事前の仮説に反して完全長 NK1R の遺伝子発現と無関係に NK1R 依存性の全血凝固亢進が
複数の症例で認められたため，研究の早期終了が決定された．本研究課題は 2020 年度から 2023
年度にかけて遂行されたが，そのすべての期間において新型コロナウイルス感染流行による行
動制限が想定以上に継続していた．手術室利用患者を対象とした観察研究に続いて担がん患者
の全血試料で同様な測定を行う予定であったが，研究期間中に日本全国を覆う行動制限による
抑うつが晴れることがなく，倫理的な配慮から，担がん患者を対象とした臨床研究の実施は見送
られた． 
 
【本研究課題で得られた知見と課題】 
ヒト単球系細胞が組織因子を産生することは以前から知られていた．本研究では，その分子機構
について詳細に解析し，トロンビン受容体 PAR1 の活性化が組織因子放出に寄与していること
を確認した．NK1R の阻害薬はヒト単球系細胞の組織因子放出を抑制したが，同阻害薬は PAR1
に対する競合阻害薬として作用しておらず，NK1R は autocrine/paracrine の様式によって組織
因子放出に関与していることが示唆された．そこへは活性化した細胞に発現する完全長 NK1R
ではなく，静止（非活性化）状態のヒト単球系細胞が発現している short form NK1R が関与し
ていることが確認された．臨床使用が可能な NK1R 阻害薬であるアプレピタントはヒト単球系
細胞の組織因子放出を抑制可能であったため，白血球による血栓強化が関連する病態への治療
効果が期待できると考えられた．一方，本研究で使用されたヒト単球系細胞 THP-1 は白血病患
者から得られた単球由来の樹立細胞株である．それゆえ本研究課題で得られた知見は健常ヒト
あるいはがん患者から得られた単球にも適応可能か研究を継続する必要がある． 
 

 

図 2．Trap-6 による THP-1 細胞上清
中組織因子（TF）放出に対するアプレ
ピタントの効果．*アプレピタントなし
に対して有意差．†Trap-6 なしに対し
て有意差．（分散分析，P < 0.05） 
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