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研究成果の概要（和文）：ヒト単球由来細胞（THP-1）が低温曝露によって組織因子（TF）を含む小胞を放出す
る分子機構を解析した．24時間の低温曝露後，細胞を洗浄し，復温後に採取された上清中のTF活性は対照群と比
較して高かった．このことから上清中のTFは細胞障害による漏出ではなく、細胞洗浄などの刺激によって能動的
に放出されたと考えられる．低温曝露によりTHP-1細胞内への細胞外カルシウムの流入が引き起こされ，これが
NADPHオキシダーゼの細胞質成分を細胞膜へ動員し，そこで発生したスーパーオキシドがTF放出を促進したと考
えられた．また細胞外に添加したSODは低温曝露によるTF放出を抑制した．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular mechanism by which tissue factor (TF)-bearing 
procoagulant vesicles were shed from human monocytic cells (THP-1) exposed to cold. After 24-hour 
exposure to cold, TF activity in the supernatant collected after rewarming of cells following cell 
lavage was significantly higher compared to the control. This suggests that the TF in the 
supernatant was not leaked from the cells due to apoptotic cell damage but was released in response 
to stimuli such as cell lavage or centrifugation. It is considered that exposing THP-1 to cold 
induced the calcium influx through cell membrane, which in turn induced the translocation of the 
cytoplasmic components of NADPH oxidase to the cell membrane to activate the latter enzyme. The 
superoxide generated from NADPH oxidase induced the release of TF. The extracellular addition of SOD
 inhibited the cold-induced release of TF.

研究分野： Anesthesiology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内でSOD3として存在する細胞外SODの病態生理学的役割は明らかにされていない．今回の研究成果ならびに
過去にわれわれが行った研究により，複数の刺激経路がヒト単球系細胞のNADPHオキシダーゼ(NOX)を活性化し、
組織因子(TF)の放出を引き起こすことが明らかとなった。またNOXにより細胞外に放出されるスーパーオキシド
が、TF活性を持つ小胞を細胞から切り出す責任活性酸素種であることも示された。単球による血液凝固亢進作用
は静脈系血栓の増大に関与すると考えられるため、本研究で得られた知見は、静脈血栓塞栓症の発生を制御する
ための薬理学的介入法を新たに提案するための重要な手がかりとなるだろう。

※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 
 
われわれの研究グループでは周術期の生命予後に大きな影響を与える静脈血栓塞栓症の病態分
子薬理学的解析を継続しており，白血球なかでも循環血液中の単球が発生する凝固活性小胞
(procoagulant vesicle) の発生メカニズムについて解析を続けている．単球は血液中を循環して
いるにも関わらず血液凝固の外因系開始起点である組織因子 (tissue factor, TF)を発現する機
能を持ち，病態生理学的な刺激を受けて TFを豊富に含んだ凝固活性小胞を発生する．われわれ
は 2017 年に報告した論文において，単球がもつNADPHオキシダーゼ (NADPH oxidase, NOX)
活性の増加は，単球からの凝固活性小胞の放出を増加することを示した．このとき，NOX 活性
を抑制する試薬を用いることで凝固活性小胞の発生は抑制されたが，同様にスーパーオキシド
ディスムターゼ (superoxide dismutase, SOD)を添加することでも凝固活性小胞の発生が抑え
られることを確認した [1]． 
 
NOX にはいくつかのアイソフォームが知られており，単球は NOX2 を発現する機能を有してい
る．活性型の NOX2 は細胞膜表面から細胞外に向けてスーパーオキシドを放出する分子構造と
なっている [2]．またスーパーオキシドは陰イオン体であるため細胞外に放出された場合，容易
に細胞内に入り込むことができない．すなわち単球から放出されるスーパーオキシドが過酸化
水素やヒドロキシラジカルへと変化せず，スーパーオキシドのままの状態で作用する場合，細胞
外で作用すると考えられる．さきほど紹介したわれわれの過去の報告[1]で細胞外に添加した
SODが TF 活性をもつ小胞の発生を抑制している．SODは分子量が 32.5 kD であることを考え
ると SODが細胞外で作用したとの概念を強く支持する． 
 
SOD にはいくつかのアイソフォームが存在することが知られており，細胞外にも SOD3 が発現
していることが知られている．しかしながら，細胞内に発現する SOD1 や SOD2 と異なり，SOD3
には明らかな生理学的有用性が見つかっていない．われわれが報告した上記の細胞外 SOD添加
による単球由来凝固活性小胞発生に対する抑制作用は SOD3 の生理学的な役割を新たに示すこ
とになると考えられる． 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題の分担研究者は，別の研究課題（20K09234）において，ヒト単球系細胞 THP-1 の低
温曝露(4°C)がアポトーシスを惹起することを報告し，同時に TF 活性を有する小胞の細胞外へ
の放出が増加することを確認した．また低温曝露による TF 活性小胞の放出は SOD によって抑
制されることも報告している．し
かしこの TF 活性小胞の放出が，
低温曝露による細胞障害によって
細胞から漏出しているのか，ある
いは何らかの分子機構によって能
動的に放出されているのかは不明
である．低温曝露による TF 活性
小胞の放出にかかる分子機構を解
析し，細胞外 SOD のそれへの効
果を確認することを本研究課題の
目的とした． 
 
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[1]．細胞濃度を
調整した後，実験操作手順に従っ
て細胞を低温環境に曝露した（図
１）．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[1]．細胞
浮遊液上清中の TF 活性測定は
Human Tissue Factor 
Chromogenic Activity Kit 
(AssayPro, MO, USA)を使用し施
行した． 

 

図 1. 実験操作手順 



 
４．研究成果 
 
【低温曝露後の復温によるヒト単球系細胞の TF 放出】 
一定時間低温に暴露した THP-1 の上清を採取し TF 活性を測定した．低温曝露された細胞上清
中の TF 活性は，4時間まで対照（37°C 加温を継続した細胞群）よりも低かった．8時間以上の
低温曝露では上清中に TF の蓄積が対照より増加し，24 時間後には 2倍以上となった．SODや
カタラーゼは上清中の TF 活性の増加すなわち THP-1 の TF 放出を抑制した．フローサイトメ
トリーにより，TF 活性は正常細胞より小さく 1 µm より大きな小胞上に存在することが確認さ
れた．また TF 活性を持つ小胞はホスファチジルセリンを発現したアポトーシス小胞とは独立し
ていた． 
 
THP-1 上清中の TFレベルが対照より増加したタイミング（＞8時間）は，低温曝露によるアポ
トーシス誘導に要する時間と一致していた．しかしこの TF活性小胞の放出が，低温曝露による
細胞障害によって細胞から漏出しているのか，あるいは何らかの分子機構によって能動的に放
出されているのかは不明である．そこで，低温曝露による TF 放出がアポトーシスにともない細
胞から漏出した結果であるのかどうかを評価するため，細胞を遠心洗浄した後，細胞を復温
（37°C 加温）し，1 時間後あるいは 2 時間後の上清中 TF 活性を測定した．24 時間の低温曝露
後の復温 1時間または 2時間後に収集された上清中の TF活性は，対照と比較して有意に高かっ
た．洗浄後 2時間の TF蓄積は 1時間後より有意に高くはなかった．これは TF が細胞洗浄や遠
心操作などの特定の刺激によって短時間に放出されていることを示唆している． 
 
細胞浮遊液に SOD（1500 U/ml）を添加すると，24 時間の低温曝露後の細胞洗浄および再加温
により上清中に放出された TF が，SOD なしの細胞と比較して有意に減少した．SOD の代わり
に EDTA を添加すると，同じ条件での TF 放出がさらに抑制された．EDTA を含む培地中の TF
放出は，対照 THP-1 の TF 放出より有意に低かった．SODの代わりにカタラーゼを使用した場
合，TF 放出に有意な影響はなかった．これらの結果を総合すると，実験操作などの特定の再現
性のある刺激によって惹起された THP-1 の迅速な TF 放出には，細胞膜を通過する細胞外カル
シウム流入が関与している．低温曝露は TF 放出を増強し，SOD がカルシウムキレート剤なし
でもこの増強を抑制することから，スーパーオキシドが TF活性小胞を放出する直接の要因であ
ることが確認された． 
 
【ウェスタンブロッティング】 
今回の研究課題における主要な発見は，THP-1を低温に曝露することで増加するTF放出をSOD
が抑制したことである．SOD はスーパーオキシドから過酸化水素の生成を促進する酵素である
ため，低温曝露後の TF放出に関与する活性酸素種は過酸化水素ではなくスーパーオキシドであ
ると考えられる．本研究で使用された SOD は 16.3 kDa のタンパク質のホモ二量体であること
から，細胞浮遊液に加えられた SODは細胞外に局在したと考えられる．単球は細胞膜の脂質二
重層に NOX ファミリーのひとつ gp91phox（NOX2）を発現している [2]．NOX はこのタンパ
ク質と p22phox からなるヘテロ二量体で，どちらも細胞膜に局在する．gp91phox 自体の分子
構造は，細胞膜の内側の層でNADPHから電子を受け取り，これを外側の層の酸素分子に転送す
るように設計されており，結果として細胞表面でスーパーオキシドを生成する [2]． 
 
しかし，gp91phox を NOX として機能させるためには，p67phox，p47phox，p40phox，および
低分子量 G タンパク質 RAC などの細胞質成分が細胞膜の gp91phox または p22phox に結合す
る必要がある．これらの中で，p67phox は gp91phox のフラボタンパク質ドメインと相互作用
するドメインを含んでおり，NOXの活性化に不可欠である．このタンパク質は細胞質で p47phox
および p40phox と常に結合している．p67phox とは異なり，p47phox はそのタンデム SH3 ド
メインが p22phox と結合するのを阻害するように折りたたまれている．p47phox の自己阻害領
域のリン酸化は構造変化を引き起こし，SH3 ドメインを開く．この変化は p47phox の細胞膜へ
のリクルートを促進し，p67phox による gp91phox の活性化につながる．したがって p47phox
の自己阻害領域のリン酸化は，細胞質成分を NOX に動員する上で重要な役割を果たす [2,3]．
細胞質カルシウム濃度の上昇が p47phox のリン酸化に必要であり [4-6]，細胞膜のカルシウム
流入を薬理学的に阻害すると p47phox のリン酸化が抑制できることが報告されている [6]． 
 
今回，ウェスタンブロッティングによる観察を行ったところ，24 時間の低温曝露後の THP-1 の
細胞膜分画における p22phox の発現が，曝露しなかった細胞の約 30％まで減少することが観察
された．低温曝露した細胞浮遊液に SOD（1500 ユニット/ml）を添加すると，SODなしの場合
と比較して p22phox の発現が 3倍増加した．SODの代わりにカタラーゼまたは EDTA を添加し
た場合，発現はそれぞれ 3倍または 5倍増加した． 
 
低温に曝露した THP-1 細胞の細胞膜分画における p22phox に対する p47phox の相対発現は，
曝露しなかった細胞の相対発現よりも有意に高かった．SOD，カタラーゼ，EDTA の存在下での



p47phox 相対発現をこれらの試薬なしの場合と比較した．EDTA は p47phox の細胞膜への動員
を強力に阻害し，Okuyama らの先行研究[6]の知見と一致した．われわれの結果では，SOD が
細胞内コンポーネントの細胞膜への動員を部分的に抑制したが，カタラーゼは関与しなかった．
今回確認された現象（ヒト単球系細胞による TF 活性小胞の放出に NOX が産生するスーパーオ
キシドが関与すること）については過去に報告されておらず，その分子機構を解明するにはさら
なる研究が必要である． 
 
【細胞膜分画の NOX活性】 
細胞膜分画中の NOX 活性は，NADPH の存在下でのシトクロム c の還元を測定することで評価
した．低温に曝露された THP-1 細胞からの TF 放出に対する抗酸化物質の抑制効果を示したわ
れわれの観察に基づく予想に反して，24 時間低温曝露された THP-1 の細胞溶解液中のNOX活
性は，曝露されていない THP-1 細胞のそれよりも有意に低かった．しかし，これらの結果は低
温に曝露された THP-1 細胞の細胞膜分画中の p22phox の減少によって影響を受けていると考
えられる．本研究で得られた知見と NOX活性化に関する既存の文献より得られた知見を総合す
ると，THP-1 細胞を低温に曝露することで，細胞膜を通じたカルシウム流入が引き起こされ，
これが p47phox の構造変化と NOX の細胞質成分の細胞膜への動員につながることが示唆され
た．細胞膜分画中のタンパク質量で調整された全体的なスーパーオキシドの生成は減少したが，
NOX周辺のスーパーオキシド放出は増加していたと考えられた． 
 
細胞浮遊液に SODを添加すると，NOX活性が有意に抑制され，SOD濃度を 3000 ユニット/ml
まで増加させても 1500 ユニット/ml と比較して有意な変化は見られなかった．これは，本研究
で使用された SOD濃度（1500 ユニット/ml）が細胞外空間のスーパーオキシドを消去するのに
十分であり，SOD がスーパーオキシドのスカベンジャーとして機能したことを支持している．
さらに，カタラーゼ（300 U/ml）を添加しても，カタラーゼが存在しない場合と比較してNOX
活性に有意な変化は見られず，THP-1 細胞におけるNOXからのスーパーオキシド生成がカタラ
ーゼによって影響を受けなかったことが確認できた． 
 
【遺伝子発現レベル】 
24 時間低温曝露した THP-1 細胞から抽出した total RNA 中の p22phox，p67phox，および
gp91phox の mRNA レベルは，37℃でインキュベートした時間一致のコントロールと比較して
有意に高かった．しかし，低温に曝露した THP-1 細胞の p47phox の mRNA レベルは，曝露さ
れていない細胞よりも有意に低かった．これらのmRNAの発現は，低温に曝露した THP-1 の細
胞浮遊液に SODやカタラーゼ，EDTA を添加しても影響を受けなかった．低温に曝露した THP-
1 から抽出した total RNA における TF の mRNA レベルは，曝露されていない細胞のそれより
も有意に高かった．SOD は TF の mRNA 発現を増加させたが，EDTA は減少させた．カタラー
ゼはmRNA 発現に影響を与えなかった． 
 
p22phox，p47phox，p67phox，および gp91phox を含む NOX成分のmRNAレベルは，TNF-ɑ
などの急性炎症性サイトカインによって転写因子 NF-κB の活性化を通じて増加することが知
られている [7,8]．本研究からは，THP-1 を低温に曝露することが急性炎症性サイトカインの増
加を引き起こしたかどうかは不明だが，過酸化水素は TNF-ɑ刺激とは独立して NF-κB を活性
化することが報告されている [9]．TF 遺伝子発現もまた，NOXの活性化によって増加すると報
告されている[10]．これらの報告は，低温に曝露した THP-1 における上記の遺伝子発現の増加
を支持するものである．ただし，低温曝露中の細胞質成分の細胞膜動員によるNOXの活性化が
TF の放出を単独で説明できるため，遺伝子発現の変化が低温に曝露された THP-1 細胞からの
TF放出に影響を与えたかどうかは不明である． 
 
【本研究課題で得られた知見と課題】 
生体内で SOD3 として存在する細胞外 SOD の病態生理学的役割は、まだ明らかにされていな
い．今回の研究成果ならびに過去にわれわれが行った研究[1]により，少なくとも二つの異なる
刺激がヒト単球系細胞において NOX を活性し，TF 放出を惹起することが明らかとなった．ま
た NOX により細胞外に放出されるスーパーオキシドそのものが，TF 活性をもつ小胞の細胞か
らの切り出しの責任活性酸素種であることも明らかとなった．単球による血液凝固亢進作用は
静脈系血栓の増大に関与すると考えられるため，本研究課題で得られた知見は静脈血栓塞栓症
の発生を制御するための薬理学的介入法を新たに提案するための重要な手がかりとなるだろう． 
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