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研究成果の概要（和文）：

3年間の研究の結果より、細胞内血液凝固第 XIII 因子(Factor XIII, FXIII) A サブユニット
(FXIII-A)は、単球／マクロファージ系、巨核球／血小板系の増殖と分化に関与している可能性
が示唆された。

また、細胞外 FXIII-A は、糖タンパク質 IIb/IIIa との結合を介して、血小板内のシグナル伝
達系を活性化し、血餅退縮を惹起していることが、明らかになった（論文投稿中）。ただし、細
胞内 FXIII-A がこの反応に必須であるか否かについては、結論を得るに至らなかった。

研究成果の概要（英文）：
The results of our 3-years studies strongly suggested that intracellular factor XIII (FXIII) 
A-subunit (FXIII-A) plays a role(s) in the proliferation and differentiation of 
monocytes/macrophages and megakaryocytes/platelets.  It was clearly demonstrated that 
extracellular FXIII-A activated the platelet signal transduction system(s) and induced 
platelet/fibrin clot retraction via biding to glycoprotein IIb/IIIa (Submitted).  However, we 
could not conclude whether or not intracellular FXIII-A was essential in this reaction.
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１．研究開始当初の背景
血液凝固第 XIII 因子 (Factor XIII, 

FXIII) A サブユニット(FXIII-A)ノックア
ウト(KO)マウスの tail cutting (尾切断)に

よる出血時間を測定すると、延長傾向が認
められた (J Int Hematol, 2008)。

出血時間は、一般的には血小板や血管の
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機能に依存する。本申請者らは、FXIII-A 
KO マウスの血餅退縮(凝血塊が血小板に
より収縮する反応)が不完全であることを
確認し(Blood, 2010;115:1277-1279)、凝集
直後の血小板の収縮反応にも欠陥がある
と推定した。更に、連携研究者の笠原博士
は、血小板のトロンビン刺激により、血小
板脂質ラフト上のフィブリンが活性型
FXIII(FXIIIa)によって架橋結合すること
を発見した。最近、血小板膜表面にあるト
ロンビン受容体とFXIII-Aが結合すること
が報告されたが、これはあくまで細胞外の
現象である。Glycoprotein (GP)IIb/IIIa は
血小板膜のフィブリン受容体であり、血餅
退縮に関与していることが知られている。

血小板内の FXIII-A については、in vitro
ではアクチンやミオシンを架橋結合する
ことは知られているものの、その意義は不
明である。このように、細胞内 FXIII-A が
どのように血小板機能に関与し、どのタン
パク質と相互作用しているのか分かって
いないので、本研究により明らかにする必
要がある。

２．研究の目的
FXIII-A は、止血栓の安定化に不可欠な

血漿タンパク質である。血小板内にも血漿
と同等量のFXIII-Aが存在することが知ら
れているが、血小板凝集時に放出されるこ
とがなく、血小板内での存在意義と役割は
長い間不明であった。我々が作製した
FXIII-A ノックアウト(KO)マウスにおい
て、止血・血栓に関連する表現型を検索し
たところ、出血時間の延長と血餅退縮の異
常という全く新しい所見を発見した。

そこで、これらの表現型に着目して、主
に血小板内・外の FXIII-A の止血、血栓形
成におけるFXIII-Aの新しい機能を明らか
にするのが本研究の目的である。

３．研究の方法
(1) ex vivo では、まず、血小板の基本的な
性状、即ち血小板の数と形態、凝集能、
粘着能、放出能、退縮能について、また
骨髄における巨核球の数や形態などに
ついて、FXIII-A KO マウス、血中の
FXIII-A のみが高度に欠乏した FXIII-B 
KO マウスと野生型マウスとの相違を明
らかにする。

(2) in vitro では、血小板膜表面におけるフ
ィブリンや GPIIb/IIIa、その他の膜タン
パク質、血小板内のアクチン、ミオシン

などFXIII-Aの基質あるいは相互作用す
るタンパク質の量と分子量(架橋結合に
よる多量体化)の変化、血小板収縮反応へ
のFXIII-Aの影響とそのメカニズムを検
索する。

(3) 血小板にはユビキタスなTGaseである
組織型 TGase (Tissue TGase; tTG)が存
在することが知られているので、その関
与、特に FXIII-A との相互補完の有無を
明らかにするため、tTG KO マウスの血
小板についても、上述した項目を測定し
て比較する。

４．研究成果
(1) 初年度（平成 22 年度）

予備実験で血餅退縮能にFXIIIが関与す
ることが示唆されている。血餅退縮能に最
も寄与するのは血小板数なので、初年度は、
血小板の産生や機能に及ぼすFXIII-A欠損
の影響を検索し、異常の存在を検証するこ
とに主眼をおいた。

① 血小板産生系
  野生型および FXIII-A KO マウスの末
梢血において、血小板の形態を比較した
り、血小板数を計測して比較したところ、
明らかな差は認められなかった。従って、
実験的に乏血小板血症を惹起して、血小
板数回復能を調べる必要がある。

  それぞれの系統のマウスの骨髄の標
本を作製して、各血球系の大まかな割合、
形態を観察して比較した。特に巨核球系
については数には大きな違いはなかっ
たが、FXIII-A KO マウスの骨髄ではや
や幼若な巨核球が多かった。

  巨核球系細胞 MEG—01 を培養して核
DNA 染色により DNA量(N 数)を計測し
て、成熟度の相違を比較したところ、
FXIII陽性細胞は陰性細胞に比して N数
が高いことが判明した。

② 血小板機能
  高濃度 ADP、トロンビンを用いた予備
実験では、野生型と KO マウスの間で多
血小板血漿の凝集能に大きな差はなか
った。今後、他のリガンドを用いて凝集
能を比較する必要がある。

  FXIII-A KO マウスの血餅退縮の欠如
は、FXIII の投与で部分的に回復される
ので、細胞外の FXIII も関与しているこ
とが示唆された。今後、野生型と FXIII-A 
KO マウスの洗浄血小板をそれぞれの血
漿に混和してトロンビンで刺激して、細
胞内・外の FXIII-A の反応への寄与の程



度を比較する必要がある。

  マウスの背部、腹部の皮膚に器具によ
って一定の切開創を加えたところ、野生
型と FXIII-A KO マウスの間に有意な出
血時間の差は認められなかったので、創
傷治癒を時経的に観察したところ、
FXIII-A KO マウスでは明らかに遅延が
認められ、創部の周辺に潰瘍が拡大して
いた。

(2) 次年度（平成 23 年度）
① 巨核球成熟・血小板産生に関わる分子
機構の解析

  FXIII-A 欠損マウスの血液において、
統計的に有意ではないものの血小板数
が野生型よりも少ない傾向が認められ
た。

  マウス骨髄の FACS 解析において、
FXIII-A 欠損マウスでは野生型に比べて
CD61 陽性細胞全体ではやや少ない傾向
にあるものの、巨核球前駆細胞（CD61
陽性かつ cKit 陽性細胞）が有意に多かっ
た。

  以上の結果から、FXIII-A は巨核球の
成熟を促進し、血小板の産生に寄与して
いる可能性が示された。

② 血小板膜・細胞内タンパク質の生化学
的解析

  トロンビンによる血小板活性化に伴
い、α 顆粒中のフィブリノゲンがフィブ
リンとなり、FXIII 依存的に膜ラフト（ス
フィンゴ脂質ミクロドメイン）へ移行し
た。

  膜ラフトは血小板表面においてフィ
ブリンとアクトミオシン系を結び付け
る中継点として血餅退縮に関わってい
ることを示した。

  フィブリンと活性化ミオシンの分布
を免疫蛍光染色により解析したところ、
スフィンゴミエリン特異的膜ラフトに
共局在したことから、これらのタンパク
質がスフィンゴミエリン特異的膜ラフ
トに移行することがわかった。

  ラフト破壊試薬メチル β シクロデキス
トリン処理により、スフィンゴミエリン
特異的膜ラフトの破壊とともに血餅退
縮が完全に抑制された。

  細胞外のフィブリン線維と細胞内の
アクトミオシン系が主にスフィンゴミ
エリン特異的膜ラフトを介して連結し、
血餅退縮を促進していると考えられた。

(3) 3 年度（平成 24 年度）
① 巨核球成熟・血小板産生に関わる分子

機構の解析
  2 年度の研究で、FXIII-A 欠損マウス
骨髄の巨核球前駆細胞が野生型マウス
と比べて有意に多かったことから、トロ
ンボポエチン存在下で骨髄細胞の培養
を行なったところ、巨核球前駆細胞の増
加がFXIII-A欠損骨髄細胞では野生型細
胞と比べてより大きい傾向が示された。

  一方、FXIII-A 欠損、FXIII-B 欠損い
ずれのマウスとも、血中の血小板数は野
生型マウスよりやや少ない傾向にあっ
た。また、LPS 投与後の血小板数の変動
は各マウス間で違いはなかった。

  以上より、細胞外の FXIII-A が巨核球
の成熟に関与しているものと思われた。

  巨核球系細胞MEG-01においてFXIII
などのトランスグルタミナーゼによっ
て架橋される核タンパク質の同定を行
い、少なくとも 17 種同定した。

  同定した基質タンパク質には RNA、
DNA のプロセシングに関与するタンパ
ク質や Wnt シグナルなど細胞外からの
シグナル応答に関与するタンパク質な
どが含まれていた。

  以上より、基質タンパク質の架橋結合
がシグナル伝達に影響している可能性
が示された。

② 血小板膜・細胞内タンパク質の生化学
的解析

  3 年度は、野生型マウスで FXIII-A に
対するポリクローナル抗体の静注によ
り中和を行い、白血球数、血小板数、赤
血球数を計測、および多血小板血漿を調
製し、血小板退縮時間の測定を行った。

  陰性コントロールの IgG を静脈注射
したものと比べ、有意差はないものの単
球は増加傾向で、顆粒球は減少傾向だっ
た。一方、赤血球数は変化がなかった。

  血餅退縮時間については陰性コント
ロールとほとんど差がなかった。

  以上より、FXIII-A は白血球の産生や
動員に関与している可能性がある。

  以上の結果より、細胞内 FXIII-A は、
単球／マクロファージ系、巨核球／血小
板系の増殖と分化に関与している可能
性が示唆された。

  また、細胞外 FXIII-A は、GPIIb/IIIa
との結合を介して、血小板内のシグナル
伝達系を活性化し、血餅退縮を惹起して
いることが、明らかになった（論文投稿



中）。ただし、細胞内 FXIII-A がこの反
応に必須であるか否かについては、結論
を得るに至らなかった。
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