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研究成果の概要（和文）：マウスを用いて下大静脈（IVC）結紮による深部静脈血栓症（DVT）モデルを作成して，血栓
陳旧度にともなう血管内皮前駆細胞（EPC）の，血栓中における動態を検討した． 
GFP骨髄キメラマウスを用いてDVTモデルを作成したところ，その血栓の凍結切片に多数のGFP陽性細胞を認めた．これ
は骨髄細胞が血栓内に遊走してきたことの証明となった．さらに，野生型マウスの血栓のパラフィン包埋切片について
， CD34とFlk-2の蛍光二重染色を行い，血栓陳旧度にともなうEPCの動態を解析したところ，EPCはIVC結紮後5日目に出
現し，10日までは増加した．その結果EPCは血栓陳旧度判定に有用であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Deep vein thrombosis (DVT) is multifactorial and often results from a combination 
of risk factors such as obesity, pregnancy, aging and malignancy. On the GFP chimeric mice, the 
GFP-positive cells were detected in their thrombi. This phenomenon was a proof of the myeloid cells 
migrated from their bone marrow. Eight-week-old male wild type mice were employed in this study. DVT was 
induced by the ligation of inferior vena cava. At 1, 3, 5, 7, 10, 14 and 21 days, histological and 
immunohistochemical analyses were performed. In a thrombus age of less than 3 days, CD34+/Flk-2+ EPC were 
not detected. The intrathrombotic EPC were initially observed in thrombus aged 5 days, and their number 
increased with advances in thrombus age. Our observations indicate the participation of EPC in the 
thrombi inducing the accumulation of extracellular matrix components, and therefore, detection of EPC 
could be a useful marker for thrombus age determination.

研究分野： 社会医学
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１．研究開始当初の背景 
法医実務において，正確な死因および死後

経過時間の判定は最重要課題である．そこでそ
の課題を解決するために，我々は以前から，特
に剖検時に発見された血栓に着目してきた．血
栓の形成時期を明らかにすることは，死亡に至
るまでの過程や原死因の判定を左右することも
ある，重要な因子だからである．実際に，血栓は
発症メカニズムにおいてこのような複雑な背景を
持ちながらも，剖検時に血栓が発見された場合，
外傷と肺動脈血栓症との因果関係を判断する
上で，その陳旧度の判定が求められる．法医学
は臨床医学と同様に，応用医学である．した
がって常に最新の医学研究成果が法医実務に
応用されなければいけない． 

近年，骨髄には造血幹細胞のみならず，間
葉 系 細 胞 に 分 化 す る 細 胞 ， い わ ゆ る
mesenchymal stem cell が存在することが明ら
か と な っ て き た ． 血 管 内 皮 前 駆 細 胞
（endothelial progenitor cell, EPC）が創傷治
癒に関与していることが示唆されていると同時
に，治療応用への可能性が期待されている．
EPC の治療応用としては，創傷治癒にとどま
らず，虚血性疾患，動脈硬化症，癌等が挙げ
られる．しかし，血栓形成・溶解過程における
EPC の動態は明らかにされておらず，本研究
で，血栓陳旧度にともなう EPC の動態を解明
することは法医学分野のみならず，血栓の診
断・治療方法の確立にも応用できると考えら
れた． 

 
２．研究の目的 

マウスを用いて深部静脈血栓症モデルを作
成し，その血栓形成及び溶解過程における血
栓内 EPC の動態を，免疫組織化学的に明らか
にすると同時に EPC の血栓陳旧度にともなう変
化を明らかにする．ヒトの血栓試料においても
EPCを検索する方法を確立し，血栓陳旧度判定
のための指標を検索する．最終的には，EPC が
血栓陳旧度判定のための有用な指標となり得る
か否かについて検討する． 

 
３．研究の方法 
(1) GFP 骨髄キメラマウスの作成及び血栓内に
おける骨髄由来細胞の存在 

GFP トランスジェニックマウス（ドナーマウス）か
ら骨髄細胞を無菌的に採取して， 12Gy の放射
線を照射された 8～12 週齢の C57BL/6 マウス
（レシピエント）に骨髄細胞（5×106 個）を経静脈
的に投与して４週間飼育後，GFP 骨髄キメラマ
ウスとする．このマウスを麻酔下で開腹し，下大
静脈を 3-0 絹縫合糸により結紮する．結紮後 5, 
10, 14 日目に安楽死させ，血栓を含む下大静脈
下大静脈組織の凍結切片を作成して，蛍光顕
微鏡によって血栓およびその周辺部における
GFP 陽性細胞を観察する． 
(2) 血栓内 EPC の経時的動態の検索 

血栓を含む下大静脈のパラフィン包埋切片に
ついて，CD34 と Flk-1 抗体を用いた蛍光二重
染色を行い，血栓内における EPC の経時的動

態を検索する． 
(3) 血栓形成過程における病態生理学的変化
の解析 

野生型マウス及びサイトカインやレセプター欠
損マウスの下大静脈を麻酔下で結紮する．結紮
後 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 日目に安楽死させ，血
栓を含む下大静脈部を採取する．これらの下大
静脈は 10％ホルマリンにより固定し，パラフィン
包埋切片を作成する．また，下大静脈結紮 5, 10, 
14 日後に各 5 匹を安楽死させる．下大静脈内か
ら血栓を採取し，血栓の重量および長さを測定
した後，-80℃にて冷凍保存する． 

サイトカインやレセプター，fibrocyte が血栓形
成・溶解過程に及ぼす影響を，免疫組織学的に
検討するとともに，この過程に重要な役割を果た
す因子の血栓中における遺伝子発現をリアルタ
イム RT-PCR によって明らかにする． 
 
４．研究成果 
(1) GFP 骨髄キメラマウスの下大静脈血栓 

GFP 骨髄キメラマウスを用いて深部静脈血栓
塞栓症モデルを作成したところ，その下大静脈

の凍結切片の血栓内に多数の GFP 陽性細胞が
観察できた．これは骨髄細胞が骨髄から遊走し
てきたことの証明になった（図１）． 
(2) 血栓における EPC の検索 

さらに，血栓陳旧度にともなう野生型マウスの
血栓パラフィン包埋切片について，CD34 と

Flk-2 の蛍光二重染色により EPC の動態を解析
した．その結果，EPC は血栓陳旧度にともなって
変化し，下大静脈結紮後 14 日後に最も増加す
ることが分かった（図２, 3）． 
(3) 血栓内サイトカインおよびレセプターの動態
と血栓陳旧度 

野生型マウスに比較して IFN-ノックアウトマ
ウ ス で は ， 血 栓 溶 解 が 促 進 さ れ ， 一 方
TNF-Rp55 ノックアウトマウスでは，血栓の溶解

図 1 血栓内に遊走する骨髄由来細胞（x400） 

図 2 蛍光二重染色による EPC の検索（x400） 



が遅延することが明らかとなった．IFN-抗体お
よび TNF--TNF-Rp55 axis が血栓溶解の促進
因子であることを見出したのである．同時に，血
栓形成から溶解に至る過程における血栓内の
IFN-，TNF-，TNF-R1の動態は，剖検例にお
いても血栓の陳旧度判定に有用な指標となり得
ると考えられ，さらに，これらのサイトカインの動
態を把握することが血栓症の予防や治療方法の
開発に有用であると考えられた． 

また野生型マウスに比較して IL-6 ノックアウト
マウスでは，血栓の溶解が遅延することが明らか
となり，IL-6 が血栓溶解の促進因子であることを
見出した．同時に IL-6/STAT3 シグナル伝達系
の欠損が，細胞外器質分解酵素群（MMP）また
ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性因子（uPA）
などの血栓溶解促進因子を阻害することを明ら
かにした．血栓内の IL-6 の解析は，剖検例にお
いても血栓の陳旧度判定に有用な指標となり得
る可能性も示唆されている．さらに，IL-6 の動態
を把握することが血栓症の予防や治療方法の開
発に有用であると考えられた． 

血栓中にはこれらのサイトカインおよびレセプ
ターの遺伝子発現が認められた．また血栓の蛍
光二重染色により，これらのサイトカインおよびレ
セプターの産生細胞はマクロファージであること
が明らかになった（図４）．そこで，これらの陽性
細胞数と F4/80 陽性マクロファージ数との比を
求め，血栓陳旧度との関連を検索した（図５, 
a-d）．いずれの比も血栓陳旧度にともなって増

加し，10 日または 14 日目でピークを示し，21 日
目には減少傾向を示し，血栓陳旧度判定の重
要な指標をなることが示唆された（図５, e-h）． 
(4) 血栓内における fibrocyte 検索と血栓陳旧
度との関係 

血栓器質化および溶解に関わる因子として，
血栓内の fibrocyte の動態を明らかにした．野
生型マウスの血栓パラフィン包埋切片の
CD45 と collagen type 1 の蛍光二重染色によ
りfibrocyteは血栓陳旧度にともなって変化し，
下大静脈結紮後 14 日後に最も増加すること
が明らかにした（図 6，7）．この変化は Masson 
trichrome 染色結果や，myofibroblast および
新生血管の免疫組織化学的染色結果とも一

図 3 血栓内 EPC 数の変化 

図 4 サイトカインおよびレセプターとマ
クロファージの蛍光二重染色 

図 5 血栓内の IFN-，TNF-，TNF-Rp55，IL-6
の動態（a, e: IFN-; b, f: TNF-; c, g: 
TNF-Rp55; d, h: IL-6） 

図 6 蛍光二重染色による血栓内
fibrocyte の検索 



致した． 

(5) 血栓内 EPC の血栓陳旧度判定の有用性 
以上の結果，血栓内 EPC の検索結果は，サ

イトカインおよびレセプターや，fibrocyte 等から
検索した，血栓陳旧度との関連と同期しているこ
とが，確認できた．血栓内 EPC の検索により，血
栓陳旧度の判定が可能であり，また EPC が血栓
の予防や，治療に有用な因子であることも明ら
かになった． 
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