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研究成果の概要（和文）： 

血液単球系細胞からの Tissue Factor(組織因子)の放出に Raf-MEK-ERK1/2 pathway 及びその下

流の転写因子 Egr-1 の関与が RNA 干渉法による遺伝子ノックダウン手技を用いて示唆された。

ｸﾛﾄﾞﾛﾈｰﾄ前処理することで、血液中の単球系細胞を抑制したマウスにこれらの遺伝子ノックダ

ウン単球系細胞を注入後、肺梗塞モデルマウスを用いて、肺梗塞の重症度及び生存率を検討し

たところ、Tissue Factor の発現、炎症系が抑制されることで重症度と生存率が改善した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated the modification of tissue factor expression 
on THP-1 cell and mouse monocyte-macrophage by knocking down ERK1, ERk-1 and Egr-1. With 
injection of these gene knocked down monocytes into mouse, survival rate and severity 
of pulmonary embolism have improved in mouse experimental model. Further studies are 
necessary to undergo several analysis, and their application of the gene therapy. 
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1. 研究開始当初の背景  

我々は、整形外科手術患者を対象にした臨床

実験を基に、フローサイトメトリー法及び

siRNA を用いた遺伝子ノックダウン手法で、

血小板と単球とのクロストークにより

（P-selectin/PSGL-1及び CD40L/CD40を介し

て）、Leukocyte-Platelet Conjugate(白血球

血小板凝集細胞)及び Tissue Factor(組織因

子, CD142)が生成され、その血中レベルと術

直後の肺血流シンチの欠損発生率に正の相

関関係があることを示し、肺梗塞発生の新た

なメカニズムを明らかにした (J Thromb 

Haemost. 5(4):738-45, 2007 他)。また周術

期 PDEⅢinhibitor 投与が、血小板内 p38MAPK

の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 事 で

CD62P(P-selectin)及び Leucocyte-Platelet 

Conjugate の発現を抑制、 ERK1/2 及び AKT

のリン酸化抑制により PAC-1(activated GP

ⅡbⅢa)の発現および血小板凝集抑制を引き

起こす事を報告した（ Anesthesiology. 

2009;111(6):1227-37.）。また、同時に白血

球 に 於 い て も 阻 害 薬 投 与 に て 、

Mitogen-activated protein kinase(MAPK) 

signaling を抑制する事により、単球からの

Tissue Factor(組織因子)の放出、顆粒球の

粘着能を抑制する事が示唆された。本申請は、

この結果を基に血栓形成予防の為の遺伝子

治療法の可能性を、RNA 干渉(RNAi)法を用い

て検討するプロジェクトである。 

 
2. 研究の目的  

(In Vitro) 血液単球系培養細胞、及びマウ

ス単球―マクロファージを用いて, ERK1, 

p38α, AKT, Egr-1 を Nucleofection 法によ

り siRNA を導入し、細胞内シグナリングをブ

ロックする事で、血小板との共培養における

系で、血小板、単球の活性の変化(特に Tissue 

Factor(組織因子)、TNFα放出)、及びそれに

伴う血液凝固の変化を観察する。 

(In Vivo) 当研究室において確立した肺梗塞

動物モデルを用いて、1.で遺伝子ノックダウ

ンした単球をマウスに再度静注後、実験的肺

梗塞の生存率および肺組織における塞栓率

の変化を、末梢血の血小板活性、凝固反応等

のパラメーターと共に観察する。 

 

３．研究の方法 

平成 20,21年度  

(1) 血液単球系培養細胞(THP-1, U937 cell), 

ヒト及びマウス単球に siRNAを導入する実験 

(研究代表者中嶋、分担者溝部担当) 

(siRNA の作成) Tissue Factor(組織因子), 

ERK1, p38α, AKT, Egr-1 を遺伝子ノックダ

ウンの標的にして、各々の siRNAを作成する。  

(Nucleofection 法による siRNA 導入、及び遺

伝子発現抑制効果の確認) 

2-5x106cells/100μlに対し siRNA 1.5μgを

添付後、Amaxa siRNA Nucleofection Program

（現有設備）に従い siRNA導入を行う。24-72

時間培養後に回収しノックダウンの効果を、

リアルタイム PCR(7300 Applied Biosystems、

現有設備)により mRNA レベルでの定量評価、

ELISA 法により蛋白レベルでの遺伝子ノック

ダウン効果を Negative Control と比較する。 

(2) 血小板と単球、又は単球系培養細胞の共

培養による実験 (In Vitro 系) 

ヒト又はマウス末梢血から精製した血小板

（洗浄血小板又は Platelet Rich Plasma）と、

(1)でノックダウンした血液単球系培養細胞

又は単球との共培養により以下の項目を確

認する。研究結果として、ERK1, 又は転写因

子 Egr-1をノックダウンした単球又は単球系

培養細胞と血小板の共培養にて Tissue 



Factor(組織因子),TNFα, Microparticle の

放出、及び凝固反応の抑制が、また AKT のノ

ックダウンによりその抑制が解除されると

考える。 

(血液細胞表面抗原発現変化の定 量 ) 

CD14+CD41+(Platelet-Monocyte 

Conjugate),CD61+CD62P+(P-selectin),CD61

+PAC-1+,CD61+CD154+(CD40L),CD14+CD11b+, 

CD14+CD142+(Tissue Factor)の変化より血小

板と単球活性レベルを定量する (フローサ

イトメトリー法)。 

(凝集反応) Optical Aggregometry で血液又

は培養液の凝集反応の測定。 

(Flow Chamber を用いた血小板、単球接着能

の解析) 倒立蛍光顕微鏡(OlympusIX71, 現

有設備)下に、Flow Chamber に共培養した溶

液 を 流 し 単 位 時 間 当 た り に コ ラ ー ゲ

ン,ICAM-1,VCAM-1,Fibronectin コーティン

グのスライドガラスにおける血小板、単球接

着度を定量評価。 

( 蛋 白 定 量 ) 培 養 液 中 Tissue 

Factor,CD40Ligand,TNFα,Microparticle 定

量 (ELISA法)。 

(細胞内シグナリング解析) ERK,AKT,p38のリ

ン酸化定量 (ELISA 法, フローサイト法)。 

(転写因子活性) Egr-1,NF-kB, AP-1 の DNA 

binding activity の測定 (EMSA法)。  

(Promoter 活性) Tissue Factor,TNF alpha

の Promoter 領域遺伝子を含む Plasmid を単

球系培養細胞に遺伝子導入後、ルミノメータ

ーでルシフェラーゼ活性を定量。 

 

平成 21,22年度  

(3) 動物モデルを用いた遺伝子ノックダウ

ン単球（Monocyte）投与による静脈血栓塞栓

症予防、治療への応用 (In Vivo 系) (代表

者中嶋、分担者上野、橋本担当) 

 ( 肺 梗 塞 動 物 モ デ ル の 作 成 ) 

Ketamine/Xylazine(150/15mg,ip) 麻酔下の

雄 CD-1 マ ウ ス (20-25g) に 尾 静 脈 よ り

1250U/kg のヒトトロンビン（80%のマウスが

5 分 以 内 に 死 に 至 る 量 ）、 [ 又 は

collagen/epinephrine(800/60μg/kg、80%の

マウスが 30 分以内に死に至る量)]及びコン

トロールとして生理食塩水を投与する事を

基本として実験を行う。 

 (生存率) ｸﾛﾄﾞﾛﾈｰﾄ前処理することで血液

中の単球系細胞を抑制したマウスに、血小板

凝集薬剤を投与してからの時間軸で見た生

存率に関して、siRNA によりノックダウンさ

れた単球を注入した群と negative control

の siRNA を導入した単球を注入した群との、

生存率の改善を検討する。 

(肺梗塞重症度の定量化) 血小板凝集薬剤投

与後一定時間(3-5min)に安楽死を行い採血

及び肺組織の摘出を行う。肺組織は、気管よ

り 10%ホルマリン投与により固定し 24時間後

に 5-6μm スライスのパラフィン切片を作り

phosphotungstic acidにて血管内フィブリン

を染色する。最低 10 視野程度の鏡検で視野

中に存在する血管でフィブリンが栓塞して

いる割合を確認する事で肺梗塞の重症度を

定量化する（JCI 101:667-675,1998）。 

また平成 20,21年度に Vitro 実験で行った実

験項目を測定し、Vivoに於いても Vitroと同

じ実験結果が得られるか検討を行う。 

予期される問題点に対する配慮と対応策  

十分な遺伝子発現抑制効果が得られない場

合は siRNAの配列を再考する。１つの遺伝子

発現抑制（シングルノックダウン）により結

果の出ない場合は、２つの遺伝子発現抑制

(ダブルノックダウン)系の実験を検討する。 

Vivo実験系に於いては、Hydrodynamics 法を

用いた siRNA 発現ベクターの導入又は、HVJ 

Envelope Vector を用いた siRNA の Vivo へ

の導入法といったマウスに経静脈或いは経



気管的に直接 siRNA を導入する実験も検討。 

 

４．研究成果 

血液単球系細胞からの Tissue Factor(組織因

子)の放出に Raf-MEK-ERK1/2 pathway 及びそ

の下流の転写因子 Egr-1の関与が RNA干渉法

による遺伝子ノックダウン手技を用いて示

唆された。ｸﾛﾄﾞﾛﾈｰﾄ前処理することで、血液

中の単球系細胞を抑制したマウスにこれら

の遺伝子ノックダウン単球系細胞を注入し

て、肺梗塞モデルマウスを用いて、肺梗塞の

重症度及び生存率を検討したところ、Tissue 

Factor の発現、炎症系が抑制されることで

重症度と生存率が改善した。 
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