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研究成果の概要（和文）：抗リン脂質抗体(aPL)による単球活性化の新たな機序として、細胞内代謝に着目し
た。ヒト単球の細胞株を用いて、フォスファチジルセリン依存性抗プロトロンビン抗体 aPS/PTをin vitroで添
加し、seahorse analyzerを用いて細胞内代謝について測定した所、有意に亢進する代謝経路を見出した。機能
解析のため、当該の代謝経路を阻害する薬剤を用いて、単球活性化マーカーである組織因子の発現を測定した
所、濃度依存性に組織因子の発現を抑制することが明らかとなった。 更に、網羅的メタボローム解析を施行し
た所、上記と同様の代謝経路の亢進が見られた他、別の代謝経路の有意な亢進についても確認された。

研究成果の概要（英文）：A new mechanism of monocyte activation by antiphospholipid antibodies (aPL) 
focused on intracellular metabolism. Using a human monocyte cell line, phosphatidylserine-dependent 
anti-prothrombin antibodies were added in vitro and intracellular metabolism was measured using a 
seahorse analyzer, which revealed a specific metabolic pathway that was significantly enhanced. For 
functional analysis, drugs that inhibited the specific metabolic pathway were used, and 
dose-dependently suppressed the expression of tissue factor, a marker of monocyte activation. This 
study suggests that stimulation with aPL may alter intracellular metabolism and activate monocytes. 
Intracellular metabolism may be a new therapeutic target in antiphospholipid antibody syndrome.

研究分野： Rheumatology

キーワード： APS　Monocyte　Metabolic pathway
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、抗リン脂質抗体による刺激は単球の細胞内代謝を変動させ活性化をきたしている可能性が示唆さ
れた。現在特異的な治療が無く、抗血栓療法による対症療法に留まっている抗リン脂質抗体症候群において、細
胞内代謝は新たな治療標的となる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は、抗リン脂質抗体（aPL）によって引き起こされる自己免疫性

血栓症および妊娠合併症が主な病態である。aPL は、血栓形成に関連する複数の抗体群を含み、
その中でも抗カルジオリピン抗体（aCL）、抗β2 グリコプロテイン I 抗体（aβ2GPI）、およびル
ープスアンチコアグラント（LA）が最もよく知られている。APS の診断には、これらの抗体と臨
床症状（血栓症や反復流産など）との組み合わせが用いられる。 
APS は後天的な血栓傾向疾患として非常に頻度が高く、再発リスクが高いことから、その病態

を理解し、治療法を確立することが急務である。現時点では、APS に対する根本的な治療法はな
く、主な治療は抗凝固療法に依存している。これは、aPL が血管内皮細胞、単球、血小板といっ
た向血栓性の細胞を活性化させ、血栓形成のリスクを高めることが知られているためである。
APS 患者はしばしば血栓の再発を繰り返すため、効果的な血栓予防が重要な課題となっている。 
このような背景から、APS における血栓形成の機序に注目が集まっている。aPL が単球に結合

し、単球を活性化させることで、血栓形成に関与する分子が発現する。特に、単球は外因性凝固
経路の重要な分子である組織因子（TF）の産生を促進し、これが血栓形成の引き金となることが
示されている。これまでの研究では、APS 患者の単球において TF の発現が増加していることが
確認されており、単球の活性化が APS の病態形成において重要な役割を果たしているとされる。
しかし、その具体的な分子機構は未解明であり、単球の活性化を抑制する新たな治療法の開発が
求められている。 
近年、細胞内代謝が自己免疫疾患における細胞の機能に大きな影響を与えることが明らかに

なりつつある。特に、解糖系（glycolysis）、グルタミン代謝（glutaminolysis）、脂質代謝（fatty 
acid metabolism）といった代謝経路が、細胞の増殖、分化、機能維持、さらには細胞死に至る
までの一連のプロセスにおいて重要な役割を果たすことが示されている。しかし、これまでの代
謝研究の多くは T細胞や B 細胞に焦点を当てており、単球に関する研究は十分に進んでいない。
これは、関節リウマチや全身性エリテマトーデス（SLE）などの自己免疫疾患において、T 細胞
や B 細胞が中心的な役割を果たしているとされ、単球の関与が比較的小さいと考えられてきた
ためである。 
APS においては、単球が重要な役割を果たしていることから、その細胞内代謝に焦点を当てる

ことは新たな治療標的を見つけるための鍵となる可能性がある。これまで、APS の病態における
単球の細胞内代謝に関する研究はほとんど報告されておらず、本研究ではこの未解明領域にア
プローチし、APS の新しい治療法の開発につながる可能性を探ることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、APS における単球活性化に関連する細胞内代謝経路の役割を解明し、新たな

治療ターゲットを見出すことである。特に、単球の解糖系（glycolysis）がどのように活性化さ
れ、血栓形成に寄与するかを調べる。さらに、この代謝経路の制御に関与する分子機構を特定し、
APS の病態形成における代謝の重要性を明らかにする。本研究は、APS に対する新規治療法の基
礎を築くことを目指している。 
 
３．研究の方法 
 
1. 単球活性化条件の最適化 

 
ヒト単球株 THP-1 に aPL の一つであるフォスファチジルセリン依存性抗プロトロンビン抗
体（aPS/PT）を in vitro で添加し、単球の活性化条件（抗体の濃度、培養時間）を最適化
した。単球の活性化マーカーとして、組織因子（TF）の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で
測定し、最も発現が増加する条件を特定した。 
 

2. 細胞内代謝の測定 
 
最適化された条件を用い、aPS/PT 刺激下での単球の代謝変動を Seahorse XF Glycolytic 
Rate Assayを用いて測定した。具体的には、解糖系の主要指標であるGlycolysis、Glycolytic 
capacity（解糖能）、Glycolytic reserve（解糖予備能）を解析し、aPL 刺激による代謝変化
を明らかにした。また、ミトコンドリア呼吸（酸素消費率）も併せて測定し、単球のエネル
ギー代謝全体を把握した。 
 

3. メタボローム解析 
 



aPS/PT 刺激を行った THP-1 細胞について、ヒューマン・メタボローム・テクノロジーズ株式
会社（HMT）に委託し、キャピラリー電気泳動-質量分析計（CE-MS）を用いて網羅的メタボロ
ーム解析を実施した。この解析により、Glycolysis 関連を含む種々の代謝物質の aPS/PT 刺
激による変動を調査した。 
 

4. Glycolysis 阻害の効果測定 
 
Glycolysis 阻害薬である 2-DG を用いて、解糖系が単球の活性化に与える影響を評価した。
aPS/PT 刺激下の THP-1 細胞に対して 2-DG を添加し、TF mRNA の発現量をリアルタイム PCR
で測定した。2-DG の濃度依存的な TF 発現の抑制効果を確認することで、解糖系の重要性を
評価した。 
 

5. シグナル伝達経路の解析 
 
単球の解糖系活性化がどのシグナル経路を介して行われるかを解明するため、ROS（活性酸
素種）の産生および p38MAPK pathway の活性化を Flow cytometry および Western blotting
を用いて解析した。aPS/PT 刺激による ROS の産生変動を測定し、ROS 依存的なシグナル伝達
の有無を評価した。また、p38MAPK およびそのリン酸化型である phospho-p38MAPK の発現を
Western blotting で測定し、解糖系がどの経路を介して単球を活性化するかを調査した。 

 
 

４．研究成果 
 
1. 単球活性化条件の確立 

 
aPS/PT 添加により、最適な単球活性化条件を確立した。具体的には、aPL の濃度と培養時間
を調整することで、単球における TF 発現が最大となる条件を特定した。この条件下では、
aPS/PT 刺激群で TF 発現が control IgG 刺激群に対して 1.5～2 倍に増加することが確認さ
れた。 
 

2. 細胞内代謝測定 
 
Seahorse XF Glycolytic Rate Assay を用いた測定では、aPS/PT 刺激により解糖系が顕著
に亢進していることが示された。具体的には、Glycolytic capacity および Glycolytic 
reserve が aPS/PT 刺激群で有意に増加しており、解糖系の活性化が単球の活性化に重要な
役割を果たしていることが示唆された。 
 

3. メタボローム解析 
 
CE-MS を用いたメタボローム解析では、解糖系に関連する代謝産物である Glucose-6-
Phosphate、Fructose-6-Phosphate、Fructose-1,6-Bisphosphate が有意に増加しているこ
とが確認された。解糖系が APS における単球の活性化に直接関与している可能性を示唆し
ている。 
 

4. Glycolysis 阻害の効果 
 
Glycolysis 阻害薬 2-DG を用いた実験では、解糖系を阻害することで、TF 発現が濃度依存
的に抑制されることが明らかとなった。これにより、単球の活性化には解糖系が不可欠であ
ることが示された。 
 

5. シグナル伝達経路の解析結果 
 
aPS/PT 刺激による ROS 産生には大きな変動は認められなかったが、Western blotting の結
果、aPS/PT 刺激により phospho-p38MAPK/p38MAPK 比が増加しており、解糖系が p38MAPK シ
グナルを介して単球の活性化に寄与していることが示唆された。 
 

これらの結果は、解糖系が APS における単球の活性化において重要な役割を果たしていること
を示しており、この代謝経路が将来的に APS に対する新規治療標的となる可能性を示唆してい
る。 
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