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研究成果の概要（和文）：血栓陳旧度にともなうオートファジー機能の動態を検討するために，LC3及びp62につ
いて実験的マウス血栓における両者の陽性細胞数や，両者の比（p62/LC3 ratio）の変化を明らかにした．
血栓溶解過程では，オートファジーが関与していることが明らかとなり，法医診断学的には，血栓中のオートフ
ァジーの動態が，剖検例においても血栓の陳旧度判定の有用な指標となると考えられた．

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. 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, immunohistochemical analyses were performed. In the murine 
thrombi, the LC3- or p62-positive cells were detected. The LC3-positive cells were observed all 
thrombus samples (n=5 per group). But in the thrombus age of 1 day, p62-positive cells were not 
detected and p62/LC3 ratios were nearly zero. After 3 days, p62-positive cells were detected, and 
p62/LC3 ratios were over 1.0. At 14 days, there were much p62-positive cells exceeded LC3+ cells, 
and p62/LC3 ratios reached over 2.0. Our observations indicated the detection of intrathrombotic LC3
 and p62 could be a useful marker for thrombus age determination.

研究分野： 法医学
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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． 

細胞機能障害の最終段階ともいえる細胞死
には，壊死（ネクローシス）やプログラム細胞死
（アポトーシス）そして近年注目されているⅡ型
プログラム細胞死（オートファジー）などさまざま
な形態がある．最近，炎症性腸疾患患者におい
て，これまで血栓症のリスクファクターと考えられ
ていた，手術や長期臥床とは独立した要因によ
る血栓症発症が確認されており，オートファジー
と血液凝固異常との関連を示唆している１．そこ
で，血栓と細胞死の一つであるオートファジーと
の関連に着目するに至った．血栓の形成時期
の判定は，外傷や疾患，生活状況，肺動脈血栓
症との因果関係等，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の
ひとつであり，オートファジーもまたその判定を
決定する重要な指標となり得る可能性が考えら
れた． 
 
２．研究の目的 

わが国における肺血栓塞栓症の発症数は 10
年間で 2.25 倍にも増加しており，臨床医学にお
いてのみならず，法医学分野においても早急に，
血栓の形成・溶解の機序についてのさらなる解
明が望まれる．その一端として，細胞内のタンパ
ク質分解経路のひとつであり，神経変性疾患，
糖尿病，腎症，癌などさまざまな疾患の病態に
関与しているオートファジーに着目した．そして
免疫組織化学的手法を用いて，血栓形成から
溶解に至る過程におけるオートファジーの分子
メカニズムとその機能を解明し，さらには法医学
分野への応用を視野に入れた包括的研究であ
る． 
 
３．研究の方法 
（１）マウスを用いた深部静脈血栓症モデルと血
栓組織標本の作成 

深部静脈血栓症モデルは申請者らの報告に
基づいて作製する 2．具体的には，マウスを麻酔
下で開腹し，下大静脈を 3-0 絹縫合糸にて結紮
する（図１）．結紮後は通常の飼養を行う．1, 3, 5, 
7, 10, 14, 21 日目（各グループ 5 匹）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． 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２） 血栓内の分子機構の解明 

血栓形成および溶解過程において，オート
ファジーに関与する分子の中で，現在最も研究
が進んでいるオートファゴソームのマーカーであ
る LC3 及びLC3 に結合して選択的分解されるタ
ンパク質である p62/SQSTM1（p62）の動態につ
いて，免疫組織化学的に明らかにした．なお免
疫染色による定量評価を行うため，自動免疫装
置 （ Ventana Discovery® XT, Rosch, AZ, 
USA）を用いた．染色像について顕微鏡観察
下（1000 倍，5 視野）にて LC3 及び p62 そ
れぞれの陽性細胞数を計測し，両者の比
（p62/LC3）を求めた． 
 
４．研究成果 
(1)血栓中の LC3 の動態 

１日目以降の全ての血栓について，主に辺縁
部に観察されるが，3 日目で減少傾向を認め，
その後増加傾向に転じ，10 日目に最も多く
（25.2±0.93），以降は減少傾向を認めた（図２，
６）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）血栓中の p62 の動態 

1 日目の血栓にはほとんど認められなかった
が，3 日目以降全ての血栓について，LC3 と同
様に主に血栓辺縁部に観察され，特に5～10日
では明瞭に観察された（図３，６）．また蛍光二重
染色の結果，血栓内の LC3 と p62 の局在は一
致し（図４），p62 の主な産生細胞はマクロファー
ジや VEGF であることが分かった（図５）． 
 
 

図１ 深部静脈血栓塞栓症モデルの作成
方法 

図２ 陳旧度別血栓の LC3 の免疫組織化
学的染色像． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）LC3，p62 陽性細胞数と血栓陳旧度 
血栓溶解過程では，血栓内に生じたオート

ファジーが関与していることが明らかとなり，特に
血管新生に寄与している可能性が示唆された．
LC3 陽性細胞は確認されるが，p62 陽性細胞が
確認されず，両者の比がほぼ０に近い場合は 1
日目，P62 陽性細胞が観察され，両者の比が 1
以上の場合は 3 日以上経過した血栓であると推
定できる．特に LC3 陽性細胞数が 10 以上で，
多数の p62 陽性細胞が明瞭に認められる場合
は，5～10 日経過した血栓と推定できた．さらに
両者の比が 2 以上の場合は 14 日経過している
と推定できる可能性も確認できた（図６，７）． 
形成後 2日目程度と推定される剖検例の血

栓についても LC3，p62 ともに染色すること
が可能であったことから，剖検例においても
オートファジーにより血栓陳旧度評価の可
能性も示唆された（図８）．以上の結果，法医
診断学的には，血栓中のオートファジーの動態
が，剖検例においても血栓の陳旧度判定の有
用な指標となると考えられた． 

血栓形成・溶解過程におけるオートファジー

機能の動態を明確に示した研究，及びこれを指
標とした血栓陳旧度判定を試みた研究は，国内
外で他に例がない．本研究結果がもたらした成
果は，法医学にとどまらず，臨床医学においても，
深部静脈血栓塞栓症の新たな治療法の開発に
際して重要な意義があると考えられる． 
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図３ 陳旧度別血栓の p62 の免疫組織化
学的染色像． 

図５ 血栓の蛍光二重染色像．血栓中の
p62 の局在は，マクロファージや VEGF
と一致した． 

図７ 血栓中の p62／LC3 比の変化．10
日と 14 日の血栓では明瞭な差が認められ
た． 

図６ 形成から溶解過程における，血栓
中の LC3，p62 陽性細胞数の変化 

図４ 血栓の蛍光二重染色像．血栓の蛍光
二重染色像．血栓中における LC3 と p62
の局在は一致した． 

図8 形成後2日程度と推定される剖検例
から採取した血栓（左：急性呼吸不全，男・
65 歳；右：急性硬膜下血腫による脳ヘル
ニア，女・90 歳）． 
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