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研究成果の概要（和文）：PMA刺激下でTHP1において、プロトロンビン（PT）のタンパクが発現すること、PMAで
刺激したTHP1および抗リン脂質抗体症候群（APS）患者の単球は、抗PT抗体よりも、抗リン脂質抗体であるホス
ファチジルセリン依存性抗ヒトPT抗体（aPS/PT）と強い結合を示すことを確認した。18名のAPS患者において、
２名がPT-mono陽性であった。ワルファリン（Wf）非内服下と内服下でFCMを行ったところ、Wf非内服下では
aPS/PTが結合し、Wf内服下ではaPS/PTの結合を認めなかったことから、APS患者においてPT-monoが存在し、また
WfによってPTの発現が抑制されうることが示された。

研究成果の概要（英文）：1) PMA treated THP-1 cells synthesized PT, which showed stronger binding 
with aPS/PT compared with non-pathogenic monoclonal anti-PT antibody. ２) aPS/PT binding to PT/MHC 
II complexes was confirmed in co-stimulated THP-1 cells and cell-surface PT was detected on monocyte
 in APS patient and aPS/PT binding to the monocyte was confirmed. 3) Cell-surface PT was detected on
 monocytes in two out of 18 APS patients and aPS/PT binding to the monocytes was confirmed. 4) 
Immunofluorescence staining, and PLA identified PT/HLA complex expressed on monocyte surface in 
patients with APS.
5) TF mRNA and protein expression was significantly higher in monocyte cocultured with APS IgG 
compared with healthy control IgG. 6) When the tests were performed with and without warfarin in a 
same patient, aPS/PT binding was disappeared without warfarin, indicating that Warfarin may affect 
the prothrombin expression in patients with APS.

研究分野：抗リン脂質抗体症候群

キーワード： 抗リン脂質抗体　単球　ミスフォールドタンパク
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗リン脂質抗体症候群（APS）は凝固・線溶タンパクに対する自己抗体により、血栓症または妊娠合併症を生じ
る疾患である。抗リン脂質抗体（aPL）の抗原はリン脂質ではなく、リン脂質に結合する凝固・線溶タンパクで
ある。新たに提唱されたミスフォールド/HLA複合体に対する抗体の検出は抗リン脂質抗体の新たな検出方法であ
ること、さらにプロトロンビン/HLA複合体が単球で発現している現象は、APSの病態生理の解明に近づいた発見
である。さらにワーファリンのみが治療薬としてなぜ有効なのかを間接的に証明できる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は凝固・線溶タンパクに対する自己抗体により、血栓症または妊
娠合併症を生じる疾患である。抗リン脂質抗体（aPL）の抗原はリン脂質ではなく、リン脂質に
結合する凝固・線溶タンパクであり、代表的なものとしてカルジオリピン（CL）に結合する 2
グリコプロテイン I（2GPI）、ホスファチジルセリン（PS）に結合するプロトロンビン（PT）
が知られている。これらの抗体は病原性自己抗体と考えられており、APS は自己免疫性血栓症
として分類される。しかしながら、依然として治療は抗血栓療法のみしかなく、病態に基づいた
根本的治療の確立が求められている。免疫抑制療法が確立していない理由の一つとして、抗体の
ターゲットが、単球、血小板、血管内皮細胞、補体など多岐にわたることが考えられ、抗体の除
去もしくは抗体産生抑制が根本的治療であると想定される。申請者は、HEK293T細胞（ヒト腎
臓上皮細胞株）を用い PT/MHC class II 複合体に aPS/PTが結合することを発見した際に、肝
臓内で抗原提示および向血栓細胞の活性化が起きるのではなく、単球で PTが合成されればミス
フォールド仮説を用いて APSの病態を証明できると仮説をたてた。まずデータベースから単球
に PTのmRNAが存在すること、タンパクとして PTの発現が予想されていることを確認した。
さらに 1997年に PMA刺激下でヒト細胞株である THP1に PTの mRNA発現および培養上清
に向凝固作用があることが報告されており（Dabid L, et al, Exp Mol Pathol 1997）、仮説の検
証をはじめた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、単球が PTを合成すること、そして合成された PTが APSの病態に関わるこ
とを明らかにすることが目的である。さらには単球と肝臓で合成される PT の違いを明らかに
し、単球特異的に PT合成を阻害する新規治療確立を目指す。これまで PTは肝臓で合成される
凝固タンパクとされていたが、申請者は単球でも PTが合成されることを確認している。さらに
単球が合成する PTが aPS/PTの抗原である可能性が高く、単球と肝臓で合成される PTの違い
が aPS/PT の antigenicity に寄与していることを証明することは、極めて学術的独自性が高い
研究である。 
 
 
３．研究の方法 
(1). PMA刺激下で THP1における PTの mRNAおよびタンパク発現を確認する。さらに健常
人から採取した末梢血を Ficoll密度勾配遠心法でヒト末梢血単核球 (PBMC)を分離し、Pan 
Monocyte Isolation Kit, human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を用いて、
磁気細胞分離技術でnegative selectionを行ない、PMA刺激下でTHP1におけるPTのmRNA
およびタンパク発現を確認する。さらに PMAで刺激した THP1および単球に IFNγを加え
ることで細胞表面に PTが発現することをフローサイトメトリーで確認した。 
 
(2). APS 患者から分離した単球を、サイトスピンを用いてスライドに単層塗抹標本を作成
し、免疫蛍光染色にて細胞表面のプロトロンビンの発現を観察するとともに、フローサイト
メトリーで細胞表面のプロトロンビンの発現を観察した。HLAとPTが結合しているかは、
近接ライゲーションアッセイ（PLA）を用いて確認した。 
 
(3). APS患者の PBMCを用いて、プロトロンビン発現単球がどの程度存在するかを確認し
た。 
 
 
４．研究成果 

(1). Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)刺激下でヒト単球細胞（THP1）とヒト単球に

おいて、プロトロンビン（PT）タンパクが発現すること、さらに PMA で刺激した THP1

および単球に IFNγを加えることで細胞表面に PT が発現することを確認した。プロトロ

ンビンを発現する単球を PT-monoと名づけた。 



 
 

(2). 抗リン脂質抗体症候群（APS）患者の単球の表面には P T/HLAの複合体が存在しは、

抗 PT抗体よりも、抗リン脂質抗体であるホスファチジルセリン依存性抗ヒトプロトロンビ

ン抗体（aPS/PT）と強い結合を示すことを確認した。 
 

(3). 18名の APS患者において、２名が PT-mono陽性であった。ワルファリン（Wf）非

内服下と内服下で FCMを行ったところ、Wf非内服下では aPS/PTが結合し、Wf内服下で

は aPS/PT の結合を認めなかったことから、APS 患者において PT-mono が存在し、また

Wfによってプロトンビンの発現が抑制されうることが示された。 

 

近年の APS 研究の動向としては、補体や好中球細胞外トラップ（NETs: neutrophil 

extracellular trap）の関与など自然免疫が関わる病態解明やインターフェロンαや B細胞

を活性化させるサイトカインの関与から、抗体産生の制御を目的とした研究が報告されて

いる。単球が合成する PTのタンパクの発現、抗リン脂質抗体の結合を確認したのは世界初

であり、APS の病態解明のブレークスルーであると考える。単球では刺激下でのみ PT を

合成するため、単球特異的に PT合成を阻害するメカニズムの発見が創薬につながる可能性

がある。 
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