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研究成果の概要（和文）：低温曝露後の復温がヒト単球系細胞(THP-1)に与える影響を調査した．4℃で一定時間
の低温曝露後，37℃に再加温したTHP-1のミトコンドリア膜電位をTMRM染色で評価した．8時間以上の低温曝露後
の再加温では，細胞は蛍光強度の異なる2つのグループに分かれ，一部はアポトーシスとなった．カルシウムの
細胞内流入がアポトーシス誘導の主因であり，カルシウムキレート剤が抑制効果を示したが，活性酸素種は関与
していなかった．さらに低温曝露後に組織因子の放出が観察され，抗酸化剤はこれを抑制した．これらの結果か
ら低温曝露によるアポトーシス誘導と組織因子放出には異なる分子機構が関与していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The effects of rewarming after cold exposure on human monocytic cells 
(THP-1) were investigated. THP-1 cells were subjected to cold exposure at 4°C for pre-selected 
periods and then rewarmed to 37°C. After more than 8 hours of cold exposure and subsequent 
rewarming,apoptotic cells increased following the decrease in mitochondrial membrane potential in 
these cells. Calcium influx was suggested to be the main cause of apoptosis, as calcium chelators 
showed inhibitory effects, while reactive oxygen species were not involved. By contrast, tissue 
factor release was observed after cold exposure, which was suppressed by antioxidants. These 
findings suggest that different molecular mechanisms are involved in apoptosis induction and tissue 
factor release following cold exposure.

研究分野： Anesthesiology

キーワード： 単球　組織因子　アポトーシス　凝固活性小胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低温曝露によるアポトーシス誘導には細胞外カルシウムの細胞内への流入が関与すると考えられたが，活性酸素
種はTHP-1の低温曝露によるアポトーシス誘導に影響を与えなかった．一方，THP-1は低温曝露により組織因子を
放出し，活性酸素種はこれを抑制した．血液製剤の保存溶液にはカルシウムキレート薬が含まれているが，活性
酸素種の消去薬は含まれていない．今回の知見により，白血球を含む血液製剤を保存する溶液に活性酸素種を消
去する作用をもつ薬剤を添加することで輸血に関連する血栓形成性を抑制制御可能であることが示唆された．

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
集中治療中の急性期患者に対する同種血輸血がその患者の生命予後に及ぼす影響について，多
施設が参加した複数の前向き観察研究が施行されている．輸血を受けた集中治療中の患者は，背
景因子を補正した輸血を受けなかった対照患者と比較して有意に死亡率が高いことが報告され
ている[1]．この観察結果は，ほぼ同様な研究手法を用いた別の観察研究においても確認された
[2]．しかしながらこれらの研究は，それぞれの観察対象地域において，同種赤血球製剤から採
血時に白血球が除去されていなかった時代に施行されている．その後，血液製剤の採血時白血球
除去が標準的に行われるようになり，改めて同様な観察手法の前向き臨床研究が計画された．以
前の観察結果と異なり，この研究では，集中治療中の急性期患者に同種血輸血を施行した方が，
施行しなかった患者より生命予後が改善するという結論が得られている[3]． 
 
一方，外傷治療の分野で赤血球輸血に対する血漿輸血の比率を増加させると生存率が改善する
との報告がなされて以降，血漿/血小板/赤血球の輸血バランスと生存率について臨床研究が施
行されてきた[4]．外傷性大量出血に対する輸血バランスとして全血に近い組成の止血効果が高
いことから，全血輸血製剤の使用が再評価されている．さらに白血球の持つ止血増強効果から白
血球除去の是非すら議論の対象となっている[5]． 
 
現在の日本の臨床においては，感染リスクの少ない自己血輸血製剤の白血球除去は行われてい
ない．白血球は止血増強作用を有する反面，血流速度の遅い静脈において赤色血栓形成・静脈血
栓塞栓症の発症に関与することが指摘されている[6]．自己血輸血関連有害事象は後者のような
白血球による血栓形成傾向が関与している可能性が指摘できる．白血球の止血増強作用の分子
機構としてアポトーシス発生によるホスファチジルセリン（陰性荷電リン脂質）表出や単球の組
織因子(TF)産生が挙げられる．血液製剤の保存状態，とくに低温曝露によるこれらの分子機構へ
の影響を検討することは安全な輸血医療を行う上で有用と考えられる． 
 
 
２．研究の目的 
 
血液製剤保存と同じ環境である低温曝露(4°C)が THP-1 のアポトーシス発生や TF 小胞発生に影
響を及ぼすかどうかを評価する．また，その制御分子機構を薬理学的に検討し，凝固活性を臨床
的に制御可能かについて検討する． 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト単球系細胞として樹立細胞
株 THP-1 を使用した[7]．細胞濃
度を調整した後，実験操作手順に
従って，細胞を低温環境に曝露し
た（図１）．THP-1 細胞浮遊液を
試料としたアポトーシス発生や
凝固活性小胞発生に関する評価
はフローサイトメトリーを利用
した[7]．細胞浮遊液上清中の組
織 因 子 活 性 測 定 は Human 
Tissue Factor Chromogenic 
Activity Kit (AssayPro, MO, 
USA)を使用して施行した．網羅
的イムノアッセイによる急性期
ヒトサイトカイン測定は Bio-
Rad Bio-Plex#m500kcaf0y を使
用し，フローサイトメトリーで測
定した． 
 
 
４．研究成果 
 
【低温曝露後の復温によるヒト
単球系細胞のアポトーシス誘導】 

 

図 1. 実験操作手順 



THP-1 細胞を 4°C で一定時間インキュベートし、その後 37°C に再加温してフローサイトメト
リーで分析した．テトラメチルローダミンメチルエステル（TMRM）は脂溶性のカチオン蛍光染
料であり，通常の膜電位条件下ではミトコンドリアの内膜に局在する．カルシウム過負荷などの
刺激によってミトコンドリア膜電位が著しく低下すると，蓄積された TMRM が拡散し，蛍光強
度が減少する[8]．したがって TMRM 蛍光はミトコンドリア膜電位および観察された細胞また
は小胞内の健全なミトコンドリアの密度を反映する．8 時間の低温曝露後に再加温を開始してか
ら 3 分後に観察された THP-1 の TMRM 蛍光強度は，同じ期間ずっと 37°C で加温された THP-
1（対照）よりも有意に低かった．TMRM 蛍光強度は時間依存的に増加したが，細胞は再加温中
に蛍光強度の異なる 2 つのグループに分離した．冷却後に THP-1 の最大の集団の TMRM 蛍光
強度は，再加温開始から 60 分後に正常レベルに回復した．しかしより少数の細胞集団の TMRM
蛍光強度は，最大集団の蛍光強度より有意に低かった． 
 
ホスファチジルセリンはアポトーシスが誘導された細胞や小胞の細胞膜表面に発現する．
Annexin V はホスファチジルセリンと特異的に結合するため，これを蛍光標識した Annexin V-
633 と TMRM で THP-1 細胞を二重染色した．TMRM 関連の蛍光強度が低い細胞の一部が
Annexin V-633 で陽性に染色された．一方，Annexin V 陽性細胞は TMRM 蛍光の低い細胞集団
に属していた．これらにより，アポトーシス細胞の増加は TMRM 蛍光強度の低い THP-1 細胞
の出現，すなわちミトコンドリア膜電位が低下した細胞集団の出現によってもたらされている
ことが示唆された．低温曝露後 60 分の復温で観察されたアポトーシス細胞の割合は低温曝露時
間を 8 時間，12 時間，24 時間と延長するに従い増加した． 
 
細胞アポトーシスは外因性あるいは内因性経路を通じて引き起こされる[9]．外因性アポトーシ
スは，Fas リガンドや TNF-αなどの細胞表面受容体の活性化を通じて開始されるが，内因性ア
ポトーシスは，ウイルスやフリーラジカル，温熱などの様々な刺激により，これらの受容体とは
無関係に引き起こされる[9]．抗アポトーシスタンパク質（Bcl-2，Bcl-xL）は，BH3 ドメイン
（例：Bax，Bak）を含むプロアポトーシスタンパク質と結合し，それらの機能を抑制する[9]．
内因性アポトーシス経路において，これらのタンパク質の解離により，プロアポトーシスタンパ
ク質のオリゴマーが形成され，これが外膜孔として機能してミトコンドリアからシトクロム c を
放出する [9,10]．同様に mitochondrial permeability transition pore の開口は，ミトコンドリア
膜電位を低下させ，シトクロム c の放出を引き起こす[9]．ミトコンドリアへのカルシウムの過
負荷は，この透過性移行孔を開くことが知られている[8]．シトクロム c の放出は，内因性およ
び外因性経路の両方において重要な役割を果たし，アポトーシスのシグナル伝達を促進する[9]． 
 
THP-1 の 24 時間低温曝露後に惹起されるアポトーシスを抑制しうる薬理学的な介入法を検討
するため，抗酸化剤やカルシウムキレート剤を添加し 24 時間低温曝露後の復温を行いフローサ
イトメトリー解析を実施した．カタラーゼおよび SOD はアポトーシス誘導に影響を与えなかっ
たが，カルシウムキレート剤である EDTA またはクエン酸はアポトーシスをほぼ完全に抑制し
た．しかし復温の開始時に細胞浮遊液を遠心し，これらの薬剤を除去すると，カルシウムキレー
ト剤のアポトーシスに対する強力な抑制効果は減少した．これらのことから，THP-1 細胞の 24
時間低温曝露後復温を行う実験設定において，細胞膜を通るカルシウム流入がアポトーシス誘
導の主因であると考えられた． 
 
さまざまな病態生理学的研究モデルにおいて，活性酸素種がアポトーシスを誘導する考えられ
ているが，今回の結果は，THP-1 細胞の低温曝露後の復温によるアポトーシス誘導において，
活性酸素種生成よりもカルシウム流入が大きな役割を果たしていることが示された．低温曝露
後にカルシウムキレート剤を除去すると，THP-1 細胞で急速にアポトーシスが誘導されること
は，低温曝露が細胞膜を通じたカルシウム流入を不可逆的に惹起し，それがミトコンドリア膜電
位の急激な低下とその後のアポトーシスにつながることを示唆した． 
 
【低温曝露後の復温によるヒト単球系細胞の組織因子放出】 
一定時間低温に曝露した THP-1 細胞の上清を採取し組織因子活性を測定した．低温曝露された
細胞上清中の組織因子活性は，4 時間まで対照（37°C 加温を継続した細胞群）よりも低かった．
8 時間以上の低温曝露では上清中に組織因子の蓄積が対照より増加し，24 時間後には 2 倍以上
となった．SOD やカタラーゼは，低温曝露によるアポトーシス誘導に対してこれらの抗酸化剤
が無効であったことと対照的に，上清中の組織因子活性の増加すなわち THP-1 の組織因子放出
を抑制した． 
 
 



 
【貯血式自己全血製剤血漿中に含まれるサイトカイン濃度：赤血球濃厚液との比較】 
採血時白血球除去が施行された照射赤血球濃厚液の同種血輸血が施行された後，輸血検査室に
保存されているセグメントチューブから得られた血液を遠心分離し血漿を冷凍保存した（RCC, 
7 製剤）．一方，周術期貯血式自己全血輸血が施行された際に廃棄パッケージから得られた血液
由来の血漿を冷凍保存した（AWB, ８製剤）．フローサイトメトリーを利用した網羅的イムノア
ッセイにより急性期ヒトサイトカイン 27 項目の血漿中濃度を同時に測定した（Bio-Rad Bio-
Plex #m500kcaf0y）．今回利用したマルチプレックスアッセイキットは 27 種類のサイトカイン，
ケモカイン，成長因子の同時測定を行うことが出来る（表 1）．27 項目中，13 項目(表中に黄色
で記載)において両群とも測定可能であった(RCC, n = 7; AWB, n = 8)．IFN-γを除いたすべて
の項目で AWB の含有濃度が RCC の含有濃度より有意に高かった(t 検定, P < 0.05)（表 1）． 
 
【本研究課題で得られた知見と課題】 
低温曝露は THP-1 のミトコンドリア膜電位を低下した．低温曝露時間が短ければミトコンドリ
ア膜電位の低下は復温により回復したが，一定時間を超えると復温がきっかけとなりアポトー
シス状態へと移行する細胞の比率が増加した．復温時間をさらに増加すると復温中にアポトー
シス状態となっている細胞が増加した．低温曝露したヒト単球系細胞を含む上清中で TNF-ɑ が
増加していたため，これがアポトーシス誘導の一因として挙げられる．カルシウムキレートは低
温曝露中のアポトーシス誘導を抑制したため，低温曝露によるアポトーシス誘導には細胞外カ
ルシウムの細胞内への流入が関与すると考えられた．今回の観察では活性酸素種は THP-1 の低
温曝露によるアポトーシス誘導に影響を与えなかった．しかし一方で，THP-1 は低温曝露によ
り組織因子を放出し，活性酸素種はこれを抑制した．これらのことから THP-1 のアポトーシス
誘導と組織因子放出には異なった分子機構が関与していることが示唆された．血液製剤の保存
溶液にはカルシウムキレート薬が含まれているが，活性酸素種の消去薬は含まれていない．今回
の知見により，白血球を含む血液製剤を保存する溶液に活性酸素種を消去する作用をもつ薬剤
を添加することで輸血に関連する血栓形成性を抑制制御可能であることが示唆された．今後，現
在の臨床で応用可能な添加物を選定するための研究を継続する必要がある． 
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