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研究成果の概要（和文）：

マクロファージの組織内浸潤における凝固 XIII 因子(FXIII)の役割について検討した。FXIII
の酵素部位である A サブユニット(FXIII-A)欠損マウス由来のマクロファージは、野生型と比
べて走化性に低下傾向を示した。炎症を誘導した野生型マウスの心臓では I 型コラーゲンの沈
着が増加し、マクロファージはコラーゲン沈着部位に浸潤していたのに対して、FXIII-A 欠損
マウスでは I 型コラーゲンの沈着増加は認められなかった。本研究の結果、マクロファージ細
胞内の FXIII-A が走化性に関与するとともに、傷害組織におけるマクロファージ浸潤の足場と
しての I 型コラーゲンの産生・沈着に寄与する可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：
A possible role of coagulation factor XIII (FXIII) in invasion of macrophages was examined 
using catalytic A subunit of FXIII (FXIII-A)-deficient mice. FXIII-A-deficient macrophages 
showed lower chemotactic ability than wildtype cells, although it was not stationery 
significant. In the heart tissue of lipopolysaccharide (LPS)-treated wildtype mice, type I 
collagen transiently increased lesions where macrophages invaded. In contrast, deposition 
of type I collagen hardly increased in heart of FXIII-A-deficient mice treated with LPS. 
Thus, it was suggested that FXIII-A inside cells involved in chemotaxis of macrophages, 
and FXIII-A contributed to increase of type I collagen deposition in damaged tissues.  
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１．研究開始当初の背景

凝固 XIII 因子 (FXIII) は蛋白質分子間の

架橋結合を触媒するトランスグルタミナー

ゼの一員であり、血漿においては、出血に応

じてフィブリン分子同士やフィブリンと α2-
プラスミンインヒビター、フィブロネクチン

等を架橋して、止血の維持と創傷治癒に働く。

FXIII は酵素本体である A サブユニット

(FXIII-A)と FXIII-A の安定化に働く B サブ

ユニット (FXIII-B) のそれぞれ２つずつか

ら成る異種四量体として血中に存在する。

FXIII-A は骨髄由来の単球・マクロファー

ジや巨核球・血小板等で産生されており、こ

れらの細胞内でFXIII-Bとは独立して存在す

る。細胞内の FXIII-A について、活性を伴い

核内にも存在することや、食作用に関与する

こと、および、単球や線維芽細胞の接着と走

化性を活性化した細胞外 FXIIIが促進するこ

とが報告されている。われわれは、巨核球系

の培養細胞において、FXIII-A が中間径フィ

ラメントタンパク質であるビメンチンと核

周辺および膜ラフトに共局在することを見

出し、また、酵母 Two-hibrid 法を用いたス

クリーニングにより、骨髄 cDNA ライブラリ

からFXIII-Aと相互作用する分子としてアク

チン等の細胞骨格関連分子を同定されたこ

とから、細胞の形態や運動性において、細胞

内FXIII-Aが重要な役割を果たしていると推

定している。

マクロファージは血中を循環する単球か

ら分化したもので、様々な組織に存在する。

感染・炎症や組織傷害時にリンパ球から放出

される種々のサイトカインやリポポリサッ

カライド(LPS)等のエンドトキシンにより活

性化し、細菌・ウイルスや死んだ細胞を食作

用により除去して防御と組織修復に働くと

ともに、抗原提示による免疫制御を行なう。

われわれのこれまでの研究で、FXIII-B 欠

損雄マウスの心臓線維化部位において、多数

のFXIII-A陽性マクロファージの集積が観察

されていること、野生型マウスで LPS 投与

により誘導される心筋内でのマクロファー

ジの増加がFXIII-A欠損マウスでは起こらず、

FXIII-B 欠損マウスでは逆に野生型マウスよ

りも増加する傾向にあることから、細胞内外

のFXIII-Aがマクロファージの組織内への浸

潤に何らかの役割を担い、傷害組織の修復に

寄与すると仮定するに至った。

２．研究の目的

野生型マウスで起こる LPS 投与後の組織
内のマクロファージ数の増加が、なぜ
FXIII-A 欠損マウスでは起こらないのか、そ
の理由を明らかにし、炎症期のマクロファー
ジの組織内浸潤における FXIIIの役割とその
メカニズムを突き止めることを本研究の目
的とした。

３．研究の方法

本研究の組換え DNA 実験については山形大
学遺伝子組換え実験委員会の、動物実験につ
いては山形大学動物実験委員会の承認を得
て行った。

[マウス個体の解析] FXIII-A 欠損、FXIII-B
欠損いずれのマウスとも、野生型 C57BL/6J
マウスとの交配を 10 代以上にわたって繰り
返すことにより遺伝的背景を統一して、研究
に用いた。体重 kg あたり 5 mg の LPS 
(0111:B4、Sigma)を腹腔内に投与し、１，３，
７日後に後大静脈から血液を、大腿骨から骨
髄を採取し、同時に心臓を摘出した。血液中
の各血球数は、多項目自動血球測定装置(Vet 
Scan HMII、Hematology System)を用いて
計測した。血球および骨髄細胞を FXIII-A や
種々の細胞表面マーカーに対する抗体で標
識して、FACS Canto II (BD Bioscience)を用
いて解析した。心臓から acid 
guanidinium-phenol-chloroform 法により
RNA を抽出して、RT−PCR 法によりマクロ
ファージ化学誘引物質(MCP-1) mRNA の発
現を調べた。ホルマリン固定後にパラフィン
包埋した心臓の連続切片を作製し、FXIII-A、
I 型および IV 型コラーゲン、フィブロネクチ
ン、マクロファージ(F4/80)それぞれに対する
抗体を用いて免疫組織染色して、画像解析ソ
フト(Image J、National Institute of Health、
米国)を用いて解析した。

[細胞を用いた解析] マクロファージはマウ
スの腹腔から直接採取した。また、骨髄細胞
をマクロファージコロニー刺激因子
(M-CSF)添加培地中で培養してマクロファ
ージに分化させた。マクロファージおよび単
球系培養細胞 THP-1 の走化性は、カルチャ
ーインサートを用いてボイデンチャンバー
法により測定した。I 型・IV 型コラーゲンあ
るいはフィブロネクチンをコートした培養
プレートを用いて、THP-1 細胞の付着性を検
討した。また、骨髄細胞について、幹細胞因
子(SCF)、インターロイキン(IL)-3, IL-6, エ
リスロポエチン(EPO)存在下、あるいは



M-CSF存在下でコロニー形成試験を行った。

４．研究成果

(1) マクロファージの走化性に対する
FXIII-A 欠損の影響
マウス腹腔内から採取したマクロファージ
の走化性を検討したところ、FXIII-A 欠損マ
クロファージについて、仔牛血清や MCP-1
に対する走化性が、有意差はないものの野生
型よりも低い傾向が示された。同様に、骨髄
細胞から in vitro で分化させたマクロファー
ジについても、FXIII-A を欠損した場合の走
化性の低下傾向が認められた。FXIII-A に対
する抗体を処理した場合に野生型マクロフ
ァージの走化性に影響を与えなかったこと
から、少なくとも細胞表面に存在する
FXIII-A は細胞の走化性には寄与しないこと
が示唆された。我々のこれまでの研究におい
て、FXIII-A が中間径フィラメント（ビメン
チン）と共局在をすること、アクチンと相互
作用することを見出しており、細胞内に存在
するFXIII-Aが細胞骨格の再構成に寄与して
走化性に関与する可能性が示唆された。

(2) LPS 投与後の心臓における変化
組織内へのマクロファージの浸潤は組織内
での走化性因子である MCP-1 の産生に起因
することから、LPS 投与後の心臓における
MCP-1 の発現を RT-PCR 法により調べたと
ころ、野生型マウスと同様に FXIII-A 欠損マ
ウスにおいても LPS による MCP-1 mRNA
発現の誘導が確認された。

傷害組織の修復にかかわる細胞外マトリ
ックス（I 型および IV 型コラーゲン、フィブ
ロネクチン）の産生・沈着について、免疫組
織染色により検討したところ、野生型マウス
の心臓では組織内マクロファージが増加す
るLPS投与３日後に I型コラーゲンが一過的
に増加したのに対して、FXIII-A 欠損マウス

ではほとんど増加がみられなかった。IV 型コ
ラーゲンとフィブロネクチンの変動は、野生
型とFXIII-A欠損マウスの間で違いが認めら
れなかった。また、野生型マウスの心臓に浸
潤したマクロファージが I 型コラーゲンの沈
着部位に存在することを免疫二重染色によ
り確認した。

単球系 THP-1 細胞を用いて細胞外マトリ
ックスに対する付着性を検討したところ、短
時間（１〜数時間）においては I 型コラーゲ
ンに対する強い付着性を示した。この付着性
は抗FXIII-A抗体による影響を認めなかった。
以上の結果から、LPS 投与後の心臓における
マクロファージの浸潤の増加が I 型コラーゲ
ンの産生（沈着）に依存する可能性があるこ
と、FXIII-A は単球/マクロファージの付着性
には関与せず、I 型コラーゲンの産生もしく
は沈着に寄与することが示唆された。

(3) 血球分化における FXIII-A の関与
血中を循環する単球を含む血球の LPS 投与
後の変動を調べたところ、LPS 投与前は
FXIII-A 欠損マウスでは野生型マウスと比べ
て単球が有意に多いこと、LPS 投与後は野生
型とFXIII-A欠損マウス間の単球数の差がな
くなるのに対して、一時的に増加したリンパ
球と顆粒球が野生型マウスより早く減少す
ることが示された。これらの結果は、FXIII-A
欠損マウスにおけるマクロファージの組織
内浸潤の欠如が、循環中の単球数の低下によ

図１腹腔内マクロファージの仔牛血清に対する

走化性

図２ LPS 投与後の心臓内の I型・IV 型コラー

ゲン(COL-I, COL-IV)およびフィブロネクチン

(FN)沈着の変化



るものではないことを確認するものであり、
一方で、FXIII-A が血球の分化に関与する可
能性を示唆するものである。

骨髄の FACS 解析において、LPS 投与後の
FXIII-A 欠損マウスは野生型とは著しく異な
る細胞分布を示し、特に多染性赤芽球の増加
を認めた。また、野生型マウスにおいて、LPS
投与後にFXIII-A陽性かつCD34陽性細胞の
一過的な増加を示すこと、CD34 陽性細胞増
加の程度が野生型マウスに比べてFXIII-A欠
損マウスでは極めて低いことが示された。骨
髄細胞のコロニー形成試験では、FXIII-A 欠
損骨髄細胞において顆粒球マクロファージ
形成単位(CFU-GM)が有意に多く、逆に顆粒
球形成単位(CFU-G)は有意に少なかった。こ
れらの結果から、血球分化における FXIII-A
の関与が強く示唆された。

本研究で、マクロファージの組織内浸潤にお
いて、FXIII-A は細胞内から細胞の走化性を
制御し、かつ傷害組織における I 型コラーゲ
ンの沈着を促進している可能性が強く示唆
された。また、特に炎症の急性期において、
比較的幹細胞に近い段階からFXIII-Aが血球
の分化を制御している可能性が新たに浮上
した。今後は、I 型コラーゲンの沈着におけ
るFXIII-A関与のメカニズムを解明するとと
もに、血球分化を制御するメカニズムについ
ても検討を進める予定である。
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