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研究成果の概要（和文）：１）血流下血栓形成にはvon Willebrand factor (VWF) の影響が強く、血液凝固第
VIII因子(FVIII)は単独では血栓形成を改善しなかった。しかしVWFの存在下でFVIIIは血栓形成を改善した。VWF
の補助の元でFVIIIは血流下でも凝固能を発揮するものと考えられ、FVIII/VWF結合の重要性が示唆された。２）
血管内皮細胞の血流下培養に成功した。血流がない状況で培養された血管内日細胞は類円形を示したが、一方向
性の層流を受けた血管内皮細胞はその血流に沿って伸展した。方向性の無い乱流刺激を加えたところ、細胞形態
の変化は起こるものの一定の傾向がなかった。

研究成果の概要（英文）：1) von Willebrand factor (VWF) plays a dominant role in shear stress 
mediated thrombus formation. Factor VIII (FVIII) alone did not improve thrombus under high shear. 
However, in the presence of VWF, FVIII improved thrombus formation, suggesting  the importance of 
FVIII/ VWF interaction in thrombus formation under high shear. 2) We succeeded the culture of 
endothelial cells (ECs) under shear conditions.  ECs demonstrated round shape under static condition
 and string-like elongated shape under laminar shear condition. Under disturbed flow condition which
 does not have the clear direction, ECs demonstrated various shapes including round shape to 
elongated shape which does not have the directions.

研究分野：血液
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

血液は血管内皮に覆われた血管内を澱み

なく流れている。しかし、ひとたび血管

内皮に損傷、あるいは炎症などによる刺

激が生ずると、これに反応して血管内皮

は性格を「抗」血栓から「向」血栓へと

転じる。近年、これまで考えられてきた

機械的、化学的刺激に加えて、血流によ

り生じるずり応力（Shear stress）がこ

の制御メカニズムに影響していることが

明らかになってきた。血管内皮細胞は静

止下で培養すると類円系で一定の方向性

がないが、Shear stress 下ではその流れ

の方向に沿って整列することが知られて

いる。すなわち、血流を探知し、それを

細胞骨格の変化に伝える細胞内伝達経路

が血管内皮細胞には用意されているので

ある。実際、動脈硬化や血栓症が起こる

部位を見てみると分岐部の乱流が生ずる

部位に病変が好発することも血流と血管

内皮病変の関連を示唆している。血管が

一直線の部位では血管内皮は動脈硬化か

ら守られているが、その一方で分岐部で

は動脈硬化が起こり、さらなる局所での

Shear stress の増大や血流パターンの変

化につながっていくのである。 

最近の報告によると、一方向性のLaminar 

flow（層流）により抗血栓、抗炎症の役

割を担うendothelial nitric oxidase 

synthatase (eNOs)、Thrombomodulin（TM）

やプロテインC の発現が活性化すること

が知られている。逆に、Disturbed flow や

Oscillatoryflow などと呼ばれる乱流に

さらされた血管内皮はTissue Factor(TF)、

Intracellular adhesion 

molecule 1（ICAM-1）、Platelet 

endothelial adhesion molecule 

1(PCAM−1)を発現するなど、炎症性サイト

カインやトロンビンにより刺激を受けた

際と同様にpro-thrombotic 反応を見せ

る（図２）。

 

このような血流に対する反応の決定に 

寄与する転写因子として代表的なものが 

Kruppel-like factor 2 (KLF2)とNuclear 

factorκB（NFκB）である。様々な炎症

反応は最終的にNFκB の核内集積、DNA 

への結合から細胞の反応へとつながって

いく。KLF２の機能発現メカニズムは、

NFκB の働きを抑制することによると考

えられているが、その詳細は 依然として

不明な点が多く、更なる検討を要する状

況である。 

 

２．研究の目的 

1)血流が血管内皮における FVIII や VWF 

の mRNA 発現や蛋白生成に及ぼす影響の

解析 

FVIII の産生部位の特定は非常に微量か

つ不安定なFVIII 転写物や蛋白のために

困難で、肝臓や血管内皮が疑われてきた

が未だに結論が出ていない。最近の報告

によれば liver sinusoidendothelial 

cell (LSECs)が主役であり、肝細胞の貢

献は限定的である。一方、重篤な肝障害

時にもFVIII レベルが保たれていること

は、肝以外の血管内皮での FVIII 産生が

考えられている。血流環境と FVIII と

VWF の発現レベルを検討し、血管内皮の

血流応答メカニズムを明らかにしたい。

また、同じ血管内皮細胞でも FVIII を発

現する細胞としない細胞がある。すなわ

ち組織によって発現が異なっているが、



その理由は明らかではない。我々はその

一つの要因として血流の影響を推測して

いる。血管内皮細胞の種類を変えること

で組織特異的な発現があるのか検討する。 

2）VWF、FVIII の局在、相互作用の検討 

FVIII は血中ではそのシャペロンである

VWF とnon-covalent な複合体を形成す

ることにより、その半減期は2 時間から

１2 時間にまで延長する。FVIII の血中

濃度は100ng/ml(〜1nM)であるのに対し、

VWF は10μg/ml(50nM)である。すなわち

FVIII のFVIII-VWF 複合体に対するモル

比率は〜1:50 である。VWF も血管内皮で

産生されるが、FVIII とVWF がどこで出

会い、どこで結合するのか、なぜ結合比

が〜1:50 なのか等は依然として不明で

ある。我々はこの新規FVIII 発現評価系

を用いて、血管内皮内でこれらが既に結

合しているのか、それとも別々に分泌さ

れたのちに血中で結合するのか、FVIII 

とVWF の結合が分泌に影響するのか、検

討する。 

3）血流下血栓形成モデルの開発 

血栓形成メカニズムは血流下では静止下

と異なるメカニズムをとるが、VWF はこ

の中で中心的な役割を果たす。VWF は約

250kDa の蛋白（VWF subunit）が多数つ

らなった、2000 万Da にもおよぶマルチ

マーと呼ばれる構造をもつ超巨大分子で

ある。それぞれのVWF subunit がFVIII、

コラーゲン、血小板への結合部位および

ADAMTS13（VWF 切断酵素）による切断部

位を有しているが、マルチマーがボール

のようにまとまった状態で血中を循環し

ているため、通常は血小板やADAMTS13 と

は共存するが反応せず、血管内皮損傷部

位に露出するコラーゲンとのみ反応する。

コラーゲンと結合したVWF は静脈のよう

な血流が遅い部位では機能は限定的だが、

動脈の様な高いShear stressがかかる部

位ではマルチマーが引き延ばされ血小板

結合部を露出することで血小板粘着をサ

ポートする。さらに、微小循環や病的狭

窄部位などの異常にShear stress が高い

部位ではADAMTS13による切断部位が露出

し、切断されることでその機能が制御さ

れて過剰な血小板凝集を防ぐ仕組みとな

っている。（Shida Y; Blood 2008）この

ような結果はコラーゲン上でのフロー実

験で解明されてきた。上記のように産生

されたFVIIIやVWFは血中では複合体で存

在する。FVIIIとVWFの結合が血栓形成に

どのように役割を果たしているかは明ら

かではない。 

 

３．研究の方法 

ibidi 社の循環ポンプシステム（図3）を

使用し、種々の血管内皮細胞を種々の条

件下にてフローチャンバー内で培養し、

FVIII やVWF を免疫染色にて、可視化し

て評価する。 

 

血管内皮としては様々な細胞が使用可能

で 

あるが、まずはヒト臍帯静脈内皮細胞

（HUVECs）を使用した。これらの細胞を

上記のようにshear stress : 5 

dyne/cm2(low shear),20 dyne/cm2(high 

shear)、培養時間 :3日間、血流パター

ン：層流、乱流）で培養した。 



 

同様にibid社によるflow chamberにコラ

ーゲンをコーティングし、全血を還流し

て血流下に形成される血栓を固定後に免

疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。 

 

４．研究成果 

循環ポンプシステムを用いて血流下に血

管内皮細胞を培養することに成功した。

血流がない状況で培養された血管内日細

胞は類円形を示したが、一方向性の層流

を受けた血管内皮細胞はその血流に沿っ

て伸展した。方向性の無い乱流刺激を加

えたところ、細胞形態の変化は起こるも

のの一定の傾向がなかった。FVIII や VWF

の免疫染色を行ったところ、血流により

変化が見られた。層流刺激ではいずれも

産生が亢進していた。これらの染色部位

は重なっており、Weibel-Palade body に

一致するものと考えられた。乱流刺激で

はこれらの染色が低下しており、産生が

低下しているか、もしくは刺激により放

出されている可能性が考えられた。いず

れにせよ血流はこれらの凝固因子の産生

に関与しており、重要な調節因子である

可能性が考えられた。また複雑な機構の

関与が考えられ、今後の検討課題とした。 

 

血流下血栓形成には von Willebrand 

factor (VWF) の影響が強く、血液凝固第

VIII 因子(FVIII)は単独では血栓形成を

改善しなかった。しかし VWF の存在下で

FVIII は血栓形成を改善した。VWF の補助

の元で FVIII は血流下でも凝固能を発揮

するものと考えられ、FVIII/VWF 結合の

重要性が示唆された。 
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