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研究成果の概要（和文）：Gai2 subunitを欠損する好中球ではarrestが抑制され、Gai3 subunitを欠損するとtransmig
rationとchemotaxisが抑制されることが分かつた。これにより、深部静脈血栓症においては、Gai3 subunitの抑制やGa
i2 subunitの活性化により、好中球が血管壁についたまま、血管外に移動していかない、つまりは症状の増悪に働く司
能性があり、今後、これらの分子を特異的に抑制もしくは活性化することにより、副作用を抑えつつ深部静脈血栓症を
コントロールしていくことが可能となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neutrophils arrest in Gai2 deficient neutrophils is defective. Gai3 deficient 
neutrophils showed reduced transmigration but normal arrest. Gai3, but not Gai2, deficient neutrophils 
showed significantly reduced migration and directionality also in a microfluidic device. This suggest 
that the activation of Gai2 subunit or the inhibition of Gai3 subunit in deep venous thrombosis may cause 
the inhibition of transmigration of neutrophils from the venous wall and the exacerbation of the disease 
activity. The specific control of the activity of these molecules may lead to the improvement of the 
symptom in deep venous thrombosis with less side effects.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
 
深部静脈血栓症は静脈内に血栓を生じるこ
とにより、腫脹、疼痛、皮膚の色調変化を生
じる疾患である。一部の病態は術後合併症、
エコノミークラス症候群として社会的にも
広く認知されている。外科的血栓摘除術、血
栓溶解療法や抗凝固療法といった治療が行
われているが、合併症である肺血栓塞栓症が
発症した場合の死亡率は依然１４％と高率
であり、新規治療法及び、新規予防法の開発
が急務である。血栓溶解療法や抗凝固療法は
強力な治療手段ではあるが、ともに出血傾向
をもたらすという副作用があり、薬剤の効果
を増強することには限界がある。そのため、
抗凝固療法とはまったく別のアプローチに
よる疾患コントロール方法が発見されれば、
治療、予防法に飛躍的な発展をもたらす可能
性が高い。近年、深部静脈血栓症では、炎症
細胞浸潤が生じており、この細胞浸潤が重要
な役割を果たしていることが示されている。
このような、免疫学的、炎症細胞学的な観点
よりみた、深部静脈血栓症の病態生理の解明
と、それに基づいた新規治療のターゲットと
なる分子の同定が切に望まれている。 
深部静脈血栓症において、血栓の形成、増大
には炎症細胞が重要な役割を果たすと考え
られているが、モデルマウスを使った実験に
おいては、特に好中球と単球の役割が重要で
あることが示唆されている。 
白血球や血管内皮細胞に発現する細胞接着
分子は炎症細胞浸潤に重要な働きを担って
おり、炎症モデルによって、どのセレクチン
やインテグリンがどの程度関与するかが詳
細に解明されている。感染症を含む多くの炎
症病変において、炎症細胞浸潤は主にまだ流
速の遅い後毛細血管細静脈においてローリ
ングを含めた一連のステップによって生じ
るのに対して、深部静脈血栓症の病変である
比較的大きな静脈では流れが速くなるため、
ずり応力、つまり細胞を押し流す力が強く働
く。好中球はこうした高ずり応力下でもロー
リングできるが、なぜ速い血流に抵抗できる
のか、テザー形成等の既知のメカニズムのみ
では説明が困難であった。 
最近、我々は、好中球がローリング中に細胞
の前方に sling と呼ばれる突起状の構造物を
形成していることを発見し、その突起上の
PSGL-1と P-selectinとの結合が安定したロ
ーリングに寄与し、炎症細胞浸潤に重要であ
ることを明らかにした。細胞接着分子は sling
上にも分布するが、その発現量や分布は分子
により異なる。例えば PSGL-1は sling上を
斑状かつ飛び飛びに存在するが、LFA-1は均
一全体に分布する。sling は比較的流速の速
いところで特異的に形成されるが、後毛細血
管細静脈を場とする他の多くの炎症病変と
違い、深部静脈血栓が形成されるのはまさに
この血管径が比較的太く流速の速い血管で
ある。そのため、深部静脈血栓症においては

sling の形成が病態に重要な役割を果たして
いることが予想される。従って sling 上に発
現している細胞接着分子が深部静脈血栓症
の形成において重要な役割を担っているこ
とが予想される。最近新しく開発された静脈
狭窄症モデルでは、血流が保たれるため、
slingの解析が可能である。そのため、まず、
sling 上に発現する細胞接着分子の関与につ
いて、静脈狭窄による深部静脈血栓症マウス
モデルを各細胞接着分子欠損マウスに用い
ることにより解析を行ったが、これについて
は有意な差を認めなかった。接着分子の活性
化にはケモカインからのシグナル伝達が重
要であることが分かっているため、このシグ
ナル伝達分子について更なる検討を加える
ことにした。 
 
２．研究の目的 
 
ケモカインからのシグナル伝達分子の機能
を解析することにより、深部静脈血栓症の治
療において、従来の治療に比較して、副作用
を抑えつつ効果を発揮するような標的分子
の候補を見出すことにある。 
 
３．研究の方法 
 
Gai2 欠損マウスもしくは Gai3 欠損マウスか
ら好中球を単離し、トランスウエルアッセイ、
マイクロ流体装置を使用したケモタクシス
アッセイ、Fluo3 によるカルシウムアッセイ、
ウエスタンブロット法によるAKTリン酸化の
測定を施行した。また、Gai2 欠損マウスもし
くは Gai3 欠損マウスの in vivo の実験とし
て、精巣挙筋に対して生体顕微鏡による直接
観察を行い、CXCL1 の静脈内投与によるアレ
ストの観察とCXCL1の血管外への注射投与に
よる好中球の遊走の観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
まず、Gai2 と Gai3 が、好中球のトランスマ
イグレーションに必要かどうかを調べるた
めに、Gai2 と Gai3 欠損マウスの好中球を単
離し、トランスウエルによるマイグレーショ
ンアッセイを行った。Gai3 欠損マウス由来の
好中球ではCXCL1へのマイグレーションが有
意に減少していることが分かった。これに対
して、Gai2 欠損マウスでは、マイグレーショ
ンの低下は認められなかった。チェッカーボ
ードアッセイも行ったが、Gai3 欠損マウス由
来の好中球では、ケモタクシスが 50%程度低
下していることが分かった。 
次に、Gai3 欠損マウスの好中球においてトラ
ンスマイグレーション以外の好中球リクル
ートメントに影響する機能が抑制されてい
ないか調べるために、アレストを調べること
とした。生体顕微鏡検査を行うことにした。
具体的にはマウスの精巣挙筋を露出し、精巣
挙筋内の血管内に存在する好中球を in vivo



で観察した。CXCL1 を投与すると、通常血管
内で転がっている好中球は急に血管壁にし
っかりくっついて動かなくなり、転がってい
くのが止まるが、これがアレストである。
Gai3 欠損マウスにおいては、CXCL1 を投与後
のアレストは正常に起きることが分かった。
Gai2 欠損マウスではアレストは抑制される
ことが分かっているため、Gai3 欠損マウスに
おいて、アレストは抑制されず、トランスマ
イグレーションが抑制されるのは Gai2 欠損
マウスでの挙動の丁度反対となっているこ
とが分かった。 
トランスウエルアッセイは簡便な方法で広
く使用されてはいるが、トランスマイグレー
ションの低下が、移動の方向性が正しくなく
なったために起きたのか、移動する距離自体
が低下してしまい起きたのかは分からない
といった点など問題点も多い。そのため、今
度は近年開発されたマイクロ流体装置での
解析に好中球が適合されるような工夫をす
ることにより、好中球の遊走能を測定できる
ようにした。具体的にはマイクロ流体装置内
を ICAM-1 というたんぱく質でコートするこ
とにより、好中球がマイクロ流体装置内を自
由に遊走できるようにした。マイクロ流体装
置内では、ケモカインの濃度を低濃度から高
濃度まで徐々に濃度を変えたような場を形
成することができるため、その中に、Gai2 欠
損マウスや Gai3 欠損マウス由来の好中球を
入れてビデオで撮影することにより、その遊
走を直接確認した。Gai2 欠損マウス由来の好
中球はマイクロ流体装置内でCXCL1の濃度勾
配を形成すると何も異常なく遊走したのに
対して、Gai3 欠損マウス由来の好中球では、
まず、移動の距離が少し低下することが分か
った。また、移動する際の方向性、つまり、
CXCL1 の低濃度の場所から高濃度の場所の方
向へまっすぐ移動できるかどうかについて
は、Gai3 欠損マウス由来の好中球は大きくそ
の機能が欠損しており、全くランダムに移動
した場合と有意な差がないレベルにまで方
向性が欠如していることが分かった。 
Gai2 や Gai3 欠損マウスの好中球における機
能異常が、本当にシグナル伝達の欠損によっ
て起こっているのかどうかを調べるために、
まずは、細胞内カルシウム濃度を測定するこ
ととした。アレストは、細胞内シグナル伝達
の観点でいえば、G プロテインの下流にある
PLCb2/PLCb3 を介して行われるとされている。
PLCｂの活性化により細胞内カルシウム濃度
は上昇するため、カルシウム濃度を計測する
ことにより、より測定の困難な PLCｂの活性
化を調べることとした。Fluo-3 を用いてカル
シウム濃度を測定したが、Gai3 欠損マウス由
来の好中球では特に異常は検出されなかっ
たが、Gai2 欠損マウス由来の好中球では、ケ
モカインを好中球に作用させた際のカルシ
ウム濃度の上昇が抑制されることが分かっ
た。これにより、Gai2 欠損マウス由来の好中
球においては PLCb の活性化というシグナル

伝達経路の活性化の抑制によって、アレスト
が抑制されていると考えることができた。 
次にケモタクシスについても、シグナル伝達
の抑制によって、Gai3 欠損マウス由来の好中
球における抑制が起こっているのか調べた。
ケモタクシスは PI3K というシグナル伝達分
子を介して起こっていることが知られてい
る。この活性化を調べるために、この分子の
下流にある AKT という分子が活性化（リン酸
化）されるのかをウエスタンブロット法を使
用し調べた。その結果 Gai3 欠損マウス由来
の好中球に CXCL1 を作用させた時には、AKT
の活性化が抑制されていることが分かった。
これに対して、Gai2 欠損マウス由来の好中球
に CXCL1 を作用させると、むしろ AKT の活性
化が亢進していることが分かった。これによ
り、Gai3 欠損マウス由来の好中球におけるケ
モタクシスの低下は、PI3K の活性化抑制によ
って起きていることが示唆された。 
Gai3 欠損マウス由来の好中球の機能低下は、
今回の実験ではこれまで全て in vitro での
観察であったため、生体内つまり in vivo で
も機能低下が観察されるか実験を行った。具
体的には、LysM－GFP マウス（Gai3 は正常）
からの骨髄と Gai3 欠損マウス由来の骨髄を
混ぜて、放射線照射したマウスに移植し、同
一マウス内に、Gai3 欠損マウス由来の好中球
と LysM－GFP マウス由来の好中球（Gai3 は正
常で、この好中球は GFP による蛍光を発する
ことにより Gai3 欠損マウス由来の好中球と
区別できる）が共存するようにした。このマ
ウスの精巣挙筋を露出させ、生体顕微鏡にて
観察しながら、精巣挙筋に CXCL1 を直接注射
し、血管内の好中球が CXCL1 の注射された血
管外へ遊走してくるところをビデオで記録
した。この実験により、Gai3 欠損マウスの好
中球は Gai3 が正常な LysM-GFP マウス由来の
好中球に比較して、遊走してくる細胞数が少
ないことが分かった。これにより、Gai3 欠損
マウス由来の好中球が生体内でも機能を低
下させていることが確認された。 
この一連の実験により、Gai2 subunit を欠損
すると好中球ではアレストが抑制され、Gai3 
subunit を欠損するとトランスマイグレーシ
ョンとケモタクシスが抑制されることが分
かった。これは深部静脈血栓症においては、
Gai3 subunit の抑制や Gai2 subunit の活性
化により、好中球が血管壁についたまま、血
管外に移動していかない、つまりは症状の増
悪に働く可能性があることを示唆している。
今後、これらの分子を特異的に抑制もしくは
活性化することにより、副作用を抑えつつ深
部静脈血栓症をコントロールしていくこと
が可能となることも示唆された。 
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