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論文の内容の要旨

（目的）

　血管内皮細胞が有する抗凝固・抗血小板凝集特性は，生理的状態における血栓形成の抑制作用を有し，その破

綻は血栓形成とそれに続く臓器障害をもたらす。血管内皮細胞障害が深く関わると考えられる敗血症性diSSemi－

natediΩ杜avascu1arcoagu1ation（D互C）の発症機転について，そのメデイエーターである炎症性サイトカインtumor

necrosisfactor一α（TNF一α）が血管内皮細胞の抗凝固・抗血小板凝集特性に与える影響を検討した。本研究の目

的は凝固特性に関しては，アポトーシスに伴い細胞膜外層に発現する一台hosphatidy1serine（PS）の作用に焦点をあ

て，PS発現へのcaspase活性や酸化ストレスの関与について，抗血小板凝集特性に関してはecto－5’伽c1eotidase（5’一

NT）の関与に焦点をあて，TN亙一αによる影響とその機序を明らかにすることにある。

（対象と方法）

　丁服一α刺激時のヒト臓帯静脈内皮細胞（HUVEC）のアポトーシスを観察した。また，HU「嘔：Cの凝固特性とし

てtissuefactor（TF）活性，TF抗原量およびprothrombinase活性を測定し，TNF一αによる影響を評価した。A㎜exin

Vによる阻害実験から，これら向凝固特性におけるPSの影響を評価した。向凝固特性誘導におけるcaspase及び

酸化ストレスの関与を，caspas←3阻害剤あるいは抗酸化剤の影響から検討した。5“Tの活性は，Hu嘔C上でイ

ンキュベートしたadenine㎜c1eotideの血小板凝集抑制作用と㎜c1eotidase活性から評価し，HUVECの抗血小板凝

集特性における5㌧NTの活性の役割を評価し，続いて5㌧NTの活性へのTNF一α及び酸化ストレスの影響を検討し

た。

（結果）

　TNF一αは，HWECにアポトーシスを誘導するとともに向凝固特性（TF活性，Proth夏o犯b1nase活性）を発現さ

せた。AmexiΩVの中和作用から，この向凝固特性は表出するPSの触媒活性に強く依存することが示された。

caspase－3阻害剤，抗酸化剤の影響から，このPS発現の課程にcaspase－3活性，酸化ストレスが関与する可能性が

示唆された。HUVEC上の51－NTはAMPからadenosineを産生し，血小板ADP凝集を抑制した。5，一NT阻害剤を用

いた結果から，5’州丁は特にADP低濃度域で抑制効果を発揮し，血小板凝集の閾値を上げる働きがあると考えら
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れた。また，TNF一αは，H㎜Cの5“丁活性を低下させたが，抗酸化剤の添加がこれを抑制した。膜結合型5“T

の活性は酸化ストレスに感受性を示したが，可溶型5“丁活性は影響を受けず，脂質過酸化の影響が考えられた。

（考察）

　丁服一αは，未刺激では抗凝固特性を示すH瓜嘔Cに著明な向凝固特性を誘導した。この向凝固特性は，アポトー

シスに伴い細胞表面に表出したPSに強く依存しており，TF等の凝固触媒蛋白の発現のみならず細胞膜リン脂質

の変化が血栓形成に深く関わると考えられた。また，caspase－3活性はDNA断片化のみならずPS表出の過程にも

関与する可能性が示された。酸化ストレスもまたPS表出に促進的に関与する可能性が示唆された。その機序とし

ては脂質輸送体の活性の変化やPS自身の過酸化による輸送効率の低下が考えられる。HUVECのecto－5㌧NTは，

ademsine産出により血小板ADP凝集を抑制した。内皮細胞の抗血小板凝集特性には，アゴニストを分解するATP

diphosphohydro1ase（ATPDase）の関与も大きいが，5“丁活性を阻害すると特にADPの比較的低濃度域で血小板

凝集が充進するため，5㌧NTは内皮細胞上での血小板凝集反応の閾値を上げ，ATPDaseと5’一NTが協調して血小板

凝集を素子していると考えられた。5“Tの基質であるAMPはATPDaseの代謝産物であるため，両者が協調する

ことが必要であり，両者の活性を低下させる丁服一αは，血小板凝集を充進させると考えられた。また，TNF一α

による5’州丁活性の抑制には，酸化ストレスの関与が示唆された。

（結論）

王．TNF一αによりH「UVECは向凝固特性を獲得した。この向凝固特性には，アポトーシスに伴い表出するPSの触

　媒活性が深く関与していた。また，このPS表出の過程にcaspasひ3及び酸化ストレスが関与する可能性が示唆

　された。

2．H㎜Cは，ATPDaseと5’州丁の協調的なadenine㎜c1eotide代謝により抗血小板凝集特性を示し，51“丁活性

　は血栓形成の初期段階において抑制作用を示すと考えられた。

3．TNF一αはH㎜Cの5’ぷ丁活性を抑制し，血小板凝集を尤進させた。

4．5∵NT活佳の低下に酸化ストレスが関与する可能性が示唆された。

審査の結果の要旨

　本研究は，血管内皮障害に基づく凝固障害のモデルにヒト瞬帯静脈内皮細胞（Hu嘔C）を用いて，（1）敗血症

性D玉Cの発生機序における血管内皮細胞障害の関わりを明らかにするためにTNF一αが血管内皮細胞の凝固特性に

与える影響についての検討および，（2）血管内皮細胞の5’伽c1eotidase（5’州丁）活性を評価し，内皮細胞の持つ抗

血小板凝集特性への関与を明らかにすることから構成されている。これらは多彩な生理機能によって内的環境の

恒常性維持に寄与している血管内皮細胞の機能障害の病態に関する重要な臨床的問題点でもある。研究の成果と

して，（1）TNF一αは，BUVECにアポトーシスを誘導するとともに，向凝固特性（TF活性，prothrombinase活性）

を発現させ，この向凝固特性は表出するPSの触媒に強く依存すること，（2）PS発現の過程にcaspas巳3活性，酸

化ストレスが関与する可能性が示唆されたこと，（3）5㌧NTは特にADP低濃度域で抑制効果を発揮し，血小板凝

集の閾値を上げる働きがあること，以上3点の貴重な新知見が得られた。

　これらの研究成果により，血管内皮細胞が有する抗凝固，抗血小板凝集能の機序の解明のみならず，血栓に対

する治療法へ研究が発展する可能性が期待される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認められる。
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