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研究成果の概要（和文）：慢性炎症とトロンボモジュリン（TM）の関連をマウス慢性GvHDモデルで検討した。TM
投与群では慢性GvHD皮膚病変や慢性GvHDスコアが改善し,その効果は予防的であった。Dalteparinや活性化プロ
テインCでは改善効果はみられなかった。TM投与群と非投与群で脾細胞の免疫調節性B細胞、T細胞数やTNF-α、
INF-γ、IL17A産生能には有意差は認めなかった。TMはレクチン様ドメイン（D1）, EGF様ドメイン（D2）,セリ
ン/スレオニンリッチドメイン（D3）より構成される。酵母発現系を用いて、D123,D1,D2,D23の各種変異体を作
成した。今後、この変異体を用いて研究を進めてゆく。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of thrombomodulin (TM) in the chronic 
inflammation by using a mouse chronic GvHD model. TM improved the skin lesion of chronic GvHD and 
chronic GvHD score significantly.  This effect worked well prophylactically but not therapeutically.
  Dalteparin or activated protein C could not present these effects, which indicated the effect of 
TM on the chronic inflammation was not dependent on anti-coagulation or activated protein C 
activity.  The number of regulatory B cells and regulatory T cells and the production of TNF-α、
INF-γ、IL17A in the spleen cells were not different between TM-treated and control mice.  TM is 
composed of lectin-like domain (D1), EGF-like domain (D2) and serine/threonine-rich domain (D3). To 
further study the mechanism of TM function on the chronic inflammation, D123, D1, D2, and D23 mutant
 TM were successfully constructed by using the yeast expression system. We are planning to study by 
using these mutants.

研究分野：小児血液
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1.研究の背景 

本研究者はヒト同種造血細胞移植患者におけ

る急性GvHDの臨床解析を通じて、同種免疫反

応に起因する移植関連合併症の重症化におい

て、リンパ球やそれから分泌される炎症性サ

イトカインとともに、凝固や酸化ストレス反

応が重要な要因となっていることを示してき

た。また、移植関連合併症において、凝固反

応を生体内で調整する血管内皮細胞表面に発

現するトロンボモジュリンが治療の観点から

重要な役割を果たすことを示してきた。 

 

2.研究の目的 

炎症と凝固は従来から密接な関係があること

が知られている。血管系の発達していない生

物では、外来からの病原体を炎症性細胞から

分泌される凝固物質によって閉じ込め、生体

を守る機能を担っていた。哺乳類等における

古典的な急性炎症は、発熱・発赤・腫脹・疼

痛の4徴候を特徴とした病原体（感染）に対す

る生体反応として理解されていたが、近年、

癌を含めた生活習慣病の多くが、慢性炎症と

関連があることが示されてきた。しかし、こ

の慢性炎症は、従来の急性炎症の概念では十

分説明できないものであり、その病態の解明

は未だ十分ではない。今回、慢性炎症のモデ

ルとしてマウス慢性GvHDの系をもちいて、生

体内で急性炎症反応に重要な役割を果たすこ

とが示されているトロンボモジュリン(TM)と

慢性炎症との関係を研究した。 

 

3.研究の方法 

骨髄移植モデル：レシピエントマウス(Balb/c 

wild type：H2d)に全身放射線照射(9Gy)を施

行し、ドナーマウス(B10.D2:H2dm2)の大腿骨、

脛骨から骨髄細胞を採取し、レシピエントマ

ウスに 5×106個ずつ輸注する。 

慢性 GVHD モデル：ドナーマウス(B10.D2)から

脾臓を摘出し、脾臓細胞 5×106個を骨髄細胞

とともにレシピエントマウス(Balb/c wild 

type)に輸注する(Figure 1)。 

 

 

(Figure 1) 

 

rTM(リコンビナント・トロンボモジュリン)

の投与：rTM を週２回皮下注射する。 

慢性 GVHD の予防効果の評価：骨髄移植後 25

日目頃から慢性 GVHD が出現する。体重減少率、

下痢の程度、皮膚症状を経時的に比較する。

また、骨髄移植 8週目で安楽死させ血液を採

取しリンパ球亜群分析を施行、および GVHD の

標的臓器である皮膚、肝臓、肺、消化管につ

いて、病理学的に GVHD の進展度をスコア化し

重症度を比較する。 

 

4.研究成果 

脾臓細胞の投与量を 15ｘ106、10ｘ106、5ｘ106

で検討した。前 2者では急性 GvHD が強く出て

観察期間(8 週)までに全てが死亡した。5x106

では観察期間での十分な生存が確認できたた

め、慢性 GvHD モデルとして、脾細胞 5ｘ106

投与で行うこととした。 

次に rTM 投与量を 3mg/kg、1mg/kg、0.3mg/kg

で検討したところ 3mg/kg 群では死亡例が多

く認められ、1mg/kg投与を至適容量と判断し、

実験系で用いることとした。 

rTM の慢性 GvHD に対する効果： 

rTM投与による生存率への影響はなかったが、

rTM投与群は皮膚 GvHDがコントロール群に比



して軽微であった。また、慢性 GvHD スコアに

よる比較においても、rTM 投与群では症状が

軽微であった(Figire2 A・B)。 

 

 

 

（Figure 2 A・B） 

 

また、投与時期の検討では皮膚慢性 GvHD 症状

が顕在化する３週目から rTM を投与した場合、

その改善効果は弱かった。（Figure 3） 

 

 

（Figure 3） 

 

この効果が、rTM の機能として明らかになっ

ている２つの生理活性である抗凝固作用によ

るものか、あるいは APC 活性によるものかを

検討するために、ヘパリンおよび APC 投与群

で比較した。Figure4 に示すように、ヘパリ

ン、APC 投与群では rTM 投与群で認められた

ような改善効果は認められなかった（Figure 

4）。 

 

（Figure 4） 

 

次に rTM 投与の影響が免疫機能あるいはサイ

トカイン産生能に関連しているかどうかを検

討すために、脾細胞におけるリンパ球サブセ

ット解析、および GvHD に関連するサイトカイ

ンである TNF-, IFN-, IL-17A 産生を比較し

た。図に示すように免疫調節性 B細胞（Breg） 

、T 細胞(Treg)細胞数に有意差はなく、また

TNF-, IFN-, IL-17A 産生についても有意差

は認められなかった。（Figure 5） 

 

 

（Figure 5） 

 

以上の結果より、rTM による慢性皮膚 GvHD 予

防効果については、今まで明らかになってい

ない rTM の機能を介している可能性が示唆さ

れた。 

 

この問題の解析を進めるために、rTM の変異

体作成を試みた。今までの研究により rTM は

大きく N 末端のレクチン様ドメイン（D1）,

中央部の EGF 様ドメイン（D2）,膜近傍のセリ

ン/スレオニンリッチドメイン（D3）の３つの



機能的構造的部分より構成されているといわ

れる。酵母発現系を用いて、

の各種変異体を作成した。

 

今後は、この変異体をもちいて、

慢性皮膚

解析を進めてゆく予定である。

 

(Figure 6)
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