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研究成果の概要（和文）：敗血症でのHistone濃度の推移とトロンボモデュリン（TM）によるHistoneの中和作用
についてラット腹膜炎敗血症モデルを用いて検討した． 
Histone濃度はTNF-αに遅れて上昇し，TMにより拮抗した．レクチン様ドメインのない断片化TM(fTM)ではTMの
Histone濃度軽減作用が消失した．敗血症ではHistoneがやや晩期に上昇し，レクチン様ドメインを有するTMによ
り拮抗されることが明らかとなった．生理活性物質であるTMはレクチン様ドメインが敗血症によるHistone濃度
上昇を抑制と関連する可能性が考えられ，新しい治療薬の開発の論理的根拠となる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Changes in serum histone level in sepsis rat model and the effect of 
thrombomodulin(TM) on the regulation of histone level were evaluated. Serum histone level was 
increased later followed by reaching at maximal serum level of TNF-α. Increased serum histone level
 was attenuated by TM administration. Fragmented TM that was deficit of lectin like domain of TM 
inhibited favorable action of TM in septic rat model. It was clarified that serum histone level 
increases in the period of late phase of sepsis and that reduction in increased serum histone level 
is associated with lectin like domain of TM in sepsis rat model. These results may be the rationale 
for development of new drugs for treatment of sepsis.

研究分野：集中治療医学
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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 

 
重症感染症，敗血症の病態形成には病原微生

物 由 来 の PAMPs(pathogen associated 

molecular patterns)や生体に存在するDAMPs 

(damage associated molecular patterns)と

言った物質が重要な役割を担っていること

が明らかとなってきた(1)．DAMPs は生体に対

する危険信号として認識され，HMGB1(high 

mobility group box-1)や可溶性熱ショック

蛋白(sHSP), s100蛋白質など核内に存在する

蛋白質が知られている．DAMPs が過剰に産生

放出されるとさらなる生体障害を引き起こ

し，敗血症での重症化と関連する．DAMPs の

過剰な産生に対し，血管内皮細胞上に存在し，

血液凝固制御に関わるトロンボモデュリン

（TM）は DAMPs の一員である HMGB1 と結合し，

消去する機構に関わっていることが明らか

となった．同様に我々はヒト重症敗血症患者

では Histone 蛋白が著明に増加し，遺伝子組

み換え TM(rTM)を投与すると他の抗凝固薬に

比べ明らかに血中Histone蛋白濃度が低下す

ることを確認した． 

 
２．研究の目的 
生体へ感染症などの侵襲が生じた際に危険

信号として, DAMPs と呼ばれる蛋白が産生放

出される．しかし，これらが過剰に産生放出

された際には強い炎症を引き起こし，敗血症

や敗血症性ショックへと進展する．DAMPs に

は様々なものが知られているが，本来核内に

存在するhigh-mobility-group box-1(HMGB1)

や Histone蛋白も敗血症時には血中に出現し，

その重症度とは関連することが報告されて

いる．さらに血管内皮上に存在する生理活性

物質トロンボモデュリン(TM)がこれらの

Histone 蛋白を中和する可能性が示されてい

る．本研究では敗血症での Histone 蛋白の動

態を動物実験で実証するとともに TM と

Histone 蛋白の中和作用について明らかとし，

敗血症の治療戦略を確立することである． 

 
３．研究の方法 
I. 敗血症ラットにおける DAMPs の推移の検

討． 

1)ラット敗血症モデルの作成 

週齢 10-12 週の Wistar rat を用いて腹膜炎

敗血症モデルを作成する．敗血症モデルは盲

腸結紮穿孔(cecal ligation and puncture: 

CLP)により作成する．CLP 作製時に頚静脈を

露出し，カテーテルを留置し，頭頂部へ誘導

し，先端を閉塞させる．このカテーテルから

採血と薬物の投与を行う．輸液は皮下に

10ml/kgの細胞外液を投与する．CLP作製後，

ラットはケージ内で自由な状態とし，水分だ

けを摂取できるようにする． 

2）Histone H3 蛋白ならびにサイトカイン， 

HMGB1 濃度の測定． 

CLP 作製後に経時的に血液を 1ml 採取し，血

清に分離後凍結保存する．採血時期は CLP 作

成後，0，4，8，12，16，20，24 時間とする．

測定項目は TNF-α， HMGB-1 は市販の ELISA

キットを用いて行し，Histone H3 は鹿児島大

学医学部システム血栓制御学講座にて測定

する(2)．いずれも検体数は 6 例とする．こ

の結果から Histone H3 濃度が上昇し始める

時間を種々の薬物投与による効果を比較す

る経過時間とする． 

II. トロンボモデュリン(TM)による DAMPｓ

濃度との関係． 

1) 適切な TM 濃度の検討 

CLP作製後，遺伝子組み換えTM(rTM)を 1，

3，6 mg/kg の濃度で投与し，上記

HistoneH3 濃度が上昇する時間での

Histone H3 濃度の比較を行う．この結果

から，十分に Histone H3 濃度を低下させ

ることができる rTM 濃度を決定する． 

2) 断片化 TM（fTM）投与と DAMPｓ濃度との

関係に関する検討． 

CLP モデル作製後に rTM およびレクチン様ド

メインを切断しトロンビンレセプターであ

る EGF 様ドメインのみとした断片化 TM(fTM)



を投与する．投与量は最適 rTM 濃度のモル比

で換算した量を用いる．即ち，rTM 1mg に対

し 0.29 mg とする． CLP 作製後に生理的食塩

水を 1ml投与した対照群と rTM投与と fTM投

与による Histone H3 濃度を比較する．いず

れも 6例とする． 

III. rTM, fTM 投与と敗血症ラット生存率と

の関係に関する検討． 

CLP 作製後に生理的食塩水，ｒTM,ｆTM を投与

し，人道的エンドポイントを確認後に安楽死させ，

死亡までの時間とする．評価はそれぞれの薬物

での 24 時間死亡率を対照群と比較する． 

 

４．研究成果 
 

I． 敗血症ラットにおける DAMPs の推移

の検討． 

図1，2，にCLP作製後のそれぞれHistone H3， 

TNF-α濃度の推移を示した． 

血中 Histone H3 濃度は当初検出できなかっ

たが徐々に増加し，12 時間で有意に増加した．

その後も増加しているが，16 時間以降は測定

値に大きなばらつきがあり，有意な増加では

なかった．したがって，以下の検討では CLP

作製後 12時間で比較することとした．また，

本研究で作製した CLP ラットは 11 例中 7 例

が 24 時間以内に死亡したことから，36％の

生存率となるモデルであることを確認した． 

 
図 1 CLP 作製後の Histone H3 濃度の推移 

 

HMGB-1 濃度は Histone H3 と同様に血中濃度

は低値であったが，CLP 作製後 12 時間目で有

意に増加し，その後漸増している．同じよう

に測定値の偏位が大きいため，12 時間以降の

有意差はみられなかった． 

血中 TNF-α濃度は測定感度以下であった

が，CLP 作製後 4 時間で最大値となり，その

後急速に漸減した． 

 

図 2 CLP 作製後の TNF-α濃度の推移 

 

これらのことから DAMPs として作用する

Histone H3 は TNF-αなどの従来の炎症性サ

イトカインとは異なり，やや遅れて血中に出

現することが明らかとなった． 

 

II. トロンボモデュリン(TM)投与と DAMPs

濃度との関係． 

TM による Histone H3 濃度に及ぼす影響に

ついて図3に示した．対照群に比べて，1mg/kg

では差がなかったが，3mg/kg, 6mg/kg では投

与量依存性に Histone H3 濃度の抑制が見ら

れた．したがって，今後の検討では 6mg/kg

の濃度で以下の検討を行うこととした． 

 

図 3 CLP12 時間後の rTM 投与量と Histone 

H3 濃度との関係（いずれも n=3） 
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III. rTM, fTM 投与と Histone H3 濃度との関

係に関する検討． 

 
図 4 CLP12 時間後の陰性および陽性対照群

と rTM, fTM 投与量と Histone H3 濃度との関

係(いずれも n=3) 

 

図 4 に示すように，rTM により CLP 作製によ

り上昇した Histone H3 濃度は有意に低下し

たが，レクチン様ドメインを有さない，fTM

はその作用を失った．したがって，TM による

敗血症時の Histone H3 濃度抑制作用にはレ

クチン様ドメインが重要な役割を担ってい

る可能性が示唆された． 

 以上のことから，本研究で得られた

CLP による腹膜炎敗血症モデルでは DAMPs で

ある Histone H3 蛋白濃度が炎症性サイトカ

インよりも遅いphaseで上昇することが明ら

かとなった．晩期致死的メディエータである

HMGB-1 と同様の動態であり，臨床的に敗血症

や敗血症が重症化後も治療できるタイミン

グであることから治療のターゲットとして

考えられる．本来トロンビンレセプターとし

て作用するTMはレクチン様ドメインがDAMPs

濃度軽減と関連することが明らかとなり，同

様に敗血症の治療薬として抗凝固作用を有

さない薬剤の開発根拠となる可能性が考え

られた． 
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