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研究成果の概要（和文）：Histidine-rich glycoprotein(HRG)は敗血症病態時に低下し、HRGを補充することで
生存率改善効果がある血漿糖タンパク質である。HRGは種々の免疫血栓形成促進因子(LPS、亜鉛イオン、活性酸
素、ポリリン酸)を消去、中和、あるいは無毒化し、好中球、血小板、赤血球の凝集、血管内皮への接着を抑制
することで、無秩序な免疫血栓の形成を抑制・調節していることが明らかとなった。また、その現象を生体内で
とらえることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Histidine-rich glycoprotein (HRG) is a plasma glycoprotein. Plasma HRG 
levels decreased in septic condition and HRG supplementary therapy improves lethality in sepsis. We 
elucidated that HRG modulates a dysregulated immunothrombus formation by suppression of aggregation 
of neutrophils, platelets and erythrocytes, and adhesion of these cells to endothelial cells because
 HRG detoxifies immunothrombosis-inducing factors (LPS, zinc, reactive oxygen species, 
polyphosphate). Additionally, we were successful in intravital visualization of these phenomena.

研究分野：血管・血液薬理学

キーワード： HRG　敗血症　免疫血栓形成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HRGが敗血症病態を改善するより詳細な作用機序を明らかにすることにより、正しい敗血症の理解に寄与すると
ともに、新たな視点からの敗血症治療薬の開発に貢献する。また、今回構築した生体内イメージングの手法は、
より正確な生体内血球細胞動態や血管状態を把握する上で役立ち、敗血症のみならず、他の病態への応用も可能
である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
敗血症は感染を伴った全身性炎症症候群(SIRS)として定義されていた難治性疾患で、集中的
治療法が発達したにもかかわらず、未だ ICUにおける死因第一位である。敗血症は、感染によ
り、SIRSや高サイトカイン血症が引き起こされ、多臓器不全となり死に至る病態として理解さ
れている。上記の理解より、炎症性サイトカインや菌体成分そのもの若しくは自然免疫をブロッ
クする治療薬の開発が行われてきたが、成功した事例は存在せず、現在、敗血症治療薬は存在し
ないのが実状であり、これまでとは全く異なった視点での創薬が必要とされている。さらに 2016
年には、敗血症の定義が更新され、重篤な臓器不全という点が追加された。このように、未だ世
界における敗血症に対する認識は変化しており、病態の理解が不十分で、定義さえも定まってい
ないのが現状である。 
我々は敗血症のメディエーターと考えられる High Mobility Group Box1(HMGB1)に関する
研究を行う中で、HMGB1と拮抗する因子 Histidine-rich glycoprotein(HRG)を見出した。さら
に敗血症 Cecal ligation and puncture(CLP)モデルマウスにおいて血中 HRG濃度が著明に低下
していること、RNAi により HRG をノックダウンすると生存率が低下し、HRG を補充すると
劇的な生存率改善効果があることを明らかにした。また、HRGは肺の浸潤好中球数を減少させ、
肺の炎症を改善することを示した。細胞レベルでの検証の結果、HRGは循環血液中の好中球の
形態を正球状で細胞表面が平滑化した状態に保つ作用があり、この作用により、微小循環での好
中球の通過性をスムーズに保つことが明らかとなった。以上の結果より、HRGは好中球の血管
内皮への接着や障害を抑制し、好中球性免疫血栓形成(Immunothrombosis)により惹起される肺
炎症の発生を抑制することで、敗血症病態を改善することを明らかにした。臨床においては、マ
ウスの結果と同様に敗血症患者血中 HRG濃度は健常者と比べて優位に低下しており、敗血症の
予後予測マーカーとして有用であることを明らかにした。この結果より、HRGはヒトの敗血症
病態形成にも極めて重要な役割を担っている事が示唆された。 
 
２．研究の目的 
実際に敗血症病態下の生体内循環でどのような変化が生じているか検証した報告は存在しな
い為、本研究では、in vivo imaging 技術により好中球と血小板の生体内動態を特異的細胞蛍光
標識で観察し、血液流動状態や血管内皮障害等の評価を加えることで、どのように微小循環障害
を引き起こすかを明らかにする。さらに、HRG処置時に免疫血栓形成と血液循環がどのように
改善するかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(１) 敗血症動物実験モデルには、CLP敗血症腹膜炎モデルを採用した。作成法としては、まず、
腹部を切開し、盲腸を露出させる。次に、盲腸の先端から 1.5cm の部位を絹糸により結紮し、
18G 針を用いて盲腸を 2 回刺突する。最後に、少量の糞便をその穴より出したのち、盲腸を腹
部に戻し、腹部を閉じる。このモデルを用いて、CLP処置 24時間後に好中球を Alexa Fluor 594
標識-抗 Ly6G抗体(10 μg/mouse)、血小板を DyLight488標識-抗 CD42c抗体(2 μg/mouse)の尾
静脈投与により可視化し、腸間膜血管血球細胞動態を in vivo imaging systemにより観察した。
また、CLP処置を行い、ヒト血漿より生成した HRG(20 mg/kg)の投与を行った後の血球細胞の
動態を観察した。 
(２) CLP 敗血症腹膜炎モデルは個体間のばらつきが激しく安定性に欠けていたため、より個体
間のばらつきが少ない LPS尾静脈投与(1 mg/kg,i.v.)敗血症モデルマウスにおける腸間膜血管血
球動態を (１) の手法により可視化し、観察した。さらに Alexa Fluor 594標識-IsolectinB4(10 
μl/mouse)尾静脈投与により血管内皮細胞を染色し、観察した。また、HRGノックアウトマウス
を用いて、同様の実験を実施し、好中球、血小板、血管内皮細胞の状態を観察した。 
(３) in vivo imaging systemを用いて、肺血管内の好中球、血小板の動態を観察した。マウス人
工呼吸器下に胸部を開き、肺を一部露出させる。露出した肺の表面とカバーガラスを生体用接着
材にて接着させ、そのマウスとカバーガラスを観察台に固定し、好中球を Alexa Fluor 594標識
-抗 Ly6G抗体(10 μg/mouse)、血小板を DyLight488標識-抗 CD42c抗体(2 μg/mouse)の尾静脈
投与により可視化した。 
(４) 活性化した血小板から遊離する亜鉛イオンは赤血球を凝集することが知られている。免疫
血栓形成における赤血球に対する HRG の影響を明らかにするために、赤血球を 20μM 亜鉛イ
オン刺激により凝集させ、さらに HRGを 1 μg/mlの濃度で添加した。また、亜鉛で刺激された
赤血球は血管内皮細胞(EA.hy926)に接着するが、この接着反応への HRG の影響を明らかにす
るために、上記と同様に HRGを 1 μg/mlの濃度で添加した。 
(５) CLP及び LPS誘発敗血症病態マウス下におけるHRGの血管内皮細胞に対する影響を明ら
かにするために、CLP処置 24時間後あるいは LPS(10 mg/kg,i.v.)処置 12時間後の各臓器の血
管透過性亢進を、エバンスブルー(20 mg/kg)を静注し、1時間後に組織からそのエバンスブルー
を抽出することで評価した。 
(６) 活性酸素(ROS)や、その産生系への HRGの影響を明らかにするために、HORAC(Hydroxyl 
Radical Antioxidant Capacity)アッセイキット、ORAC(Oxygen Radical Antioxidant Capacity)
アッセイキット、グルタチオンペルオキシダーゼ活性測定キットを用いて、HRGのヒドロキシ
ルラジカル、ぺルオキシルラジカル、さらにグルタチオンペルオキシダーゼに対する効果を測定



した。 
(７) 細菌より放出されるポリリン酸は血液凝固を促進することが知られている。ポリリン酸が
HRGにより正球化した好中球に与える影響を明らかにするために、ヒト血液より単離した好中
球に、HRG(1 μM)単独もしくは HRG(1 μM)+ポリリン酸(100 μg/ml)で 37℃、1時間、CO2イン
キュベーター内において刺激を行い、好中球形態を観察した。 
 
４．研究成果 
(１) CLPモデルマウスの腸間膜血管 in vivo imagingにおいて、多数の好中球や血小板が血管内
皮細胞に接着し、免疫血栓を形成している像が確認できた。また、HRGを投与すると、その免
疫血栓形成が抑制されることが明らかとなった(図 1)。 
(２) LPS投与モデルマウスにおいて、CLPモデルマウスと同様のマウス腸間膜血管内免疫血栓
形成が確認された。また、HRGノックアウトマウスにおいては、その免疫血栓形成が亢進して
いる像が確認された。さらに LPS処置マウスの血管は Sham群と比較して IsolectinB4陽性血
管内皮細胞が減少していたことから、血管内皮が障害されたことが示唆され、LPS処置 HRGノ
ックアウトマウスは、さらに血管内皮障害が増悪化することが明らかになった(図 2)(表 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(３) 肺血管内好中球と血小板の in vivo imagingに成功した(図 3)。 
(４) 亜鉛イオンにより刺激を受けた赤血球は凝集や血管内皮細胞への接着が亢進するが、HRG
はその反応を抑制することが明らかとなった(Zhong H et al., J Pharmacol Sci, 2018)。 
(５) CLP及び LPS誘発敗血症病態マウスの各臓器 (肺、肝、腎) の血管透過性亢進を HRGは
有意に抑制することを明らかにした(Gao S et al., Br J Pharmacol, 2019)。 
(６) HRGは 2価鉄イオンと結合することでフェントン反応を抑制しヒドロキシルラジカルの産
生を抑制することを明らかにした。また、HRGはヒドロキシルラジカルやぺルオキシルラジカ
ルによって効率的に酸化を受け、抗酸化能を発揮していることが明らかとなった。さらに、HRG
はグルタチオンペルオキシダーゼと結合することで、その酵素活性を促進することを明らかに
した。 



(７) ポリリン酸は HRGによる好中球正球化反応に拮抗することを明らかにした(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上(１)～(７)の結果より、HRGは種々の免疫血栓形成促進因子(LPS、亜鉛イオン、活性酸素、
ポリリン酸)を消去、中和、あるいは無毒化し、好中球、血小板、赤血球の凝集、血管内皮への接
着を抑制することで、無秩序な免疫血栓の形成を抑制・調節していることが明らかとなった。ま
た、その現象を生体内でとらえることに成功した。 
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