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研究成果の概要（和文）：近年、敗血症の病態悪化にNeutrophil Extracellular Traps (NETs）の関与が注目さ
れている。本研究では多臓器におけるNETs の形成とリコンビナントトロンボモジュリン（rTM） によるその抑
制効果を検討した。敗血症モデルマウスにrTMを投与した結果、72時間後の生存率は100%に改善し、臓器内の
NETs形成を防ぎ、サイトカイン濃度の上昇は抑制された。TMが臓器内でのNETs形成を抑制したことにより、
immunothrombosisの拡大を防ぎ、組織障害と微小血管閉塞を防ぐことで、炎症を抑え、生存率が改善された可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Innate immune system, neutrophil extracellular traps (NETs) formation is 
also associated with thrombogenesis and vascular endothelial injury. Circulatory disorders due to 
microvascular thrombogenesis are one of the principal causes of organ damage. NET formation in 
organs contributes to the deterioration of sepsis. Here, we aimed to show that thrombomodulin (TM)
-mediated suppression of NET formation protects against organ damage in sepsis.  In the LPS-induced 
murine sepsis model, extracellular histones, which are components of NETs, were observed in the 
liver and lungs. In addition, serum cytokine  levels increased. Administration of recombinant human 
soluble thrombomodulin (rTM)  to this model prevented NET formation in the organs and suppressed the
 increase in the levels of cytokines.　Furthermore, the survival rate improved. We provide a novel 
role of TM to treat of inflammatory and NETs in organs during sepsis.

研究分野：敗血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NETs が過剰に産生されたり、うまく分解されないなどの制御不全がおこると様々な炎症性疾患、自己免疫疾
患、血栓性疾患につながることが報告されている。NETs の放出を適切に制御することは、様々な炎症性疾患や
病態に対する新たな治療戦略として注目されている。rTM が臓器内のNETs 形成を阻害する可能性を解明するこ
とにより、凝固反応と炎症反応といったrTM の免疫機構への新たな作用機序を明らかにし、rTM 製剤の投与タイ
ミングや抗炎症作用などを明確にできれば臨床の現場において新たな治療戦略をもたらしうると考えている。

※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 
敗血症は世界中の国や地域において主要な死因となっており、有効な治療法の確立が急がれ
ている。敗血症とは、細菌・ウイルス・真菌が引き起こす感染症による全身炎症に臓器障害が加
わった病態である。重症化し、多臓器不全や播種性血管内凝固症候群（DIC）に移行すると死に
至る。多臓器不全の病態として、壊れた組織や炎症細胞から放出される細胞外ヒストンによる内
皮細胞の傷害や血小板凝集がその原因ではないかといわれている。（文献 2） 
近年、好中球の新たな機能である好中球細胞外トラップ (NETs） が注目されている。NETs 
は、血小板により活性化された好中球が放出するヒストンや DNA を含んだ網目状の構造物で、
病原体を捕捉・殺菌し、病原体が全身に広がるのを防いでいる（文献 1）。重度の感染症では、
過度の NETs 形成が臓器不全の原因ではないかと考えられている（文献 2）。私たちは最近、DIC 
治療薬であるリコンビナントトロンボモジュリン（rTM）が、敗血症モデルマウスにおける肝臓
での過剰なNETs 形成を抑制することを発見した。（文献 3） 
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extracellular trap formation in vitro. J Intensive Care 2016; 4:48. 
 
 
２．研究の目的 
 敗血症の国際的な定義が 2016 年に改訂され、「臓器障害」を重視した新定義となった。近年新 
たに発見された、好中球の自然免疫機構の１つである NETs が、過剰形成されることが敗血症
の重症化、多臓器不全に関与しているといわれている。我々は、in vitroのヒト好中球・血小板
培養実験において、rTM が LPS 誘導性の NETs 形成を抑制することを報告した。この成果を
もとに、本研究では多臓器における NETs の形成と rTM によるその抑制効果を検討すること
を目的とする。rTM が臓器内の NETs 形成を抑制するという着想は全くなく、本研究は敗血症
治療において新たな治療戦略として期待される。 
 
 
３．研究の方法 
敗血症による過剰な NETs 形成が原因で、多臓器不全に移行するのを防ぐのに rTM が有効
であることを次の 3つの研究により調べる。 
① 敗血症モデルマウスへの rTM 投与による各臓器内のNETs の確認 
敗血症モデルマウスの肝臓、肺、腎臓などの臓器をNETs の構成成分である Histone と 
Myeloperoxidase (MPO)で免疫蛍光染色する。 
② 敗血症モデルマウスの炎症性サイトカインの血中濃度と rTM 投与によるその変化 
敗血症モデルマウスにおいて、rTM 投与群と rTM 非投与後で変化がみられるサイトカイン 
を発見し、それらが rTM 投与によって変化するのか検討する。 
③ 敗血症患者における血中のNETs 形成量と rTM 投与によるその変化 
敗血症患者に rTM 製剤を投与することにより、NETs 形成抑制効果があるかを患者サンプル 
を使用して検討する。 
 
 
４．研究成果 
 マウスに LPSを投与し、72時間生存率が 50％となる敗血症モデルマウスを確立した。この
モデルに、LPS投与後、rTMを投与した。rTMを投与した群は敗血症モデルマウスの 72時間
後の生存率を 100%に改善した。 
敗血症モデルマウスにおける rTM投与群と rTM非投与群の肝臓、腎臓、肺を各経過時間（8、

24、36時間）に採取し、免疫蛍光染色し、共焦点蛍光顕微鏡で画像を撮影を行った。NETs の
構成物質は好中球から放出される DNA とヒストンであるため、DNA(DAPI)と抗ヒストン
(Histone H2A)抗体、抗 MPO(myeloperoxidase)抗体で染色し、各１次抗体に対応した Alexa 
Fluor 系の二次抗体で染色した。結果は、各臓器によって、NETs形成時期が異なることがわか
った。また、免疫蛍光染色し、共焦点蛍光顕微鏡で画像を撮影後、同一箇所を走査電子顕微鏡で
観察した。走査電子顕微鏡で観察することによって、今まで見えなかった NETs の線維を観察
することができるようになった。免疫蛍光染色によるNETsの構成成分であるヒストンとMPO
の観察と NETsの形態を同一箇所で撮影することに成功した。 
血中サイトカイン濃度は Cytometric Bead Array (CBA)で測定した。敗血症モデルマウスの
血中サイトカインの濃度上昇を確認した。このモデルに rTMを投与すると、サイトカイン濃度
の上昇は抑制された。 

 



TM が臓器内での NETs 形成を抑制したことにより、immunothrombosis の拡大を防ぎ、組
織障害と微小血管閉塞を防ぐことで、炎症を抑え、生存率が改善された可能性が示唆された。 
 
敗血症患者における血中の NETs 形成量と rTM 投与の効果の検討を 3 例行った。結果は、
病態により NETs の発現時期に差異がみられた。まだ n 数が少なく、統計学的に意義のある検
討数に達していない為、今後も継続して基礎及び臨床サンプルの収集を行い、検討を進めている。  
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