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研究成果の概要（和文）：トロンボモジュリン（TM）は主に血管内皮細胞に発現して血液凝固を負に制御する糖
蛋白で複数の領域から構成されている。TMの細胞外領域を遺伝子組み換え技術を用いて作製したrecombinant TM
（ｒTM）は播種性血管内凝固の治療薬として日本で臨床使用されている。われわれはrTMに血管内皮保護作用が
あることに気付きその作用機序と活性部位を明らかにする研究に着手した。その結果、TMの上皮細胞増殖因子様
領域の19アミノ酸構造に血管新生作用と細胞保護作用があることを見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Thrombomodulin is a glycoprotein comprising several distinct structures and 
is mainly expressed on endothelial cell surfaces. TM negatively regulates the coagulation system and
 human recombinant TM consisting of an extracellular domain of TM is approved in Japan for treatment
 of patients with disseminated intravascular coagulation. We had recognized that rTM possesses 
vascular endothelial cytoprotective effects and initiated the experiments to explore the molecular 
mechanism by which rTM exerts cytoprotective effects and attempted to identify the minimal region of
 TM that produces cytoprotective function. We found that 19 amino acid structure within epidermal 
growth factor-like region of TM possesses angiogenic and cytoprotective function. 

研究分野： 血液内科学

キーワード： トロンボモジュリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血細胞移植は白血病をはじめ難治性血液がんに根治をもたらし得る画期的な治療法であるが、血管内皮細胞障
害に起因する血栓性微小血管症や肝類洞閉塞症候群などによる非再発死亡が多く、その治療成績は未だ満足でき
るものではない。今回我々が見出した19アミノ酸を使用することで血管内皮細胞障害に起因する移植関連合併症
を予防でき、移植成績の向上が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
トロンボモジュリン（TM）は複数の領域からなる糖タンパクで、主に血管内皮細胞上に発現

して血液凝固を負に制御している。TM の細胞外領域を遺伝子組換え技術を駆使して作成した遺
伝子組換え TM（rTM）は播種性血管内凝固（DIC）の治療薬として 2008 年から日本でひろく
臨床使用されている。我々はさまざまな基礎疾患に合併した DIC 患者を rTM で治療するなか
で、rTM には血管内皮細胞保護作用がある可能性に気付いた。実際に培養血管内皮細胞やマウ
スに血管毒性のあるサイトカインや薬剤を投与して血管内皮細胞障害を誘導し、そこに rTM を
投与すると細胞障害が緩和できたことから、確かに TM 分子には血管内皮保護作用があること
が確認できた（Ikezoe T, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2012）。 
 造血細胞移植は白血病をはじめとする難治性血液腫瘍に完治をもたらし得る究極の治療法で
ある。しかしながら、移植患者の約 40％は血管内皮細胞障害に起因して発症する血栓性微小血
管症（TMA）や肝類洞閉塞症候群（SOS）を発症し、これらは重症化すると致死率は 90％にも
及ぶ。我々は、血管内皮保護作用のある薬剤、rTM を使用すると TMA や SOS が予防できるの
ではないかと考えた。しかし、rTM は抗凝固剤であるため、血小板が生着する前の移植患者に
使用すると出血の副作用を高頻度に併発する危険性がある。そこで、TM 分子の中で血液凝固系
には作用せず血管内皮保護作用を発揮する構造を同定して、これを移植後合併症の予防薬とし
て開発することを思い立った。本研究を開始するまでに、TM の各領域を構成するペプチドを化
学合成して、各種薬剤やサイト
カインが誘導する血管内皮細胞
障害に対する保護作用を検証し
た。その結果、上皮細胞増殖因
子様領域の 5 番目の構造（右図
の E5）に細胞保護活性があるこ
とが明らかになった（Ikezoe T, 
Bone Marrow Transplant. 
2017）。また、その機序は血管内
皮細胞上のケモカイン受容体
GPR15 を介した MAP kinase
の活性化ならびに抗アポトーシ
スタンパク質 Mcl-1 の発現誘導
によることも明らかになった
（ Pan B, IkezoeT, Sci Rep. 
2017）。さらに、TM 分子には毛
細血管漏出を抑制する作用や血
管新生を促進する作用があるこ
ともわかった（Ikezoe T, Bone Marrow Transplant. 2017）。 
 
２．研究の目的 
TM 分子の E5 から更に短いアミノ酸構造を化学合成して、その内皮保護作用を、培養血管内皮
細胞を用いた実験で検証する。そして、それらの構造に血液凝固時間を延長する作用がないこと
を確認する。上記実験で、血液凝固系に作用せず、血管内皮保護作用を発揮する TM 分子の最小
単位を取得する。この最小単位の血管内皮保護作用をマウス血管内皮細胞障害モデルで検証す
る。これらの実験を行い、TMA や SOS をはじめとする移植後合併症の予防薬として TM 分子
を臨床開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
➀ 血管内皮細胞保護作用を発揮する TM 最小単位の取得 

E5 ペプチドには 3つのジスルフィド結合が
存在し、3つのループ構造をとる（左図参照）。
この 3つのループ構造（E5-A, B, C）を化
学合成（大阪府のペプチド研究所に委託）
し、細胞保護活性を培養内皮細胞増殖アッ
セイ、血管新生促進アッセイ、フローサイト
メーターによる細胞死数測定アッセイ、細
胞内リン酸化アッセイ、または細胞内抗ア
ポトーシスタンパク質定量アッセイで評価
する。予備実験結果から 19アミノ酸からな

る TME5-C に内皮保護活性が局在すると考えている。この 19 アミノ酸から 1 アミノ酸ずつ短縮
した類縁体を複数種類化学合成し、上記試験を繰り返して最小単位構造（TME5-X）を取得する。 



➁ TME5-X の凝固系への作用を評価 
正常血漿にトロンビンを添加して凝固時間を測定する。トロンビンとともに TME5-X を添加して
凝固時間が延長しないことを確認する。 
➂ 内皮細胞障害マウスモデルでの TME5-X の薬効評価 
8 週齢の雌 C57BL/6 マウスに移植前治療に用いるシクロフォスファミド（100 mg/kg/day for 2 
days, day-3～-2）とブスルファン（25 mg/kg/day for 4 days, day-3～-2）を投与する。Day0
に Balb/C マウスから採取した骨髄細胞と脾臓細胞を C57BL/6 マウスの尾静脈から移植する。こ
の移植モデルでは day30 までに約 75％のマウスが SOS を発症して死亡する。マウスから継時的
に血漿を採取し、肝逸脱酵素や、内皮細胞障害の結果、マウス血管内皮細胞から剥がれて血中を
循環するマウス TM や PAI-1、血液凝固マーカーであるフィブリン分解産物などを ELISA キット
を用いて測定する。また、実験の最後にマウスを安楽死させ肝臓を摘出してヘマトキシリン・エ
オジン染色を行い病理学的に SOS の有無やその重症度を評価する。 
 
４．研究成果 
① TME5C に血管新生作用が局在 
ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）とヒト肝類洞内皮細胞（HHSEC）を化学合成した TME5A, B, あ
るいは C の存在下で培養しその増殖を DNA への 5 – ブロモ - 2' - デオキシウリジン（BrdU）
取り込み法で評価した。その結果、TME5C のみにこれらの細胞の増殖刺激活性があることが明ら
かとなった（下図左端と右端は HUVEC、中は HHSEC を使用）。TME5 の両端から 1アミノ酸を削る
と細胞増殖活性が失われたことから TM が増殖活性を発揮する最小単位は TME5C と考えられた
（下図右端）。 
 

 

 
 
➁ TME5C は血管新生作用をもつ 
HUVEC と HHSEC を、マトリゲルをコーティングした細胞培養プレートに撒いて血管内皮細胞増生
因子（VEGF）の存在下で培養すると管腔形成が誘導される。VEGF 同様に TME5C にも管腔形成誘
導能が認められた。一方、TME5A や B の存在下で培養を行っても管腔形成は認められなかった。 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
③ TME5C はタクロリムスによる血管内皮細胞増殖抑制効果を緩和する 
HUVEC や HHSEC をカルシニューリン阻害剤タクロリムス（FK506）の存在下で培養す
るとこれらの細胞増殖は抑制される。この培養系に TME5C を添加するとその容量依存的
にタクロリムスによる細胞増殖抑制作用が緩和されることが BrdU 取り込み法で確認でき
た。一方、このような内皮細胞保護作用は TME5A や B を培養液に添加しても認められな
かった。 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
④ TME5C はタクロリムスによる内皮細胞のアポトーシスを抑制する 
また、タクロリムスは内皮細胞にアポトーシスによる細胞死を誘導することが知られているが、
培養液に TME5C を添加してタクロリムスの存在下で HUVEC（下図左）と HHSEC（下図右）を培養
すると、タクロリムスのみの存在下で培養した場合と比較してアポトーシスの割合は有意に減
少した。即ち、TME5C はタクロリムスの血管毒性を緩和することが明らかとなった。 
 

 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
➄ TME5C は血液凝固に作用しない 
rTM はトロンビンと結合後、血液凝固第 V 因子と第 VIII 因子を阻害して血液凝固を阻害する。
健常人から採取した血漿に rTM を添加するとプロトロンビン時間（PT）と活性化部分プロトロン
ボプラスチン時間（APTT）が延長する。TME5 を添加すると若干 PT の延長を認めたが TME5C には
PT を延長する作用が全くないことが確認できた。 
 
 

 
 
 

 
 
⑥ TME5 はマウス SOS モデルで SOS の発症を抑制した 
上述の試験管内での実験で、TME5C は血液凝固に影響を与えず、血管内皮細胞と肝類洞内皮細胞
の増殖を刺激し、カルシニューリン阻害剤による細胞毒性からも内皮細胞を保護することが確
認できた。マウス SOS モデルに TME5C あるいはコントロール溶媒を下記のスケジュールで予防
投与し SOS の発症状況を比較検討した。 
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コントロール溶媒を投与したマウスの 75％
は移植 30 日までに SOS を発症して死亡した
が、TME5C を投与したマスは全て移植 30日目
まで生存した（右図参照）。肝逸脱酵素の AST
や ALT は移植 7 日目に著明に上昇するが、
TME5C を投与したマウスではその血中濃度の
上昇は有意に抑制されていた（下図上段参
照）。TME5C 投与を受けたマウスで肝障害が緩
和されていることは病理学的にも確認でき
た（図は示さず）。また、血管内皮細胞障害マ
ーカーである TMや PAI-1、また血液凝固異常
の指標であるフィブリン分解産物 FDP はコントロール溶媒の投与を受けたマウスではその血中
濃度が移植 7日目に顕著に上昇していたが、TME5C の投与を受けたマウスではその上昇は有意に
抑制されていた。 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
以上より、TME5C はマウス SOS モデルにおいてその発症を予防可能であることを示すことができ
た。 
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