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研究成果の概要：Lipopolysaccharide (LPS)により発現誘導された「Protease-activated 
receptors (PARs)が PARs 自身による凝固・炎症反応増強機序に加えて、vascular endothelial 
growth factor (VEGF)の発現誘導あるいは VEGF 発現抑制からさらなる炎症反応増強とアポ

トーシスにより脳、肺臓、肝臓、腎臓等の敗血症性臓器不全発症に深く関わっている」、という

仮説を証明した。 
 
交付額 
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研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・救急医学 
キーワード：（１）敗血症（２）臓器不全（３）PARs（４）VEGF 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1)救急集中治療領域では敗血症及び敗血症
性ショックは治療に抵抗し多臓器不全を惹
起して死亡率の高い病態として知られてい
る。1990 年代初期にはサイトカインによる炎
症反応が臓器不全の原因と考えられ、その制
御により敗血症症例の転帰を改善する試み
がなされたが、その全てが失敗に終わった。
その後、1990年代後半の protease-activated 
receptors (PARs)である PAR1、PAR2、PAR3、
PAR4 のクローニングとその研究の進歩に伴
い凝固炎症反応の密接な連関が解明され、現
在では PARs を介した凝固炎症反応の制御が

敗血症性多臓器不全発症の予防と症例の予
後改善に重要であるとされている。PARs は組
織因子（tissue factor）、FVIIa、FXa、FIIa
（トロンビン）等の外因系凝固反応に関与す
る因子を選択的リガンドとして、炎症性サイ
トカイン発現や凝固亢進を来して臓器不全
を引き起こす。 
 
 (2)炎症性サイトカインは VEGF (vascular 
endothelial growth factor)の発現を誘導し、
産生された VEGF はその受容体である VEGFR1
と VEGFR2を介してそれぞれマクロファージ/
単球活性化・血管透過性亢進と血管新生・増
殖（アポトーシス抑制）を引き起こす。その



作用から当初は循環器領域で研究が進んだ
が、炎症性サイトカインによる VEGF 発現誘
導、VEGFR1 を介する炎症反応亢進、VEGFR2
を介するアポトーシス抑制等の作用から、
VEGF が炎症とアポトーシスが関与する臓器
不全発に関与していることが近年報告され
た。実際 VEGF は敗血症性臓器不全の典型で
ある ALI/ARDS 発症に肺胞隔壁（血管内皮/肺
胞上皮）透過性亢進を通じて深く関与し、ア
ポトーシス抑制によりその回復にも係わる
ことが知られている。 
 
（3）以上の研究は PARs と VEGF が何らかの
関連を有しつつ敗血症性臓器不全発症とそ
の回復過程に深く関わっている可能性を示
唆するものであるが、両者の関連はこれまで
まったく不明であった。しかし、最近 PARs
細胞内情報伝達経路の解明が進み PARs が
PI3K/Akt – PKB と MAPK – NFkB を介して VEGF
遺伝子誘導、炎症・血管透過性亢進、アポト
ーシス抑制を惹起する経路が明らかになっ
た（Leukemia 20: 1331, 2006）。現在では敗
血症臓器不全発症に PARs と VEGF が凝固炎症
反応連関と炎症・アポトーシス通じて深く関
与している可能性が強く示唆される。 
 
２．研究の目的 
 
(1)我々は平成 17 年度基盤研究 B で、LPS
誘発ラット敗血症モデルを使用して敗血症
の重要な標的臓器である肺および肝で以下
を明らかにして公表した。 
①LPS は炎症性サイトカイン誘導、凝固亢進、
凝固制御不全、線溶抑制と同時に PAR1, 2, 3, 
4のmRNAを誘導しPARsの臓器発現を増加
する。 
②この結果 ALI/ARDS、肝不全が発症する。
③PAR2 blocking peptide (PAR2 BP)は、炎
症・凝固亢進を抑制して臓器不全発症を予防
する。すなわち PARs は凝固・炎症反応連関
を通じ敗血症性臓器不全を発症し、その制御
が臓器不全を予防する。現在腎に関して同様
の研究を続行中である。 
 
(2)本研究はこの研究成果をさらに発展させ
て LPS により発現誘導された「PARs が
PARs 自身による凝固・炎症反応増強機序に
加えて、VEGF の発現誘導あるいは VEGF
発現抑制からさらなる炎症反応増強とアポ
トーシスにより敗血症性臓器不全発症に深
く関わっている」、という仮説を証明するこ
とを目的とする。 
 
(3)具体的には LPS が PARs/VEGFを介して
凝固・炎症亢進、アポトーシス、血管収縮と
透過性亢進から多臓器不全を引き起こすが、
PARs/VEGF 阻害・拮抗薬の単独使用あるい

は同時使用がこれらの機序を抑制し多臓器
不全発症を予防して転帰を改善することを
証明する。 
 
３．研究の方法 
 
下記標的分子の臓器発現が臓器不全を惹起
することを確認する。その後、 PARs, 
VEGFR1/R2 の阻害・拮抗薬が標的分子の制
御を通じて臓器不全を改善することを確認
する 
(1)実験モデル：ラット LPS 誘発敗血症 
 
(2)標的臓器：心、肺、肝、腎 
 
(3）標的分子：western blot, RT-PCR, ELISA
を使用して定量。 
Immunohistchemistry and 
immunofluorescent labelin で組織・細胞発
現確認。 
 
① PAR1, 2, 3, 4 (protein, mRNA) , Tissue 
factor, FVIIa, FXa, Thrombin, PAI-1, 
Fibrin (以上、protein, mRNA) , TNF-α 
(protein). 
② VEGF (protein, mRNA), VEGFR1/R2 
(protein, mRNA), Akt/PKB (protein), 
eNOS , iNOS (protein), Caspase-3/Bax 
(protein), Bcl-2（protein）, ET-1, ETR1/R2 
(protein, mRNA). 
 
 (4）臓器不全：病理組織学的検討、アポト
ーシス誘導。心、CKMB, TnI, T, ET-1；肺、
血液ガス、肺湿乾重量比、 135Ialbmin 
permeability index；肝、T Bil, AST/ALT, 
LDH；腎、ET-1, NO system 
 
(5) 阻 害 薬 ： PAR1 s 選 択 的 阻 害 薬
(BMS-200621, RWJ-58529, FR17113), 
PAR2 BP, VEGFR1 and R2 選択的阻害・拮
抗薬。 
 
(6）方法 
①敗血症性ショックの作成：ラットに LPS 15 
mg/kg を尾静脈より静注して敗血症性モデル
を作成する。予備実験で得られた経過観察時
点で屠殺して実験を行う。対照群には LPS 溶
解量と同量の生理食塩水を静注する。ペント
バルビタール麻酔下に頸動脈から観血的に
血行動態と血液ガスを観察・測定し敗血症発
現を確認する。 
②病理組織学的検討：HE 染色に加えて、各臓
器傷害に特異的な染色（例：肺線維化の指標
としての Van Geison 染色）を施行して臓器
障害の程度を形態学的に観察し、阻害薬の使
用が傷害を軽減することを確認する。 
③免疫組織染色（Immunohistchemistry and 



immunofluorescent labeling）：各標的分子
の抗体を使用した免疫組織染色により、標的
臓器におけるそれらの発現部位を同定する。
この発現は各観察時点において経時的に施
行 し 、 発 現 部 位 の 妥 当 性 は 肺 胞 上 皮
（cytokeratin）、血管内皮（CD31）等の細胞・
組織発現特異マーカーを使用して確認する。
さらに標的臓器の組織・細胞内の標的分子発
現量を 2名の病理専門医が盲目的に半定量し、
その発現組織・細胞が臓器不全発症に関与程
度を確認する。 
④ウエスタンブロット解析：定型的ウエスタ
ンブロット法を使用して、標的分子の標的臓
器における蛋白蛋白発現量を各観察時点で
経時的に解析する。 
⑤定量的リアルタイム RT-PCR：total RNA を
抽出し逆転写により cDNA を作成しリアルタ
イム PCR を施行して各標的分子の遺伝子
（mRNA）発現量を定量的に解析する。 
⑥血清濃度の検討：ELISA 法を使用して標的
分子の血清中濃度、細胞・組織発現量を定量
する。 
⑦ ア ポ ト ー シ ス ： photometric 
enzyme-immunoassay (cell death detection 
ELISA) に よ る histone-associated DNA 
fragment の測定により定量確認する。 
 
４．研究成果 
 
(1)主な成果 
研究者等はこれまでに LPS 誘発ラット敗血
症モデルを使用して、①敗血症では PAR1, 
PAR2, PAR3, PAR4 が炎症性サイトカイン
発現と凝固線溶反応異常を伴いつつ肺臓お
よび肝臓に発現して呼吸（Acute lung injury, 
ALI）および肝不全を来たす。さらに PAR2 
blocking peptide (PAR2 BP)がこれら炎症凝
固反応連関を抑制し臓器不全発症を制御す
ることを世界に公表している。 
②今回は同様の結果が脳および腎臓にも見
られることを確認し世界に公表した。
（Thromb Res, Shock いずれも in press 
2009）。脳：炎症性サイトカイン TNF 発現に
引き続き組織因子およびフィブリンの発現
誘導を大脳皮質組織で確認。同時に mRNA
発現からさらに、PAR1, PAR2, PAR3, PAR4
蛋白の発現を大脳の同部位に確認した。腎：
TNF 発現に引き続き、組織因子による外因系
凝固反応亢進に伴う FVIIa・FXa・トロンビ
ン・フィブリン・PAI-1 の発現を認め腎不全
が進行した。これら一連の変化は PAR2 BP
により阻止されることを確認した。 
③さらに ALI の血漿では VEGF 発現増加を
認めるが肺臓では VEGF 発現減少およびそ
の受容体発現の増加（Flt-1、血管透過性亢
進）・減少(Flk-1、血管増殖)を認めると同時
にアポトーシス関連蛋白（Caspase-3, Bax、

アポトーシス亢進； Bcl-2、アポトーシス制
御）発現の変化を確認し、VEGF が血管増殖
低下、血管透過性亢進とアポトーシス誘導に
より ALI 発症に深く関与することを証明し
た（Shock 2009 投稿準備中、2008 日本救急
医学会発表）。同様に PAR2 BP 投与が血漿
VEGF 発現を維持しつつ肺臓 VEGF 発現増
強をもたらすことを確認し、PAR2/VEGF が
ALI 発症に関与することを証明した。 
 
(2)国内外の位置づけとインパクト 
PARs、特に PAR2 が敗血症における脳、肺
臓、肝臓、腎臓の各臓器不全発症に関与する
ことを証明した報告は国内外において我々
の研究成果を嚆矢とする。この研究成果は
PAR1、PAR2、PAR3、PAR4 を介した凝固
炎症反応の密接な連関を示唆するものであ
り、これら PARs（特に PAR2）を介した凝
固炎症反応の制御が脳、肺臓、肝臓、腎臓等
の敗血症性多臓器不全発症の予防と症例の
予後改善に重要であることの証明に一歩近
づくことができたものと考える。国外では
PARs と敗血症性臓器不全研究に携わる競争
グループは多いが、国内において同様の成果
をあげている研究グループは検索し得た限
りではなく、今回の我々の研究成果は今後の
国内外の敗血症性臓器不全発症機序とその
制御方法の解明に関して大きなインパクト
を持つ成果と確信する。 
 
(3)今後の展望 
PAR2/VEGFの連関が敗血症性臓器不全に関
与する可能性を示唆した今回の ALI におけ
る結果が重要である。今後他の臓器不全への
関与の証明、さらに凝固炎症反応連関のみな
らず、凝固・炎症・神経内分泌反応連関から
敗血症性臓器不全発症機序の解明とその治
療方法開発に向けた研究を継続している
我々にとり大きな収穫であり、研究のさらな
る発展が大きく期待される。 
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