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研究成果の概要（和文）：本研究は、トロンボモジュリンα(TMα)の相互作用と機能を解明し、新規治療戦略開
発の可能性を示唆した。TMαはPLA2G2Aと直接相互作用し、ITGαVβ3との相互作用に競合的に影響を及ぼすこと
で抗炎症作用を発揮する可能性が示唆された。TMαはS100A8/S100A9ヘテロダイマーと相互作用するが、その機
能的影響は不明であった。一方、TMαはLPSと相互作用することが知られているが、LBPやsCD14との相互作用は
阻害せず、LPSを介した抗炎症作用はsCD14によるLPSのTLR4へのリクルート阻害による可能性が示された。これ
らはDIC治療法開発に貢献すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated the interactions and functions of thrombomodulin alpha
 (TMα) and suggested potential new therapeutic strategies. TMα was found to interact directly with
 PLA2G2A, and it was suggested that its anti-inflammatory effect might be exerted by competitively 
affecting the interaction between ITGαVβ3 and PLA2G2A. TMα also interacts with the S100A8/S100A9 
heterodimer, although its functional implications remain unclear. On the other hand, while TMα is 
known to interact with LPS, it does not inhibit the interaction with LBP or sCD14. It has been 
suggested that the anti-inflammatory effect of LPS may be due to inhibition of LPS recruitment to 
TLR4 by sCD14. These findings may contribute to the development of new therapies for DIC.

研究分野： 臨床薬学

キーワード： トロンボモデュリンアルファ　DIC　敗血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症による播種性凝固血管内症候群（DIC）は死亡率が高い。ヒトトロンボモジュリン（TM）の遺伝子組み換
え製剤であるTMαは、DICに対して唯一臨床効果が認められている薬物であるが、その詳細な機序は解明されて
ない。また、TMαの臨床効果には個体差がみられ、臨床効果を最大に発揮するために、作用機序の全貌および個
体差要因を解明することが急務となっている。本研究は、新たなTMαとの相互作用分子とその機能を発見した。
本研究の成果は、ヒトTMの生物学的機能の解明に加え、DICの重症化に関連する因子やDICの新規治療戦略開発の
可能性に繋がると考えられた。

※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 
播種性凝固血管内症候群（DIC）は、細菌感染などによる炎症により、全身性持続性に著しく炎
症および凝固が活性化した状態である。旧厚生省研究班の疫学調査の結果、DIC 治療が改善さ
れることで、年間約 1 万人の救命に繋がると言われている。トロンボモジュリン α（TMα）は、
DIC に対して唯一生存期間の延長が認められている薬物であるが、TMα による薬物治療を行っ
た患者群でも、28 日死亡率は約 30%と未だに高い。また、臨床データを統計学的に分析した結
果、TM-α の臨床効果には個体差がみられた。これまでの我々の研究成果より、敗血症性 DIC の
患者の血漿中で、炎症惹起に関与するタンパク質（Phospholipase A2 Group IIA（PLA2G2A）、
S100A9 およびリポ多糖（LPS）結合タンパク質（LBP））が TMα と相互作用している可能性が
示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、PLA2G2A、S100A8/S100A9 heterodimer、S100A9 homodimer および LBP
を介した TMα の抗炎症作用機序を解明し、臨床効果の個体差要因の同定に繋げることである。 
 
３．研究の方法 
(1) Native PAGE による PLA2G2A、S100A8/S100A9 heterodimer、および S100A9 homodimer
と TMα との直接的な相互作用の検証 
TMα、TMα の D1 ドメイン（TMD1）及び D2 ドメイン（TMD2）とそれぞれの候補タンパク質
との直接的な相互作用を Native PAGE により検証した。TMα、TMD1、TMD2、PLA2G2A、
S100A8/S100A9 heterodimer 及び S100A9 homodimer を PBS（Ca2+添加）に添加し、それぞ
れのタンパク質の終濃度が、2.0 µM、6.0 µM、4.0 µM、5.5 µM、5.0 µM 及び 5.0 µM になるよ
うに氷上で調製し、37℃、30 分間インキュベートした。インキュベート後、SDS 未添加で、10 
mA 定電流、100 V 定電圧にて、210 分間、4℃で電気永動を行った。泳動後、銀染色によりシ
グナルを確認した。 
 
(2) functional ELISA assay による PLA2G2A に対する TMα の機能的影響の検証 
抗 His Tag 抗体が固相化された microplate（His Tag Antibody Plate）に His-tagged PLAS2G2A
を添加し、TMα とともに 37℃で 30 分間インキュベートした。インキュベート後、His Tag 
Antibody Plate のウェルに添加し、室温で 3 時間インキュベートした。各ウェルを洗浄後、TMα
に対するビオチン化抗体を添加し、HRP- Streptavidin を添加した。TMB を添加し、450 nm
の吸光度を測定することで、PLA2G2A と TMα の相互作用を検証した。 
次に Integrin alpha V beta 3（ITGαVβ3）は PLA2G2A と相互作用することが知られているた
め、PLA2G2A と ITGαVβ3 の相互作用に対する TMα の影響を検証するために、His-tagged 
PLAS2G2A、TMα 及び ITGαVβ3 を加え、37℃で 30 分間インキュベート後、同様に functional 
ELISA assay を行った。 
 
(3) PLA2 assay による PLA2G2A の PLA2活性に対する TMα の機能的影響の検証 
Diheptanoyl Thio-PC を PLA2の基質として用いた。DTNB 下で反応させ、405 nm の吸光度を
1 分毎に 10 分間測定し、PLA2 活性を算出した。TMα 添加の有無による PLA2 活性の影響を検
証した。 
 
(4) functional ELISA assay による S100A8/S100A9 heterodimer に対する TMα の機能的影響
の検証 
His Tag Antibody Plate に His-tagged S100A8/S100A9 heterodimer を添加し、TMα とともに
37℃で 30 分間インキュベートした。インキュベート後、His Tag Antibody Plate のウェルに添
加し、室温で 3 時間インキュベートした。各ウェルを洗浄後、TMα に対するビオチン化抗体を
添加し、HRP- Streptavidin を添加した。TMB を添加し、450 nm の吸光度を測定すること
で、S100A8/S100A9 heterodimer と TMα の相互作用を検証した。 
S100A8/S100A9 heterodimer は、TLR4/MD2 及び AGE 特異的受容体（RAGE）のリガンドと
して知られている。そこで、S100A8/S100A9 heterodimer と TLR4/MD2 または RAGE との相
互作用に対する TMα の影響を検証するために、S100A8/S100A9 heterodimer と TMα に加え
て、His-tagged TLR4/MD2 または His-tagged RAGE を 37℃で 30 分間反応させ、functional 
ELISA assay を行い、抗 S100A9 抗体を使って定量的に検証した。 
 
(5) LBP または CD14 を介した LPS 活性に対する TMα の影響についての検証 
グラム陰性桿菌から放出される LPS は、LBP と結合し、LBP により sCD14 に転送され、リン
パ球などの Tall-like receptor（TLR）4 などにリクルートされることで炎症を惹起する。LAL 
assay により測定できる LPS のエンドトキシン活性は、LBP との結合により抑制されることが



知られている。TMα の抗炎症作用の機序として、LPS と LBP との相互作用を阻害する仮説を
立て、LPB による LAL assay における LPS（E. coli O-111:B4）のエンドトキシン活性の抑制
への影響を検証した。 
各サンプルに LAL 試薬を添加し、37℃で 10 分間インキュベーションした。次に、Chromogenic 
Substrate を添加し、泡立たないように混和させた後、37℃で 6 分間インキュベーションした。
25%酢酸を添加し、反応をストップさせた後、405 nm の波長で吸光度を測定した。 
①LPS と LBP との相互作用に対する TMα の影響についての検証 
50 mM リン酸バッファー中で、以下のとおりサンプル調製し 37℃で 30 分間インキュベーショ
ンした。 
 LPS：LPS（0.5 EU/mL） 
 LPS+LBP：LPS（0.5 EU/mL）、LBP（40 nM） 
 LPS+LBP+ TMα：LPS（0.5 EU/mL）、LBP（40 nM）、rTM（1.0 µM） 
 
②LBP から sCD14 への LPS の転送に対する TMα の影響についての検証 
50 mM リン酸バッファー中で、以下のとおりサンプル調製し 37℃で 30 分間インキュベーショ
ンした。 
 LPS：LPS（1.0 EU/mL） 
 LPS+LBP：LPS（1.0 EU/mL）、LBP（0.16 nM） 
 LPS+LBP+sCD14：LPS（1.0 EU/mL）、LBP（0.16 nM）、sCD14（100 nM） 
 LPS+LBP+sCD14+ TMα：LPS（1.0 EU/mL）、LBP（0.16 nM）、sCD14（100 nM）、TMα
（1.0 µM） 

 
４．研究成果 
(1) Native PAGE による PLA2G2A、S100A8/S100A9 heterodimer および S100A9 homodimer
と TMα との直接的な相互作用の検証 
Native PAGE の結果、TMα と PLA2G2A を混在させたサンプルの泳動像には、それぞれ単独
で泳動した時では見られなかったシグナルがみられ、TMα と PLA2G2A が直接的に複合体を形
成している可能性が示唆された。また、TMD1 と PLA2G2A を混在させたサンプルの泳動像に
もそれぞれ単独で泳動したサンプルには見られなかったシグナルがみられたため、PLA2G2A は、
TMD1 を介して、TMα と複合体を形成している可能性が示唆された（図 1 (a)）。 
次に、TMα と S100A8/S100A9 heterodimer または S100A9 homodimer との相互作用について
検証した結果、TMα と S100A8/S100A9 heterodimer を混在させたサンプルの泳動像には、そ
れぞれ単独で泳動した時では見られなかったシグナルがみられ、TMα と PLA2G2A が直接的に
複合体を形成している可能性が示唆された。一方、TMα と S100A9 homodimer を混在させたサ
ンプルには、複合体と考えられるシグナルは認められなかった（図 1(b)）。TMD1 と
S100A8/S100A9 heterodimer を混在させたサンプルの泳動像にもそれぞれ単独で泳動したサン
プルには見られなかったシグナルがみられたため、S100A8/S100A9 heterodimer は、TMD1 を
介して、TMα と複合体を形成している可能性が示唆された（図 1 (a)）。 

 
図 1 Native PAGE による TMα と PLA2G2A、S100A8/S100A9 heterodimer または S100A9 homodimer
との相互作用の検証 
(a) TMα、TMD1 または TMD2 と PLA2G2A との相互作用 (b) TMα と S100A8/S100A9 heterodimer ま
たは S100A9 homodimer との相互作用 (c) TMα、TMD1 または TMD2 と S100A8/S100A9 heterodimer
との相互作用 



(2) TMα の PLA2G2A に対する機能的影響の検証 
functional ELISA assay により、TMα と PLA2G2A との相互作用を定量的に検証した。その結
果、TMα の濃度依存的なシグナルの増加がみられ、functional ELISA assay においても、TMα
と PLA2G2A が相互作用していることが示唆された（図 2(a)）。次に PLA2G2A と ITGαVβ3 と
の相互作用への TMα の影響を検証した。ITGαVβ3 を添加することで、TMα と PLA2G2A との
相互作用が低下した。したがって、TMα は、ITGαVβ3 と競合的に PLA2G2A と相互作用するこ
とが示唆された（図 2 (b)）。 
PLA2G2A の PLA2活性に対する TMα の影響を検証した結果、TMα の添加の有無で、PLA2G2A
の PLA2活性に変化は見られなかった（図 2 (c)）。したがって、TMα は PLA2G2A の PLA2活性
には影響しないと考えられた。 
 

図 2 TMα の PLA2G2A に対する機能的影響 
(a) functional ELISA assayによるTMαとPLA2G2Aとの相互作用。*: One-way ANOVA, post-hoc Tukey’s 
multiple comparison test (b) functional ELISA assay による PLA2G2A と ITGαVβ3 との相互作用への
TMα の影響の検証。#: One-way ANOVA, post-hoc Tukey’s multiple comparison test. (c) PLA2G2A の
PLA2 活性に対する TMα の影響 **: Student’s t-test. 各実験は、duplicate で行い、4 回測定した。 

 
 
(3) functional ELISA assay による TMα の S100A8/S100A9 heterodimer に対する機能的影響
の検証 
functional ELISA assay により、TMα と S100A8/S100A9 heterodimer との相互作用を定量的
に検証した。その結果、TMα の濃度依存的なシグナルの増加がみられ、functional ELISA assay
においても、TMα と S100A8/S100A9 heterodimer が相互作用していることが示唆された（図
3(a)）。次に S100A8/S100A9 heterodimer と TLR4/MD2 または RAGE との相互作用への TMα
の影響を検証した。S100A8/S100A9 heterodimer と TLR4/MD2 または RAGE との相互作用
は、TMα の添加の有無による有意な変化は認められず、TMα は S100A8/S100A9 heterodimer
と TLR4/MD2 または RAGE との相互作用には影響しない可能性が示唆された（図 3 (b)）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 3 functional ELISA assay による TMα の S100A8/S100A9 heterodimer に対する機能的影響 
(a) fuctional ELISA assay による TMα と PLA2G2A との相互作用。P < 0.05: One-way ANOVA, post-hoc 
Tukey’s multiple comparison test. (b) functional ELISA assay による S100A8/S100A9 heterodimer と
TLR4/MD2 との相互作用への TMα の影響の検証。(c) functional ELISA assay による S100A8/S100A9 
heterodimer と RAGE との相互作用への TMα の影響の検証。NS (no significance): Student’s t-test. 
 
 
(4) LAL assay による LBP または CD14 を介した LPS の炎症惹起反応に対する TMα の阻害効
果の検証 
LBP が、LPS のエンドトキシン活性を抑制したが、TMα を添加したサンプルにおいても、この
LBP の LPS 活性の抑制効果は影響されなかった（図 4(a)）。したがって、TMα は LPS と LBP
との相互作用を阻害しないと考えられた。次に、LPS の LBP から sCD14 への転送に対する抑
制効果を検証したが、LPS の LBP から sCD14 への転送に対しても TMα は影響しなかった（図
4(b)）。これらのことから、LPS に対する TMα の抗炎症作用の機序は、sCD14 による LPS の
TLR4 へのリクルートを阻害している可能性が高いと考えられた。 
 
 

図 4 LAL assay による LBP または CD14 を介した LPS の炎症惹起反応に対する TMα の阻害効果 
(a) LPS と LBP と相互作用に対する TMα の影響。(b) LBP から sCD14 への LPS の転送に対する TMα の
影響。*: p < 0.05、One-way ANOVA, post-hoc Tukey’s multiple comparison test. 各実験は、duplicate で
行い、3 回測定した。 
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