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研究成果の概要（和文）：炎症と血栓形成の関連を観察するために、敗血症によって凝固障害が

生じた症例の血液検体における炎症と血栓形成の指標として、血管内皮細胞から放出されるフ

ォンウィルブランド因子(VWF)のプロペプタイド（VWF-PP）の変動を観察した。炎症性マーカー

であるサイトカインのうち、腫瘍壊死因子（TNF-α）と VWF-ppは有意に相関し、また VWF が高

値である際には血栓形成を制御する酵素 ADAMTS-13活性が消費により著減していることが確認

され、両者の比は疾患の生理学的重症度と有意に相関した。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the association between inflammation and thrombus 
formation, we observed the variation of von Willebrand Factor propeptide (VWF-pp) , which 
is released from endothelial cell by inflammatory stimuli in sepsis-induced coagulopathy 
human cases. VWF-pp correlated with the variation of TNF-α, one of the typical 
inflammatory cytokine. Furthermore, VWF-pp inversely correlated with the ADAMTS-13, 
which regulates the excessive thrombus formation by cleaving VWF released from 
endothelial cells by inflammation. The ratio of ADAMTS-13 to VWF-pp was well correlated 
to the disease severity, such as SOFA score. 
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１．研究開始当初の背景 
 敗血症の病態生理において微小血栓
形成は多臓器不全へと発展する重要な
機序である。敗血症において、こうした
血栓形成が如何に生じるかに関して数
多くの報告がある。しかしこれらの報告
は全て静止系での検討であり、敗血症に
おける血栓形成を動的に検討したもの
はない。  

２．研究の目的 
 我々は、全血流動下で種々の炎症因子
と血管内皮細胞の関係をフローチャン
バー上で形成されるフィブリン血栓を
観察し、炎症関連モレキュルと血栓形成
の関係を質的量的に分析し、炎症に関連
した因子と血栓形成の関係を検討する
ことを本研究の目的としている。 
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３．研究の方法 
 
 1)炎症と血栓形成の実臨床における関連
を観察するために、敗血症に伴う播種性血管
内凝固症候群の患者血液（day1, 3, 5, 7）
を用いて VWF propeptide(VWF-pp)の測定を
ELIZA 法にて行い、他の各種マーカーとして
ADAMTS-13, IL-6, TNF-α, P-seelctin も測
定し、ICU28日目の予後や APACHE-IIスコア、
SOFAスコアなどの受傷度評価による臓器不
全との関連を検討する。 
 
 

 2)培養血管内皮細胞をヒスタミンやTNF-α

を用いて刺激し、発現するVWFをELISA法を用

いて測定し、Contorolとの差を検討する。ま

た、これらの条件下で生育した血管内皮細胞

上に浮遊血小板液をポンプで吸引しながら動

的に観察し、内皮細胞上でどのように血栓が

形成されていくのかを観察する。 

 

４．研究成果 
 1) 敗血症性 DIC（播種性血管内凝固症候
群）症例における VWF-PPと他の炎症/血栓マ
ーカーとの関連 
 
 対象は 27例であった（年齢 70.2±16.0歳、
男性 16 例）。基礎疾患は腹腔内感染症が 18
例、肺炎が 2例、尿路感染症が 3例、熱傷創
部感染が 2例、その他 2例であった。全例が
重症敗血症ないし敗血症性ショックの状態
で、全例が日本救急医学会の提唱する急性期
DIC スコアを満たしていた。重症度を示す
APACHE-II スコアは 21.0±7.3、SOFA スコア
は 11.1±3.3 であった。ICU28 日目の転帰は
生存が 19例、死亡が 8例であった。 
 エントリー時の VWF-pp値は 293.8±153.8%
と著明に高値を示しており、VWF を制御する
ADMATS-13 活性は 24.9±8.5％と低下してい
た。炎症性サイトカインである IL-6は 3541.0
±6151.0 pg/ml、TNF-αは 17.6±35.1 pg/ml
と著明に上昇しており、血管内皮細胞障害を
示す P-selectin は 111.5±81.8 ng/ml、VWF
抗原も 212.3±86.3 %と著明に上昇していた。 
 VWF-ppは day 1が最も高く、以後減少して
いき、一方 VWFを制御する ADMATS-13活性は
day 1 が最も低く、その活性は徐々に改善傾
向が認められた。これらの結果は炎症による
血管内皮細胞刺激によって、放出された過剰
な VWFによって微小血管内で凝固亢進へ傾く
状態を ADMATS-13 が制御することによって、
防ぐ生体のメカニズムが作用することを示
していると考えられた。一方、同じ炎症とい
う刺激によって刺激された血管内皮細胞か
ら放出された VWF 抗原や P-selectin にはそ
うした傾向は認められなかったが、これは、 

 
VWFや P-selectinの血中半減期が長いことが
関連していると考えられる。VWF-ppは血中半
減期が 1 から 2 時間と非常に短いため、炎症
による血管内皮細胞障害のマーカーとして
は非常に有用と考えられる。 
 
 また、生理学的重症度スコアである SOFAス
コアとの相関においては、VWF-PP、ADAMTS-13
の比が最も良好な相関を呈することが確認
できた。これは、敗血症という病態において
炎症による血管内皮細胞障害からの凝固亢
進が多臓器への障害に関連していることの
新たな裏付けになり得ると考えられる。 
  
 
 



2) ヒ ト 臍 帯 静 脈 血 管 内 皮 細 胞 (Human 
Umbilical Vein Endothelial Cell; HUVEC)
上の VWFにおける血栓形成モデル作成の試み 
 
 培養した HUVEC を TNF-αで刺激して VWF を
発現させ、浮遊血小板液の流動下で血小板が
付着する状態を観察するために、まず刺激す
る TNF-αの濃度を設定するため静止系での
HUVEC 刺激実験を行った。 
ヒスタミン 25μM で 24 時間刺激すると発

現する VWF-PP の 450nm での吸光度は 0.3 か
ら 0.4 程度であるが、100μ/ml から 10,000
μ/ml の TNF-α で 24 時間刺激すると、
VWF-PPはヒスタミンの約 1.5倍の VWFが出現
することが確認できた。 
 
図 5a HUVEC 刺激試験＿ヒスタミン 
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図 5bHUVEC刺激試験＿TNF-α 

 
 
 ここで HUVEC を刺激する TNF-αの濃度を
1000u/ml と設定して、流動下での VWFと血小
板の動的な観察を行うこととした。 
 
 

図 6 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 発現した VWF 上に血小板がビーズ状に付着
した状態が確認される。 
 
 しかし、すべての HUVECに VWFが発現する
訳ではなく、また、ある一定以上の流速（？）
では、培養 HUVECまでもがはがれて流れてし
まうなどの現象が続くため、現在も本実験の
モデルを作成中である。  
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