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研究成果の概要（和文）： 

外科的侵襲による免疫能抑制、臓器障害の機序解明をおこない、それを制御する戦略を開発す
ることが研究目的である。マウス外科的侵襲（外傷出血）モデルを用いトロンボモジュリンの
効果を中心に研究を行なった。Recombinant human soluble thrombomodulin (TM)を蘇生開始時
に投与したマウスでは、血中の炎症メディエーター濃度が著明に低下し、血中肝逸脱酵素濃度
上昇が抑制され、肝細胞の HMGB1 発現も抑制された。TM 処理により外科的侵襲による肝障害発
生が改善されることがわかった。TM が外科的侵襲による臓器障害予防戦略の候補として有効で
ある可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The purposes of this study were to investigate the mechanisms of surgical stress induced 

immunosuppression and organ dysfunction and to develop the strategy of its regulation. 

After trauma-hemorrhage (T-H), plasma levels of TNF-, IL-6, and HMGB1 increased. Plasma 

AST and ALT concentrations also increased after T-H. Thrombomodulin (TM) treated improved 

plasma cytokines and HMGB1 concentrations. Liver injury also improved. TM may be a 

beneficial treatment for surgical stressed patients. 
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１．研究開始当初の背景 

医学の著しい進歩にもかかわらず、外傷、

熱傷等の外科的侵襲後の死亡率は相変わら

ず高いままである。外科的侵襲が免疫能を低

下させ、敗血症、多臓器不全へ発展させるこ

とは今までに多数報告されている。我々は手
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術中の免疫能変化に注目し、手術侵襲により

術中早期に単球・マクロファージ、好中球機

能が低下することを報告し、術中早期に始ま

る免疫能低下に注意を払うことが、術後の感

染性合併症防止に重要であることを示唆し

てきた。また、マウス外傷出血モデルを用い

た検討では、樹状細胞機能が侵襲により低下

すること、女性ホルモンであるエストロゲン

が機能低下を予防することを報告した。 

本研究は先ず、侵襲による臓器障害発生に

おける免疫担当細胞の関与について、急性肺

傷害と肺胞マクロファージ・好中球、肝傷害

と Kupffer 細胞・好中球との関係に焦点をあ

て検討をおこなう。外科的侵襲後の感染に対

する初期の宿主防御機能を担うのが先天性

免疫であり、マクロファージ、好中球が重要

な役割を持っている。これら食細胞の走化性、

貪食能、殺菌能を維持もしくは増加させるこ

とが侵襲後感染性合併症発生予防に必要で

ある一方、活性化されたマクロファージ、好

中球は血管内皮細胞とともに臓器障害発生

に深く関与している。侵襲により活性化され

たマクロファージから炎症性サイトカイン

が放出され、サイトカインにより好中球が活

性化し、肺、肝に集積することが知られてい

る。活性化された好中球は組織障害をおこす

プロテアーゼ、活性酸素、リン脂質代謝物質

や NO などのメディエーターを放出する。ま

た近年、DNA 結合蛋白のひとつである

High-mobility group box-1(HMGB1)が敗血症

動物モデルにおいて組織障害メディエータ

ーとして働いていることが報告されている。

HMGB1 は活性化マクロファージや壊死細胞か

ら放出され、細胞外で組織障害を引き起こす。

しかし、HMGB1 が外傷・出血、熱傷において

臓器障害メディエーターとして作用してい

るのかどうかは未だ解明されていない。本研

究では、マウス外科的侵襲モデルを用いて、

侵襲後の肺、肝障害に活性化マクロファージ、

好中球がどのように関与しているのか、

HMGB1 が臓器障害メディエーターとして作用

しているのかどうか、様々な免疫学的手法を

用いて検討する予定である。 

近年、antimicrobial peptide が感染防御

において重要な働きをしていることが解明

さ れ て い る 。 侵 襲 後 の 易 感 染 性 に

antimicrobial peptide 産生低下、機能低下

が関与していることが予想されるが現在の

ところ十分な検討がなされていない。我々は

熱 傷 患 者 の 好 中 球 が 上 皮 細 胞 か ら の

antimicrobial peptide 産生を抑制すること

を 発 見 し た。 antimicrobial peptide は

pathogen の進入路である気道、肺に多く発現

することが知られており、グラム陽性菌、陰

性菌、真菌、ウィルスに対し広い抗菌、抗ウ

ィルス作用を示す。今回の研究では、侵襲に

よ り 呼 吸 器系 の antimicrobial peptide 

(mouse beta-defensin1-3)発現がどのように

影響されるのか検討し、その制御法を開発す

る予定である。 

さらに、我々が近年研究を続けている脾樹

状細胞機能に侵襲が与える影響についても

引き続き検討を加える。すでに我々は外傷出

血マウスにおいて、侵襲後、樹状細胞の成熟

化が抑制され抗原提示能が低下することを

報告している。今回の研究では、Natural 

killer dendritic cell(NKDC)に焦点をあて

検討する。NKDC は NK 細胞と樹状細胞の性質

を兼ね備えた細胞で、強力な IFN- 産生能を

もち、抗腫瘍作用があることが近年報告され

ている。我々も熱傷マウスにおいて NKDC が

減少し、NKDC が熱傷後の易感染性に関与して

いる可能性を見出している。マウス外科的侵

襲モデルにおいて NKDC がどのように変化す

るか、どのような方法で制御可能か検討する

予定である。 

今回の研究では、免疫能、臓器機能の制御

候補物質として、bicalutamide の効果を検討

する。Bicalutamide は androgen receptor 

antagonist として働き抗男性ホルモン作用

を示すことが確認され、前立腺癌の治療に有

効性が認められている。免疫反応には性差が

あることが知られており、臨床研究において

も外科的侵襲に対し女性が男性に比べ予後

が良いことが示されている。また、動物実験

においても女性ホルモンであるエストロゲ

ンが侵襲後の免疫能維持、臓器機能維持に働

くことが報告されている。我々も樹状細胞機

能をエストロゲンが維持することを報告し

た。一方、testosterone などの男性ホルモン

には免疫能抑制作用があることが知られて

いる。近年、抗男性ホルモンである flutamide

に侵襲後の免疫能維持、臓器機能維持効果が

あること報告されている。bicalutamide は抗

男性ホルモンとして長時間作用し、我々の予

備実験においてはエストロゲンの血中濃度

を長時間上昇させることが分かっており、免

疫能、臓器機能の制御物質として期待できる。 

さらにもうひとつの免疫能、臓器機能の制

御候補物質として、トロンボモジュリン（TM）

の効果を検討する。TM は血管内皮細胞上にあ

り血管内凝固に重要な働きをもつ膜蛋白で

ある。TM はプロテインＣ活性化を介し炎症性

サイトカインを抑制する。しかし、TM が外科

的侵襲において免疫能維持、臓器機能維持効

果をもつかは明らかではない。最近我々は、



 

 

TMがHMGB1を抑制し敗血症性肝障害を予防す

ることを見出した。TM が外科的侵襲において

免疫能維持、臓器機能維持効果をもつ可能性

は高く免疫能、臓器機能の制御物質として期

待できる。 

我々は、免疫能、臓器機能を維持すること

が外科的侵襲後の合併症予防に重要と考え

ている。この研究により、先天性免疫を担当

するマクロファージ、好中球、樹状細胞機能

および antimicrobial peptide 発現を制御し、

臓器不全を予防する戦略を開発したい。 

 

２．研究の目的 

外科的侵襲が免疫能抑制、臓器障害を惹起

する機序の解明をおこない、それを制御する

戦略を開発し合併症の発生、死亡率の低下を

図ることがこの研究の目的である。マウス外

科的侵襲（外傷出血・熱傷）モデルを用いて

検討し、将来、臨床応用可能な戦略を開発す

ることが目的である。今回は bicalutamide

およびトロンボモジュリンの効果を中心に

研究する。 

 

３．研究の方法 

C3H/HeNまたはBALB/c mice (male, 8-10 

weeks old、weighing 20-25g)を使用し、外傷

出血または熱傷モデル作成後、Recombinant 

human soluble ＴＭ (ART-123: 1mg/kg、静注)

またはBicalutamide (5mg/kg、皮下注)を蘇

生開始時または熱傷直後に投与する。薬物投

与しない動物には、同量の生理食塩水を注射

する。血液、臓器採取；蘇生後、熱傷後様々

なタイムサイクルで麻酔下に血液、臓器採取

を行う。 

（１）肺 

①MPO assay;好中球集積を評価する。②肺胞

マクロファージによるサイトカイン産生、肺

胞洗浄液中IL-1 beta、IL-8濃度測定、肺胞洗

浄液中mouse beta-defensin（MBD）濃度測定

をELISAを用いて行う。③肺でのHMGB1発現（免

疫染色）を行う。組織をパラフィン包埋後ス

ライスし、rat anti-mouse CD107b (mouse 

macrophage marker, 1:500, Serotec)を用い

る。 

（２）肝 

①血漿AST、ALT濃度測定；肝障害の評価のた

め血漿AST、ALT濃度を測定する。②Kupffer

細胞によるサイトカイン産生；LPS刺激による

TNF-alpha、IL-6、IL-10の産生をELISAにて測

定する。③肝でのHMGB1発現(免疫染色)肝組織

でのHMGB1発現を評価するため免疫染色を肺

と同様に行う。 

（３）脾 

①脾樹状細胞によるサイトカイン産生；LPS

刺激によるTNF-alpha、IL-6、IL-12、IL-10

の産生、IL-12刺激によるIFN-gamma産生を

ELISAにて測定する。②脾臓でのNKDC発現；脾

細胞をマウス樹状細胞マーカーであるCD11c 

抗体とnatural killer cellのマーカーである

抗CD11b抗体、または抗CD49b抗体で二重染色

し脾樹状細胞中のNKDCの割合をＦＡＣＳで評

価する。③樹状細胞抗原提示能； D10.G4.1 

cloned helper T cell増殖をBrdUを用いてE 

LISA で測定し、樹状細胞の抗原提示能を評価

する。 

４．研究成果 

外科的侵襲が免疫能抑制、臓器障害を惹起

する機序の解明をおこない、それを制御する

戦略を開発し、合併症の発生、死亡率の低下

を図ることがこの研究の目的である。マウス

外科的侵襲（外傷出血）モデルを用いて検討

し、将来、臨床応用可能な戦略を開発する。

本研究はトロンボモジュリン（ＴＭ）の効果

を中心に研究を行なった。 

 C3H/HeN マウス (male, 8-10 weeks old、

weighing 20-25g)を使用し外傷出血モデル作

成 後 、 Recombinant human soluble Ｔ Ｍ 

(ART-123: 1mg/kg、静注)を蘇生開始時に投

与した。薬物投与しない動物には、同量の生

理食塩水を注射した。蘇生後、様々なタイム

サイクルで麻酔下に血液、臓器を採取した。 

 外傷出血により血中の炎症メディエータ

ー（TNF-alpha、IL-6、HMGB1）濃度は上昇し

た。また、肺の MPO 活性は増加し、Wet-Dry 

weight ratio も増加した。このことから、外

傷出血により肺への好中球集積が起き、炎症

を惹起していることが推測された。さらに血

漿 AST、ALT 濃度も著明に増加し、肝障害が

発生していることも明らかになった。肝細胞

免疫染色による検討では、肝組織での HMGB1

発現が外傷出血後、亢進していることがわか

った。TM を蘇生開始時に投与したマウスでは、

血中の炎症メディエーター濃度が著明に低

下し、肺 MPO 活性、Wet-Dry weight ratio も

改善した。また、血中肝逸脱酵素濃度上昇が

抑制され、肝細胞の HMGB1 発現も抑制された。 

 本研究により、TM 処理により外科的侵襲に

よる臓器障害発生が改善されることがわか

った。TM が外科的侵襲による臓器障害予防戦

略の候補として有効である可能性が示唆さ

れた。 
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