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研究成果の概要（和文）：TFPIによる体外循環中の外因系凝固の遮断と、アンチトロンビン・トロンボモジュリンによ
る接触-内因系路の阻害および生理的thrombin-antithrombin相互作用バランスの維持により、凝固線溶・炎症の亢進を
初期段階でブロックする新たな体外循環中の抗凝固プロトコール確立を目的とした。霊長類医科学研究センターにて、
体重5kgのカニクイザルを用いて完全体外循環実験を行った。仮説に即した外因系凝固阻害効果がTFPI早期誘導によっ
て得られ、アンチトロンビンまたはトロンボモジュリン添加のいずれによってトロンビン産生抑制効果はさらに高まっ
た。本プロトコールは、体外循環中の新たな抗凝固戦略となり得る。

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a new anticoagulation protocol during cardiopulmonary 
bypass (CPB). Our hypothesis was that administration of high-dose heparin causes massive release of 
tissue factor pathway inhibitor (TFPI) from endothelial cells, and antithrombin or thrombomodulin 
provides additional thrombin inhibition. We performed experiments using primate (Macaca fascicularis, 
5kg) CPB model. Plasma TFPI was enhanced by pre-heparinization, and levels of thrombin generation were 
reduced through inhibition of extrinsic pathway when compared with control group. Inhibition of thrombin 
generation was further enhanced by the addition of antithrombin and thrombomodulin. Anti-inflammatory 
effects of either drug were not revealed in our anticoagulation protocol. Combined anticoagulation 
protocol with TFPI, antithrombin and thrombomodulin may be a promising alternative to heparin toward 
inhibition of both intrinsic and extrinsic pathways during CPB.

研究分野： 心臓血管外科学

キーワード： 体外循環　トロンビン　組織因子　外因系凝固　内因系凝固　TFPI　アンチトロンビン　トロンボモジ
ュリン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 応募者らは長く、体外循環における凝固
線溶・炎症を薬理制御する”Blood Anesthesia”
の研究に携わってきた。最新の理論によれば、
体外循環における凝固線溶亢進のトリガー
は接触系-内因系凝固よりも組織因子を発端
とする外因系凝固にあるとされ、特に開心術
開始早期に心嚢内血液に増加する可溶性組
織因子とこれを制御する内因性 TFPI（tissue 
factor pathway inhibitor）の応答様式、および
単核球による第 VII およびＸ因子の賦活化が
重要視されている。TFPI は、可溶性組織因子
/VIIa 複合体が Xa を活性化する段階を阻害し
て抗凝固作用を発揮すると言われる。また、
TFPI は好中球細胞内への Ca 流入を阻害し、
接着分子 CD11b/CD18 の発現や放出反応を抑
制する。さらに内皮細胞にも作用し TNF-α や
IL-6 の放出を抑制する。単球や microparticle
の活性化抑制の可能性も示唆され、炎症機転
の制御にも関わっていると考えられている。 
 
(2) 一方、アンチトロンビン(antithrombin III) 
は肝や血管内皮で産生される生理的プロテ
アーゼ阻害剤で、ヘパリンによって増幅され
る抗トロンビン作用の他に、IXa、Xa、XIa
および XIIa 因子への阻害作用を有する。アン
チトロンビンは”suicide substrate”とも呼ばれ、
トロンビン産生が著しく亢進する体外循環
中には急速に消費され、体外循環終了時には
thrombin-antithrombin バランスが崩れて過凝
固状態を招く。最近アンチトロンビンについ
てもその抗炎症作用が認識されつつあり、X
因子やトロンビンの阻害を通じた間接的抗
炎症作用に加え、内皮細胞の syndecan-4 受容
体を介した prostacyclin 放出による好中球活
性化抑制作用が注目されている。 
 
(3) また、血管内皮細胞上のトロンビン受容
体であるトロンボモジュリンは、活性化プロ
テインCの生成を通じてVaおよびVIIIa因子
を分解・失活化し、凝固を制御する。トロン
ビン活性を直接阻害する作用も有し、さらに
は HMGB1 蛋白の捕捉を介して好中球活性化
抑制作用、抗炎症作用を発揮することも明ら
かにされている。 
 
(4) 本研究においては、上記 3 つの重要な生
理的プロテアーゼ阻害タンパク、すなわち
TFPI、アンチトロンビンおよびトロンボモジ
ュリンに注目した。3 者を体外循環を通じて
血中に高濃度に維持して個々の特性と複合
作用を引き出すことにより、外因系および接

触-内因系から共通系路に至る凝固カスケー
ドの最上流部分を集中的に制御する革新的
な抗凝固手段確立に至るのではないかと着
想した。また TFPI、アンチトロンビン、トロ
ンボモジュリン各々が有する直接・間接の抗
炎症作用を併せることにより、高い抗炎症効
果獲得を狙った。 
 
(5) 本研究は平成18-19および20-22年度基盤
研究(Ｂ)を発展させるものである。先行研究
では、体外循環モデルにおいて rTFPI および
内因性 TFPI のトロンビン産生抑制効果を確
認し、心嚢内の可溶性組織因子が外因系凝固
亢進の主因となっていることを示した。本研
究はこれらの成果を発展させ、TFPI の機能を
中心に据え、ヘパリン単独に依存している現
状に代わる革新的な体外循環中の抗凝固戦
略を追求したものである。 
 
２．研究の目的 
(1) 心臓外科手術において、体外循環が惹起
する凝固線溶・炎症の亢進とこれに伴う臓器
障害を軽減すべく、従来のヘパリンに代わる
新たな抗凝固手段の開発を目指した。内因性
TFPI 誘導による組織因子阻害に、アンチトロ
ンビンとトロンボモジュリン添加によるト
ロンビン産生・活性阻害を組み合わせ、外因
系・接触-内因系 2 方向からの徹底した凝固線
溶および炎症の制御を試みた。体外循環中の
主要凝固系路と目される外因系の遮断と、ア
ンチトロンビン・トロンボモジュリンによる
接触-内因系路の要所の阻害および生理的
thrombin-antithrombin 相互作用バランスの維
持により、凝固線溶・炎症の亢進を初期段階
で強力にブロックする革新的な抗凝固プロ
トコールを確立し、体外循環の安全性向上に
寄与することを目的とした。上記の理論から
以下の仮説を立てた；『体外循環において、
内因性 TFPI、アンチトロンビン、トロンボモ
ジュリンの併用が、組織因子と外因系凝固の
賦活化、接触 -内因系初期反応の進行、
thrombin-antithrombin 相互作用バランスの崩
壊、さらには炎症の亢進を阻止し、有意な凝
固線溶・炎症制御効果をもたらす。』 
 
(2) 体外循環の抗凝固薬としてヘパリンが万
全でないことは広く認識されているにも拘
わらず、未だこれを凌駕する抗凝固手段は獲
得されていない。近年応募者らは、体外循環
における凝固線溶機転亢進の主要なトリガ
ーが外因系凝固系路にあるとする近年の理
論に基づき、可溶性組織因子とこれを制御す



る TFPI の役割に焦点を当てて来た。In vitro
体外循環モデル実験において、早期ヘパリン
化が内皮からの約 6 倍の TFPI 誘導を果たし、
誘導された TFPI がトロンビン産生抑制効果
を示すことを確認した。これは内因性 TFPI
を体外循環の新たな抗凝固戦略に利用する
独創的な理論の実証である。本研究ではこの
独自の抗凝固理論をさらに発展させ、内因性
TFPI 誘導による可溶性組織因子阻害にアン
チトロンビン、トロンボモジュリン添加を組
み合わせることより、外因系および接触-内因
両系路を初期段階から広範に抑制し、体外循
環が惹起する凝固線溶・炎症機転を革新的な
レベルで制御することを目指した。独創的な
抗凝固戦略であり、霊長類体外循環モデルを
用いた前臨床研究の意義は深い。 
 
(3) 内因性 TFPI の誘導によって可溶性組織
因子を起点とする外因系凝固活性化を効果
的に阻害し、これにアンチトロンビン、トロ
ンボモジュリン添加による接触-内因系路の
阻害および生理的 thrombin-antithrombin 相互
作用バランスの維持を組み合わせることに
より、凝固線溶・炎症機転の亢進を初期段階
で強力に制御し得ると予想した。へパリンに
依存したままの現行の抗凝固戦略から脱皮
し、生理的プロテアーゼ阻害タンパクの特性
を活用した外因系・接触-内因系 2 方向からの
かつてない強力な凝固線溶・炎症機転制御手
段を探求した実験研究である。体外循環技術
の安全性を高める可能性、意義を有する。 
 
３．研究の方法 
(1) 医薬基盤研究所霊長類医科学研究センタ
ー（つくば市）においてカニクイザル体外循
環実験を実施し、同施設と筑波大学において
分析、データ解析を行った。ヘパリンに代わ
る新たな抗凝固手段の開発を目指し、120 分
間のサル体外循環において、ヘパリン早期投
与による高濃度内因性 TFPI 誘導とアンチト
ロンビン・トロンボモジュリン添加を併用し、
外因系凝固と接触-内因系凝固系路の複合的
阻害を図り、凝固線溶系をその初期段階から
広範に遮断することを試みた。また TFPI、ア
ンチトロンビン、トロンボモジュリン各々が
有する直接・間接の抗炎症効果を検証した。
薬理プロトコール別に 4 群に分け、各グルー
プのべ 10 頭ずつの体外循環実験を行い、凝
固線溶・炎症機転の活性化を表す各種の血液
学的マーカーを測定した。 
 
(2) カニクイザル体外循環実験モデル；医薬

基盤研究所霊長類医科学研究センターにて
飼育されている体重 5kg 前後のオスのカニク
イ ザ ル （ Cynomolgus monkeys, Macaca 
fascicularis）20 頭を使用した。実験動物の取
り扱いにあたっては、同研究センターおよび
筑波大学における実験動物取り扱い規約を
遵守し、感染予防等に配慮した（サル体外循
環モデルとして既に確立済み）。全身麻酔；
squeeze cage内で ketamin筋注により麻酔を導
入、静脈路確保ののち atropin, thiopental を用
いて気管内挿管した。人工呼吸器・麻酔器に
接続し、酸素とフォーレンにて全身麻酔を維
持した。仰臥位で手術台に固定し、動脈圧モ
ニターラインは大腿動脈をカットダウンし
て留置した。心電図、動脈圧、体温を連続モ
ニターした。剃毛、適切な術野消毒ののち、
ドレーピングを行った。手術；胸骨正中切開、
心膜切開し、ヘパリン3mg/kgを静注してACT
を 480 秒以上に延長した上、上行大動脈に
10Fr.の送血用カニューラを、上下大静脈に 12, 
14Fr.の脱血用カニューラを挿入した。カニュ
ーラを人工心肺回路に接続して体外循環を
開始し、120 分間の軽度低体温無輸血体外循
環をおこなった。体外循環開始から 30 分後、
上下大静脈のターニケットを絞って完全体
外循環とし、右心房を切開して血液を心嚢内
に静置し、さらに 30 分後に吸引回路からリ
ザーバーに戻した（心嚢での可溶性組織因子
発現を惹起する操作）。開始後 90 分に心房
を閉鎖し（60 分間の完全体外循環）、開始後
120 分で体外循環を停止、カニューレを抜去
して止血操作を行った。安全上ドレーンの留
置ができないため完全な止血ののち閉創し、
覚醒後サルを cage に戻した。人工心肺；膜型
人工肺（MERA, Tokyo）、ソフトリザーバー
（同）、ローラーポンプを組み込んだ回路を
lactate riger 液で充填した（充填量約 250 ml、
無血充填）。流量 2.0 L/min/m2 で、120 分間
の体外循環を行った（脱血温 32 度の軽度低
体温、途中 60 分間の完全体外循環）。体外
循環中は ACT 480 秒以上をヘパリンで維持
し、これを下回る場合は初回量の半量のヘパ
リンを追加した。体外循環終了後、ヘパリン
をプロタミンで中和した。 
 
(3) 実験プロトコール；上記のカニクイザル
体外循環基本モデルを用い、手術開始前にへ
パリンを予備投与することにより常時の約 6
倍の内因性 TFPI を血中に誘導して可溶性組
織因子を阻害する手法と、アンチトロンビン
あるいはトロンボモジュリンを添加して接
触-内因系路を広範に遮断する手法のいかん



により次の 4 群に分けた。各群 10 例ずつ、
のべ 40 回の体外循環実験を予定した。 
4 群の分類； 
① [コントロール群]；ヘパリン 3mg/kg を体

外循環直前に静脈内投与する基本的な体
外循環（この群を含む全ての群で、体外
循環開始 30 分後に右心房切開して血液
を心嚢内に 30 分間留置し、心嚢での可溶
性組織因子発現を惹起した）。途中右心
房切開している 60 分間は完全体外循環
とした。体外循環中は ACT 480 秒以上を
維持、これを下回る場合は初回の半量の
ヘパリンを追加した。体外循環終了後、
ヘパリンをプロタミンで中和した。 

② [内因性 TFPI 誘導群]；コントロールと同
様の操作に加え、手術開始 10 分前にヘパ
リン 3mg/kg を静脈内投与することによ
り、あらかじめ内因性 total TFPI を誘導し、
可溶性組織因子の阻害効果を高めた。 

③ [内因性 TFPI 誘導＋アンチトロンビン
群]；コントロールと同様の操作＋内因性
total TFPI 誘導による可溶性組織因子阻
害＋アンチトロンビン添加（100 U/kg；
半減期 61 時間）による接触-内因系凝固
カスケード阻害を図った。 

④ [内因性 TFPI 誘導＋アンチトロンビン＋
トロンボモジュリン群]；③群にトロンボ
モジュリン添加（recombinant TM, 380 
U/kg；半減期 4 時間）を加えた。 
 

(4) 各群の記録、測定項目は以下のとおり。 
＜循環・体温モニター＞；心拍数、血圧、体
温（直腸温）、体外循環の送血・脱血温 
＜血液凝固・線溶関連マーカー＞；血球算定、
TAT、F1.2、D-dimer、total TFPI、thrombomodulin、
antithrombin III（発色性合成基質法） 
＜血小板関連マーカー＞；血小板数、血小板
ADP 凝集能（Hematracer 凝集計）、microparticle、
GMP-140（flow cytometry） 
＜炎症関連マーカー＞；好中球 CD11b、
L-selectin、好中球 F-actin（flow cytometry）、
好中球エラスターゼ、補体 C5b-9（ELISA） 
 
(5) 計測および血液検体採取のタイミングは、
麻酔導入時（ヘパリン予備投与前）、体外循
環開始前（ヘパリン投与前）、体外循環開始
後 30 分、90 分（完全体外循環終了時）、120
分（体外循環停止時）、プロタミン中和後 15
分、体外循環終了後 60 分の７ポイント。血
小板凝集能は、麻酔導入時、体外循環終了時、
体外循環終了後 60 分の 3 ポイントのみ。 
 

(6) 統計学的解析にはRepeated measure and/or 
one-way analysis of variance (ANOVA) with 
post-hoc test（Stat-View, Windows）を用いた。 
 
４． 研究成果 
(1) 体外循環中の ACT は全群において 500 秒
以上に維持された。あらかじめへパリンを静
脈内注射することにより TFPI 誘導群では、
TFPI非誘導コントロールと比較して約8倍の
TFPI 血中濃度上昇を認めた(P<0.0001)。すべ
ての群において TAT、F1+2 および D-dimer
は体外循環開始後有意に増加し、トロンビン
産生の亢進が示された。 
 
(2) 内因性 TFPI 誘導群ではトロンビン産生
は有意に低下し、TF による外因系凝固活性化
は主要なトロンビン産生要因であった。 
 
(3) 内因性 TFPI 誘導にアンチトロンビンを
加えた群でもトロンビン産生の低下は TFPI
誘導群と同等以上に見られたが、仮説に反し
て炎症の抑制を示すには至らなかった。 
 
(4) 内因性 TFPI 誘導にアンチトロンビンと
トロンボモジュリンを加えた群では、トロン
ビン産生の低下は TFPI 誘導群およびアンチ
トロンビンのみを加えた群を凌駕したが、や
はり仮説に反して炎症の抑制を示すには至
らなかった。 
 
(5) TFPI は血管内皮細胞で合成されるプロテ
アーゼインヒビターで、分子内に３つの
Kunitz 型阻害領域を有し、組織因子の阻害に
加えて、TFPI は直接的あるいは間接的な Xa
因子およびトロンビンの阻害作用を発揮し
て体外循環におけるトロンビン産生を抑制
したものと考えられる。体外循環においては、
開胸操作に伴う組織因子発現以前にヘパリ
ンを静注して血中 TFPI 濃度を高めておくこ
とにより、外因系凝固系路の活性化を主体と
する凝固線溶系の異常亢進状態を制御する
可能性が示唆された。また体外循環中に急速
に 消 費 さ れ 、 体 外 循 環 終 了 時 に は
thrombin-antithrombin バランスが崩れて過凝
固状態を招くと言われているアンチトトン
ビンを補充することにより、X 因子やトロン
ビンの阻害を通じたより高いレベルの内因
系凝固制御が実施できた。さらに血管内皮細
胞上のトロンビン受容体であるトロンボモ
ジュリンは、活性化プロテイン C の生成を通
じて Va および VIIIa 因子を分解・失活化する
などして凝固を制御するとされているが、本



研究においてもその効果が実証された。 
 
(6) 体外循環が惹起する凝固線溶・炎症の亢
進とこれに伴う臓器障害を抑止すべく、従来
のヘパリンに代わる新たな抗凝固手段の開
発を目指した。内因性 TFPI 誘導による組織
因子阻害に、アンチトロンビンとトロンボモ
ジュリン添加によるトロンビン産生・活性阻
害を組み合わせ、外因系・接触-内因系 2 方面
からの徹底した凝固線溶および炎症の制御
を行なうことによって、体外循環が惹起する
主要凝固系路と目される外因系の遮断と、ア
ンチトロンビン・トロンボモジュリンによる
接触-内因系路の要所の阻害が実現できた。 
 
(7) 東日本大震災の影響で霊長類医科学研究
センターの研究環境が被害を受け、また震災
後の節電の必要もあって実験計画に遅れを
来した。このため予定された実験頭数には至
らなかったが、解析に足る研究結果を蓄積し、
最終的な論文公表の準備中である。 
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