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研究成果の概要（和文）：DICに対する治療薬としてアンチトロンビンIII(AT-III) が使用されている。そのトロンビ
ン分解作用はよく知られているが、血小板に直接作用することが報告されたが、その詳細は明らかではい。リストセチ
ン (GPzb/IX/D活性化因子) による血小板活性化に対するAT-IIIの抗炎症作用を検討した。AT-IIIはvWFのGPIb結合を阻
害すること、その結果、AT-IIIはTXA2産生の抑制を介し、炎症惹起物質の一つであるsCD40Lの遊離を阻害することを明
らかとした。本解析により、AT-IIIによる抗炎症作用の分子機序の一端が明らかとなり、DICにおける新たな予防法・
治療法の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that ristocetin, an activator of GPIb/IX/V, induces    
release of sCD40L via TXA2 production from human platelets. In the   present study, we investigated the ef
fect of antithrombin-III (AT-III), an anticoagulant, on the ristocetin-induced GPIb/IX/V activation in hum
an platelets.  AT-III inhibited ristocetin-stimulated platelet aggregation. The ristocetin-induced product
ion of 11-dehydro-TXB2, a stable metabolite of TXA2, and the release of sCD40L were suppressed by AT-III. 
 AT-III also reduced the ristocetin-stimulated secretion of PDGF-AB. AT-III failed to affect the U46619-, 
a TP receptor agonist, induced levels of p38 MAP kinase phosphorylation or sCD40L release. AT-III reduced 
the binding of SZ2, a monoclonal antibody to the sulfated sequence in the alpha-chain of GPIb, to the rist
ocetin-stimulated platelets.  These results strongly suggest that AT-III reduce ristocetin-stimulated rele
ase of sCD40L due to inhibiting TXA2 production in human platelets.
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１． 研究開始当初の背景 
 手術、外傷、ショックなどの過大な侵
害刺激から、全身性炎症反応症候群 
(systemic inflammatory response 
syndrome;SIRS) が惹起され、SIRS か
ら周術期心筋虚血や敗血症，多臓器不全
に陥る病態において過去 10 年にわたり
サイトカインの役割が注目され研究さ
れてきた。しかし、敗血症、多臓器不全
の病態において、 surviving sepsis 
campaign guidelines による活性化プ
ロテイン Cの有用性の指摘のように、ト
ロンビンを中心とした血液凝固・線溶系
物質の病態への関与、治療薬の有用性が
再認識されてきている。 
生体は手術、外傷、ショックなどの侵襲
を受けると様々なストレス反応を示す
ことが知られている。過大な侵害刺激を
受けると、容易に SIRS が惹起される。
そして SIRSから周術期心筋虚血や敗血
症，多臓器不全に陥ることが知られてい
る。循環虚脱を招くことのある過大な侵
襲に対して、生体は心血管系、血液凝固
系におけるストレス反応を起こすがそ
の詳細は明らかではない。また、敗血症
の進展において、血液凝固系反応と炎症
反応が相互に作用して増幅し進行する
クロストーク現象が中心的役割を果た
すことが考えられる。 
侵害刺激は生体に心血管反応・血液凝固
反応や神経内分泌反応をひきおこすが、
生体防御反応と臓器障害は表裏一体と
考えられる。侵襲によって組織破壊が起
こると高サイトカイン血症が発現し、組
織を修復するための生体防御系が作動
する。血中には種々のサイトインが分泌
され，サイトカイン・ストームと呼ばれ
る状態となる。サイトカインは、好中球
を重要臓器に集積し SIRSの状態を惹起
する。この状態でセカンドアタックが加
わると播種性血管内凝固症候群 
(Disseminated Intravascular 
Coagulation :  DIC) を発症し、臓器内
に微小血栓が産生され臓器不全に陥る
と考えられる。近年下垂体後葉ホルモン
であるバソプレシン (AVP) は、心肺蘇
生時や血管拡張性ショックに対して有
効であると報告されて、私共は、これま
で心肺停止や敗血症性ショック時の   
AVP の有用性とその作用メカニズムの
検討を行ってきた。そして、AVPやトロ
ンビンなどの血管作動物質と生体防御
機構 (heat shock protein : HSP) との
関連について明らかにしてきた。 
一方、敗血症性ショックに対して、本邦
で開発されたポリミキシン B 固定化カ

ラ ム を 用 い た 血 液 吸 着 療 法 
(PMX-DHP) の有用性が、昨年、欧州で
の臨床研究で EUPHAS  Trial として
JAMA に報告された。EUPHAS Trial
においては、直接的な PMX-DHP の有
用性を評価しているが施行時に投与さ
れる高容量の抗凝固薬の影響、すなわち
凝固系の関与も考えられるが、その本態
は解明されていない。 
敗血症に伴う急性炎症反応が血液/血小
板・凝固線溶系に及ぼす作用を相互作用
については、単球や血管内皮からの
Tissue factor (TF) 発現による凝固活性
亢進、プロテイン C、トロンボモジュリ
ン、アンチトロンビン-III などの凝固
pathways の活性化障害、plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1) 産生亢進
による線溶系活性の低下が挙げられる。
一方、血液/血小板・凝固線溶反応が急性
炎症反応に及ぼす影響については十分
に解明されていない。凝固因子 Xa、ト
ロンビン、TF-VII 複合体は、炎症反応
を惹起することは確認されており、トロ
ンビンは、凝固因子 IIaとしておよび血
小板凝集刺激因子としてのみならず、単
球、上皮細胞の monocyte chemotactic 
protein-1 や interleukin-6 産生を引き
起 こ し 、 血 管 内 皮 に お い て も
interleukin-6、interleukin-8 産生を刺
激するとされている。このように、敗血
症の進展において血液凝固線溶系反応
と炎症反応は相互に作用して増幅し病
態が進行するクロストーク現象を起こ
すことが、その進展の中心的役割を果た
すことが考えられる。 

２． 研究の目的 
生体は手術、外傷、ショックなどの侵襲
を受けると様々なストレス反応を示す
ことが知られている。過大な侵害刺激を
受けると、容易に SIRS が惹起される。
そして SIRS から周術期心筋虚血や敗
血症，多臓器不全に陥ることが知られて
いる。循環虚脱を招くことのある過大な
侵襲に対して、生体は心血管系、血液凝
固系におけるストレス反応を起こすが
その詳細は明らかではない。本研究では、
この過大な侵害刺激に反応する生体の
血液/血小板・凝固線溶系におけるトロン
ビンを中心にしたアンチトロンビン III、
プロテイン C活性、トロンボモジュリン、
2 プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI
‐1) 等の役割を解明し、血液/血小板・
凝固線溶系におけるストレス応答の分
子基盤の解析を介し、臨床上の治療への
応用に資することを目的とする。 



３． 研究の方法 
(1) レーザースキャッタリング法による
血 小 板 凝 集 能 解 析 装 置  (PA-200 
aggregometer) を用い、ADP、コラーゲ
ンおよびリストセチンによる血小板凝
集能を検討した。 
(2) ADP、コラーゲンおよびリストセチ
ンにより刺激され活性化される細胞内
情報伝達系 [アデニル酸シクラーゼ
/cAMP、プロテインキナーゼ A、プロテ
インキナーゼ C、phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3-キナーゼ)、Akt/protein 
kinase B、MAPキナーゼスーパーファ
ミリー (p44/p42 MAP キナーゼ、p38 
MAP キナーゼ、SAPK/JNK)、Ca++動
員等]と HSP27 のリン酸化を Western 
blot法で検討した。 
(3) フィブリン活性化抑制物質であるア
ンチトロンビン III の ADP、コラーゲ
ンおよびリストセチンによる血小板活
性化への影響を検討した。 
(4) SZ2 (von Willebrand factor の
glycoprotein Ib 結合部位を認識する抗
体) を用いて免疫沈降法を行い、アンチ
トロンビン III によるリストセチンの
glycoprotein Ib 結合への影響を検討し
た。 
(5) ADP、コラーゲンおよびリストセチ
ンにより刺激される血小板顆粒分泌物
質 で あ る platelet-derived growth 
factor-ABを ELISA法で検討した。 
(6) ADP、コラーゲンおよびリストセチ
ンにより刺激され遊離される物質であ
る soluble CD40 ligandを ELISA法で
検討した。 

４． 研究成果 
(1) 過大な侵害刺激から、全身性炎症反
応 症 候 群  (systemic inflammatory 
response syndrome : SIRS) 、敗血症、
敗血症性ショック、多臓器不全に陥る臨
床例において、播種性血管内凝固症候群 
(Disseminated Intravascular 
Coagulation : DIC) を呈した症例の凝
固・線溶系の検討を行った。急性期 DIC 
スコア 4 点以上の症例（血小板は 
80,000/l 以下に減少または 24 時間
で 50%以上減少）の臨床的検討を行った。
重症例では SOFA スコアは10点を超え、
血中トロンボモジュリン値は上昇、活性
化プロテイン C 値は低下していた。こ
れに対して、遺伝子組み換えトロンボモ
ジュリン投与例は、活性化プロテイン C 
が上昇した。Fulminant purpura を呈し
た重症敗血症における投与例では活性
化プロテイン C は上昇とともに、SOFA 
スコア、DIC スコア、APACHEII スコア

は改善し、臓器不全症状の改善を認めた。
活性化プロテイン C およびプロテイン 
S は，過大侵害刺激による重症播種性血
管内凝固症候群に対する治療薬のとし
ての有用性が示唆された。 
(2) リストセチン（糖蛋白 Ib/V/IX 活性
化因子）による血小板活性化に対するア
ンチトロンビン-III の作用を検討した。
その結果、アンチトロンビン-III はトロ
ンボキサン A2 産生の抑制を介し、リス
トセチンによる炎症惹起物質の一つで
ある soluble CD40 ligand の遊離を阻害
することを明らかとした。 
(3)私共は既に、強力な血小板凝集の促
進因子であるコラーゲンが p44/p42 
mitogen-activated protein (MAP)キナ
ーゼを介し、低分子量ストレス蛋白質の
一つである HSP27 のリン酸化すること、
およびその情報伝達機構の活性化を介
して細胞増殖因子であるPDGF-ABの分泌
および炎症惹起物質の一つである
soluble CD40 ligand の遊離を促進する
ことを明らかとしている。コラーゲン刺
激による血小板活性化における低分子
量GTP結合蛋白質の一つであるRacの関
与を検討した。その結果、血小板におい
て Rac は p44/p42 MAP キナーゼの上流で
機能しその活性化を促進し、HSP27 のリ
ン酸化を制御することおよび、コラーゲ
ンによる PDGF-AB の分泌および soluble 
CD40 ligand の遊離を促進していること
を明らかとした。 
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