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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞上のトロンボモジュリン（TM)はトロンビンを不活化する抗凝固因子で、リコ
ンビナントヒトTM(rTM)は播種性血管凝固症候群の治療である。本研究において次の結果を得ることができた。(1)リポ
ポリサッカライド（LPS）はヒト好中球と血小板の共培養下で好中球細胞外トラップ（NETs）を形成する。(2)LPS誘導
型マウス敗血症モデルにおいて、rTMの後投与は致死率と血清中のサイトカインの上昇を抑えた。 (3)さらにマウスの
肝臓ではrTMの後投与はLPSで誘導される好中球の浸潤とNETs形成を抑制した。以上のことから、rTMはNETs形成におい
て新たな役割を持つことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Thrombomodulin (TM), an endothelial anticoagulant protein, neutralizes thrombin. 
Recombinant human thrombomodulin (rTM), anticoagulant agent, has been approved for the treatment of DIC 
in Japan.
The experiment yielded the following results: (1) LPS induced NET formation in human neutrophils 
co-cultured with platelets. NET formation was reduced by rTM. (2) In the LPS-induced septic shock model 
in mice, the lethality and production of serum cytokines, such as TNFa, IL-6, MCP-1, and IL-10 was lower 
in rTM-treated mice than in control mice. (3) Furthermore, histological studies of mouse liver revealed 
that rTM reduced the infiltration of neutrophils and NET formation, which was induced by LPS injection.
These results suggest that rTM may play a novel role in the NET formation and is effective in the 
LPS-induced septic shock model by suppressing NETs in liver and level of cytokines in blood, which 
resulted in the prevention of a decrease in lethality.

研究分野：麻酔蘇生学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
敗血症は病態が急速で多臓器不全

(MOF)や播種性血管凝固症候群(DIC)へと
移行し死に至る。本邦でも年間 38 万人が
発症し、死亡率も非常に高い。 
敗血症が悪化する過程において、凝固因子
である Thrombinや血小板の活性化、免疫
細胞である好中球の増殖や活性化を認め
る。 
近年、好中球の新たな役割として、2004
年Science誌にBrinkmanらにより好中球
細胞外トラップ（NETs）が報告された 1)。 
NETsは病原体の補足と血栓形成により、
病原体を局所に止め殺菌するという自然
免疫の一つである。活性化した血小板が好
中球を刺激し、ヒストンやMPOなどの細
胞内物質を含んだ網状の物質NETsを放出
する。 
しかし、過剰な NETs形成は凝固異常を
引き起こす可能性がある。 
2008 年に本邦でのみ、抗凝固剤であるリ
コンビナントトロンボモジュリン(rTM)が
DIC治療として認可された。DICに対する
有効な治療成果も報告されているが 2）、そ
の作用機序は未解明な部分も多い。 
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２．研究の目的 

rTMは Thrombinと結合し、複合体を形成
することで Thrombinを不活化する。 
Thrombin は血小板の活性化因子の一つで
あり、敗血症性 DIC のような Thrombin
産生が増加する凝固障害では、血小板と好
中球の活性化を促進し、NETsを過剰に形
成することで全身性の凝固異常、免疫異常
を引き起こしている可能性がある。 
本研究の目的は、rTM に NETs 形成の抑
制効果があるか検討し、rTMだけでなく。 

 
３．研究の方法 
【ヒト末梢血を使用した in vitro study】                                                                                                                            
ヒト末梢血における血小板活性による
NETs形成と rTMによるNETs形成阻害
作用の検討。 
方法：免疫細胞化学と免疫組織化学 
ヒト抹消血から Polymorphprep 

(Axis-Shield, Dundee, Scotland, UK)で
好中球を分離・精製した。血小板は遠心
法で platelet-rich plasmaを分離し、さ
らに遠心して血小板を沈殿させ、回収し
た。 
これら精製した好中球と血小板を共培
養し、LPS (E. coli 0111、125-05201, 和
光純薬工業株式会社) 0.2μg/mL、
recombinant Thrombomodulin（rTM：
ART-123、旭化成ファーマ株式会社) 2
μg/mLを添加した。培養後の細胞はス
ライドに移し、洗浄・乾燥させ、1次抗
体として、anti-myeloperoxidase (MPO) 
(Abcom、ab45977)、Histone H2A.X 
antibody (M-20) (sc-54607、santa cruz 
biotechnology inc.)を添加、その後各種 1
次抗体に反応する 2次抗体と、DAPI 
(D1306、Invitrogen)で染色を行った。
共焦点顕微鏡（Model LSM 710 confocal 
microscope; Carl Zeiss MicroImaging, 
Jena）を使用し NETs形成を確認した。 

 
【マウス敗血症モデルでの in vivo study】 

rTMの有効性の検討： マウスの腹腔内に
LPSを投与し、敗血症を発症させた。 
  
(1) 生存率の検討 
方法：LPS 10mg/kgの腹腔内投与により、
72時間後生存率が 50%になる LSP敗血症
モデルマウスを確立した。 
このモデルに、LPS投与 1時間後から
rTM6mg/kg/dayを投与し、rTM非投与群
（LPSのみ）と rTM投与群（LPS＋rTM）
で比較した。 

 
(2)敗血症マウスの肝臓での NETs形成の確
認と rTMによる NETs形成阻害。 
 方法：HE染色と IHC 
 
(3) マウス敗血症時の炎症性サイトカインの
血中濃度と rTM投与によるその変化。 
方法：Cytometric Bead Array (CBA)シス
テム 
 
４．研究成果 
【ヒト末梢血を使用した in vitro study】 
好中球と血小板のみの共培養では、NETsの
形成は認められなかった（図 1A）。 
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この共培養に LPSを添加群では好中球の破
砕像と好中球から放出された DNAとMPO、
ヒストンが共在した NETs形成を認めた（図
1B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１B 
 
LPS刺激により誘導された NETs形成は、
rTMを加えることにより、抑制できた（図１
C） 
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【マウス敗血症モデルでの in vivo study】 
(1) 生存率の検討 

LPS投与群は 24時間後から死亡し始め、
72時間後の生存率は、LPS投与群が50%、
LPS+rhs-TM 投与群では 100％と、
LPS+rhs-TM投与群で有意に改善した（図
２）。 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)敗血症マウスの肝臓での NETs形成の確
認と rTMによる NETs形成阻害。 
LPS 誘導性敗血症モデルマウスへの rTM
の後投与では、致死率の改善と血中のサイ
トカインの産生抑制、肝組織内の好中球の
増殖と浸潤、NETs形成抑制を確認した。 

本研究において、rTMが NETs形成を抑える
機序までは解明できなかった。rTMはトロン
ビンと結合してトロンビンを不活化ささる
作用や LPSと結合して LPSを中和する作用
がこれまでに報告されていることから、この
ような作用、もしくは新たな作用により rTM
がNETs形成抑制に関与しているのかもしれ
ない。 
 
(3) マウス敗血症時の炎症性サイトカインの
血中濃度と rTM投与によるその変化。 

 
LPS 投与群と比較して、LPS+rhs-TM 投
与群では IL-6、TNFα、MCP-1などの炎
症性サイトカイン、および抗炎症性サイト
カインである IL-10の上昇を有意に抑制し
た。炎症性サイトカインである IL-1βの上
昇も抑制する傾向にあった。（図 3） 
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【まとめ】 
今回の結果からトロンビンの活性化と産生
が進行した敗血症性 DIC の治療において、
rTMの有効性が期待できそうである。 
本研究成果は、国内外の学会で発表した。う
ち、平成 25年と平成 26年の日本麻酔麻酔科
学会では優秀演題に選出され、Society of 
Critical Care Medicine’s Annual Congress
（米国集中治療医学会総会）でも平成 27 年
に Top 64 Abstracts、平成 28 年には Star 
Research Achievement Awardを受賞した。 
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