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研究成果の概要（和文）：リコンビナントトロンボモジュリン(rTM)は、播種性血管内凝固異常症の標準治療薬
であり、抗炎症作用を持つことが報告されている。肝虚血再灌流障害は活性酸素種やDAMPs (damage-associated
 molecular patterns)の放出による免疫細胞の活性化が関与する。我々は、DAMPsの一つであるHigh-mobility 
group box 1とToll-like receptor 4 のpathwayを阻害することで、rTMが肝IRIを抑制することを解明し、その
成果を国際学会誌（American Journal of Transplantation誌）に報告した。

研究成果の概要（英文）：Recombinant Thrombomodulin (rTM) is one of the standard treatment for 
disseminated intravascular coagulation (DIC),　and has an anti-inflammatory effect. Liver ischemia 
and reperfusion injury (IRI) is caused by the activation of immune cells due to release of reactive 
oxygen species and damage-associated molecular patterns (DAMPs). We found the remarkable suppressive
 effect of rTM in Liver IRI through the interference of the interaction between High-mobility group 
box 1 (HMGB-1), one of DAMPs, and toll-like receptor 4 (TLR-4). The results were reported in 
American Journal of Transplantation.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓外科手術において一時的肝血行遮断（プリングル法）は重要な出血軽減法であり、肝移植医療においては臓
器保存の観点からも虚血再灌流障害(IRI)の対策は急務な課題である。IRIの回避は、患者負担軽減・肝不全回
避・手術成績向上に対して必須の要件である。手術手技向上に伴う血行遮断時間短縮には限界があり、肝IRI対
策としての有効な薬剤の開発は必要である。リコンビナントトロンボモジュリン(rTM)は、臨床応用されている
薬剤として有力な候補と考えられるが、易出血性など副作用の課題が残されている。我々は現在の研究をさらに
進め、出血リスクの少ないrTM分画製剤開発に取り組んでいる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
肝切除術/肝移植術は、消化器外科領域の中では高侵襲手術の代表的術式である。術中の一時

的肝血行遮断（プリングル法）は重要な出血軽減法であり、血行遮断およびその解除すなわち、
虚血再灌流障害(IRI)の回避は、患者負担軽減・肝不全回避・手術成績向上に対して必須の要件
となる。手術手技向上に伴う血行遮断時間短縮には限界があり、肝 IRI 対策としての有効な薬
剤の開発は必要である。特に脳死移植の分野では、臓器保存の観点からも IRI 対策は急務の課
題として現在でも研究が続けられている。 
研究分担者である内田洋一朗は IRI のメカニズム及びその克服について一貫して研究継続し

てきた経緯がある。米国を代表する IRI の研究開発施設であるカリフォルニア大学ロサンゼル
ス校（UCLA）  Dumont-UCLA Transplant Center において、肝 IRI の第一人者である
Dr.Kupiec-Weglinksi らと研究に従事し、IRI に関する研究成果を数多く報告している。 
そのような背景のもと、肝 IRI 抑制治療薬の候補として、我々はトロンボモジュリンに着目

した。生体内分子トロンボモジュリンの遺伝子組換え体であるリコンビナントトロンボモジュ
リン(rTM)は made in Japan の DIC 治療薬としてわが国では幅広く使用されており、海外におい
てもその普及が広がっている。米国でも、DIC を伴う重症敗血症に関する臨床試験（Safety and 
Efficacy Study of ART-123 in Subjects With Severe Sepsis and Coagulopathy）の phase3が進行中(2012
年 8 月～)であり、rTM の有効性が期待されている。一方で、rTM は抗凝固作用に加えて「抗炎
症作用」を併せ持つとする報告があり、申請者は rTM が肝 IRI に対する保護効果を有するので
はないかとの仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
 肝 IRI に対する rTM の抑制効果を検証し、リガンドおよびレセプターの双方からアプローチ
してその作用機序を解明することである。 

 
３．研究の方法 
 
(1)野生型マウスと Toll-like receptor (TLR) -4 ノックアウト（KO）マウスの各々に肝 IR 刺激(70%
部分肝、60 分虚血)を与え、rTM 投与群と非投与群において肝障害度を血清 ALT 値により比較
検討する。評価項目として、肝組織像(HE 染色)、炎症性サイトカイン(RT-PCR)、アポトーシス
(免疫染色、Western blotting)を比較検討する。 
 
(2)上記結果に基づいて、in vitro 解析を行う。野生型マウスと TLR-4KO マウス由来のマクロフ
ァージを抽出し、TLR-4 のリガンドとされる HMGB-1(high mobility group box-1 protein)で刺激し
た際に産生される TNF-α量を rTM 投与群と非投与群において評価する。 
 
(3)rTM は D1、D2、D3 の 3 分画より構成されるが、N 末側に存在する D1 分画(レクチン様ドメ
イン)には抗炎症効果があるとされている。上記(1)について D1 分画単独投与群と非投与群にお
ける肝障害度の比較を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1)野生型マウスにおいては、rTM 投与群において有
意に血清 ALT 値の低下がみられ、炎症性サイトカイ
ン産生量の低下やアポトーシス細胞の減少がみられ
た。 
一方、TLR-4KO マウスにおいては、野生型マウスに
比べて rTM投与もしくは非投与に関わらず有意な肝
障害の抑制がみられた。 
 
(2)野生型マウス由来マクロファージにおいては、
HMGB-1 タンパク刺激による著しいTNF-α産生がみ
られたが、rTM 投与によりこの産生量は濃度依存性に低下した。一方、TLR-4KO マウス由来マ
クロファージにおいては、HMGB-1 タンパクの刺激による TNF-α産生がほとんど起こらない結
果であった。 
 
(3)野生型マウスに対する肝 IR 刺激実験では、D1 分画単独投与は、rTM 投与とほぼ同等の肝障
害の抑制効果を認めた。また、炎症性サイトカイン発現低下やアポトーシス細胞減少について
も、D1 分画単独投与で十分な効果がみられることが判明した。 
 
(4) 抗トロンビン作用を持たない D1 部位に HMGB1 阻害効果が見られた。 



この一連の研究成果により、①肝 IRI が TLR-4 依存性に制御されること、②TLR-4 のリガン
ドである HMGB-1 との相互作用を rTM が阻害すること、③D1 分画単独でも同等の効果がみら
れることを、明らかにした。これらの新しい知見に基づき、肝 IRI における主として rTM に focus
を置いた論文として、2017 年に海外雑誌 American Journal of Transplantation へ報告した。 
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