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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞上に発現し、凝固を負に制御しているトロンボモジュリンが、シグナル伝達経
路ERKを介して抗アポトーシス蛋白Mcl-1の発現を誘導して、サイトカインや免疫抑制剤による細胞傷害から血管内皮細
胞を保護することを明らかにした。また、その活性部位は上皮細胞増殖因子様領域に局在し、抗凝固作用とは無関係で
あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Thrombomodulin (TM) is expressed on the cell surface of endothelial cells and regu
lates coagulation by inhibiting factor Va and VIIIa via activated protein C. This study found that TM incr
eased levels of anti-apoptotic Mcl-1 in association with activation of extracellular signal-regulated kina
se (ERK) and protected endothelial cells from endothelial cell damage caused by inflammatory cytokines and
 calcineurin inhibitors. Furthermore, we identified that cytoprotective function was localized in epiderma
l growth factor-like domain and independent from anti-coagulation.  
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１．研究開始当初の背景 
トロンボモジュリン（TM）は血管内皮細胞

表面に存在する糖蛋白質であり、抗凝固・抗
炎症作用を発揮することで血液中の恒常性
を維持する上で重要な分子である。TM 遺伝子
は世界に先駆けて日本国内で取得され（Suzu
ki et al. EMBO J 1987）、その活性部位を含
む細胞外部分のみを可溶化型分子として遺
伝子工学的に生産することに成功、遺伝子組
換え TM 製剤（rTM）は 2008 年に抗凝固薬と
して世界に先駆けて日本で認可された。申請
者は、rTM の多彩な作用機序に興味を持ち、
第Ⅲ相臨床試験にも参加、それ以来 rTM の臨
床応用に取り組んできた。そのような背景の
もと、種々の基礎疾患に合併した血管内皮細
胞障害に起因する血液凝固異常患者へrTMを
投与し患者を治療してきた。その中で申請者
は rTM には単なる抗凝固作用のみならず、従
来全く明らかにされていなかった血管内皮
細胞保護作用が存在する可能性に気付いた。 
 

２．研究の目的 
（1）TM が有する血管内皮保護作用を試験管
内及び実験動物モデルを用いた実験で検証
する。 
（2）TM が有する血管内皮細胞保護作用の機
序を明らかにする。 
（3）血管内皮細胞保護作用を発揮する TM の
機能活性部位を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）試験管内実験：ヒト臍帯静脈内皮細胞(H
UVEC)にカルシニューリン阻害剤シクロスポ
リン（CsA）+/-rTM を投与し、アポトーシス
による細胞死をアネキシン染色で評価する。 
動物実験：マウスに 7日連続してカルシニュ
ーリン阻害剤タクロリムス（FK506）を腹腔
内投与し血管内皮細胞傷害を誘導する。その
結果、マウス血管内皮細胞表面から TM が剥
がれ、血漿中のマウス TM 濃度は上昇する。
この動物モデルに１日おきにrTMあるいはコ
ントロール溶媒を投与し、7 日目に採血を行
いマウス TM 濃度を測定し、血管内皮細胞障
害を定量化する。また、腎と肝を摘出後、ホ
モジェナイズし抗 CD31 抗体で血管内皮細胞
を染色して陽性に染まる血管内皮細胞のみ
をソーティングして採取する。これらの細胞
から RNA を抽出して real time-RT-PCR で Mc
l-1 の発現レベルを定量化する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（2）HUVEC を rTM に暴露後 24 時間と 48 時間
後に蛋白質を抽出し、ウエスタンブロット法
で各種シグナル伝達経路やアポトーシスに
関連のある蛋白質の発現レベルを評価する。 
（3）各種 TM変異遺伝子を作製し、それらを
サル腎臓COS-1細胞に導入して変異蛋白質を
産生、純化する。これら TM 変異蛋白質を HU
VEC に投与し、細胞保護活性を評価し、活性
部位を同定する。 
 
４．研究成果 
（1）HUVEC に炎症性サイトカインやシクロス
ポリン（CsA）を投与するとアネキシン染色
陽性細胞が出現し、細胞がアポトーシス死に
陥っていることが伺われた。そこに rTM を投
与しておくとアポトーシス死が予防される
ことが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）HUVEC に rTM を投与するとシグナル伝達
経路 ERK が活性化し、それと同時に抗アポト
ーシス蛋白Mcl-1が発現誘導されることがウ
エスタンブロット法で明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



HUVECにTM遺伝子を強制発現させるとERKが
活性化し Mcl-1 の発現が上昇すること、ERK
シグナルを特異的阻害剤でブロックすると M
cl-1の発現が低下することからrTMはERKの
活性化を介してMcl-1の発現を制御している
ことが伺えた。 
次に、Mcl-1 が血管内皮細胞の生存に真に

重要であるかを以下の実験で検証した。HUVE
C に Mcl-1 遺伝子を導入し強制発現させてお
くと、CsA の暴露を受けても HUVEC は細胞死
に陥らないこと、逆に Mcl-1 の発現を RNa 干
渉でノックダウンしておくと、CsA によるア
ポトーシス死はrTMでも防ぎ得ないことを証
明した。即ち、Mcl-1 は血管内皮細胞の生存
に重要であると結論付けることができた。 
次に、マウスにタクロリムス（FK506）を

連日投与することで血管内皮細胞傷害を惹
起し、そこに rTM を投与することでこの傷害
を緩和可能か否か検証した。FK506 の投与を
受けたマウスの腎臓及び肝臓の血管内皮細
胞では Mcl-1 の発現が低下し、血漿中のマウ
ス TM 濃度は上昇しており、血管内皮細胞傷
害が惹起されていることが確認できた。一方、
rTM の投与を受けたマウスの血管内皮細胞で
は Mcl-1 の発現レベルが増加し、FK506 を rT
M と共に投与されたマウスの内皮細胞では、F
K506 による Mcl-1 の発現阻害は防御され、マ
ウスTMの濃度上昇も緩和されていた。即ち、
rTM は実験動物においても、カルシニューリ
ン阻害剤による血管内皮細胞傷害をMcl-1の
発現上昇を介して緩和させることが示せた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（3）以下の図に示す、各種 TM 変異遺伝子を
作製した。図中の星印はトロンビンとの結合
活性や、プロテイン C産生活性を持たない遺
伝子変異の導入を示す。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これら遺伝子をCOS-1細胞に導入し変異蛋

白質を産生、純化した。得られた蛋白質を H
UVEC に投与し、ウエスタンブロット法で ERK
のリン酸化とMcl-1の発現レベルをウエスタ
ンブロット法で定量化した。次の図に示すよ
うに 
TME45(上皮細胞増殖様ドメインの4番目と

5 番目に)TM よりも強い Mcl-1 の誘導活性が
存在すること、Mcl-1 誘導活性は、トロンビ
ンとの結合活性や、プロテイン C産生活性を
持たない遺伝子変異体でも得られることが
明らかとなった。 
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