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研究成果の概要（和文）：敗血症は感染症に伴う重篤な臓器障害の病態であり、世界的に死因の上位を占め続け
ている。敗血症の新規開発薬物は過去数十年継続されてきたが、有効な薬物は何一つ見出されることがなかっ
た。本研究では、申請者が見出した敗血症時の血漿タンパクHistidine-rich glycoprotein (HRG) の低下を原因
とする免疫血栓の形成の機序を解明し、HRGの補充療法が如何にしてその病態を改善するかを明らかにした。敗
血症病態に関与する細胞として、好中球や血管内皮細胞に加え、赤血球の重要性を実験データに基づき指摘し
た。マウスモデルにおいてHRG補充療法は、敗血症性ARDS病態に対し有効である。

研究成果の概要（英文）：Sepsis is a severe pathological condition with multiple organ failure and 
has been a leading cause of death worldwide.  Although the efforts has been continued for developing
 specific drugs for the treatment of sepsis for decades, none of them was successful.  In the 
present study, we tried to clarify the mechanism of septic pathophysiological cascade triggered by 
the decrease in plasma histidine-rich glycoprotein (HRG) in mice and an action mechanism of 
supplemental treatment with purified HRG.  We also suggested the involvement of red blood cells in 
immunothrombosis in addition to well-known participants, neutrophils and vascular endothelial cells,
 based on the in vitro experimental results.  It was demonstrated that supplemental treatment with 
HRG was beneficial for septic ARDS in mice.

研究分野： 医学（薬理学）
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１．研究開始当初の背景 
敗血症は感染症をきっかけとし、致死性の

高い重要臓器障害を伴う病態である。最近数
十年間にも敗血症特異的治療薬の開発は続
けられてきたが、有効性の明らかにされた薬
物は一つとしてない。このような状況下、研
究代表者の西堀は敗血症モデルマウスの血
漿 で 著明に 低 下する 血 漿タン パ ク を
Histidine-rich glycoprotein (HRG)である
と同定し、HRG を補充する治療法がマウスの
敗血症による致死性を劇的に改善すること、
さらに肝臓における HRGの産生を siRNA でノ
ックダウンすると、致死性が大幅に増悪する
ことを証明した(図 1）（Sepsis Symp 2014）。 

 
 
 

 
 
 
 

HRG の生理活性プロファイルを詳細に検討
する中で、好中球の正球形態維持機能(図 2）
や活性酸素分子種産生抑制を始めとする HRG
の強い好中球制御作用を見出し、HRG 補充療
法を敗血症と重症の全身性炎症症候群の治
療法として特許出願した（特許5807937号）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一連の研究において西堀は、敗血症時の肺

炎症病態形成に血漿HRGの低下で脱抑制され
た好中球が深くかかわっていることを見出
した。つまり、形態並びに機能的に活性化さ
れた好中球が、肺血管内皮細胞に強固に接着
し、同部位に多重免疫染色法で血小板凝集と
血液凝固が生じていることが証明された。血
漿HRGの低下を起点として、肺微小血栓形成、
内皮細胞障害、敗血症性 ARDS へと進展して
いることがわかったわけである。 
最近、血管内微小血栓の形成における好中

球の役割が Immunothrombosis として非常に
注 目 さ れ る よ う に な っ て き た 。
Immunothrombosis の中心をなす活性化され
た好中球は、細胞核内のクロマチン DNA を網
状架橋して細胞外へ放出し、その DNA 上にヒ
ストン、Elastase や MPO が存在する。
Neutrophil Extracellular Trap (NET) と呼
ばれるこの現象は、細菌等を効率よくトラッ
プ・殺菌するための生体防御機構と考えられ
ている。 
 
 

２．研究の目的 
 西堀は、敗血症モデルマウスの血漿で著明
に低下するタンパク因子を Histidine-rich 
glycoprotein(HRG)であると同定し、これを
補充する治療法がマウスの敗血症による致
死性を劇的に改善することを世界に先駆け
明 ら か に し た （ Sepsis Symp 2014, 
EBiomedicine 2016）（特許 5807937 号）。HRG
の効果は血管内微小血栓形成の抑制、つまり
循環血中好中球の血管内皮細胞接着、同部位
への血小板凝集・フィブリン沈着を抑制する
ことによりもたらされると推定された。この
発見は、敗血症病態理解に革新をもたらすも
のである。本研究の目的は、敗血症性 ARDS
肺における血漿HRG低下を起点とする好中球
ネットーシスと微小血栓形成メカニズムを
解明し、ARDS 治療法を新規に提案することに
ある。本研究によって、臨床治療法のない敗
血症や敗血症性 ARDS の治療法が展望できる
ようになる。 
 
３．研究の方法 

(1) マウス敗血症・腹膜炎モデルの作成 … 
開腹したマウスの腹腔内より盲腸を取り
出して、盲腸根部を 4-0 縫合糸により結紮
し、18 ゲージ注射針を用いて盲腸壁を穿
刺して盲腸結紮穿刺 CLP(cecal ligation 
and puncture)モデルを作製する。 

(2) 敗血症マウスの肺病理標本の検討‐
NETosis、血小板凝集、血液凝固反応の時
空間的関連性… (1)で述べた方法で作製
した CLP 敗血症マウスの肺を固定後摘出
し、パラフィン包理ブロックを作製した後、
免疫染色法で好中球、NETosis 好中球、血
小板、単球、フィブリンをそれぞれ特異染
色するとともに、NETosis と血小板凝集反
応、TF 陽性単球の接着および凝固反応の
時空間的関連性を明らかにするために、多
重染色を実施する。 

(3) 敗血症DICの進行とHRG投与効果の解析… 
敗血症性 ARDS の進行と並んで致死性を高
めている原因は、播種性血管内凝固症
(DIC)である。そこで、肺 ARDS が進行する
時間帯を含んで、どのような時間経過で
DIC が進展しているかを、血小板数、プロ
トロンビン時間、部分トロンボプラスチン
時間、TAT、FDP の測定で評価する。 

(4) サイトカイン産生から見た敗血症病体の
進行解析… (2)(3)で明らかになる肺微小
血栓形成と DIC 進展の時間経過と血中サ
イトカイン IL-6、TNF-α、IL-1β、IL-18
等の上昇経過の関係について明らかにす
る。 

(5) 血漿中 HRG 濃度の測定… マウス CLP モデ
ルを作製し、0、3、6、12、24 時間後に尾
先端の切断により採血を行い、ELISA 法を
用いて血漿中 HRG 濃度を経時的に測定す
る。CLP モデル作製直後に精製ヒト
HRG(15mg/kg)を投与し、投与 0、3、6、12、
24 時間後に尾先端の切断により採血を行



い、ELISA 法を用いて投与 HRG 動態を測定
する。 

(6) マウス肝実質細胞の初代培養系を用いた
HRG の発現解析… マウスの門脈あるいは
下大静脈にプラスチックチューブを挿入
し、ペリスタポンプでコラゲナーゼを一定
時間灌流して、肝臓間質組織を消化する。
消化後、プラスチックシャーレで培養を確
認する。決定した培養条件下での培養上清
を回収し、HRG タンパクの分泌についてウ
ェスタンブロットで確認する。また、培養
細胞から総 RNA を抽出し、RT-PCR で
HRGmRNA の発現を確認する。 

(7) ヒト血管内皮細胞 EA.hy926 の刺激依存性
障害と HRG の保護作用…EA.hy926 細胞を
LPS,TNF-αあるいは H2O2で刺激し、細胞障
害性に対する HRG の保護効果を明らかに
する。 

(8) Zn2+誘発ヒト赤血球凝集反応とHRGによる
抑制… ヒト赤血球は Zn2+イオンによって
PS 陽性となり、凝集反応を生じる。この
PS 発現と凝集反応に対する HRG の効果を
in vitro で検討する。 

 
４．研究成果 
マウスの盲腸結紮穿刺モデル(CLP)で肺血

管床における血栓形成を、ホルマリン灌流固
定 の パラフ ィ ン包埋 切 片を用 い て 、
Anti-Gr-1( 好中球 )、 Anti-Citrullinated 
histone (Netosis)、Anti-CD42d (血小板)、
Anti-fibrin (フィブリン) で多重染色する
ことで評価した。その結果、CLP マウスの血
管内血栓部位には、NETosis 陽性の好中球、
血小板凝集が認められることが分かった。
NETosis はシトルリン化ヒストンの存在の
他に、細胞外 DNA ネット並びにネット上 MPO
の存在でも確認された。以上の CLP マウスの
肺 内 血 管 床 で 観 察 さ れ た 免 疫 血 栓
Immunothrombosis の像は、精製ヒト血漿 HRG
で治療したマウス群では、有意にその数が減
少していた。さらに、Immunothrombosis を
in vivo で観察するため、CLP マウスの好中
球と血小板をそれぞれ Alexa Fluor 594 標識
Anti-Gr-1 と DyLight 488 標識 Anti-CD42d で
マークし、腸間膜血管における細胞流動態を
観察した。その結果、CLP マウスの血管壁内
皮細胞には、変形した好中球の接着が多数認
められ、接着部位に同時に血小板凝集を伴っ
ていた。 
HRG の静脈内投与は、血管内血栓形成を著

明に抑制した。ヒト血管内皮細胞培養系で、
HRG は LPS,TNF による組織因子発現の上昇と
組織因子経路阻害因子の発現低下をともに
抑制した。ラット肝から調整した肝実質細胞
や肝細胞株でのHRG発現レベルは極めて低か
った。平成 29 年度の研究で、新たに亜鉛イ
オン誘発性の赤血球 Eryptosis の誘導に対
する HRG の抑制効果を見出した。亜鉛イオン
の効果は、赤血球内カルシウムイオンの上昇
によってもたらされていた。この結果は、

Immunothrombosis における赤血球の積極的
役割と、HRG のさらなる多機能性を示すデー
タであり、新規創薬の観点から非常に重要で
ある。 
 総じて HRG の抗敗血症、抗 ARDS 作用を世界
で初めて示し、今後のヒト血漿 HRG 製剤の開
発に展望を開いた。 
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