
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

アポ蛋白Mを用いた播種性血管内凝固症候群、多臓器不全の新規治療法の確立

Establish of novel therapy for DIC and multiple organ failures with 
apolipoprotein M

６０６２１７４５研究者番号：

蔵野　信（Kurano, Makoto）

東京大学・医学部附属病院・講師

研究期間：

１５Ｋ１５３７８

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：マウスにHDL上に存在するアポ蛋白Mを過剰発現あるいは発現抑制させることにより、
敗血症モデルマウスであるリポポリサッカライド誘導DIC・多臓器不全モデルマウスの予後を改善あるいは悪化
させることが分かった。また、リコンビナントアポ蛋白Mを用いることにより、リポポリサッカライド誘導DIC・
多臓器不全モデルマウスの臓器障害を改善させることができた。これらの研究成果はアポ蛋白Mの敗血症に続発
するDIC・多臓器不全の治療に応用できる可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：We found that the overexpression of apolipoprotein M (ApoM), an 
apolipoprotein carried on HDL, ameliorated the survival rate and organ injuries caused by the 
treatment with lipopolysaccharides, while the suppression of apoM deteriorated them. Moreover, we 
successfully improved the outcomes of the injection with lipopolysaccharides with recombinant apoM. 
These findings suggest that apoM can be applied to the treatment with DIC and/or multiple organ 
failure which occur consequently to sepsis.

研究分野：脂質学
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１．研究開始当初の背景 
 本邦における感染症による死亡は、優れた
抗生物質が開発されてきている現在におい
ても死因統計において未だ上位に位置して
いる。その１つの大きな原因として、感染症
に続発する播種性血管内凝固症候群（DIC）
そして、多臓器不全（MOF）により、抗生物
質などによる原疾患の治療が効果を発揮す
る前に致死的状態に陥ってしまうことが挙
げられる。したがって感染症による死亡率を
下げるためには、抗生物質の開発とともに、
DICそれに伴うMOFに対する治療薬を開発
することが求められているが、現在のところ、
有望な治療薬に乏しい。 
 さて、申請者は、生理活性脂質であるリゾ
リン脂質の研究を中心的に行っているが、そ
のリゾリン脂質のうちスフィンゴシン 1-リ
ン酸（S1P）には、細胞生存促進・抗アポト
ーシス作用があることが知られている。また、
申請者は、S1Pの血液中の輸送体であるアポ
蛋白M（ApoM）を、マウス肝臓に過剰発現
させることにより、ApoMは S1Pの分解を抑
制し、血漿 S1P 濃度を約 5～10 倍に増加さ
せ（M. Kurano, et al. atherosclerosis, 2013）、
また、それにより膵β細胞機能を促進するこ
とを発見している  (Kurano M, et al. 
Biochim Biophys Acta. 2014)。このような背
景より、申請者は、体内の ApoMを増加させ
る、あるいは ApoMのリコンビナント蛋白を
体外より投与することにより、S1Pの臓器保
護作用を応用して、DICに伴うMOFによる
致死率を改善できるのではないか、という発
想に至った。 
 
２．研究の目的 
 ApoMの過剰発現によるDIC, MOFによる
致死率の改善機序について、特に S1Pの関与、
臓器機能の保護作用について検討し、また、
ApoMリコンビナントを作成し、治療的な応
用が可能であるかどうかマウスモデルにて
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①リポポリサッカライド(LPS)誘導 DIC・
MOF モデルを用いて、アデノウイルスによ
る ApoM の過剰発現による染存率改善でき
るかどうか、またそのメカニズムについて、
特にスフィンゴシン 1-リン酸(S1P)の関与に
関して検討する。 
②LPS誘導 DIC・MOFモデルを用いて、in 
vivo siRNAシステムを用いて ApoMの発現
抑制を行い、ApoMの発現抑制が生存率を悪
化させるかどうか検討する。 
③リコンビナント ApoMを作成して、アデノ
ウイルスによる ApoM 過剰発現と同様に、
LPS誘導 DIC・MOFモデルの生存率を改善
できるか検討する。 
 
４．研究成果 
①LPS 誘導 DIC・MOF モデルマウスに

ApoM を過剰発現させると、 LPS 50 
mg/kgBW, LPS 25 mg/kgBW投与したいず
れの場合も生存率が改善した。また、LPS 10 
mg/dL投与した場合と合わせて、クレアチニ
ンの上昇、ALTの上昇が抑制され、ApoMに
は、LPS誘導 DIC・MOFに対する保護作用
があることが分かった（図１）。 
 
図 1. ApoM過剰発現は LPS誘導 DIC・MOF
による生存率を改善させる 

（GFP、ApoM 過剰発現マウスに LPS 25 
mg/kgBW を静脈注射し、4 時間ごとに生存
率を検討した。） 
 
また、その機序に関しては、ApoM過剰発現
により、PAI-1 の上昇抑制および催アポトー
シスマーカーの抑制がみられ、抗凝固作用、
抗アポトーシス作用が関与すると考えられ
た。さらには、S1P受容体アンタゴニストで
ある VPC23019により、ApoMの LPS誘導
DIC・MOF に対する保護作用が、少なくと
も部分的に阻害されており、S1Pの関与が考
えられた（図２、３）。 
 
 
図 2. VPC23019は LPS誘導 DIC・MOFモ
デルマウスにおける ApoM の臓器保護作用
を阻害する 
 



（GFP、ApoM過剰発現マウスに、VPC23019 
[VPC]あるいは vehicle を投与した。それら
のマウスにLPS 25 mg/kgBWを静脈注射し、
24時間後、生存したマウスの ALT[上], クレ
アチニン[下]を測定した。） 
 
図 3. VPC23019は LPS誘導 DIC・MOFモ
デルマウスにおける ApoM の生存率改善作
用を阻害する傾向がある 

（GFP、ApoM過剰発現マウスに、VPC23019 
[VPC]あるいは vehicle を投与した。それら
のマウスにLPS 25 mg/kgBWを静脈注射し、
4時間ごとに生存率を検討した。） 
 
②ApoMの発現を in vivo siRNAにて抑制す
ると、①とは逆に LPS誘導 DIC・MOFモデ
ルマウスの生存率が悪化し、クレアチニン・
ALTの上昇も促進した（図４）。 
 
図 4. ApoM発現抑制は LPS誘導 DIC・MOF
による生存率を低下させ、ALT, クレアチニ
ンの上昇を促進する 
 

（野生型マウスに ApoM 発現抑制する
siRNA[si-ApoM]あるいはコントロールの
siRNA[si-Ctlを投与した。その 5日後、LPS 
25 mg/kgBWを静脈注射し、4時間ごとに生
存率を検討し[上]、24時間後生存したマウス
の ALT, クレアチニンを測定した[下]。） 
 
以上より、ApoMは少なくとも部分的に S1P
を介して、LPS誘導 DIC・MOFに対する抵
抗作用を持つこと、その作用機序は抗凝固作
用、抗アポトーシス作用が考えられた。 
 
③上記の結果を受けて、リコンビナント
ApoM を作成して、DIC・MOF に対する治
療医学的応用が可能かどうか検討した。リコ
ンビナント ApoM は BIC システムを用いて
合成し、ウエスタンブロットにて HDL 中の
ApoMと同じバンドが検出できることを確認
した。この作成したリコンビナント ApoMは、
in vitroでは S1Pを分解から保護し、培養上
清中の S1P濃度を維持することができたが、
残念ながら、リコンビナント ApoMを投与し
てもマウス血漿 S1Pの増加は、有意差はある
ものの、1.5～2倍ほどにしか増加しなかった
（図５）。しかしながら、リコンビナント
ApoMは、少量の LPSを投与したマウスのク
レアチニン、ALTの上昇を抑制することがで
き、リコンビナント ApoMの代謝動態を研究
し、改良すれば、DIC・MOF の治療へ応用
することができると考えられた（図６）。 
 
図 5. リコンビナント ApoM は血漿 S1P 濃
度を増加させる 
 

 
（野生型マウスにアルブミン[Alb]あるいは
リコンビナント ApoM [rApoM]を投与し、24
時間後に血漿 S1Pを測定した。） 
 
 
図 6. リコンビナント ApoM は LPS 誘導
DIC・MOFによる臓器障害を軽減する 
 
 



 
（野生型マウスに LPS 5mg/kgBW腹腔内投
与し、1 時間後に 2mg のアルブミン[Alb]あ
るいはリコンビナント ApoM [rApoM]を静
脈内投与した。24時間後に生存したマウスの
ALT、クレアチニンを測定した） 
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