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研究成果の概要（和文）：マウスエンドトキシン血症においてアンチトロンビン（ATIII）はエンドトキシン
（LPS）による好中球細胞外トラップ（NETs）形成を抑制し、肺障害を軽減して生存率を改善した。また、ATIII
は健常人好中球のLPS刺激によるNETs形成を抑制し、敗血症性ショック患者検体においては抑制する傾向が認め
られた。LPS刺激時または敗血症性ショック時にNETs面積が小さい場合、ATIIIによるNETs抑制効果が得られない
可能性が示唆された。ATIIIによるNETs抑制効果はPKCを介しており、早期の生体防御に利用されるNETs形成では
なく、臓器障害の原因となる過剰なNETs形成を抑制する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Administration of AT III after the onset of endotoxemia improved outcomes in
 a mouse model. AT III treatment attenuated several changes induced in the lungs by endotoxemia 
including cxcl-2 mRNA expression, HMGB-1 protein expression, neutrophil accumulation, alveolar 
septal thickening, and NET formation. In cultures of neutrophils from healthy volunteers, 
lipopolysaccharide (LPS)-induced NET formation was significantly decreased by AT III treatment. A 
subset of cultures (7/22, 32%) generated few NETs in response to LPS stimulation, and AT III did not
 decrease NET formation in these cultures. AT III treatment tended to decrease NET formation by 
cultured neutrophils from septic patients. The protein expression of protein kinase C (PKC)α, but 
not PKCζ, was increased by AT III treatment. Treatment of the cultures with PKC inhibitors blocked 
the effects of AT III on NET formation. 

研究分野：外科侵襲学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はATIIIの投与が過剰なNETs形成を抑制し臓器障害を抑制する可能性を示した。また、感染制御が確立し
ていない状態での早期のATIII投与は、必要なNETs産生を抑制し、生体免疫にとって不利となるが、LPSによる
NETs形成が不十分な検体にはATIIIの抑制作用が認められなかったことから、感染防御反応と過剰免疫の境界が
不明瞭な病態においても有用なツールとなる可能性があると考えられた。敗血症患者におけるATIII投与は播種
性血管内凝固（DIC）治療を主眼としているが、本研究成果より、ATIIIの抗炎症効果にNETs抑制も存在し、NETs
由来臓器障害の抑制に効果的である可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
アンチトロンビン（Antithrombin; AT）は抗凝固剤であるが、ヘパリン様物質を持つ Syndecan-4 
をレセプターとして血管内皮のプロスタサイクリン合成を促進し、好中球の接着や遊走を抑制
するといった抗炎症作用の報告 （①②） もなされている。 
好中球細胞外トラップ（Neutrophil extracellular traps; NETs） は白血球の一つである好中球が
自身の DNA を網目状に放出することで血管や組織で外来抗原を捕捉し、殺菌除去を行う自然
免疫機能である。感染防御には重要な機能である反面、血管内で過剰に産生されると血管内皮
を障害し、凝固異常や臓器障害を引き起こす（ Camicia G et al. Shock 42（4）:286-94,2014.）。
NETs は新しく発見された好中球機能として注目されるだけでなく、敗血症病態における、凝
固と炎症の複雑な相互作用の一端を担う可能性が指摘されているが、意外にも ATIII 製剤のよ
うな抗凝固、抗炎症のどちらにも効果を持つ薬剤が NETs とどのように関連しているのかはほ
とんど検討されていない。 
研究代表者はこれまでに、lipopolysaccharide（LPS）刺激後の健常人好中球に ATIII を添加し
た in vitro の実験系で、ATIII が NETs 形成やアポトーシスに直接作用する可能性を発見したが、
その機序や、実際の敗血症患者における NETs 形成への影響については明らかではない。 
 
２．研究の目的 
健常人好中球を用い、in vitroの系において活性化好中球への ATIII 製剤添加が NETs 形成とア
ポトーシスにどのような影響をもたらすのか、機序を含め明らかにする。 
また、実際の敗血症患者においても同じことが証明されるのか、敗血症患者検体を用いて確認
する。さらに、マウス敗血症モデルを作成し、ATIII 製剤の投与が NETs 形成に及ぼす影響と
臓器障害との関係性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）雄性 C57BL/6Jマウスを用い、腹腔内に Lipopolysaccaride （LPS）を投与するエンドトキ
シン血症にて敗血症を模擬するモデルを作成し、LPS 投与後 3 時間後に ATIII を投与した。生
存率を確認し、サイトカイン値、肝臓と腎臓の生化学データを血漿にて測定した。 肺組織につ
いてはパラフィン切片を染色し、好中球集積、NETs 形成、肺胞壁の肥厚を確認し、mRNA 及
び蛋白発現により cxcl-1, cxcl-2と high mobility group box (HMGB)-1発現を確認した。 
（２）健常人末梢血での検討 本研究は倫理委員会の承認を得て行われた。インフォームドコ
ンセントにより研究参加への同意が確認できた被験者から採血を行った。健常人末梢血より、
磁気細胞分離法を用いて好中球以外の細胞を磁気標識で取り除き、無標識の好中球を採取した。 
1×106 cells/mL に調整した細胞液を①コラーゲンコーティングしたスライドガラスまたは培養
用 24 well plateに播種し、37℃ 5% CO2 で 30分間培養後、Lipopolysaccaride （LPS, O55:B5）
を終濃度 1μｇ/mL となるように添加した。さらに 30 分間培養し、 ATIII を終濃度 10 IU/mL で
添加した。 
（３）患者検体での検討 救命救急センター搬入患者のうち、研究参加の同意が得られ、敗血
症性ショックと診断された患者末梢血から（１）と同様に好中球を分離、培養した。30分の培
養後、LPSではなく培地を添加し、さらに 30分培養後に ATIIIを添加した。 
（４）阻害剤による検討 Protein kinase C （PKC） 阻害剤として、Gö 6976（PKCα及び PKCβI
阻害）、PKCζ myristoylated pseudosubstrate inhibitor （PKCζ阻害）を各 0.1- 10 μMにて分離した
好中球に添加し、30分間培養後 LPSを添加した。さらに 30分培養後 ATIIIを添加した。 
（５）NETs面積の測定、蛋白、mRNAの測定 NETs の観察はスライドガラスをエラスターゼ、
ヒストンで蛍光免疫染色し、蛍光顕微鏡で 5 視野/検体（100 倍）を撮影、Image Jで NETs 面
積を算出した。24 well plateからは蛋白、mRNAの抽出を行い、それぞれ western blot、ELISA、
リアルタイム PCRで解析を行った。 
（６）統計学的解析 正規性の検定を用いてパラメトリック、ノンパラメトリックを確認し、
パラメトリックな 2 群間比較については F-test により等分散を確認した。2 群間比較にはステ
ューデント t-test、マンホイットニ U-test、 paired t-test、多群間比較には Tukey-Kramer’s post hoc 
test、を用いた。いずれも両側検定を行い、p値が 0.05以下を有意差ありとした。生存率にはカ
プランマイヤーとログランクテストを用いた。
解析には Statcel4 software （OMS, Tokyo, Japan）
を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）ATIII 投与により、24 時間後の生存率は
LPS 群が 53%であったのに対し、84%まで改善
した（p<0.05）。また、肺における cxcl-2 mRNA
発現、HMGB-1のタンパク発現、好中球集積及
び NETs形成（図 1）、肺胞壁の肥厚を抑制した。
一方で、血漿サイトカイン濃度の減少は認めら
れなかったことから、免疫状態を大きく変化さ

 

図 1. マウスエンドトキシン血症におけ
る肺の NETs面積 



せることなく、肺における好中球の過活性化状態を抑制し、臓器障害を改善する可能性を示唆
した。 
（２）ATIIIは健常人好中球の LPS刺激による NETs
形成を抑制した。敗血症性ショック患者検体におい
ては抑制する傾向が認められた。このことは、ATIII
の投与が過剰な NETs 形成を抑制する可能性を示唆
するものである。現在では敗血症患者における播種
性血管内凝固（DIC）治療を主眼として ATIII投与が
為されているが、臓器障害にも効果的である可能性
が示唆される。一方で、感染制御が確立していない
状態での早期のATIII投与は必要な量のNETs産生を
抑制し、生体免疫にとって不利となる可能性もある。
以下①②に具体的な結果を示した。 
①健常人検体による結果（図 2） 22 名の被験者か
ら得た好中球を用いて NETs 形成を確認した。LPS
刺激により惹起された NETs 面積は 776.2μm2 から
7609.5μm2と、個体差が認められた。ATIII添加で 10%
以上の NETs面積縮小が認められた検体は 22検体中
15 検体であり、10%以上の NETs 面積拡大が認めら
れた検体は 6検体であった。残り 1検体については
ATIII 投与による変化が認められなかった。NETs 面積縮小が認められた 15 検体については、
LPS単独添加時に 3653.4±1670.2 μm2であった面積が 1909.1±691.2 μm2まで有意に縮小していた
（p<0.05）。一方で、NETs 面積が拡大方向に変化した 6 検体については統計学的に有意な増加
は認められなかった。 
②敗血症患者検体による結果（表 1） 6 名の敗血症性ショック患者から得た好中球を用いて
NETs 形成を確認した。NETs 面積は 697.7μm2から 77372.7μm2と、健常人検体よりも大きな個
体差が認められた。6 名中 5 名の患者で ATIII 添加によって 10%以上面積が縮小しており、培
地添加のみでの平均NETs面積 30155±33430 μm2からATIII添加時には 17054±20344 μm2まで減
少が認められたが、統計学的な有意差は得られなかった（p=0.089） 
（３）LPS刺激時または敗血症性ショック時に NETs面積が小さい場合、ATIIIによる NETs抑
制効果が得られない可能性が示唆された。つまり、ATIII投与は過剰な NETs産生のみを抑制す
ることが出来るかもしれない。敗血症など、感染防御反応と過剰免疫による臓器障害の境界が
不明瞭な病態において、有用なツールとなる可能性を示唆している。具体的な結果を次の①②
に示した。 
①健常人検体による結果 ATIIIにより NETsが減少する場合、LPS単独刺激での平均 NETs面
積 3653.4±1670.2 μm2に対し、増加または変化なしの場合には LPS単独刺激での平均 NETs面積
が 1685.1±1170.7 μm2と有意に小さい（ｐ＜0.01）ことが明らかとなった。 
②敗血症患者検体による結果（表 1） 患者 A-Cの 3名が慢性疾患の治療のためにプレドニゾ
ロンを日常的に内服しており、これらの患者検体における平均 NETs面積は 2149.7±1649.4 μm2 
と、プレドニゾロン内服が無い残りの 3名（D-F）の平均 NETs面積 48341±31525 μm2に比べ、
小さい傾向が認められた（ p=0.064）。患者 A-C と患者 D-F の末梢血好中球数の平均値には差
が認められなかった為、プレドニゾロンの内服により、数の変化は無くとも NETs 形成能力な
どの好中球機能が低下している可能性が示唆された。さらに、6名中 1名（患者 C）のみ ATIII

 

図 2. 健常人好中球のNETs面積 
●は ATIIIにより減少した検体 
□は ATIIIにより増加した検体 

表 1. 敗血症性ショック患者好中球のNETs面積と患者背景 

 



による NETs抑制が認められなかったが、Cの ATIII非添加時の NETs面積は 697.7μm2と最も小
さく、健常人検体における ATIII による面積低下が認められなかった検体の平均面積
1685.1±1170.7 μm2を下回る面積であった。 
（４）ATIII による NETs 抑制効果は PKC を介しており、早期の生体防御に利用される NETs
形成ではなく、臓器障害の原因となる過剰な NETs形成を抑制する可能性を示唆した。NETs形
成にはいくつか種類が存在し、刺激から 5 分以内に好中球が生存したまま DNA の一部を放出
する vital NETsと、刺激から 30分以上かかってから好中球の DNAの多くを放出し、好中球自
体も崩壊する suicidal NETsが有名である。PKCは suicidal NETsの経路の一部として報告されて
おり、今回の実験条件で PKC経路の関与が確認できたことは、ATIIIが suicidal NETsに対して
有効であることを示しており、臓器障害の原因となる過剰な NETs 抑制効果が期待できると考
えている。具体的な結果を次の①に示した。 
① 健常人被験者の内、ATIII への感受性が高く、50%以上の NETs 面積減少が確認できた 3-5
名について、PKCに関する検討を行った。PKCα、PKCζの蛋白量発現を確認したところ、LPS
単独刺激に比べ、ATIII投与時には PKCαの発現量が有意に増加していることが明らかとなった。
一方で PKCζの発現量は変化が見られなかった。また、阻害剤を用いた検討では、PKCα、PKCβI
の阻害剤は LPS単独添加時の NETs面積を有意に縮小させたが、ATIIIを添加してもそれ以上の
面積縮小は認められなかった。PKCζ 阻害剤は LPS 単独添加における NETs 面積に影響しなか
ったが、ATIII添加による NETs面積の抑制は認められなかった。従って、PKC阻害剤を用いる
と ATIIIによる NETs面積の抑制が認められなくなることから、ATIIIによる NETs面積抑制に
は PKCの経路が関与すると考えられた。 

 
（５）今後の展望 現在、（１）の成果は既に英
文雑誌に掲載されており、（２）－（４）の成果
を英文雑誌に投稿中である。敗血症における
ATIII投与については、これまでに大規模臨床検
討がなされている（④）。敗血症性 DIC におい
ては生存率の改善に寄与する可能性が示唆され
たものの、敗血症における効果は限定的とされ、
本邦以外では積極的な投与は推奨されていない。
しかし、本研究が示すように、ATIIIの抗炎症作
用は投与タイミングによっても効果が異なると
考えられ、生存率に貢献するためには ATIII 投
与時にある程度の感染制御が出来ている状態で
あるかどうかも重要な点であると考えられる。
さらに、ATIIIに反応する検体とそうでない検体
が認められたように、効果には何らかの個体差

が存在していると考えられるため、この個体差を生じる原因を追究する必要がある。本研究成
果を国内外の救急医療従事者に広く開示することで、敗血症における臓器障害改善に ATIII 投
与が及ぼし得る影響を臨床的に実証できるような大規模研究へとつながる第一歩となることを
期待している。 
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図 3. PKC蛋白発現 

図 4. 阻害剤による検討  
Go6979は PKCα、PKCβI阻害剤 
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