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研究成果の概要（和文）：骨髄由来単核球細胞 (BMMNCs)移植は抗炎症作用、組織修復作用を介して侵襲制御に
関与するとされる。我々はﾗｯﾄ熱中症ﾓﾃﾞﾙを用いてBMMNCs移植による侵襲制御の可能性を検証した。12週齢ﾗｯﾄの
熱中症ﾓﾃﾞﾙを使用に対して、侵襲暴露直後に、健常ﾗｯﾄより採取しBMMNCsを静注投与した。BMMNCs移植群は7日間
生存率が有意に高く、また血清IL-6、ヒストンH3などの炎症性ｻｲﾄｶｲﾝ濃度は有意に低かった。またｺﾝﾄﾛｰﾙ群では
侵襲暴露後の肺組織に間質浮腫や炎症細胞浸潤などの著明な炎症所見を認めたが、BMMNCs移植群ではこれらの所
見が抑制されていた。

研究成果の概要（英文）：Background: This study was performed to gain insights into novel therapeutic
 approaches for acute inflammation in heatstroke. Bone marrow-derived mononuclear cells (BMMNCs) 
secrete anti-inflammatory proteins and have protective effects against acute inflammation. Here, we 
evaluated whether BMMNCs attenuates systemic inflammation induced by  heatstroke.
Methods and Results: Anesthetized Wister rats were subjected to heat stress with/without 
transplantation of BMMNCs. The control group was administered equal volume of PBS and the sham group
 underwent the same procedure without heat stress. Seven-day mortality improved significantly in the
 BMMNCs group versus control group. Transplantation of BMMNCs significantly suppressed induction of 
pro-inflammatory cytokines, such as IL-6 in the serum after heat stress. Histological analysis 
revealed that cell infiltration with edema in the lung was evident in the control group, whereas the
 morphological alteration was ameliorated in BMMNCs group.

研究分野：救急医療
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１．研究開始当初の背景 
熱中症は高温環境下で発生する身体適応障
害の総称で、体温上昇と高度脱水による循環
不全をきたし、重症例では意識障害が生じる。
これまでに我々は熱中症ラットモデルにお
いて高体温時に中枢神経系異常をきたすこ
とで、抗炎症性の神経回路や体温調節中枢が
破綻する結果、全身性炎症反応、血管内皮障
害、多臓器障害が進行することを報告した[1]。
骨髄由来単核球細胞(BMMNCs)は抗炎症作
用・細胞保護作用・組織再生作用を有してお
り[2-4]、既に心原性脳梗塞や脊髄損傷に対し
て神経再生を促す作用を期待され臨床応用
されている。また動物実験では心筋虚血再灌
流障害、出血性ショック、急性肺障害などの
様々な急性炎症病態において、炎症性サイト
カインの抑制、多臓器障害の軽減が報告され
ている[5-9]。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は熱中症にともなう全身性炎
症に対して、BMMNCs 移植による抗炎症効
果、血管内皮細胞保護効果を評価し、またそ
の作用メカニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法 
実験には specific pathogen-free (SPF) 
Wistar ラットの雄 12週齢(250g-300g) (日本
SLC, Hamamatsu, Japan)を用いた。これらの
ラットは自由に食餌、飲水ができるように管
理した。三種混合麻酔（ミダゾラム、酒石酸
ブトルファノール、塩酸メデトミジン）皮下
注射による全身麻酔下に直腸温を持続測定
しつつ、小動物用体温保持装置（Bio Reserch 
Center 社製、BWT-100）による暑熱暴露を行
った。直腸温が 5分間で約 1度上昇するペー
スに調整しながら、41.9±0.2 度に到達する
まで暑熱暴露を行い、30 分間維持した。その
後、生理食塩水 10ml を皮下注射して常温（24
度）のケ-ジ内に戻し、飲食自由、覚醒下で
観察した。 
BMMNCの採取は12週齢のSPFラットに対して、
三種混合麻酔皮下注射による全身麻酔下で
両下肢から大腿骨及び脛骨を摘出した。大腿
骨及び脛骨の骨髄を18G針でトンネリングし
た 後 に 10ml シ リ ン ジ を 用 い て
phosphate-buffered saline (PBS) で wash 
out し、複数回吸引・排出を繰り返し細胞を
分離し、骨髄液を作成した後、密度勾配遠心
分離法により、BMMNCs を抽出した。Cell 
counter ( Invitrogen, USA) を用いて溶液
内の BMMNCs の細胞数を測定し、1×107 個/ml
となるように PBS で調整した。 
a) 生存率の検定 
実験プロトコールを Figure.1 に示す。暑
熱暴露直後のラットに対して、上記の手
順で単離した骨髄由来単核球細胞を 5×
106 個/rat(上記の BMMNCs 液 0.5ml)を尾
静注投与した(BMMNCs 移植群)。コントロ
ール群に対しては暑熱暴露直後に同量

(0.5ml)の PBS を投与した。sham 群に対
しては三種混合麻酔による全身麻酔のみ
を行い、熱中症モデルと同量の BMMNCs、
またはPBSを投与した（sham-BMMNCs群、
sham群）。生存率の確認は7日間行った。 
b) 血清学的検討 
それぞれ独立した個体から血清検体を採
取した。採取方法はラットに対して全身
麻酔を行い、心臓穿刺により採取した。
血液は一晩 4℃に保存したのち、遠心分
離(3000g, 15 分, 4℃)し、上清を測定ま
で-80℃で保存した。血清は圧迫解除後 3
時間、6時間、12 時間に採取し測定した。
血清中の炎症性メディエータ（IL-6、TNF-
α、IL-1β、ヒストン H3）、および血管
内皮障害のマーカー（Syndecan-1、
ICAM-1）の濃度をそれぞれ ELISA 法によ
って測定した。 
c) 組織学的検討 
組織学的検討は焦熱暴露 6 時間後の個体
を用いて行った。3 種混合麻酔薬を用い
て全身麻酔を行った後に、心臓を穿刺し
PBS を用いて全身還流した。その後 4%バ
ラホルムアルデヒドを用いて灌流固定を
行った。採取した臓器は約 20 時間 4%バ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、
15%,20%,25%ショ糖液を用いて脱水した
後に、OCT compound を用いて凍結ブロッ
クを作成した。組織切片の作成にはクリ
オ ス タ ッ ト （ CM3050S; Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany） を用
いた。スライス厚は 7µm とした。作成し
たスライドはヘマトキシリン-エオジン
染色、および抗 Syndecan-1 抗体を用いた
免疫染色を行い、光学顕微鏡（BX-51; 
Olympus Corporation, Tokyo, Japan）を
用いて観察した。 
 
Figure 1 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
 
a) 7 日間生存率 
生存曲線を（Figure.2）に示す。7 日間
生存率は、 sham 群  100 ％ (6/6) 、
sham-BMMNCs 群 100%(6/6)、control 群 
41.7% (5/12)、BMMNCs 群 83.3% (10/12)
であった。BMMNCs 群では control 群に比
べて有意に生存率改善効果が認められた
(p=0.021)。 
 
 



Figure 2 
 
 
 
 
 
 
 

 
b) 血清炎症性メディエータ 
血清 IL-6、TNF-α、IL-1β、ヒストン H3
（平均値±SE）を(Figure.3)に示す。各
メディエータの全ての測定時間において、
sham群と sham-BMMNCs群に測定値には有
意差はなかった。対照的に各メディエー
タの全ての測定時間において、Control
群の測定値は sham 群よりも有意に高か
った。血清 IL-6 濃度は、3、6、12 時間
後全てにおいて、Control群と比較して、
BMMNCs 群で有意に低かった。同様に血清
ヒストン H3 濃度も、3、6、12 時間後全
てにおいて、Control 群と比較して、
BMMNCs 群で有意に低かった。血清 TNF-
α濃度、血清 IL-1β濃度に関しては、共
に 3 時間後のみ Control 群と比較して、
BMMNCs 群で有意に低かったが、6時間後、
12時間後の測定値は両群で有意差はなか
った。 
Figure3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

c) 血管内皮マーカー 
血清 Syndecan-1 濃度、血清 ICAM-1 濃度
（平均値±SE）を(Figure.4)に示す。全
ての測定時間において、Control 群の
ICAM-1 濃度は sham 群よりも高い傾向を
示したが、BMMNCs群のICAM-1濃度はsham
群とほぼ同等であった（統計学的有意差
はなし）。また、全ての測定時間において、
Control群のSyndecan-1濃度はsham群、
sham-BMMNCs 群より有意に高かった。3、
6、12 時間後の全てにおいて BMMNCs 群の
Syndecan-1濃度はControl群と比較して
有意に低かった。 
Figure4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
d) 組織学的検査 
暑熱暴露 6 時間後の肺組織は、control
群では sham 群に比べて間質の浮腫や炎
症細胞の浸潤が増強されていた。これに
対して BMMNCs 群ではこれらの所見が著
明に抑制されていた。（Figure.5）また
control 群の暑熱暴露 6 時間後の肺組織
において、血管内皮の表層（グリコカリ
ックス層）主要成分である Syndecan-1 の
発現は、sham 群と比較して著明に低下し
ていたが、BMMNCs移植群では、Syndecan-1
の発現が保たれていた。（Figure.6） 
Figure5,6 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 



考察 
本研究結果から、熱中症に対する BMMNCs 投
与は、1)生存率の改善に寄与する、2)血清中
の炎症性メディエータを抑制する、3)肺胞組
織障害を軽減させる、4)血管内皮障害を軽減
させることが示された。 
近年、夏季の都市部の気温上昇と高齢化に伴
って、熱中症の搬送件数は増加傾向である。
重症例、死亡例の報告も最近 20 年の間に 7
倍以上に増加していると報告されているが、
現行治療は積極的冷却による体温管理、大量
輸液による循環維持、人工呼吸器による呼吸
管理などの対症療法が主体であり、根本的治
療法は皆無である。熱中症においては体温上
昇による直接的な組織障害に加えて、全身の
障害組織から DAMPs が放出され、中枢性に抗
炎症作用が抑制されることで著しい全身炎
症反応が励起されるとされている。従って急
性炎症反応を制御する治療法が確立されれ
ば熱中症の病態を根本的に改善させる手掛
かりの一つになりえる。近年、好中球-血小
板-血管内皮細胞の相互作用は急性炎症病態
における多臓器障害の進行に大きく関わっ
ていることが知られ注目を集めている。炎症
病態において活性化した好中球は NETs
（neutrophil extracellular traps）を放出
し菌体捕獲や、殺菌などの局所免疫作用を発
揮するとされている[10]。一方、持続する炎
症反応により NETs が過剰に放出されると、
構成成分のヒストン H3 や好中球エラスター
ゼによる血管内皮障害や微小血栓形成の促
進作用から、臓器障害を引き起こされる
[11,12]。 
本研究において、BMMNCs 投与群では血清ヒス
トンH3濃度の上昇が有意に抑えられていた。
このことは BMMNCs 投与によって、過剰な好
中球活性化が抑えられ、細胞障害性のヒスト
ンH3の放出が抑制されたことを示している。
また本研究では BMMNCs 投与により肺血管内
皮のグリコカリックス層の主要成分である
Syndecan-1 の脱落が抑えられ、血中濃度の上
昇も有意に低かったことが示された。この結
果は、活性化好中球からのヒストン H3 の放
出が抑えられたことで、血管内皮障害が軽減
されたことを裏付けるものである。 
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