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研究成果の概要（和文）：播種性血管内凝固症候群（DIC）の病態生理の解明には、DICで特異的に働く凝固促進
メカニズムを知ることが必要である。本研究では、LOX-1による凝固促進メカニズムを解明し、DIC治療薬として
も利用されているトロンボモジュリンとLOX-1が相反する制御を受けており、凝固-抗凝固バランスをこれらが相
互に調節していることを見出した。
さらに、組織特異的LOX-1KOマウスやLOX-1KOラットなどを利用して、動物モデルでLOX-1がDICの病態に関与して
いることを証明した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathophysiology of disseminated intravascular coagulation 
(DIC), it is necessary to know the coagulation promoting mechanism that works specifically in DIC. 
In this study, we elucidated the mechanism of coagulation promotion by LOX-1, and thrombomodulin, 
which is used as a therapeutic agent for DIC, and LOX-1 are controlled in opposition to each other 
in an animal model of DIC, suggesting the procoagulation-anticoagulation balance is regulated by 
these molecules. Furthermore, using tissue-specific LOX-1KO mice and LOX-1KO rats, we demonstrated 
that LOX-1 is involved in the pathology of DIC in animal models. 

研究分野： 薬理学

キーワード： DIC　LOX-1　凝固因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
播種性血管内凝固症候群（DIC）は、未だ充分な治療法がなく致死率も高い病態である。それには、DICの病態が
充分に解明されていないことが原因としてある。また、DICでは全身性に凝固系が亢進するが、一方で出血傾向
も生じるため、単純に抗凝固薬によりコントロールするという戦略が取りにくい。そのため、DICに特有の凝固
促進メカニズムを理解し、それを標的とすることが治療法開発には重要である。本研究では、まさにそのような
病態生理上の位置で機能するメカニズムを見出し、実際にいくつかの動物モデルでその意義を検証することがで
きた。これにより、未だ充分な治療法がなく致死率も高いDICの治療法への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 播種性血管内凝固症候群（DIC）は、原因不明かつ致死率の高い病態である。 
 現象としては、その名のごとく全身性に凝固系が亢進するが、それにもかかわらず出血傾向を
生じる複雑な病態である。また、全身性炎症反応症候群（SIRS）との関連も示唆されるように、
炎症と凝固反応との密接な関連性の中で生じる病態だと理解される。 
 しかし、「なぜそのような病態に陥るか」、すなわち、「なぜ凝固 vs. 抗凝固のバランスが極度
に崩れるのか」について、本質的な理解には至っていない。むろん、明らかに凝固そのものを極
端に促進する状況で DIC に陥ることは考えやすく、妊娠合併症などはこの要素が大きい。しか
し、DIC に共通してみられる、炎症との強い関連の中での凝固促進メカニズムは解明されたとは
言い難い。 
 
 そのような中で、血管内皮細胞膜上に発現するトロンボモジュリンの可溶型組換体（リコモジ
ュリン）が、DIC 治療薬として最近利用されるようになってきた。トロンボモジュリンは、活性
化したトロンビンを利用して、プロテイン C を活性化し、活性化プロテイン C が凝固因子の
Factor VIII や Factor V を分解することにより、凝固系にネガティブフィードバックをかける。
それとともに、DAMPs である HMGB1 の吸着やヒストン H3/H4 の分解を促進して、炎症を抑制する
ことにより効果を発揮していると考えられる。 
 このような機序によりトロンボモジュリンが効果を発揮することは、逆に言えば、トロンボモ
ジュリンがカウンターバランスとなるようなメカニズムが DIC の発症に重要であることを示唆
する。 
 
 我々は、動脈硬化の引き金となる「血管内皮の機能異常」を引き起こす分子として、酸化 LDL
受容体 LOX-1 を発見し、研究を継続してきたが、その中で LOX-1 が炎症を伴うような特定の条件
下で凝固促進に働くことを見出した。 
 すなわち、トロンボモジュリンと同じく内皮細胞に発現する LOX-1 が、トロンボモジュリンと
まさに逆方向に機能することで DIC を促進する可能性を見出した。このことから、動脈硬化の重
要な原因であった『内皮機能不全』が、DIC において、『炎症性凝固反応』を刺激することにより
発症促進要因となっている可能性を本研究では追求する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、 
①LOX-1 による凝固促進メカニズムを解明し、 
②LOX-1 とトロンボモジュリンとによる凝固-抗凝固バランスとその変化メカニズムを解明する。 
③さらに、組織特異的 LOX-1KO マウスや LOX-1KO ラットなどを利用して、動物モデルで LOX-1 が
DIC の病態に関与していることを証明するとともに、 
④感染性の DIC で重要とされる NETs やヒストンと LOX-1 の関係を明らかにする。 
 これにより、DIC の病態が LOX-1 の過剰反応を含む内皮機能不全により生じることを明らかに
し、未だ充分な治療法がなく致死率も高い DIC の治療法開発につなげたい。 
 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro Factor Xa 活性評価 
 Xa 基質として、プロテアーゼ活性を持たないプロトロンビン蛋白質（FⅡS525A）を調製し実験
に用いた。通常、プロトロンビンは Xa により切断され産生されたトロンビンにより自己分解を
受けるが、作製した変異体 F2S525Aはプロテアーゼ活性を欠失しているため自己分解を引き起こさ
ない。すなわち、この変異体を用いることにより、Xa によって産生されたトロンビンだけを検
出・評価できる。実際に、FⅡS525Aがトロンビン切断能を持たないことを発色性トロンビン基質ア
ッセイにより確認した。この F2S525Aを Xa 基質とし、カルシウムイオン存在下でプロトロンビナ
ーゼ複合体構成因子である PS、Factor Va、Factor Xa と、LOX-1 蛋白質を反応させ、産生した
トロンビン量を SDS-PAGE で検出・定量することにより、LOX-1 が Xa 活性に及ぼす影響を評価し
た。 
 
(2) マウスモデル 
 雄性 C57BL/6J マウスおよび LOX-1 遺伝子欠損マウス（LOX-1KO）に LPS（Escherichia coli 
O111:B4, Sigma L3024）を 5 mg/kg BW の用量で腹腔内投与し、LPS 誘発敗血症モデルを作製し
た。雄性 C57BL/6J マウスおよび LOX-1KO にヒストン（Histone Calf thymus, Sigma H9250）を
50 mg/kg BW の用量で静脈内投与し、ヒストン誘発 DIC モデルを作製した。 
 上記モデルの血漿 sLOX-1、トロンボモジュリン、トロンビンアンチトロンビンⅢ複合体（TAT）、



肺組織遺伝子発現解析により、LOX-1 とトロンボモジュリンとによる凝固-抗凝固バランスにつ
いて検討を行った。 
 
(3) 血管内皮特異的 LOX-1欠損マウス 
 floxed LOX-1 マウスを VE-Cadherin-CreERT2マウスと交配することにより、タモキシフェン誘
導型の血管内皮特異的 LOX-1 遺伝子欠損マウスを樹立した。タモキシフェン 2 mg/body を 5 日
間連続投与し、3 週間後に LPS 投与モデルに用いた。このとき、単離した血管内皮細胞と平滑筋
細胞のゲノム DNA を PCR で解析したところ、確かにゲノム上の目的の配列が内皮特異的に欠失
していることを確認した。さらに内皮の LOX-1 遺伝子発現が 20%以下に低下していることを qRT-
PCR により確認した。 
 
 
４．研究成果 
①LOX-1 による凝固促進メカニズム 
 プロトロンビナーゼ複合体に LOX-1 を添加することにより、Xa 依存性の
トロンビン産生が促進した（図 1）。LOX-1 と相同性の高い Dectin-1 ではこ
のような効果は認められなかった。また、この反応は、LOX-1 中和抗体や
Xa 阻害薬であるリバーロキサバンで阻害された。すなわち、LOX-1 はプロ
トロンビナーゼ複合体に作用し、Xa 活性を促進することが明らかとなっ
た。 
 
②LOX-1 とトロンボモジュリンとによる凝固-抗凝固バランスとその変化
メカニズム 
 LPS 投与モデルでは、正常マウスに比べ、LPS 投与 1 時間後には血漿中の
sLOX-1 の増加、トロンボモジュリン分解産物の増加が認められた(図 2)。
一方、肺組織遺伝子発現を調べると、LPS 投与 1 時間後～3 時間後に LOX-1
発現は顕著に亢進し、トロンボモジュリン発現は減少していた(図 3)。ま
た野生型マウスでは LPS 投与により血小板数減少と血漿トロンビン－アン
チトロンビン複合体（TAT）増加が認められ、LOX-1KO ではその反応は抑制
されていた(図 4)。すなわち、LPS 投与下では LOX-1は増加するがトロンボ
モジュリンは分解され減少し、まさに逆方向に機能することで DIC を促進
している可能性が考えられた。 
  

 
 
 LPS 投与のような敗血症モデルや、DIC 患者の血中には細胞外ヒストンが増加していることが
明らかにされており、実際にヒストンをマウスに投与すると DIC を呈し、肺血栓塞栓により死に
至ることが知られている。そこでこのモデルを利用し、ヒストンと LOX-1 の関係について検討し
た。ヒストン投与モデルでは、ヒストン投与 1 時間後の肺組織における LOX-1 やトロンボモジュ
リン発現変化は認められなかったが、IL-6 や IL-1β発現が顕著に増加しており、これは LOX-1KO
で抑制されていた。また、ヒストン投与で認められる TAT 上昇は LOX-1KO で抑制傾向にあった。
すなわち、ヒストン誘発性の血栓形成に対して、LOX-1 は LPS 投与の場合とは異なる機序で働い
ている可能性が考えられた。 
 
③組織特異的 LOX-1KO マウスや LOX-1KO ラットによる検証 
 血管内皮特異的 LOX-1 欠損マウスでは、対照マウスに比べて、LPS 投与後の血漿 sLOX-1 上昇
が抑制されており、LPS で誘導される血小板数減少や尾出血時間短縮も抑制された。すなわち、
血管内皮に発現する LOX-1が LPS による DIC の病態促進に重要であることが示唆された。 

図 1. in vitro Factor Xa

活性評価 (n=3) 

図 2. LPS投与マウス血漿 sLOX-1

およびトロンボモジュリン測定 

図 3. LPS投与マウス肺組織における

LOX-1 と TM遺伝子発現 

図 4. LPS投与マウス血漿 TAT

測定 



 しかし、マウスの LPS 投与モデルではヒトの DIC で見られるほど高度の血栓形成・凝固反応異
常は見られない。そこで、比較的ヒトで見られるものと近い反応を示すことが知られているラッ
トを用い、個体レベルでの解析をさらに進めた。ラットでもヒトと同様、LPS 投与により、既に
血小板数減少、血中トロンビンアンチトロンビンの増加、尾出血時間短縮等の DIC 様の病態を呈
することが知られている。この実験系を利用し、LOX-1 分子が、非炎症時は見られない血栓形成
促進反応を生体内で起こすかどうかを解析した。その結果、LOX-1 中和抗体投与を行ったラット
あるいは LOX-1 遺伝子欠損ラットでは、対照野生型に比べ、LPS 投与下での血栓・凝固反応の促
進が確かに抑制された。このことは LOX-1 依存性の凝固促進反応がヒト DIC の病態でも機能し
ている可能性が高いことを示唆する。 
 
④感染性の DIC で重要とされる NETs やヒストンと LOX-1 の関係を明らかにする。 
 DIC を合併する疾患についても検討するため、細菌感染以外の、いくつかの疾患モデルマウス
を作製し解析を行った。 
 感染性および非感染性の血栓形成・凝固異常モデルについて、LOX-1 の関与を検討した。ウイ
ルス感染モデルでは、マウスインフルエンザウイルス感染モデルにて、向炎症性分子群の発現と
ともに LOX-1 遺伝子発現が増加し、凝固パラメーターの上昇が見られた。このモデルで、LOX-1
遺伝子欠損の影響を解析すると、野生型に比べ血栓形成・凝固異常は改善され、LPS 投与のよう
な細菌感染に近いモデルとは異なるウイルス感染モデルであっても、LOX-1 が血栓形成に関与し
ていることが示された。 
 
 また、非感染性疾患モデルではやはり LOX-1 発現は増加しており（図 5）、それに伴い肺血栓
塞栓が増加していた（図 6）。この反応は LOX-1 欠損により抑制された。さらに、同疾患モデル
では NETs マーカーである血漿シトルリン化ヒストン H3 が増加しており LOX-1KO ではその増加
が抑制されていた（図 7）。これらの結果から、LOX-1 が NETs 誘導に促進的に働き、それが血栓
形成に関わる可能性が示唆された。 

 

 
 
 
 
 以上の結果から、LOX-1 存在下では、Xa 活性促進や血管内皮異常、さらには NETs 誘導を介し
て著しい血液凝固活性化をきたし、DIC の進行を促進する可能性が示唆された。このような LOX-
1 の過剰反応による凝固異常と内皮機能不全に着目することにより、未だ充分な治療法がなく致
死率も高い DIC の治療法への展開が期待される。 

図 5. 非感染性疾患

モデル血漿 sLOX-1 

図 6. 非感染性疾患モデル肺組織における血栓形成 

（抗フィブリン抗体を用いた免疫組織染色による評価） 

図 7. 非感染性疾患モデル血漿

シトルリン化ヒストン H3 

(抗 Cit-H3抗体を用いたウェスタ

ンブロットによる評価) 
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