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研究成果の概要（和文）：マウス肝類洞閉塞症候群 (Sinusoidal Obstruction Syndrome: SOS)モデルを用いて
トロンボキサンA2の受容体(TP)シグナルの役割について検討をおこなった。野生型マウスまたはTPノックアウト
マウス(TPKOマウス)にモノクロタリンを投与するとTPKOマウスで肝障害が増悪し、肝類洞内皮障害マーカーが増
加した。培養肝類洞内皮細胞をモノクロタリンで刺激すると細胞生存率はTPKOマウスで減少し、類洞障害関連マ
ーカーは増加した。この結果からSOSではトロンボキサンA2受容体シグナルが肝類洞内皮を保護することで肝障
害が軽減するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Sinusoidal obstruction syndrome (SOS) is a major complication of 
chemotherapy and hematopoietic stem cell transplantation. In this study, we explored the role of TP 
signaling in a monocrotaline (MCT)-induced mouse model of SOS. Relative to wild-type (WT) mice, 
TP-deficient (TP-/-) mice exhibited more severe MCT-liver injury, as indicated by elevated levels of
 alanine aminotransferase (ALT) and coagulative necrosis. TP expression co-localized with 
CD31-positive LSECs. MCT treatment caused LSEC destruction, concomitant with elevated expression of 
matrix metalloproteinases (MMPs) and adhesion molecules in WT mice, and LSEC damage was further 
exacerbated in TP-/- mice. Viability of isolated LSECs was lower in cells from TP-/- mice, whereas 
mRNA levels of MMPs and adhesion molecules were higher; U46619, a TxA2 agonist, reduced these levels
 in WT mice. These data suggest that TP signaling prevents injury by suppressing LSEC damage.

研究分野：血管外科

キーワード： 肝類洞閉塞症候群　トロンボキサン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SOSの病態解明の基盤研究は大腸がん治療を安全に行うために必要である。これまでマウスではSOSモデルが確立
されていなかったことから、申請者らのモデルは研究発展のために極めて有用なツールとなる。SOS発症には肝
類洞内皮細胞のTP受容体シグナル発現が重要であることが示唆された。肝修復･肝再生の有効な治療方法の開発
につながる可能性のほか、化学療法施行期間，肝切除までの休薬期間，肝予備能に応じた肝切除術式の選択など
の判断基準を再考慮する契機となりうる。

※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 

 

肝類洞閉塞症候群（Sinusoidal Obstruction Syndrome, SOS）は、造血幹細胞移植のため

の化学療法や放射線療法後、大腸癌の化学療法後、またクロタラリア属の植物に由来する

有毒なピロリジジンアルカロイドの過剰摂取などにより生じる進行性の致命的な合併症で

ある。重症化すると劇症肝不全や多臓器不全となり、80％以上の死亡率がみられる。SOS

の原因は不明であり、有効な治療法もない。これまでの検討で肝類洞内皮細胞（Liver 

Sinusoidal Endothelial Cell, LSEC）は、SOS の主要な初期標的であると考えられており、 

LSEC の破壊により肝類洞の潅流障害が起き、続いて肝類洞外出血、肝類洞内皮細胞障害、

中心静脈周囲の肝細胞壊死、および肝線維症が引き起こされる。また SOS では血小板数減

少ならびに、肝障害部における著明な血小板集積が報告されているが、その病的意義は不

明である。 

トロンボキサン A2（Thromboxane A2, TxA2）はその受容体である T-プロスタノイド

（T-prostanoid, TP）受容体を介して強力な血小板の活性化と凝集作用を示す。従って、

SOS にみられる血小板集積や出血に TP受容体シグナルが関与する可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、SOS における TP受容体シグナルの役割とその制御機構を明らかにすることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

ピロリジジンアルカロイドであるモノクロタリン（Monocrotaline, MCT）をげっ歯類に

投与することで、ヒト SOS に類似した肝障害を作成することができる。そこで、本研究で

はマウス MCT 誘導肝障害モデルを SOS モデルとした。 

 

具体的な研究方法は以下の通りである。 

実験材料と実験方法 

１）実験動物 

8 週令の雄性 TPノックアウトマウス(TPKO マウス)と雄性 C57BL/6 マウス（野生型マウス）

を用いた。野生型マウスは日本クレアから購入した。 

 

2)実験プロトコール 

モノクロタリン（MCT）600 mg/kg を腹腔内に単回投与して肝障害を誘導した。MCT 投与後

に規定した時間にペントバルビタール麻酔下に検体（血液、肝臓）を採取し、その後安楽

死させた。血液は血清分離し ALT 値を Dri-Chem 7000 Chemistry Analyzer System を用い

て測定した。 

 

3)免疫組織染色 

摘出肝をパラフィン包埋または凍結切片として保存した。既報に従いヘマトキシリン染色

または免疫染色をおこなった。画像は Biozero BZ-9000 Series microscope (KEYENCE, 
Osaka, Japan)で観察し、撮像した。 
 

 



4)トロンボキサン A2 測定 

トロンボキサンA2の安定化代謝産物トロンボキサンB2とVEGF-AとはELISAキットを用い

て測定した。 

 

5)肝類洞内皮細胞培養 

肝類洞内皮細胞(LSEC)を潅流肝から、magnetic cell separation system beads (MACS; 

Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) ならびに CD146 (LSEC)を用いて分離培養した。 
培養 LSEC に MCT を TPO または ROM 存在下に投与して内皮細胞の生存率を Cell 
Counting Kit-8で測定した。また分離 PRP存在下に MCTを投与したときの生存率を評

価した。 

 

6)Real-time PCR 法 

PCR 解析をおこなった。TP,TXS (トロンボキサン合成酵素), MMP-2,MMP-9, MMP-13,PAI-1

のプライマーを用いて mRNA レベルを測定した。 

 

４．研究成果 

 

①MCT 誘導肝障害は TPKO マウスにおいて増悪した 

 TPシグナルのMCT誘導肝障害における役割を調べるためにTPKOマウスとWT(野生型マウ

ス)について比較した。生存率はMCT投与96時間後時点までWTで100％であったのに対し、

TPKO マウスでは投与 48 時間後時点で 70％、投与 72 時間後には 10％まで低下した。よっ

て、それ以降の検討は MCT 投与 48

時間後までとした。血清 ALT 値を測

定すると両群共に経時的に増加し、

MCT投与24時間後まで両群に有意差

はみられなかったが、MCT 投与 48 時

間後に TPKO マウスにおいて有意な

上昇が認められた。また、MCT 投与

48 時間後の肝障害部の壊死面積も

TPKO マウスで増大傾向がみられた。 

②MCT 誘導肝障害により TP 受容体発現は亢進した 

 MCT投与後、WTでは肝臓内のTP受容体、TxA2合成酵素のmRNA発現量は有意に上昇した。

また ELISA で TxB2（TxA2 の代謝産物）産生量を調べると、MCT 投与 48 時間後まで経時的

に増加がみられた。また、MCT 障害肝における TP受容体発現の局在について蛍光免疫 2重

染色で検討した。その結果、LSEC および血小板、マクロファージに TP 受容体の発現がみ

られることが分かった。TPKOマウスではWTでみられたTP発現が認められなかった以外は、

同様の結果であり、また WT と差はなかった。MCT 誘導肝障害部に集積するマクロファージ

数はTPKOマウス, WT

両群で差がみられな

かったことから、血

小板もしくは LSEC

に発現する TP 受容

体のどちらかが MCT

誘導肝障害の抑制に

関与していると考え

られた。 



③TPシグナルは MCT 誘導肝障害部の血小板集積に影響しない 

 血中血小板数は両群共に MCT 投与 48 時間後に著明に減少したが、TPKO マウス, WT の両

群間で有意差はみられなかった。また、MCT 投与 48 時間後までの肝障害部に集積する血小

板を抗 CD41 抗体で染色し、その占有面積を免疫染色で評価したところ、両群共に経時的に

血小板面積は増加した。ま

たMCT投与48時間後に著明

な増加がみられたが、両群

間で有意差は認められなか

った。従って、血小板に発

現するTP受容体はMCT誘導

肝障害における血小板集積

には影響せず、MCT 誘導肝

障害に影響しないことが示

唆された。 

 

④MCT 誘導肝障害において、TPKO マウスで類洞内皮細胞障害がより増悪した 

 MCT 誘導肝障害時の LSEC 障害について WT, TP-/-両群で差がみられるのかについて LSEC

のマーカーである CD31 と LYVE-1 を用いて蛍光免疫染色で検討した。その結果、MCT 投与 0

時間後の時点では両群で類洞の染色性に差は見られなかったが、MCT 投与 48 時間後、TPKO

マウスにおいて肝障害部の LSEC の染色性がより消失し、LSEC 構造が不明瞭となり LSEC 障

害が増悪した。また、MCT

投与 48 時間後において、類

洞障害関連マーカーである

MMP-9、PAI-1、ICAM-1 など

の mRNA 発現量は TPKO マウ

スで有意に上昇した。これ

らの結果から、MCT 誘導肝

障害において、TP シグナル

は類洞内皮障害を抑制する

ことが示唆された。 

 

 

⑤類洞内皮細胞に発現する TP受容体シグナルが類洞内皮細胞障害を抑制した 

 LSECの TP受容体シグナルの役割を調べるためにWTと TPKOマウスの肝臓からLSECを単

離培養し、MCT を添加したときの LSEC 生存率や類洞障害マーカー発現を比較検討した。そ

の結果、TPKO マウス由来の LSEC の生存率は、WT の生存率より有意に低下した。また TP

受容体のmRNA発現量はWTで増強し、MMP2、

MMP9、PAI-1、ICAM1 などの類洞障害関連

マーカーの mRNA 発現は TPKO マウスで増

加した。また、WT 由来 LSEC に TP 受容体

アゴニストである U-46619 で刺激すると、

非投与群に比べ有意に上記の類洞障害関

連マーカー発現は抑制された。つまり、

LSEC に発現する TP 受容体が類洞障害マ

ーカーの発現を抑制し MCT 誘導肝障害を

抑制していると考えられた。 
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