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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞上に発現する、複数のドメインから構成される膜タンパク、トロンボモ
ジュリン（TM）はトロンビンと結合してプロテインCを活性化プロテインC（APC）に変換して抗凝固作用を発揮
する。培養血管内皮細胞を用いた実験で、TMは放射線によるDNA傷害マーカーであるγH2AXのリン酸化を抑制し
た。我々はトロンビンと結合しないTM変異体TM G412Dを作製した。TM G412Gは培養血管内皮細胞の増殖と血管新
生作用を増強した。TM G412Dは急性放射線症候群の治療薬として有望かもしれない。

研究成果の概要（英文）：Thrombomodulin (TM), a multi-domain membrane protein expressed on vascular 
endothelial cells, binds to thrombin and converts protein C to activated protein C (APC), exerting 
anticoagulant effects. In experiments using human umbilical vein vascular endothelial cells, TM 
inhibited phosphorylation of γH2AX, a marker of radiation-induced DNA damage. We generated a TM 
mutant, TM G412D, which does not bind thrombin and is unable to produce APC, and TM G412G enhanced 
proliferation and angiogenesis of human umbilical vein vascular endothelial cells; TM G412D may be a
 promising therapeutic agent for acute radiation syndrome.

研究分野：血液内科学

キーワード： トロンボモジュリン　急性放射線症候群

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
東京電力福島第一原子力発電所では今後廃炉作業が進められる。起きてはならないことではあるが、その発生リ
スクがゼロではない被ばく事故に備えた対策の確立が望まれる。特に1グレイ以上の線量を被ばくした際に生じ
る骨髄不全や消化管障害などからなる急性放射線症候群に対する治療法の確立は急務である。本研究により、放
射線によるDNA損傷をTMが緩和する可能性や、放射線傷害の結果生じるフリーラジカルによる肺障害をTMが緩和
する可能性が示された。TMは抗凝固薬であるため、被ばく患者に使用すると出血を助長することが危惧される。
我々が合成したTM G412Dは凝固系に作用しないため安全に使用可能である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

2011 年 3 月 11 日の福島県沖の東日本大震災とそれに引き続く東京電力福島第一原子力発電
所の事故は未曽有の大災害をもたらした。現在、東京電力福島第一原子力発電所は廃炉に向けて
準備が進められている。国は原子力災害対策特別措置法に基づき、原子力災害対策を円滑に実施
するために「原子力災害対策指針」を定め、その中で「原子力災害予防対策を講じているにも関
わらず、原子力災害が発生した場合には、原子力事業者、国、地方公共団体等が、住民の健康、
生活基盤及び環境への影響を、事態の段階に応じた最適な方法で緩和し、影響を受けた地域が可
能な限り早く通常の社会的・経済的な活動に復帰できるよう、様々な行動をとらなければならな
い」としている。すなわち、発生リスクがゼロではない被ばく事故に備えた万全の対策を講じる
ことが強く求められている。 
体細胞が大量の電離放射線の暴露を受けるとデオキシリボ核酸（DNA）が傷害され細胞死を
来す。骨髄中の造血細胞、口腔や腸の粘膜細胞は特に放射線感受性が高く、容易にアポトーシス
に陥る。ヒトは一般的に、1グレイを越える放射線被ばくを受けると骨髄不全や消化管障害など
複数の臓器機能不全に陥り急性放射線症候群を発症し、最悪の場合死に至る。有事の際、急性放
射線症候群からヒトを守る手段を確立しておくことが求められる。 
トロンボモジュリン（TM）は主に血管内皮細胞膜
上に発現する、複数の構造からなる膜タンパクであ
る。その上皮細胞増殖因子（EGF）様領域でトロンビ
ンと結合し、プロテイン C を活性化化プロテイン C
（APC）に変換して抗凝固作用を発揮する。TMの細
胞外領域を遺伝子組換え技術で作製したリコンビナ
ント TM（rTM）が播種性血管内凝固（DIC）の治療
薬として 2008年から本邦で使用可能となっている。
我々は、血管内皮細胞障害に端を発して発症する造血
細胞移植後の合併症である肝類洞閉塞症候群（SOS）
や移植関連微小血管障害症（TA-TMA）に DIC を合
併した患者に rTMを投与すると SOSや TA-TMAも劇的に改善することに気付いた。培養血管
内皮細胞やモデルマウスを用いた実験を行い、rTM に血管内皮細胞保護作用があることを突き
止めた。 

TMの N末端のレクチン様領域には炎症性サイトカイン HMGB1を吸着・不活化するなどの
抗炎症作用が存在することが明らかとなっている。我々はマウス移植片対宿主病（GVHD）モデ
ルを作成し、rTM が GVHD 予防効果を発揮することを報告した（Bone Marrow Transplant. 
2015）。この一連の研究のなかで、rTMがレシピエントマスにおいて、造血の回復を促進してい
ることに気付いた。これらのことから、rTM は造血幹細胞に作用し、その分化・増殖を促進し
ているのではないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
電離放射線により血管内皮細胞も DNA傷害を受けアポトーシスに陥る。その結果、血管数は
減少し、主要臓器への酸素供給は途絶する。骨髄や各組織に存在する幹細胞も細胞死に陥るため
分化した造血細胞や上皮細胞の供給も途絶え生体は死に至る。実際に、我々はこれまでの研究で、
高用量の放射線を照射した後にドナー造血細胞を移植するマウスモデルでは、肝臓内で血管や
類洞が減少していることを見出している（Haematologica 2018）。 
被ばく後に rTMを投与することで血管内皮細胞が保護される、あるいは造血幹細胞や、近年
その存在が明らかとなった血管内皮幹細胞に作用して血管障害が軽減されることで急性放射線
症候群の発症を予防できるのではないかと考えるに至った。本研究で、培養血管内皮細胞やマウ
ス放射線症候群モデルを用いて、rTMの内皮保護作用薬としての開発の可能性を見極める。 
 
３．研究の方法 
（１）出血の副作用のない TM 変異体の開発。 
rTM はトロンビンと結合して APC を産生して抗凝固作用を発揮する DIC 治療薬である。従って
骨髄機能不全により血小板が減少していることが想定される急性放射線症候群患者に使用する
と出血の副作用が懸念される。近頃、我々の共同研究者らが、幼少時から出血を繰り返す患児に
おいて、トロンビンと結合できない構造変化をもたらすTM遺伝子変異（TM Gly412Asp⇒TM G412D）
を同定した（Blood Adv 2020）。この変異体はトロンビンと結合できないため APC を産生できず、
したがって抗凝固作用を持たない。TM はトロンビンと結合後、TAFI（thrombin activatable 
fibrinolysis inhibitor）を抗線溶作用のある活性化TAFIに変換する。この患児では活性化TAFI
が作られず線溶システムに抑制がかからないため出血を繰り返していると考えられた。TM G412D
を化学合成し、その血管内皮保護作用や血管新生作用を、培養血管内皮細胞を用いて検証する。
具体的にはブロモデオキシウリジン（BrdU）取り込み法による細胞増殖アッセイと、マトリゲル



を用いた血管新生アッセイを行う。 
（２） 放射線照射が血管内皮細胞の DNA 傷害に及ぼす影響と TM の効果の検証。 
培養血管内皮細胞 EA.hy926 細胞に高線量の放射線照射後に、DNA 損傷マーカーであるγH2AX の
リン酸化状態を観察する。培養液に TM を添加することでγH2AX のリン酸化状態が変化するのか
観察する。 
（３）血管内皮幹細胞に対する TM の効果の検証。 
マウスの肝臓から既報（Nat Protoc. 2020）に従い CD157 をマーカーとして血管内皮幹細胞を
単離し、それに対する TMの増殖刺激作用をコロニーアッセイで評価する。 
（４）急性放射線症候群マウスモデルの作製。 
C57BL/6 マウスに 9.5 グレイの放射線を照射して急性放射線症候群を惹起する。このモデルに
血管内皮幹細胞と造血幹細胞を移植し放射線障害からの救援作用を評価する。マウスから採血
を行い、白血球数、血小板数、ヘモグロビン値を測定し、骨髄障害の程度を評価する。血管内皮
幹細胞は GFP を発現するグリーンマウスから採取し、造血幹細胞は C57BL/6 マウスから採取後
に赤色を発現する Tomato 遺伝子を、レンチウイルスを用いて導入後に移植する。マウスを安楽
死後に肝臓を摘出し、薄切切片を作成して蛍光顕微鏡で確認する。この実験で、放射線により肝
臓内で傷害を受けた血管が造血幹細胞、血管内皮幹細胞のどちらの幹細胞で修復されたのか、肝
臓内の血管の色を見ることで判別可能となる。 
（５）放射線誘発肺線維症に対する TM の効果の検証。 
 放射線照射により肺線維症が誘発され、その結果呼吸不全に陥る。我々はこの肺線維症に対す
る TM の予防効果の検証を試みた。残念ながら急性放射線症候群マウスモデルでは肺線維症を誘
発することはできなかった。放射線による肺線維症の発症にはフリーラジカルが関与している
とされる。同様の機序で、ブレオマイシンがマウスにおいて肺線維症を誘発することが知られて
いるため、我々はブレオマイシンを経気管支的に投与することで肺線維症を作成することに成
功した。このモデルマウスに TM を投与することで肺線維症の発症を予防可能か検討した。 
 
４．研究成果 
（１）トロンビンとの結合能を持たない TM G412D は血管保護作用と血管新生作用を維持する。 
① 化学合成した TM G412D と野生型の TM が凝固時間へ与える影響を検討した。健常人の血漿
に TM を添加するとプロトロンビン時間（PT）、活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）とも
に延長するが、TM G412D を添加しても凝固時間の延長は認めなかった。従って、TM G412D はト
ロンビンとの結合力を失い凝固系には作用しないことが確認できた。 
② マトリゲルにヒト臍帯静脈血管内皮細胞を
まき、様々な濃度の TM G412D あるいは野生型の
TM（D123）を添加して tube 形成能を評価した。
形成されたtubeの長さをImage Jソフトエアで
計測してグラフ化した図を示す。無添加培地の
コントロールと比較して TM は野生型、変異型と
もに血管新生を促進したが両群間に有意な差を
認めなかった。同様に BrdU取り込み法でも D123
と TM G412D の血管新生作用が確認された。 
（２）血管内皮幹細胞の採取。 
 C58BL/6 マウスの肝臓を摘出し collagenase 処理により単一細胞化した。既報に従い（Nat 
Protoc. 2020）CD31、CD45、CD157 等の抗体で細胞染色を行いセルソーティングにて血管内皮幹
細胞分画を採取した。その回収率は内皮細胞 10,000 個あたり約 50個であった。この幹細胞分画
の幹細胞活性をコロニーアッセイで評価することを試みたが、適切なアッセイ条件を確立する
に至らなかった。また、採取できる幹細胞数が少なく、マウス移植実験を行うには不十分である
ため、未だこれらの細胞の幹細胞活性は in vitro、in vivo ともに施行できておらず今後の課題
である。 
（３）放射線照射による DNA 傷害に対する TMの効果。 
高線量の放射線に EA.hy926 細胞を暴露すると線量依存的にγH2AX のリン酸化が誘導された。培
養液にあらかじめ rTM を添加するとγH2AX がリン酸化する時間経過が遅れることが明らかとな
った。また APC を添加しても同様の効果が得られ、rTM は APC を介して血管内皮細胞保護作用を
発揮している可能性がある。APC を産生できない TM G412D が、放線照射が誘導するγH2AX のリ
ン酸化に与える影響は今後確認予定である。 
（４）血管内皮細胞障害を幹細胞で救援する。 



本来、急性放射線症候群マウスモデルを作製して造血幹細胞や血管内皮幹細胞を移植し、それら
幹細胞による血管再構築を評価売する予定であったが、本学は 2020 年と 2021 年に 2度、震度 5
を超える地震に見舞われ、動物施設に設置された放射線照射装置が使用できない状況に陥った。
そこで代替療法として、抗がん剤で骨髄不全をはじめ主要臓器障害を惹起するモデルを作製し
た。具体的には高用量のブスルファン（BU）とサイクロ
フォスファミド（CY）を Balb/c マウスに投与し、その
後グリーンマウスの骨髄から採取した造血幹細胞を移
植した。移植 36 日目にマウスを安楽死させ肝臓を摘出
して蛍光顕微鏡で観察すると肝臓内の血管が緑色に発
色している像が得られた。これはレシピエントの傷害を
受けた血管がドナー由来の造血幹細胞により修復され
たことを示唆する。今後、TMや TM G412D をこのモデル
マウスや、急性放射線症候群モデルに投与することで、
傷害血管の修復が促進されるのかを検討予定である。 
（５）rTM は肺線維症の発症を抑制する。 
C57BL/6 マウスに高線量の放射線を照射したが肺に線維
化を誘導できなかった。従ってブレオマイシンによる肺
線維症マウスモデルを使用した。ブレオマイシン投与後、14 日間に及び rTM あるいはコントロ
ール溶媒を腹腔内投与して最終日にマウスを安楽死させ、摘出肺をヘマトキシリン・エオジン染
色してその線維化や炎症細胞浸潤の程度を評価した。下図は rTM 投与を受けたマウス 3 匹とコ
ントロール溶媒の投与を受けたマウス 3匹の肺組織の組織像であるが、rTM 投与を受けた何れの
マウスも肺線維化の軽減と炎症細胞浸潤の減少を認める。 
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