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研究成果の概要（和文）：　マウス肝虚血再灌流障害(IRI)において直接Thrombin阻害剤(Dabigatran)は、トロ
ンビンを介した細胞傷害シグナル伝達を阻害することにより、内皮細胞を肝IRIから保護した。またDabigatran
によって内皮細胞上の内因性TMが増強されると、肝IRIに応答して内皮細胞から分泌される過剰なHMGB-1が不活
性化された。最終的にHMGB-1の類洞外への浸潤の減少が肝細胞の保護につながった。
　マウス肝IRIにおいて凝固Xa因子阻害剤(Edoxaban)は、類洞における微小血栓症を防御し、FXa-PAR-2が誘発す
る類洞内皮細胞における炎症を抑制することによって、肝IRIを改善した。

研究成果の概要（英文）：　In mouse hepatic ischemia-reperfusion injury (IRI), a direct thrombin 
inhibitor (Dabigatran) protected endothelial cells from hepatic IRI by inhibiting thrombin-mediated 
cytotoxic signaling. Dabigatran also enhanced endogenous TM on endothelial cells, which inactivated 
excess HMGB-1 secreted by endothelial cells in response to hepatic IRI. Ultimately, reduced 
infiltration of HMGB-1 outside the sinusoids protected hepatocytes.
　In mice hepatic IRI, coagulation factor Xa inhibitor (Edoxaban) improved hepatic IRI by protecting
 against microthrombosis in the sinusoids and by suppressing FXa-PAR-2-induced inflammation in 
sinusoidal endothelial cells.

研究分野：肝虚血再灌流障害

キーワード： 肝虚血再灌流障害　内皮細胞障害　抗凝固作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Thrombinと凝固Xa因子を阻害し、凝固と炎症反応をともに抑制することで、肝IRIだけでなく, 敗血症等への治
療の応用が可能となる。また今回使用した阻害剤は、すぐに臨床応用可能であり、周術期使用で過度の凝固機能
抑制からの出血が危惧されるが、すでに特異的拮抗剤も開発されている事から、有望な治療薬となり得る。この
得られる成果の学術的、治療学的意義は非常に大きく、特に末期肝不全患者に対する臓器移植のドナープール拡
大や、高度進行肝細胞癌および胆管癌患者において、手術適応拡大や、周術期管理などの安全性の向上を図るこ
とが可能となり、世界的に大きなインパクトを与えるものと考える。

※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 
 
末期肝疾患に対する肝移植や, 胆管癌や肝癌に対する血管合併切除再建を伴う拡大肝切除な
どが, 積極的に行われており, その予後は改善されている. しかし一方, その高い術後合併症率
や手術関連死亡率が依然解決しなければいけない問題として存在している. 
    その要因として, 手術直後から発生する虚血再灌流障害（IRI）による血管内皮細胞障害が
関与しており, 我々はこの血管内皮細胞障害を克服すべく, 抗凝固および抗炎症作用を有する
活性化プロテイン C と, その受容体であるプロテアーゼ活性化型受容体-１の signaling につい
て研究を重ねてきた 1,2,3). 肝 IRIにより血管内皮細胞障害が惹起されると, 内皮上にフォンビル
ブランド因子（vWF）や P-selectinなどの接着因子が発現し, 好中球などの炎症細胞浸潤や血小
板が誘導され, 多種多様な炎症性サイトカイン等の分泌が起こり, 微小循環障害から肝実質障
害に至る. 一方, 血管内皮細胞が障害されると, 血管壁の外膜などに存在する膜タンパクである
組織因子（TF）が血流にむき出しになり, TF と血中の凝固第 VIIa 因子が結合して外因系凝固
が活性化される. また障害された内皮細胞下に存在する膠原繊維や, 死細胞由来の細胞成分で
ある DNA, histone, HMGB1などの DAMPs（damage-associated molecular patterns）に, 血
中の凝固 XIIa 因子が接触することで, 内因系凝固も活性化される. この二つの経路は最終的に
凝固 Xa因子を活性化し, Prothrombin（凝固 II因子）を Thrombin（凝固 IIa因子）に変換し, 
可溶性 Fibrinogenから不溶性 Fibrin血栓が形成される. さらに Thrombin は凝固 XIII因子を
活性化し, Fibrinを安定化させ, 強固な血栓形成となる. また同時に Thrombinによって血小板
も活性化され凝固反応はさらに増幅し, 一連の血栓形成が全身に及ぶと DIC となる. このよう
に炎症反応と凝固反応は密接に関係し, ともに促進された状態は, 敗血症などでも経験される
SIRS associated coagulopathyであり, 炎症のみならず凝固反応も制御することが重要である. 
 
2．研究の目的 
 
肝胆道系腫瘍に対する拡大肝切除時の温阻血後や, 肝移植グラフト保存時の冷阻血後などに
よる肝虚血再灌流障害 (ischemia reperfusion injury: IRI) は未だに解決されていない課題であ
る. その大きな原因の一つとして, 血管内皮細胞障害による組織因子（tissue factor: TF）発現
から始まり , 凝固第 Xa 因子 (FXa) を介して, Thrombin 活性に至る TF-FXa-Thrombin 
signaling cascade が存在する. この反応では凝固反応が促進され, 血栓形成を誘導されるだけ
でなく, 炎症反応も惹起されることから, いかにこの cascade を制御するかが重要となる. よっ
て, この cascadeで keyとなる TF, FXa, Thrombinを制御することで, 肝 IRIを抑制すること
が可能かどうか検証するとともに, その作用機序についても解明する. 
 
3．研究の方法① 
 
研究①：マウス肝虚血再灌流障害における直接 Thrombin 阻害剤の細胞保護効果について 
使用モデル（in vivo）：マウス (C57BL6) 70%部分肝 60 分間虚血再灌流モデル 
使用モデル（in vitro）：肝内皮細胞及び肝細胞 60 分間低酸素再酸素化モデル 
使用薬剤：直接 Thrombin 阻害剤 (Dabigatran etexilate) 
 
4. 研究の結果① 
Fig. 1                                                 Fig. 2 



Fig 1. 再灌流 6時間後肝障害評価  
(A, B) IRI Vehicle（コントロール群）に比べて, Selective thrombin inhibitor (Dabigatran) 投
与群で有意に組織的肝障害が改善されていた. 
(C, D) Dabigatran投与群で有意に AST及び ALT値が改善された.  
Fig 2. アポトーシスと炎症細胞浸潤とサイトカイン評価 
(A, B) IRI Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に TUNEL陽性細胞数が減少していた.  
(C, D) IRI Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に Cleaved-caspase 9の発現が抑制され
ていたが, 抗アポトーシス作用がある Bcl 2の発現は有意に上昇していた.  
(E, F) IRI Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に Ly6G陽性炎症細胞数が減少していた.  
(G, H, I) IRI Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に VCAM-1, TNFα, IL-6の発現が, 
それぞれ有意に抑制されていた.  
Fig 3. Thrombomodulin（TM）と HMGB-1 発現 (in vivo) 
(A) IRI Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に TMの発現が増加していた.  
(B, C, D) Dabigatran投与群で有意にHMGB-1の発現が, 有意に抑制されていた.  
 
Fig 3                         Fig. 4                        Fig. 5 

 
Fig 4. 60 分低酸素下に培養された内皮細胞（SECs）での TM と HMGB-1 発現 (in vitro) 
(A) H-R Vehicleに比べて, Dabigatran投与群で有意に TMの発現が増加していた.  
(B, C, D) Dabigatran投与群で有意にHMGB-1の発現が, 有意に抑制されていた.  
Fig 5. 60 分低酸素下に培養された肝細胞(Hypatocyte)での TM と HMGB-1 発現 (in vitro) 
(A) H-R Vehicleに比べて, Dabigatran投与群では同等の細胞障害度であった. 
(B) H-R Vehicleに比べて, Dabigatran投与群では TMの発現は同等であった.  
(C) H-R Vehicleに比べて, Dabigatran投与群ではHMGB-1の発現は同等であった.  

 
Fig 6. 内皮細胞と肝細胞間のパラクラインコミュ
ニケーションモデルにおける肝細胞に対する
Dabigatran の効果 
(A）内皮細胞と肝細胞間のパラクリン伝達モデルの
図式. 内皮細胞を Dabigatran で前処理した後, H-R
条件下で無血清培地で培養し, 内皮細胞の上清を
回収した.肝細胞は, 内皮細胞の上清で前処理した
後, H-R 条件下で血清欠乏培地で培養した. 
(B）肝細胞培養上清中の LDH 細胞毒性レベルは, H-
R+Dabigatran で前処理した内皮細胞上清の群では、
H-R＋Vehicle で前処理した内皮細胞上清の群より
も有意に低かった.  
(C）肝細胞のアポトーシスは, H-R+Dabigatran で
前処理した内皮細胞上清の群では, H-R＋Vehicle
で前処理した内皮細胞上清の群よりも有意に低か
った.  



Fig 7. 肝 IRI に対する
Dabigatran 治療による細胞保護
効果のメカニズム 
Dabigatran 投与は,トロンビンを
介した細胞傷害シグナル伝達を
直接的かつ選択的に阻害するこ
とにより, 内皮細胞を肝 IRI か
ら保護した. また Dabigatran 処
理によって内皮細胞上の内因性
TM が増強されると,肝 IRI に応答
して内皮細胞から分泌される過
剰なHMGB-1が不活性化され,分解
された.最終的に,HMGB-1 の類洞
外への浸潤の減少が肝細胞の保
護につながった. 
 
 

3．研究の方法② 
研究②：マウス肝虚血再灌流障害における凝固 FXa 阻害剤の細胞保護効果について 
使用モデル：マウス (C57BL6) 70%部分肝 60 分間虚血再灌流モデル 
使用モデル（in vitro）：肝内皮細胞及び肝細胞 60 分間低酸素再酸素化モデル 
使用薬剤：凝固 Xa 因子阻害剤 (Edoxaban) 
4. 研究の結果③ 
Fig. 1                          Fig. 2 

 
Fig 1. 再灌流 6時間後の肝障評価  
(A, B) IRI Vehicleに比べて, Selective FXa inhibitor, (edoxaban) 投与群で有意に組織的肝障害
が改善されていた. (C, D) edoxaban投与群で有意に AST及び ALT値が改善された 
Fig 2. フィブリン沈着評価 
(A) IRI Vehicleに比べて, edoxaban投与群で有意にフィブリン沈着が少なかった. 
(B) 免疫染色では, コントロール群に比べて, edoxaban 投与群で有意に CD31 陽性の内皮細胞
が染色されていたが, fibrin沈着は有意に減少していた.  
Fig. 3                  Fig. 4                        Fig. 5 

 
 
 
 
 
 
 



Fig 3.サイトカインと炎症細胞浸潤 
(A, B, C, D, E) IRI Vehicleに比べて, edoxaban投与群で有意に TNFα, IL-6, MVP-1, CXCL-2, 
CXCL-10の発現が, それぞれ有意に抑制されていた.  
(F, G, H) edoxaban投与群で有意に Ly6GとMAC-1陽性炎症細胞数が減少していた. 
Fig 4. アポトーシス評価 TUNEL染色, Bcl2, caspase-3) 
(A, B) IRI Vehicleに比べて, edoxaban投与群で有意に TUNEL陽性細胞数が減少していた  
(C, D, E) IRI Vehicleに比べて, edoxaban投与群で有意に抗アポトーシス作用がある Bcl 2の発
現が抑制されていたが, Cleaved-caspase 3の発現は有意に上昇していた  
Fig 5. PAR-2と ERK1/2発現 (in vivo) 
(A) IRI Vehicleに比べて, edoxaban投与群で有意に PAR-1発現が減少していた. 
(B) Edoxaban投与群で有意に phosphorylation of ERK 1/2の発現が減少していた. 

 
Fig 6. 60 分低酸素下に培養された内皮
細胞（SECs）での細胞障害と PAR2, ERK1/2
発現 (in vitro) 
(A) FXa は肝内皮細胞の細胞毒性レベル
を上昇させたが、edoxaban投与は FXa誘
発細胞毒性を有意に改善した. 
(B) コントロール群に比べて,60 分低酸素
下に培養された内皮細胞(H/R)群で有意
に細胞毒性レベルが上昇していたが , 
edoxaban 投与によって有意に細胞毒性
レベルが抑制された.  
H-R:hypoxia/reoxygenation 
 (D) edoxaban投与によって PAR-2発現は
変化しなかったが, ERK1/2 のリン酸化は
有意に抑制されていた. 

Fig 7. 60分低酸素下に培養された内皮細
胞（SECs）での PAR-2knockdownによる細
胞毒性と ERK1/2発現 

(A, B, C）コントロール群に比べて,60 分低
酸素下に培養された内皮細胞(H/R)群で有
意に ERK1/2 リン酸化が有意に上昇して
い た が , specific MAPK inhibitor 
(PD98059)を投与することで, PAR-2の発
現を抑制することなく, 細胞毒性レベル
を改善した . ベルが上昇していたが , 
edoxaban投与によって有意に細胞毒性レ
ベルが抑制された.  
D, E）ERK1/2リン酸化は PAR-2 knockdown
で有意に抑制されていた. 
 
結 語 
Edoxaban は、肝 IRI において類洞にお
ける微小血栓症を防御し、FXa-PAR-2 が誘
発する類洞内皮細胞における炎症を抑制
することによって、マウスの肝虚血再灌流
障害を改善した。 
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