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研究成果の概要（和文）：我々は、骨軟部組織損傷後に全身性の炎症が惹起され、時に多臓器不全に陥るメカニズムを
解明するべく研究を行った。まず、外傷モデルを開発し、モデルの有効性を調べ、次いでそのモデルを用い、グラム陽
性菌であるリポタイコ酸（ＬＴＡ）を腹腔内注射するＴｗｏ－ｈｉｔモデル（外傷＋敗血症）を作成した。我々のモデ
ルは、動物の骨軟部組織を細かくミンチし（ＴＢＸ）、それを同種の動物の背部に移植するものである。このモデルの
有効性、およびＴｗｏ－ｈｉｔ後の評価は、腸管運動抑制の有無で行った。我々のモデルは、移植するＴＢＸの量依存
性に腸管運動が抑制され、さらにＴｗｏ－ｈｉt後には高度に腸管運動が抑制された。

研究成果の概要（英文）：The aim of our study was to investigate the mechanism of multiple organ failure af
ter soft tissue trauma. First, we produced an animal model of tissue trauma, and verified the validity of 
the model for the study of trauma. Our produced trauma model was a non-analgesic murine tissue trauma mode
l, which was constructed by the dorsal subcutaneous implantation of minced donor syngeneic tissue-bone mat
rix (TBX) precisely adjusted to body weight and studyed after 21 hrs. Next, we investigated the effect of 
two-hit phenomenon (tissue trauma/sepsis) on gastrointestinal motility using our produced mode. Syngeneic 
TBX model was a highly controllable and reliable survival model of tissue injury, and two hit synergy occu
rred as gastrointestinal motility was only severely altered in the combined tissue trauma/sepsis model. 
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１．研究開始当初の背景 
 
外傷は局所および全身の炎症反応を惹起

し、さらに全身性炎症は遠隔臓器傷害を引き
起こす。現代において、外傷における集中治
療学の進歩は目覚しいにもかかわらず、外傷
後の遠隔臓器傷害による死亡率は依然とし
て高い。外傷後の生体反応としては、innate 
immune response が知られる。 Innate immune 
system は感染や外傷に対して生体が最初に
反応する生体防御反応である。Innate immune 
system を構成する complements, T cells 
(CD4+ and CD8+), neutrophils, monocytes, 
macrophages, natural killer (NK) cells, 
dendritic cells (DC) 等 の 細 胞 は
damage-associated molecular patterns 
(DAMPs) により刺激を受け、炎症性メディエ
ータを放出する。現在までに DAMPs は、外因
性の danger signals（pathogen-associated 
molecular patterns: PAMPs; 
lipopolysaccharide[LPS], bacterial DNA, 
viral RNA) や 内 因 性 の danger signals 
(alarmins; high mobility group box 1 
(HMGB1), heat shock proteins (HSPs), S100, 
hyaluronan, oxygen free radicals 等が報告
されている。内因性の danger signal は通常
は細胞構成成分であるが、細胞壊死や細胞障
害により放出され、toll-like receptors 
(TLRs)や receptor for advanced glycation 
end products (RAGE)により認識され、刺激
を受けた TLRs や RAGE は NFkB 介して血管内
皮細胞への好中球の遊走、接着を促進させ、
組織障害の修復を図るが、過度の細胞・組織
障害による danger signal の放出は過剰な炎
症性細胞の産生をもたらし、結果、更なる細
胞・組織障害を引き起こす。DAMPs のなかで
特にHMGB1は最近組織損傷後の遠隔臓器障害
の key mediator として注目されている。最
近の研究で、外傷後の全身性炎症やそれに引
き続く遠隔臓器傷害の発生に HMGB1-TLR4 
pathway が関与し、また、外傷モデルへの抗
HMGB1 抗体の投与で、炎症性サイトカインの
上昇が抑えられたという報告 3）がされている。
臨床において、出血性ショックを伴った骨軟
部組織損傷は重症外傷患者によく見られる
病態である。現在までに、出血性ショックと
骨軟部組織損傷合併後の全身性変化の病態
や遠隔臓器傷害発生メカニズム解明を目的
とした動物実験は多数報告されている。これ
らの実験に使用された骨軟部組織損傷モデ
ルは開腹モデル、骨折モデル、筋挫滅モデル
等であるが、これらのモデルは実際の臨床的
な外傷を反映していなかったり（開腹モデ
ル）、外傷に伴う疼痛や、それに対する鎮痛
が外傷後に起こる炎症反応を修正または増
強してしまい（骨折、筋挫滅モデル）、さら
に、与える外傷の重傷度が評価できない、な
どの欠点があり、外傷後の炎症、免疫反応を
検討する上で有用なモデルが存在しないの
が現状である。今回我々は、移植前の TBX 中

の DAMPs 含有の有無を調べ、この新しい骨軟
部組織損傷モデルに出血性ショックを加え
るモデルを作製し、臨床現場で日常よく見か
ける外傷パターン後の遠隔臓器傷害（腸管運
動障害）を検討することを目的とする。 
 
 
２．研究の目的 
 
① 我々の開発した骨軟部組織損傷モデル

の有効性を調べる。 
② 骨軟部組織モデルに敗血症を惹起させ、

腸管運動抑制が起きるか検討する。 
 
 
３． 研究の方法 
 

【骨軟部組織損傷モデルの作成】 

マウスの筋肉、骨をミンチし(tissue-bone 
matrix 以下 TBX)、同種マウスの背部皮下に
TBX を移植する外傷モデル（図１）を作製し、
このモデルの腸管研究における妥当性を検
討した。方法としてまず TBX 移植後の消化管
輸送能を調べるため(in vivo)、腸管から吸
収されない蛍光デキストランを移植後２１
時間で経口的に投与し、経口投与後７５分で
消化管を摘出し、摘出した腸管を１５分割
（胃（１）、十二指腸と小腸（１０）、盲腸（１）、
大腸（３））し、腸管の蛍光デキストランの
分布を調べた（図２）。  
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【Two-hit モデルの研究】 

ＴＢＸグループ：体重の１５％のＴＢＸを
同種マウスに移植し、移植した２１時間後に
マウスを犠牲死させる。 
敗血症グループ：体重あたり１０ｍｇのリ

ポタイコ酸（ＬＴＡ）をマウスの腹腔内に注
射し、その後 3時間ごとに同量のＬＴＡを２
回腹腔内注射し、最後の注射から１２時間後
にマウスを犠牲死させる。 
Ｔｗｏ－ｈｉｔグループ：体重の１５％の

ＴＢＸを移植し、その３時間後にＬＴＡ（１
０ｍｇ／ｋｇ）を腹腔内注射し、その後 3時
間ごとに同量のＬＴＡを２回腹腔内注射し、
最後の注射から１２時間後にマウスを犠牲
死させる。 
各グループとも犠牲死７５分前に、腸管か

ら吸収されない蛍光デキストランを移植後
２１時間で経口的に投与し、経口投与後７５
分で消化管を摘出し、摘出した腸管を１５分
割（胃（１）、十二指腸と小腸（１０）、盲腸
（１）、大腸（３））し、腸管の蛍光デキスト
ランの分布を調べた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図３ 
 
 
４． 研究成果 
 
ＴＢＸは容量依存性にマウス腸管運動を

抑制することが分かった。また体重あたり２
０％以上の移植は、致死的であることも分か
った（図４，５）。 
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 図５ 
 
ＬＴＡ腹腔内注射単独または、体重の１

５％のＴＢＸ移植単独では、マウス腸管運動
抑制に影響を与えなかったが、両者を合わせ
たＴｗｏ－ｈｉｔモデルにより、有意にマウ
ス腸管運動が抑制された（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図６ 
 
 
Ｔｗｏ－ｈｉｔモデルによる、腸管運動抑

制の機序として、骨軟部組織損傷（Ｆｉｒｓ
ｔ－ｈｉｔ）により全身性炎症が惹起され、
さらに敗血症（Ｓｅｃｏｎｄ－ｈｉｔ）が加
わることにより、相乗効果によって腸管の炎
症（遠隔臓器不全）が惹起され、腸管運動の
抑制が起こったと考えられる。 
今回の研究により、我々の開発した骨軟部

組織損傷モデルは、今後、外傷後の全身性炎
症発生に関する研究に有用であり、さらにこ
のモデルを利用したＴｗｏ－ｈｉｔモデル
の実験は、外傷後に多臓器不全に陥るという、
Ｔｗｏ－ｈｉｔ理論を裏付ける結果となっ
た。 
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