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研究成果の概要（和文）：急性・進行性腎障害の発症、進展過程におけるDAMPsの制御機構を検討するため、HUS
モデルマウス作製時にDAMPs抑制因子であるトロンボモジュリン(rhTM)とブラセボ薬を投与し腎機能や腎組織像
の変化,サイトカインや凝固機能の変化を比較した。
rhTM群は全匹生存し腎機能や腎組織障害度の軽症化がみられ、投与後24時間後の血清HMGB1、IL-6,IL-1β,TNF-
αや血清MCP-1濃度、血清C5-9濃度、FDP濃度が有意に低値であった。これらの結果は、DAMPs抑制因子である
rhTMが、今後、HUSも含めた急性腎障害の病態を制御しうる有効な薬剤になり得る可能性を示唆する所見であ
る。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the efficacy of recombinant human soluble thrombomodulin
(rhTM) for the treatment of typical hemolytic uremic syndrome(t-HUS), we examined changes in renal 
damage in t-HUS mice treated with rhTM or vehicle alone. We used severe and moderate t-HUS mice 
injected with shiga toxin(Stx) and lipopolysaccharide(LPS). The severe t-HUS mice were divided into 
two subgroups [an rhTM subgroup(Group A) and a saline subgroup(Group B)] along with the moderate 
t-HUS mice [an rhTM subgroup(Group C) and a saline subgroup(Group D)]. Groups E and F were healthy 
animals mice treated with rhTM or saline, respectively.
All mice in Group A remained alive. Serum creatinine level, and endothelial injury scores in the 
t-HUS mice treated with rhTM were lower than those in t-HUS mice treated with saline. Serum IL-6, 
TNF-α, and FDP levels at 24 hours after administration in Group A were lower than those in Group B.
 These results indicate that rhTM might afford an efficacious treatment for t-HUS.

研究分野： 小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体内で梗塞や壊死などにより大量の
細胞死が起こると、細胞死や細胞損傷により
ダ メ ー ジ 関 連 分 子 パ タ ー ン (damage- 
associated molecular patterns：DAMPs)が
放出され、これが免疫細胞の受容体に認識さ
れ炎症反応が惹起されるという概念が知ら
れている。DAMPsを代表する分子群には
High-mobility group box1(HMGB1)やS100蛋
白質があり、DAMPs受容体と結合することで
獲得免疫が活性化される。 
HMGB1は、DNA結合蛋白でありReceptor for 

advanced glycation end products(RAGE)に
作用して自然免疫、止血、侵襲局所の修復を
誘導し敗血症やDICなどの病態と深く関与し
ている。また、単球や好中球から放出される
S100A8,A9(myeloid related protein)は炎症
に関連するS100蛋白質で、それぞれDAMPs受
容体と結合することで、炎症増悪に関連し、
炎症性腸疾患や間節リウマチ、川崎病などの
疾患活動性と相関性がみられる。 
（２）一方、進行性腎障害は、将来末期腎不
全に移行するハイリスク因子であり、速やか
に腎障害を改善し、炎症進展を阻止すること
が腎機能低下の予防に重要である。腎障害に
よる細胞死によっても、DAMPsの放出と受容
体結合による炎症進展経路があるものと推
測される。しかしながら、現在まで腎障害に
関するDAMPsの報告は非常に少なく、病態へ
の関連性やその役割は依然不明のままであ
り、その制御法も確立していない。 
 
２．研究の目的 
今回、私達は、急性・進行性腎障害の発症、

進展過程におけるDAMPsの役割と制御機構を
検討するために各種急性腎障害動物モデル
やヒトの腎障害時における腎障害後の経時
的 HMGB1 と S100A8,A9 蛋白である MRP8,14 な
どの DAMPsの血中濃度と腎組織中の発現や局
在を検索し、炎症進展や修復・再生過程にお
ける関連性を検討した。さらに、これらの動
物モデルにDAMPs抑制因子であるトロンボモ
ジュリン(rhTM)を投与した場合の腎機能や
腎組織所見について検討する。 
 
３．研究の方法 
１）6週齢のC57BL/6マウスにLPS(100, 300μ 
g/kg)と Stx2(225ng/kg)を腹腔内に投与す
ることでそれぞれ軽症型 HUS マウスと重症
型 HUS マウスを作製し経時的な組織病変の
推移を解析した。また、投与後 3,6,12,24,48
時間,1,2,4 週間に経時的にと殺を行い、血
液を採取して、HMGB1、各種サイトカインや
ケモカイン濃度、VEGF とアンギオポエチン
1 濃度を測定し腎組織障害度との関連性を
検討した。 

２）軽症型・重症型 HUS マウスと正常マウス
に LPS と Stx2 投与前 6時間、投与時、投与
6時間後に rhTM あるいはプラセボを 3回腹
腔内投与し、その後の体重変化や生存率を

検討した。（A群：rhTM投与重症HUSマウス、
B 群：プラセボ投与重症 HUS マウス、C群：
rhTM 投与軽症 HUS マウス、D 群：プラセボ
投与軽症 HUS マウス、E 群：rhTM 投与正常
HUS マウス、F群：プラセボ投与正常 HUS マ
ウス）。マウスは投与後 24, 72 時間, 1, 2
週間にと殺、その経時的腎機能や腎組織像
の変化、サイトカインプロファイリング
(Luminex analysis) に加え、補体活性や凝
固機能の変化について比較した。 

３）微小変化、IgA 腎症、紫斑病性腎炎、巣
状分節性糸球体硬化症、急性腎炎でネフロ
ーゼ症候群を呈した患者の血清 S100A8,9 
(MRP8,14)蛋白濃度と腎組織上の発現度を
比較した。 

 
４．研究成果 
１）重症型 HUS マウスモデル群において内皮
細胞障害とメサンギオリーシスが LPS+Stx2
投与後3時間から72時間をピークにみられ
た。血清 HMGB1 濃度は 3 時間後ですでにピ
ーク濃度に達し、12 時間後には前値に復し
た、GM-CSF、IFN-γ、IL-1β、IL-5、IL-6、
IL-12、IL-13、MCP-1、TNF-αは 6時間後に
ピークを認め、その後、減少した。また、
抗炎症性サイトカインである IL-10 は 3-24
時間にかけて上昇傾向がみられた。軽症型
HUS マウスモデル群では、回復期において
VEGF とアンギオポエチン 1 濃度が上昇し、
組織内発現が強く出現した。重症型 HUS マ
ウスモデル群において発症早期に HMGB1 が
出現し、その後、経時的に炎症性、抗炎症
性サイトカインが誘導されていた。さらに、
腎障害からの回復期には VEGF とアンギオ
ポエチン 1 などの血管新生因子の関与が示
唆された。 

２）B群マウスは、全匹 LPS と Stx2 投与 72-84
時間内に死亡し、S-Cr の上昇と腎組織にお
いて高度な内皮細胞障害とメサンギオリー
シスと赤血球や血漿のうっ滞がみられた。A
群は全匹生存、死亡例はなく、体重減少も
軽度であり S-Cr は有意な低値を示した。腎
組織の検討では、プラセボ投与群でみられ
た高度な内皮細胞障害やメサンギオリーシ
スは抑制され、内皮細胞障害やメサンギオ
リーシスの程度は軽度から中等度の障害度
であった。また、軽症 HUS マウス群で C 群
D群を比較すると、C群にて体重減少もより
軽度で、S-Cr の低下も少なく、投与後６時
間後の破砕赤血球数の数は D 群と比較して
少なく、血小板数やヘモグロビン値は有意
に高値を呈した。腎組織の検討でも、内皮
細胞障害やメサンギオリーシスの程度は軽
微であった. これらの結果から、rhTM は軽
症、重症どちらの HUS マウスモデルにおい
ても HUS の病態を明らかに改善することが
示された。サイトカインプロファイリング
によると A群マウスにおいては, 投与後 24
時間後の血清 IL-6,IL-1β,TNF-αなどの炎
症性サイトカインや血清 MCP-1 濃度、血清



C5-9（膜侵襲複合体濃度、membrane attack 
complex、MAC）、FDP 濃度が B群マウスと比
較して有意に低値を呈した。RhTM は、炎症
性サイトカインやケモカイン、補体の活性
状態や血液凝固亢進状態の改善を介して
HUS マウスモデルの発症病態を改善するも
のと考えられた。すなわち、rhTM 投与は HUS
モデルマウスにおいてその生存率を高め、
腎機能障害や腎病変を軽症化することが明
らかになり、ヒト HUS の制御の可能性が示
唆された。 

３）各群間において血清蛋白、アルブミン濃
度や尿素窒素値および一日蛋白尿量に差は
なかった。血清 MRP8/14 濃度(ng/ml)は 2 群
患者において１群患者やコントロール群と
比較して有意に高値であった(2851±3532 
vs 296±165, p<0.05, 2851±3532 vs 
211±52, p<0.05)。さらに、１群患児、IgA
腎症患児群、紫斑病性腎炎患児群、FSGS 患
者群、急性腎炎群における血清 MRP8/14 濃
度(ng/ml)は、それぞれ 294±130, 1993± 
1847, 2211±859, 1526±1087, and 8112
であった。糸球体内 MRP8 陽性スコアーは１
群患児、IgA 腎症患児群、紫斑病性腎炎患
児群、FSGS 患者群、急性腎炎群においてそ
れぞれ 0.0±0.1, 1.2±0.6, 2.0±0.4, 
0.4±0.3, 1.4 であった。また、間質内 MRP8
陽性スコアーは１群患児、IgA 腎症患児群、
紫斑病性腎炎患児群、FSGS 患者群、急性腎
炎群においてそれぞれ 0.1±0.1, 1.1±0.3, 
1.0±0.3, 0.7±0.2, 0.5 であった。2群患
者における糸球体内 MRP8 陽性スコアーは 1
群患者と比較して有意に高値であった。 
これらの実験により HUS マウスモデルに

おいて HMGB1 などの DAMPs の発現とその後
の炎症性、抗炎症性サイトカイン誘導との
関連性が明らかになり、さらに腎障害回復
期における血管新生因子の関連性が示され
た。また、これら HUS マウスモデルに DAMPs
抑制因子である rhTM を投与することで HUS
病変の著明な改善が得られ、重症例におい
ても全例生存が可能であった。これらの機
序としてrhTMによる活性化プロテインCを
介した抗凝固作用による微小血栓の形成抑
制による急性腎不全への進展予防作用や赤
血球の破壊を抑制することで溶血性貧血の
改善、rhTM による抗炎症作用、抗サイトカ
イン作用による血小板凝集の抑制、LPS や
HMGB1 の直接的な吸着作用、補体の活性化
抑制などが挙げられた。 
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