
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

挑戦的萌芽研究

2014～2014

上皮系ＴＭの新機能：ＰＡＭＰｓ、ＤＡＭＰの分別と病態の急性増悪、転移の制御

PAMPs, DAMPs regulation by thrombomodulin(TM). Probable role of epithelial TM

２００８２２８２研究者番号：

丸山　征郎（MARUYAMA, Ikuro）

鹿児島大学・医歯（薬）学総合研究科・特任教授

研究期間：

２６６７０７９０

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：トロンボモジュリン（TM）のD2ドメインに結合すると、トロンビンは抗凝固酵素へとベクト
ルが変わる。一方代表的DAMPs ：HMGB1と 代表的PAMPs：LPSもTMのD1 レクチン様ドメインに結合して活性が中和され
る。さらに強力なDAMPs の一つ、細胞外ヒストンもDAMP として作用すること、このヒストンもまたTM で活性が中和さ
れることを発見した。これらの事実からTM はPAMPs、DAMPs の機能制御活性をも有しており、これが上皮性 TMの生理
的役割である可能性ある。そして遺伝子組換えTMの臨床効果はTM のPAMPs、DAMPs 制御にも因る可能性が浮かび上がっ
てきた。

研究成果の概要（英文）： We previously cloned thrombomodulin(TM) cDNA and determined its structure. Human 
TM is composed by five domains, D1 lectin like domain, D2 with 6 EGF-like structures, E1 to E6. Thrombin 
binds to E4-E6 and fails its procoagulant activity. This thrombin can activate protein C efficientry. 
Thus TM converts thrombin from a procoagulant to an anticoagulant protease. Moreover we showed that 
HMGB1, s typical DAMP binds to D1 lectin like domain and loses its proinflammatory activity. After that 
another group showed that D1 adsorbs LPS. More recently we have showed that TM binds histones, released 
from necrotic cells. We showed that extracellular histones induce platelets activation.Therefore it will 
be considered that extracellular histones behave as a DAMP.
We identified that the extracellular histones bind to TM with abolishing the proinflammatory activity. 
Thus TM acts as a regulator not only thrombin but also DAMPs and PAMP,LPS. This will explain the 
significant role of epithelilal TM.
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、ヒト血管内皮細胞上にトロンボ

モジュリン(thromomodulin, TM) が発現し

ており、これが血管内のトロンビンを凝固酵

素から抗凝固酵素へとベクトル変換するこ

とを一連の研究で証明してきた。そして TM

遺伝子のクローニング、遺伝子・蛋白の構造

決定、組換え TMの創薬化などに成功してき

た。トロンビンは TMの D2ドメインに結合

する。ところが TM の代表的 DAMPs であ

る HMGB1 も TM の D1 レクチン様ドメイ

ンで結合することを発見してきた。また台湾

のグループがエンドトキシンが D1 ドメイン

に結合し、活性が失われること、ついで我々

は、強力な DAMPs であるヒストンも TMに

結合して、活性が消失することを見出した。 

これらのことから、申請者らは TM は

PAMPs、DAMPs の制御というあと一つの

大きな役割をも持ち、特に血管内皮細胞以外

の 上 皮 系 の TM の 生 理 的 機 能 は

PAMPs/DAMPs の制御にあるのではないか、

という仮説を想定してきた。 

 
２．研究の目的 
近年、【侵襲】のメディエーターは、外因

性：PAMPs 、内因性：DAMPs に２大別さ

れ 、 受 容 体 PRRs(Pattern Recognition 

Receptors) を介し、 PAMPs⇒ PRRs ⇒

NF-kBとDAMPs⇒PRRs⇒inflammasomes

の２つのマシナリーで応答することが明ら

かとなっている。すなわち片方では“準備状

態”、双方で“スイッチオン”である。一方、

申請者らは血管内皮細胞のトロンビン制御

蛋白：トロンボモジュリン(TM)に関して研究

を持続し、最終的に創薬に成功してきた。し

か し そ の 過 程 で 、 TM が 【 代 表 的

PAMPs/DAMPs を制御すること】、【内皮細

胞のみでなく、広く上皮系にも分布するこ

と】も発見した。そこで本研究では、上皮系 

TMが PAMPs/DAMPs の制御を通して非リ

ンパ系組織の炎症の制御に大きな役割を果

たしているという仮説を証明する。 
 
３．研究の方法 
(1)上皮系 TM による PAMPs/DAMPs の分子選

別・制御相：培養上皮系細胞表面における発

現 PRRs のスペクトラムと量、TM 発現を解析

する。 

 

(2)PAMPs, DAMPs で刺激細胞上の PRRs と TM

発現のダイナミズムの解析： 

①【TM 分子の PAMPs/DAMPs 制御のスペクト

ラム】の解析に関する実験 

 i)ヒト上皮系細胞 HaCaT、ヒト肺胞上皮細胞

株 A549 を使い、TM、PRRs 発現のスペクトラ

ムを解析する。 

ii)TM,PRRs 発現のダイナミズムの解析 

上記細胞を各種PAMPs, DAMPs で刺激して、

細胞上の TM, PRRs の発現量の変化を解析す

る。HaCaT においては DAMPs の一つと位置づ

けられている紫外線照射で、TM はダウンレギ

ュレーション後、２時間後からアップレギュ

レーションされることを観察・発表している

ので、TM のほかに、発現 PRRs の量的・質的

解析、NF-kB 活性化,inflammasome の活性化

度合いを解析する。 

ⅲ）上記ⅱの細胞応答の結果として、培養上

清中の pro-IL-18/IL-18, pro-IL-1β/IL-1

βを、ELISA と Western Blot を組み合わせ

解析する。 

②in vivo 実験 

i)ラット、マイクロミニブタにあらかじめ

PAMPs の代表である LPS で全身チャレンジし

ておき(Ⅰst Hit)しておき、次に皮膚局所に

外科的侵襲を加え、さらに当該部位を DAMPs 

であるヒストンまたは HMGB1 で刺激して炎

症巣を病理観察する。 

ii)次に HMGB1 またはヒストンの各抗体、あ

るいは rTM で in situ の HMGB1, ヒストンを

中和して、当該皮膚を病理観察し、細胞浸潤

の 度 合 い 、 IL-1 β 、 IL-18 、 NF-kB 、 

inflammasomes などの染色で半定量化する。 



(3) (2)の結果を生成-1β, IL-18 量で解析 

 

(4)  DAMPs:HMGB1, ヒストンや PAMPs:LPS

（±rTM）を局所（皮膚、肺）投与した動物(ラ

ット、ブタ)に、LPS を投与し、局所炎症の

程度（成立の早さ、重症度など）を病理像か

ら評価する。  

 

４．研究成果 

研究成果の概要は次の通りである。 

トロンビンのベクトル変換以外に、トロンボ

モジュリン（TM）には PAMPs、DAMPs の制御

能もあるという概念を明らかにしえたこと。 

(1) すなわち、これまで機能が不明であった

TM の N 末端レクチン様ドメインが、代表的

DAMPｓの一つである HMGB1(High Mobility 

Group Box-1)を吸着・分解することを明確に

検証しえたこと 

(2) さらに細胞外ヒストンも強い細胞毒性

を発揮し、DAMPs の一つであること。 

(3) さらにこのヒストンも TM に吸着されて

活性を失うことを明らかにしえたこと。 

 TM のどのドメインに結合するのかも明ら

かにしえて現在論文作成中。 

 

(4) これらに加えて、台湾のグループがエン

ドトキシン（LPS）もレクチン様ドメインに

結合し、向炎症活性を消失せしめることを明

らかしたので、ここに TM はトロンビンのベ

クトル変換のほかに、DAMPs、 PAMPs の制御

機能をも有するという新規概念を確立しえ

たことになる。 

TM は当初に提唱された血管内皮細胞以外

にも皮膚や内臓粘膜など、直接は血液に接触

しない上皮系細胞上に広く分布し、その理由

は不明であったが、ここにこれらの TM は上

皮での PAMPｓ/DAMPs の制御という新しい機

能を発現することが明らかとなったことに

なる。 
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