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研究論文紹介

【緒言】
　敗血症では生体に侵襲が加わると自然免疫細胞が活
性化し，好中球やマクロファージから damage －
associated molecular patterns（DAMPs）が放出さ
れ，内皮や上皮の組織損傷を引き起こし，これがさら
に DAMPs を放出させることで臓器障害へと進展す
ることが明らかとなってきた．こうした DAMPs に
よる負のサイクルが敗血症の重症化に寄与する．近年，
DAMPs のなかでも細胞外ヒストンが敗血症の予後と
関与するメディエータとして注目されている 1）．
　トロンボモジュリン（TM）は，内皮細胞表面に発現
するトロンビン結合性抗凝固補因子であり，血管内凝
固の制御に重要な役割を担っている 2）．T M を構成
するドメインの中で，レクチン様ドメイン（D1）が抗
炎症作用を呈し，炎症性サイトカインの産生を抑制す
る こ と や，DAMP の 一 つ で あ る high-mobility 
group box-1（HMGB1）に結合することが示されてき
た 3）, 4）．
　しかし，TM や D1 の投与により細胞外のヒストン
H3 レベルが抑制され，臓器障害が改善されるかどう
かに関しては不明であり，まだ明らかにされていない．
今回，敗血症の病態形成と関連する因子の一つである
ヒストン蛋白と腎障害に着目し，リコンビナントトロ
ンボモジュリン（rhTM）とその D1 ドメイン（D1）
がヒストン蛋白（ヒストン H3）濃度と腎障害に及ぼ
す影響を検討することを目的とした．

【方法】
　雄性 Wistar ラット（250-300 g）を用いて盲腸結紮
穿刺（CLP）腹膜炎モデルを作製した．1. ヒストン
H3 濃度の推移の検討：CLP 作製 24 時間後まで 4 時
間ごとに測定した（各群 n = 5）．2. rhTM によるヒ
ストン H3 濃度変化：CLP 作製後に濃度の異なる
rhTM を以下に群分けし投与した；sham 群，vehicle
群，low dose 群（1 mg/kg），middle dose 群（3 mg/
kg），high dose 群（6 mg/kg）（各群 n = 5）．3. 2. で
得られた至適投与量を用いて CLP 作製後に rhTM と

D1 を投与し，ヒストン H3 濃度変化と血清クレアチ
ニン値の測定，さらに腎組織学的評価（HE 染色，
PAS 染色，抗ヒストン H3 抗体を用いた免疫染色）
を行なった（各群 n = 6）． 4. sham 群，vehicle 群，
rhTM群，D1群の24時間生存率（Kaplan-Meier法）
について比較検討した（各群 n = 10）．

【結果】
1．ヒストン H3 濃度の経時的変化
　ヒストン H3 濃度は CLP 作製 16 時間後には有意
に上昇した（未掲載データ）．この結果から，以後の
採血時期は C L P 作製 16 時間後とした．

2．rhTM の投与量とヒストン H3 濃度との関連
　Vehicle 群と比較して，low dose 群 （1 mg/kg）で
は，ヒストン H3 濃度は低下したが，有意な低下は認
められなかった．一方，middle dose 群と high dose
群では，vehicle 群と比較して，ヒストン H3 濃度は
有意な低下がみられ，middle dose 群で特に強い低下
が認められた（未掲載データ）．この結果から，至適
投与量は middle dose 群の 6mg/kg と設定した．

3・1．ヒストン H3 濃度の変化
　Vehicle 群では，ヒストン H3 濃度の上昇が認めら
れたが，rhTM 投与群，D1 投与群では，ヒストン
H3 濃度の上昇はそれぞれ有意に抑制された（未掲載
データ）．

3・2．血清クレアチニン値の変化
　Vehicle 群では，血清クレアチニン値の上昇が認め
られたが，rhTM 投与群，D1 投与群では，血清クレ
アチニン値の濃度はそれぞれ有意に減少した（未掲載
データ）．

3・3・1．腎組織学的評価（HE 染色）
　HE 染色によって腎の組織学的変化を観察したとこ
ろ，vehicle 群では広範囲に腎組織の変性が及んでい
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H3 濃度と腎障害に与える影響を検討した．rhTM と D1 の投与は，ヒストン H3 濃度上昇と血清クレ
アチニン値上昇を抑制し腎の組織障害が軽減し，生存率改善との関連が示唆された．これらの結果は臨
床応用を見据えた場合，rhTM の D1 領域が細胞外ヒストン H3 蛋白を制御し，敗血症での治療戦略の
一つとなる可能性が示唆された．
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たが，rhTM 投与群と D1 投与群では神組織の変性領
域はそれぞれ縮小した（図 1A）．腎組織の変性領域
の数と変性領域の大きさを定量化したところ，rhTM
投与群と D1 投与群では vehicle 群と比較してそれぞ
れ有意に低下した（図 1B，C）．

3・3・2．腎組織学的評価（PAS 染色）
　PAS 染色による観察では，vehicle 群では brush 
border はほぼ消失したが，rhTM 投与群と D1 投与群
では brush border を認める領域がそれぞれ増加した
（図 2A）．これを定量化してスコアリングをおこなう
と，rhTM 投与群と D1 投与群では vehicle 群と比較
して，それぞれ有意にスコアの改善を認めた（図 2B）．

3・3・3．腎組織学的評価（抗ヒストン H3 抗体を用
いた免疫染色）

　ヒストン抗体を用いて免疫染色をおこなうと，
vehicle 群で免疫染色陽性となった細胞数が減少したが，
rhTM 投与群と D1 投与群では免疫染色陽性の細胞数
が増加した（図 3A）．これを定量化したところ，
vehicle 群と比較して rhTM 投与群と D1 投与群は免疫
染色陽性細胞数をそれぞれ有意に増加させた（図 3B）．

4．24 時間生存率
　rhTM 投与群と D1 投与群では，vehicle 群と比較し
て生存率をそれぞれ有意に改善させた（未掲載データ）．

【考察】
　本研究から，ヒストン H3 濃度の上昇が腎障害と高
い死亡率と関連することが示唆された．また，rhTM
と D1 を投与することでヒストン H3 濃度を減少させ
腎障害を軽減し，死亡率を改善させるということが示
された．本研究における CLP 腹膜炎モデルにおける
臓器障害は腎障害が認められており，腎組織細胞内の

ヒストン H3 濃度減少と細胞外へ放出されたヒストン
H3 濃度上昇が腎障害と関連していると考えられた．
また，rhTM と D1 はヒストン H3 蛋白が細胞外へ放
出されるのを制御し，腎障害の軽減に寄与すると考え
られた．さらに，24時間生存率を延長させたことから，
予後の改善にも関与する可能性が考えられた．rhTM
と D1 の 2 つの薬剤間におけるヒストン蛋白制御と腎
障害軽減効果や生存率には差は認めなかったことから，
抗炎症作用を発揮するのは D1 である可能性があるこ
とが示唆された．

【結論】
　ラット敗血症モデルでの腎障害では，rhTM と D1
がヒストン H3 蛋白の制御による抗炎症作用と腎保護
作用との関連が示された．これらの結果は今後，臨床
での敗血症性急性腎障害に対する治療において rhTM
と D1 が効果的な薬剤として応用できる可能性がある
と考えられた．
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図 1　腎組織学的評価（HE 染色）

（A）ラット腎臓の組織学的所見

CLP 作製 16 時間後に腎臓組織を採取し，HE
染色をおこなった．矢印は変性部位を示す．

（B）腎臓変性部位の定量化（損傷部位の数）

（C）腎臓変性部位の定量化（変性領域の大きさ）

† P ≤ 0.01 vs. vehicle.
‡ P ≤ 0.001 vs. vehicle. Scale bar：200μm

図２　腎組織学的評価（PAS 染色）

（A）ラット腎臓の組織学的所見

CLP 作製 16 時間後に腎臓組織を採

取 し，PAS 染 色 を お こ な っ た．

Arrowheads は変性部位，矢印は

PAS 陽性の刷子縁を示す．

（B）PAS 陽性刷子縁のスコア

‡ P ≤ 0.001 vs. vehicle. Scale bar：
100μm

図３　腎組織学的評価

（抗ヒストン H3 抗体を用いた免疫染色）

（A）ラット腎臓の組織学的所見

CLP 作製 16 時間後に腎臓組織を採取し，

抗ヒストン H3 抗体を用いて免疫染色を

おこなった．

（B）免疫染色陽性細胞数の定量化

‡ P ≤ 0.001 vs. vehicle. Scale bar：200μm


