
 

 

学位論文の要約 
 

 

 

 

Thrombomodulin Attenuates Inflammatory Damage Due to 
Ischemia and Reperfusion Injury in Mice 

in Toll-Like Receptor 4-Dependent Manner 
 
 

(マウス肝虚血再灌流障害におけるトロンボモデュリンの 
Toll-Like Receptor 4 依存性の抗炎症効果の解明) 

           
	 	 	  
 
 
 
 
 
       
 
 

京都大学大学院医学研究科博士課程  

医学専攻	 肝胆膵・移植外科学  

門野	 賢太郎  



                                           学位論文の要約 
 

Thrombomodulin Attenuates Inflammatory Damage Due to Ischemia and 
Reperfusion Injury in Micein Toll-Like Receptor-4 Dependent Manner 

 
(マウス肝虚血再灌流障害におけるトロンボモデュリンの 

Toll-Like Receptor 4依存性の抗炎症効果の解明) 
 
【背景】播種性血管内凝固症候群の治療において recombinant thrombomodulin	
(rTM)製剤の有用性は高く評価されている(1, 2)。近年、rTMが有する抗凝固作
用に加え、抗炎症作用が注目されているが(3, 4)、その作用機序は十分に解明さ
れていない。肝切除や肝移植といった肝臓外科領域においては、虚血再灌流障

害(Ischemia Reperfusion Injury:IRI)の予防・軽減はいまだに重要な課題であり
(5)、toll-like receptor 4 (TLR4)が key factorの一つとして報告されている(6, 7)。
一方、rTM は TLR4 の内因性リガンドである high-mobility group box 1 
protein(HMGB1)の作用を抑制するという報告がある(4)。今回、rTM が肝 IRI
に対して HMGB1-TLR4 経路依存性に保護効果を発揮することを見出してその
作用機序を解明した。 
 
【方法】(Ⅰ) 野生型 C56BL/6マウス(wild type:WT)において、虚血 30分前に
rTM(5 mg/kg)を静脈内投与し、70%肝部分温虚血 60分後に再灌流を行う肝 IRI
モデルを作成し、再灌流後 6時間にて評価を行った。血清 AST/ALT値、HE染
色及び TUNEL染色による組織学的評価、血清HMGB1値、肝組織中のRT-PCR
による炎症性サイトカイン(TNF-α, IL-6, IL-1, CXCL-1, CXCL-2)の発現、
western-blotによる経時的な TLR4シグナル(IkB, JNK, ERK1/2)のリン酸化、
TLR4 発現量、HMGB1 発現量、及び pyroptosis（HMGB1 産生性の細胞死）
を評価し、非投与群との比較検討を行った。(Ⅱ) TLR4ノックアウトマウス(KO)
において、同様のモデルを作成し比較検討を行った。(Ⅲ) in vitro実験として、
腹腔マクロファージ(Mφ)を採取し、recombinant HMGB1(rHMGB1)による刺
激（48時間）を加え、rTM投与の影響を TNF-α値により評価した。(Ⅳ) rTM
（4分画より構成）のドメイン分画における作用を検討する為に、WTでの肝 IRI
モデルを作成しドメイン 1 分画製剤(rTMD1)を単独前投与し、その効果を検証



した。 
 
【結果】(Ⅰ) WTにおいては、肝障害・apoptosis・血清 HMGB1値・肝組織中
の炎症性サイトカイン・TLR4シグナル・HMGB1及び pyroptosisは IR刺激に
より誘導されたが、それらは rTM投与により有意に抑制された。(Ⅱ) TLR4 KO
ではWTより肝障害レベル及び HMGB-1の産生が減少し、TLR4シグナルの活
性化も抑制されたが、rTM 投与ではそれ以上の改善効果は認めなかった。(Ⅲ) 
WT由来Mφでは rHMGB1刺激により容量依存性に TNF-αの産生を認めたが、
それらは rTMにより容量依存的に抑制された。一方、TLR4 KO由来Mφでは、
rHMGB1刺激による TNF-α誘導を認めず、rTM投与による変化も認めなかっ
た。(Ⅳ) rTMD1投与では、IR刺激による血清 AST/ALT値・HE染色及び血清
HMGB1値の上昇に対して、rTM投与と同等の効果を示した。 
 
【考察】WTでは IR刺激による障害は TLR4 KOより増強していたが、rTM投
与により肝障害レベルが TLR4 KOと同程度まで低下し、TLR4シグナルの活性
化も抑制された。一方 TLR4 KOでは rTM投与における改善効果は認められな
かった。以上の結果より、rTM投与は TLR4シグナルに対する抑制効果を通し
て、肝障害を軽減したと考えられた。また、肝細胞の apoptosisは、IRI後の局
所障害と相関すると報告されているが(8)、rTM 投与は TUNEL 染色及び
western-blot による評価においてアポトーシスを改善した。これはアポトーシ
スを誘導する TNF-α産生(9)、また JNK 活性化(10)が rTM 投与により抑制さ
れた結果と考えられた。 
そこで、rTMが TLR4シグナルを抑制したメカニズムについて検証した。IR刺
激により肝細胞質中及び血清中の HMGB1が誘導されたが、HMGB1と TLR4
間の作用を調べるために各々のマウス由来の腹腔 Mφを rHMGB1 により刺激
したところ、TLR4 依存性に TNF-α産生をしたが、これは rTM 投与により抑
制された。これらの結果より rTMは HMGB1-TLR4経路を抑制することを確認
した。さらに、TLR4 KO においては、肝細胞質中および血清中の HMGB1 の
上昇が抑制されており、HMGB1 の核内から細胞質への移行及び細胞内から血
清中への放出が TLR4に制御されている可能性も考えられた。 
近年、HMGB1が necrosisだけでなく、pyroptosisという細胞死にも伴って放
出されることが報告された(11)。pyroptosis に伴う HMGB1 放出はインフラマ



ソームにより制御されており(12)、TLR4下流のシグナルはインフラマソームを
活性化する(13, 14)。本研究では、pyroptosisは特に IRの急性期において誘導
されていたが、再灌流後 1 時間においては rTM 投与により抑制された。JNK
及び NF-κBがインフラマソームの活性化を制御することが報告されており(15, 
16)、rTMがTLR4シグナルを抑制しHMGB1の放出を低下させ、HMGB1-TLR4
経路を介した作用のみならず TLR4依存性のHMGB1産生も抑制したと考えら
れた。さらには、rTMD1は rTMと同様に IRIを抑制し rTMの効果が主にドメ
イン1分画によることが示され、rTMD1の新規薬としての可能性が示唆された。 
 
【結語】IR刺激による HMGB1産生は TLR4により制御されており、HMGB1
が細胞に与える炎症作用もまた TLR4依存性であり、rTM投与はこれら両者を
抑制した。rTMは HMGB1-TLR4経路を抑制することで、TLR4依存的に抗炎
症作用を発揮し、肝 IRIの改善を誘導した。さらに rTMのサブドメイン rTMD1
も同様に IRI誘導性炎症を抑制した。本研究による rTMの抗炎症作用の解明に
より rTM 及び rTMD1 の新規治療薬としての可能性、また rTM のさらなる臨
床での適応拡大に寄与するものと期待される。 
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