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A．研究目的 

  CLP 敗血症マウスモデルを用いて、血漿

HRG の動態を明らかにし、外因性 HRG の

治療効果を評価する。敗血症病態において死

亡の原因となる敗血症性 ARDS に注目し、

肺組織血管床における好中球の接着と肺組

織内への浸潤、肺炎症関連因子の遺伝子発現

変化とそれらに対するHRG治療の効果を明

らかにする。In vivo イメージングの手法を

用いて、敗血症時の循環血中好中球の動態と

HRG 治療によるその変化を明らかにする。 

 

B．研究方法 

1. マウスの CLP 敗血症モデルにおける

HRG の動態解析とヒト HRG の治療効

果 

マウスの CLP モデルを、2 回盲腸穿刺

する重症モデルと 1 回穿刺の軽症モデル

の 2 種類作製した。術後一定時間後に採

血し、血漿 HRG をウェスタンブロット

で定量した。重症敗血症誘導後の致死率

を対照動物と HRG治療群とで比較した。

敗血症性 ARDSを評価するため、固定し

た肺組織の病理的評価（好中球接着・浸

潤）と肺における炎症関連因子の遺伝子

発現レベルの定量を実施した。肝臓にお

ける HRG 産生を低下させる目的で

siRNA を設計し、血漿中濃度を約 10%に

まで低下させた。その後、軽症敗血症モ

デルを用いて HRG 低下の致死性に及ぼ

す効果を評価した。 

2. 敗血症マウス血液の微小流路通過性試

験  

敗血症マウスから採血した全血を抗凝

固処理し、Microchannel flow analyser 

(MC-FAN) で、微小流路における血液通

過性を定量した。また、白血球の擬似毛

細血管通過状態を形態的に観察した。 

研究要旨 

  敗血症モデルとしてマウスの盲腸結紮穿刺(CLP)を用いて、急性期における血漿

Histidine-rich glycoprotein (HRG)の低下とHRG補充療法の著明な致死率改善効果を明

らかにした。HRGの投与効果は、肺血管床への好中球接着の抑制とそれに引き続く肺炎

症の抑制に基づくことを示した。逆に、siRNA により肝臓での HRG 産生を低下させる

と、CLP マウスの致死率は増悪することを示した。 
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3. In vivo イメージングによる敗血症時の

循環好中球動態解析 

敗血症マウスの循環血中好中球を蛍光

標識した抗 Gr-1 の静脈内投与でラベリ

ングした。タイムラプス共焦点レーザー

顕微鏡システムを用いて、腹膜血管内の

好中球の動態を In vivo イメージングと

して観察した。ヒト HRG の投与効果を

好中球動態の上から評価した。 

 

C．研究結果 

マウスの CLP 重症敗血症モデルでは、敗

血症誘導後 24時間の時点で血漿 HRG レベ

ルを測定したところ、健常マウスのレベルの

30%以下に低下していることがわかった。

PBSあるいはHAS投与した対照の重症敗血

症マウスは、約 5 日目までに全例死亡した。

それに対し、精製ヒトHRGの投与群は用量

依存的な致死率の改善作用を示した。その効

果は統計学的に有意と判定された。一方、

siRNA で肝臓での HRG 産生を抑制し血漿

HRG を低下させた場合には、致死率は逆に

上昇した。CLP 重症敗血症マウスでは、肺

組織に著明な炎症病変が認められた。その中

には、１）肺胞隔壁の腫脹、２）多核白血球

の浸潤、３）肺内出血、が含まれていた。ヒ

トHRGの投与群ではそれらの変化が極めて

低いレベルに抑制されていた。肺組織内に存

在する好中球を免疫組織化学的に検出した

ところ、重症敗血症マウスで上昇した細胞数

が、HRG 治療で有意に低下した。さらに、

IL-6、 TNF-、iNOS、 PAI-1、 Neutrophil 

elastase などの炎症関連因子の肺組織にお

ける mRNA 発現を定量 PCR で調べた。そ

の結果、重症敗血症マウスではこれら遺伝子

発現がいずれも著明に上昇していたが、ヒト

HRGの投与によって上昇が約 90%抑制され

た。腎臓における病変も病理組織学的に検討

され、HRG 治療の保護効果が明らかにされ

た。 

敗血症マウス全血の MC-FAN 微小流路で

の通過性を測定したところ、偽手術対照に比

較し、通過性時間の延長が観察された。HRG

治療された敗血症マウスの全血では、有意に

通過時間の改善が認められた。抗 Gr-1 抗体

で蛍光標識した循環血中の好中球の in vivo 

イメージングで、敗血症病態においては変形

した好中球が静脈系血管床に強く接着し、動

かない形態をとっている像がしばしば観察

された。動脈系血管内では、血管閉塞により

血流停止した像も認められた。一方 HRG治

療群では、好中球の流れは動脈系と静脈系を

問わずスムーズであり、偽手術対照の状態に

近かった。 

 

D．考察 

 マウスの敗血症モデルにおいて明らかに

されたのは、敗血症病態では血漿HRGの著

明な低下が生じること、それを外因性 HRG

（精製ヒト HRG）で補うことによってマウ

スの致死率が顕著に改善することである。敗

血症の致死性に関与する病態として ARDS 

が重要であると考えられる。ARDSでは、肺

血管床への好中球接着と肺組織への浸潤が、

肺炎症を担うと考えられている。HRG によ

る治療は、この好中球の接着・浸潤を抑制し、

炎症関連分子の遺伝子発現を顕著に抑制し

た。従って、好中球の抑制作用を起点とする

肺炎症の抑制がHRGの致死率抑制に大きく

寄与したのではないかと推測できる。実際、

敗血症マウスから採取した全血の微小流路

（疑似毛細血管）通過性を調べたところ、偽

手術のそれに比べ通過時間が延長しており、

その主な原因は白血球の流路への接着や流

路の閉塞であった。HRG 治療群では、それ
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らが著明に改善していた。さらに in vivo イ

メージング技術で循環血中にある好中球を

共焦点レーザー顕微鏡で観察すると、敗血症

マウスでは確かに静脈系血管床に多数の好

中球が接着し、非常に多様な形態で動くこと

なく留まっていることがわかった。つまり肺

組織切片で創造された病態が実際に動画上

証明されたと言える。これらの実験結果を総

合すると、HRG の治療効果については動物

実験のレベルで Proof of Concept (POC) が

確立されたと言える。 

 

E．結論 

 マウスの敗血症モデルを用いて、敗血症病

態における血漿HRGレベルの顕著な低下と、

HRG の補充による致死率の改善作用を証明

した。HRG治療により、敗血症性 ARDSが

抑制できることがわかった。HRG 治療は血

管内皮細胞への異常な好中球の接着を抑制

することが in vivo イメージングで示唆され

た。動物実験のレベルでは、HRG 治療の

Proof of Conceptが確立されたと考える。 
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