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A．研究目的 

Histidine-rich glycoprotein (HRG) は、分

子量約 75KD の血漿タンパクであり、血液凝

固系の制御、免疫・炎症応答の制御、血管新

生の抑制など種々の生体反応に関与するこ

とが示されている。これらの多機能的な働き

は、HRG が種々の生体内分子、例えば C1q、

Heme、トロンボスポンジン、フィブリノー

ゲン、プラスミノーゲンアクチベータ、

HMGB1、Zn2+ などとの結合を介して発現

すると考えられている。研究代表者は前年度

までの研究で、マウスの盲腸結紮穿刺(CLP)

敗血症モデルを用いてヒト血漿から精製し

た HRG がマウスの致死率を著明に低下さ

せることを明らかにしてきた。その作用機序

を解析する中で、単離したヒト好中球に対す

る作用として、１）好中球の形態を表面微絨

毛構造のない平滑で径の縮小した正球形に

保つ作用、２）血管内皮細胞と人工基質に対

する好中球の接着性を低いレベルに保つ作
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用、３）好中球の微小流路通過性を維持する

作用、４）好中球の活性酸素分子種 (ROS) 

産生を抑制する作用、等を証明してきた。ま

た、CLP 敗血症マウス肺において、変形し

た好中球が微小血管床に NETosis 像を作っ

て接着していることを見出した。これらの成

果に基づき、現在提唱されている NETosis

好中球が起点となって進行する血栓形成

(Immunothrombosis) が敗血症モデル肺で

生じているかどうか、またそれを HRG が抑

制できるかどうかを知ることは、HRG の作

用機序を考える上で極めて重要な課題であ

る。本年度において、HRG 投与効果のさら

に 詳 細 な 機 序 解 析 と し て 、

Immunothrombosis、敗血症性 DIC 病態、

サイトカインストームに注目する。 

 ヒト組換え HRG は、阪口（研究分担者）

が作製した４種類のプラスミドベクターを

用いて、HEK293 細胞と CHO 細胞で発現に

成功した。前々年の PMDA 面談において、

CHO 細胞の汎用性が示唆されたことより、

CHO 細胞だけにしぼって安定発現細胞株

を確立するとの方針を決定した。阪口によっ

て開発された発現ベクターの発現効率なら

びに収量の検討を行い、最大収量を得るため

の条件を探索することとした。 

 上述の CHO 発現系で得られたヒト組換え

HRG を精製し、SDS-PAGE 後のクマシー

ブルー染色のパターンを native protein と

比較すると共に、その生物活性を単離ヒト末

梢血好中球の正球化活性、活性酸素産生抑制

活性で評価することとした。 

 動物実験で得られた敗血症病態における

HRG の動態をヒト患者において確認するこ

とは、ヒトでの POC を確立する上で極めて

重要である。前年度から開始した岡山大学病

院 ICU 内患者の入室第１病日における血漿

HRG 値の測定を蓄積し、同時に測定される

APACHE II スコア、SOFA スコア、血漿

CRP、血球細胞カウント、フィブリノーゲン、

LDH、アルブミン、ビリルビン等との相関

性について解析することとした。 

 In vivo での HRG の作用をさらに詳しく

知るために、マウスの培養肥満細胞の抗原

-IgE 依存的分泌と実験的アレルギー性脳炎

（EAE）発症に対する HRG の効果を評価す

る。 

 

B．研究方法 

1. HRG の マ ウ ス CLP 敗 血 症

Immunothrombosis に対する効果の検

証 

前年度までに確立したCLP敗血症モデ

ルマウスの肺を作製 1日後に灌流固定し、

パラフィン薄切切片としたのち、好中球

（anti-Gr-1 抗体）、血小板(anti- CD42ｄ

抗体)、フィブリン( anti-フィブリン抗体)、

細 胞 核 (4’,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI))を４重染色し、それぞれのマージ

率を算出する。 

CLP 敗血症モデルマウスにおける敗血

症性 DIC の発症を評価するため、血球カ

ウントと凝固系反応と因子に関する検査

を実施し、HRG 投与効果を評価する。

CLP 敗血症モデルマウスにおける血中サ

イトカインストームを把握するために、

代表的な起炎性ならびに抗炎症性サイト

カインの測定を同一検体で実施し（ビー

ズ測定法）、サイトカインストーム全般に

対する HRG の効果を評価する。新知見が

得られた場合には、知財権利化すること

を考慮する。 

2. CHO 細胞を用いた高収量ヒト組換え

HRG 産生系の確立 
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研究分担者の阪口によって開発された

安定発現株作製のための各種ベクターに

よる HRG 産生量の比較を実施する。さら

に、その収量について飛躍的な産生増に

繋がる可能性のあるカセットベクター構

築について検討を加える。 

3. ヒト好中球の正球化と活性酸素分子種

産生抑制を指標にした組換え HRG の生

物活性の評価 

2.で作製した組換え HRG は、ヒト血漿

中の native protein 精製に用いられた

Ni-NTA ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト と

MonoQ 陰イオンクロマトを用いて実施

する。精製品の純度を SDS-PAGE クマ

シーブルー染色とウェスタンブロットで

確認する。精製品の生物活性を、1 nM か

ら 1 microM の濃度範囲でヒト好中球の

正球化と活性酸素分子種産生抑制で評価

し、native protein の活性と比較する。 

4. 敗血症患者の血中 HRG の測定と予後

評価マーカーとしての意義の解析 

岡山大学病院臨床研究倫理審査委員会

で承認されたプロトコールに則り、患者

あるいは患者家族への説明の後、同意の

得られた症例で研究を実施する。ICU 入

室 1日目に採血を行い、血漿を分離する。

血漿は Elisa 測定を実施するまで、-30 oC

で保存する。同日の採血で、血漿 CRP、

血球細胞カウント、フィブリノーゲン、

LDH、アルブミン、ビリルビン値の測定

を実施し、APACHE II スコア、SOFA ス

コアとともに HRG 低下との相関性解析

と単・多変量解析を実施する。期間内に

得られた症例で、血漿 HRG 低下の

mortality 予測因子としての意義を解析

する。 

5. マウスの培養肥満細胞分泌と実験的ア

レルギー性脳炎に対する HRG の効果解

析 

マウス骨髄幹細胞の分化誘導によって

得られた培養肥満細胞を IgE受動感作し、

抗原TNPチャレンジによる分泌応答を定

量する。異なった濃度の HRG を添加し、

分泌に対する効果を評価する。 

マウスをミエリン鞘ペプチドで免疫し、

実験的アレルギー性脳炎を発症させる。

脳炎の程度を四肢麻痺症状のスコアリン

グで評価し、HRG 末梢投与の効果につい

て検討する。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は岡山大学動物実験指針に則り､

実験計画書を動物実験管理委員会に提出し、

承認を受けてから実施した。実験に際しては、

動物に対する痛みとストレスに対し、十分注

意を払った。 

実験の一部に組換え体タンパク質を用い

ているが、組換え体実験は大学の安全審査委

員会で審査を受け（課題番号：13101）実験

の許可を得ている。 

敗血症患者から末梢血の提供を受けるた

めに、岡山大学病院内の倫理審査委員会にあ

らかじめ研究内容に関する審査書式を提出

し、承認を得た。同時に同意書様式も審査を

受けた。患者の同意を得る場合には、患者あ

るいはその家族に対し、研究内容の詳細な説

明と危険、不利益、個人情報の保護に関する

説明を十分尽くしている。その際、研究への

不参加は治療にいかなる変化ももたらさな

いことをよく説明している。 
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C．研究結果 

CLP 敗血症モデルマウスの肺組織におい

て、典型的と思われる Immunothrombus 形

成を見出した。これは、肺血管内に Gr-1 陽

性の好中球接着部位に、血小板凝集を認め、

さらに同部位にフィブリン析出を観察した

ものである。このような Immunothrombus 

形成部位には、HRG が高濃度存在すること

も確認された。Immunothrombus をカウン

トすることで評価すると、HRG 投与は

Immunothrombus 数を著明に低下させるこ

とがわかった。同モデルにおける血小板数低

下、APTT/PT 延長は、DIC 病態であること

を示しており、これらの変化を HRG 投与は

有意に抑制した。血漿中 IL-6, TNF-, IL-10

は、本モデルで Sham グループと比較し著

増したが、HRG の投与は、各増加の大部分

を抑制した。 

 CHO 細胞による安定発現株の作製に成功

し、その収量として 250 ml スケール培養で

約 4mg の精製タンパクを得た。得られたタ

ンパクの SDS-PAGE 後クマシーブルー染色

では、ヒト血漿からの native protein 精製品 

とほぼ同じ移動度を示すタンパクバンドを

検出した。さらに、組換え HRG の収量を向

上させるために、新規ベクターの構築とスク

リーニングに取り組み、モデルタンパクの発

現では極めて優れた発現量に到達すること

ができた。 

 組換え HRG 精製品の生物学的活性をヒト

好中球に対する正球化活性と活性酸素分子

種 (ROS) 産生抑制活性で調べたところ、用

量作用曲線がnative proteinのそれとほぼ一

致することを確認できた。この結果は、CHO

細胞で作製した組換え HRG が、native 

proteinと同等の効力(Potency)を有すること

を示している。 

 岡山大学病院の ICU 患者 66 名の血漿中

HRG レベルを Elisa 法で測定したところ、

SIRS 患者は健常人と比較し、低値であるこ

とが明らかとなった。さらに、臨床的に敗血

症と診断されたグループと非敗血症のグル

ープを比較すると、敗血症グループが有意に

低く、死亡患者と生存患者を比較した場合も、

死亡患者で有意に低かった。HRG の低下は、

APACHE II スコア、SOFA スコア、血漿

CRP 上昇、血小板低下、フィブリノーゲン

上昇、LDH 上昇と相関することが示された。

敗血症患者の予後（死亡）予測マーカーとし

て、血漿 HRG 値の測定は APACHE II スコ

ア、SOFA スコアと同等の感度を有すること

がわかった。 

 予備的な実験結果として、HRG がマウス

肥満細胞や、免疫担当細胞に作用する可能性

が示唆された。 

 

D．考察 

CLP 敗血症モデルマウスの肺組織におい

て、典型的な Immunothrombus 形成を証明

したのは、世界的に我々が最初であると考え

る。ヒト好中球を用いた in vitro 実験で示さ

れた HRG の消失による好中球の表面微絨毛

の増加、血管内皮細胞接着性の亢進、活性酸

素産生の亢進、微小流路通過性の障害は、そ

のいずれもが血中 HRG レベルの低下した敗

血症マウスの循環血中、特に肺微小血管内で

生じている可能性が高い。接着性の亢進した

好中球は NETosis 像を呈していたことから、

まず、NETosis を生じた好中球の接着が起

点となり、その上に血小板の凝集が加わり、

最後に凝固反応が進行すると考えられるが、

これらの過程は、相互に促進的に働く可能性

もある。HRG 投与は総 Immunothrombus 

数を有意に抑制したが、各好中球の接着部位

では Immunothrombus 形成にまで進行して

いることもわかった。CLP 敗血症モデルマ
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ウスでは、検査データの結果から明らかな敗

血症性DICの病態であることがわかったが、

HRG 投与はこれを改善した。従って、肺に

おける Immunothrombus 形成抑制とともに、

DIC の抑制が、生存率の改善に寄与している

と推定される。起炎性サイトカインと抗炎症

サイトカインが共に上昇するサイトカイン

ストームが、HRG 投与によって著明に抑制

された。この作用が好中球の沈静化のみでも

たらされているかどうか検討する必要があ

る。 

 CHO 細胞のヒト組換え HRG 安定発現細

胞株の樹立に成功したが、前半のベクターで

は250 ml の培養スケールで精製タンパクが

約 4 mg にとどまっていた。この収量を改善

するために、新規のベクター構築を検討し、

EGFP モデルタンパクの発現では数十倍の

量産が期待できるベクター条件を見出すこ

とに成功した。現在、そのミックス培養から、

最大産生細胞をクローニングする作業に入

っている。その完了によって、原薬選定の条

件に近づくと考えている。CHO 細胞で産生

されたヒト組換え HRG は、ヒト好中球に対

する正球化活性と活性酸素分子種  (ROS) 

産生抑制活性の両アッセイにおいてヒト血

漿由来の精製 native protein と同等の効力

(Potency)を有したことから、患者治療に適

した製剤であると判断される。SDS-PAGE

後のクマシー染色パターンも両タンパクは

近似しており、糖鎖付加量にも大きな差はな

いと推定される。今後、さらに厳密に糖鎖付

加の均一性について解析する予定である。 

 ICU内の患者について血漿中HRGを測定

した結果は、敗血症患者ではマウス CLP 敗

血症モデルと同レベルの HRG 低下があるこ

とを明らかに示しており、敗血症時のヒトに

おける HRG の動態がマウスにおけるそれと

近似していることを強く示唆している。血漿

HRG レベルは、ICU 内患者の重症度が高い

ほど低下しており、また後方視的に解析した

とき、患者の mortality を予測する因子とし

てきわめて優れていることが明らかになっ

た。一つの因子の測定値の意義としては群を

抜いており、APACHE II スコアと SOFA ス

コアに匹敵すると判断できたことは、今後の

臨床診断・治療における有用性を強く物語っ

ている。 

 HRG の作用細胞プロファイルを知るため

に実施されたモデル細胞（マウス培養肥満細

胞）・疾患モデル動物（EAE マウス）を使っ

た実験で、HRG の一定の効果が検出された

ことは、これらの応答細胞種に対する HRG

の直接・間接作用があることを強く示唆して

おり、今後さらに追求していく必要がある。 

 

E．結論 

CLP敗血症マウスに対するHRGの救命効

果 に は 、 肺 微 小 循 環 系 に お け る

Immunothrombus 形成の抑制、DIC の抑

制、サイトカインストームの抑制の３つの機

序が相乗的に貢献していることを明らかに

した。ヒト治療薬としてのヒト組換え HRG

タンパクの製造は、CHO 細胞での安定発現

株の作製に成功し、原薬選定の条件を決定す

る直前まで来た。ICU 内の敗血症患者の血漿

中 HRG の測定結果は、マウスモデルにおい

て得られた結果と完全に一致するものであ

り、患者の予後予測因子として血漿中 HRG

の測定が極めて有用であることを示した。 

 

F．健康危険情報 

 特になし 
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