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感 染 症 や 重 度 の 炎 症 性 疾 患 に 続 発 す る 播 種 性 血 管 内 凝 固 症

（ D I C） は 、 獣 医 療 に お い て 未 だ 高 い 死 亡 率 を 示 し て お り 、 ま た

前 D I C 段 階 と も い え る 血 管 内 血 栓 形 成 で も 、 時 に 重 篤 な 臓 器 不 全

を 起 こ す 。 ヒ ト の 感 染 症 や 炎 症 性 疾 患 で は 、 血 液 中 組 織 因 子 濃 度

の 増 加 が 起 こ り 、 こ れ が 血 管 内 血 栓 形 成 や D I C 開 始 の 一 因 と な る

と 考 え ら れ て い る 。  

組 織 因 子 （ T F） は 二 次 止 血 の 開 始 物 質 で あ り 、 第 Ⅶ /Ⅶ a 凝 固

因 子 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と で 、 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド を 活 性 化 し 、

フ ィ ブ リ ン 血 栓 を 形 成 す る 。 感 染 症 や 炎 症 性 疾 患 で は 、 末 梢 血 単

核 球 （ P B M C s） や 血 管 内 皮 細 胞 が T F を 発 現 す る こ と で 血 液 内 濃 度

の 増 加 が 起 こ り 、 血 管 内 凝 固 能 を 亢 進 さ せ る 。 ま た 、 こ れ ら の 細

胞 は 小 型 細 胞 膜 断 片 で あ る マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル （ M P s） を 放 出

す る こ と で も 、 血 管 内 凝 固 能 を 亢 進 さ せ る 。 特 に 、 ヒ ト に お け る

P B M C s 由 来 M P s は 、 T F を 発 現 し 強 力 な 凝 固 活 性 を 示 す こ と で 注 目

さ れ て い る 。  

イ ヌ に お け る P B M C s の T F 発 現 や M P s 放 出 に 関 す る 研 究 は 限 定

的 で あ り 、 D I C 発 症 や 血 管 内 血 栓 形 成 と の 関 連 も 未 だ 明 確 に さ れ

て い な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 炎 症 性 疾 患 や 感 染 症 に 続 発 す る イ

ヌ の 血 管 内 凝 固 異 常 が 、P B M C s の T F 発 現 や M P s 放 出 に 関 連 が あ る

か 明 確 に す る た め に 、 感 染 性 物 質 や 様 々 な 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン と

P B M C s と の 関 係 を 検 証 し た 。  

 

第１章  イヌ末梢血単核球における組織因子発現の経時的変化お よ び 新

た な 機 能 性 組 織 因 子 の 測 定 系 確 立 に 関 す る 検討  

イ ヌ P B M C s の T F 発 現 に 関 す る 基 礎 的 な 情 報 収 集 の た め 、 イ ヌ
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の P B M C s の T F 発 現 の 経 時 的 変 化 を 調 べ 、 ま た 機 能 性 T F の 測 定 系

確 立 の た め の 検 討 を 行 っ た 。 い ず れ の 評 価 に も 凝 固 活 性 法 を 用 い

た 。イ ヌ P B M C s の T F 発 現 の 経 時 的 変 化 は 、 L P S 刺 激 お よ び 非 刺 激

群 を 用 意 し 、 各 時 間 に お け る 凝 固 活 性 値 を 測 定 す る こ と で 評 価 し

た 。そ の 結 果 、非 刺 激 群 と 比 較 し 、L P S 刺 激 群 は 各 時 間 に お い て 、

T F 発 現 の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た 。ま た 、T F 発 現 は L P S 刺 激 群 、

非 刺 激 群 共 に 2 4 お よ び 3 6 時 間 に ピ ー ク が 認 め ら れ た 。  

新 た な 機 能 性 T F の 測 定 系 確 立 に は 、 正 常 ヒ ト プ ー ル 血 漿 、 ヒ

ト 第 Ⅶ /Ⅶ a 因 子 欠 損 血 漿 、 お よ び ヒ ト 第 Ⅶ /Ⅶ a 因 子 欠 損 血 漿 に

組 み 換 え 型 第 Ⅶ /Ⅶ a 因 子 を 添 加 し た 群 を 用 意 し た 。そ の 結 果 、ヒ

ト 第 Ⅶ /Ⅶ a 因 子 欠 損 血 漿 を 用 い た 群 で は 、著 し い 凝 固 活 性 値 の 減

少 が 認 め ら れ た も の の 、 他 の 2 群 間 に は 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か

っ た 。 こ れ に よ り 、 正 常 ヒ ト プ ー ル 血 漿 で の 測 定 が 、 機 能 性 T F

に 依 存 す る 凝 固 活 性 値 で あ る と 証 明 さ れ た 。  

 

第 2 章  H M G B - 1 の イ ヌ 末 梢 血 単 核 球 の 組 織 因 子 発 現 に 関 す る 検 討  

遅 延 型 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン と し て 知 ら れ る H M G B - 1 （ H i g h  

M o l e c u l a r  G r o u p  B o x - 1） は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 の 炎 症 性 細 胞 か

ら 放 出 さ れ る だ け で な く 、壊 死 組 織 か ら も 放 出 さ れ る 。そ の た め 、

炎 症 性 疾 患 だ け で は な く 重 度 の 組 織 壊 死 を 伴 う 症 例 で も 、 血 中

H M G B - 1 濃 度 の 増 加 が 認 め ら れ る 。 本 章 で は H M G B -１ の イ ヌ P B M C s

の T F 発 現 に 対 す る 影 響 を 検 討 し た 。 ま た 、 細 菌 や 真 菌 感 染 症 モ

デ ル と し て 、 L P S や ザ イ モ サ ン を 用 い 、 H M G B - 1 共 刺 激 時 に お け る

変 化 も 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 イ ヌ P B M C s は H M G B - 1 の 濃 度 依 存 的

に T F 発 現 の 増 加 を 示 し た 。 ま た 、 L P S と H M G B - 1 共 刺 激 下 で は 、
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H M G B - 1 も し く は L P S 単 独 刺 激 下 に 比 べ 、 著 し い T F 発 現 の 亢 進 が

認 め ら れ た 。 し か し 、 ザ イ モ サ ン と の 共 刺 激 下 で は 、 同 様 の 作 用

は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 イ ヌ に お い て 重 度 の 組 織 壊

死 や 慢 性 炎 症 等 の 存 在 に よ り 、 血 中 H M G B - 1 濃 度 の 上 昇 が 起 こ る

状 態 で は 、P B M C s の T F 発 現 の 増 加 が 起 こ り 、ま た こ れ ら に エ ン ド

ト キ シ ン 血 症 が 加 わ っ た 場 合 、血 管 内 血 栓 形 成 / D I C 発 症 の リ ス ク

は よ り 高 ま る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

第 3 章  イ ヌ 末 梢 血 単 核 球 の L P S 刺 激 時 に お け る マ イ ク ロ パ ー テ

ィ ク ル 放 出 に 関 す る 検 討  

マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル （ M P s） は 、 活 性 化 し た 細 胞 や 壊 死 細 胞

か ら 放 出 さ れ る 小 型 細 胞 膜 小 胞 体 で あ る 。 ヒ ト の 重 症 感 染 症 患 者

で は 、 活 性 化 し た 単 球 が T F 含 有 M P s を 放 出 し 、 血 管 内 凝 固 亢 進

の 原 因 と な る 。本 章 で は イ ヌ の P B M C s 由 来 M P s の 検 出 を 試 み 、L P S

刺 激 下 に お け る P B M C s 由 来 M P s の 増 加 の 有 無 を 検 討 し た 。 M P s の

検 出 に は E L I S A 法 お よ び 凝 固 活 性 法 、 そ し て F A C S 法 を 用 い た 。

そ の 結 果 、 L P S 刺 激 群 お よ び 非 刺 激 群 の 両 者 お い て 、 M P s が 検 出

さ れ た 。 ま た E L I S A 法 お よ び 凝 固 活 性 法 で は 、 L P S 刺 激 群 は 非 刺

激 群 に 比 べ 、 有 意 な M P s の 増 加 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 イ

ヌ に お い て も ヒ ト と 同 様 に 、 感 染 症 時 に は 、 P B M C s 由 来 M P s の 放

出 が 起 こ り 、 そ れ が 血 管 内 血 栓 形 成 な ら び に D I C を 誘 発 す る こ と

が 示 唆 さ れ た 。  

 

第 4 章  D H 8 2 細 胞 に お け る 組 織 因 子 発 現 と 同 細 胞 由 来 マ イ ク ロ パ

ー テ ィ ク ル 放 出 に 関 す る 検 討  
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本 章 で は 継 続 的 な 実 験 使 用 細 胞 の 供 給 や 、各 検 体 間 の 個 体 差 な

ど を 最 小 限 に 抑 え る こ と を 目 的 と し 、イ ヌ 単 球 系 株 化 細 胞（ D H 8 2）

が P B M C s の 代 替 細 胞 と し て 利 用 可 能 か を 検 討 し た 。D H 8 2 細 胞 は イ

ヌ の 組 織 球 性 肉 腫 細 胞 を 株 化 し た 単 球 由 来 株 化 細 胞 で あ り 、 単 球

や マ ク ロ フ ァ ー ジ と 類 似 点 が 多 い 。 D H 8 2 細 胞 の T F 発 現 の 検 出 に

は 、凝 固 活 性 法 お よ び F A C S 法 を 用 い た 。D H 8 2 由 来 M P s の 検 出 は 、

凝 固 活 性 法 、 F A C S 法 、そ し て E L I S A 法 を 用 い た 。そ の 結 果 、 D H 8 2

細 胞 は L P S 刺 激 に よ り 、T F 発 現 の 有 意 な 増 加 は 認 め ら れ た が 、フ

ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 で は 発 現 増 加 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、

M P s は そ の 存 在 を 確 認 す る こ と は で き た も の の 、 L P S 刺 激 に 対 し

有 意 な 増 加 を 示 さ な か っ た 。こ れ ら の 結 果 か ら は 、 D H 8 2 細 胞 を イ

ヌ P B M C s の 代 替 細 胞 と し て 使 用 す る こ と は 、 困 難 で あ る と 考 え ら

れ た 。  

 

第 5 章  組 み 換 え 型 イ ヌ I L - 6 お よ び I L - 8 の 末 梢 血 単 核 球 お よ び

単 球 の 組 織 因 子 発 現 に 関 す る 検 討  

全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群（ S I R S）患 者 で は 、高 サ イ ト カ イ ン 血 漿

と な る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ の 時 、 血 液 中 T F 濃 度 増 加 や D I C

を 含 む 凝 固 異 常 が し ば し ば 認 め ら れ る 。 本 章 で は 炎 症 性 サ イ ト カ

イ ン で あ る I L - 6 や I L - 8 が イ ヌ 単 球 系 細 胞 の T F 発 現 を 誘 導 す る

か 検 討 し た 。 組 み 換 え 型 イ ヌ （ r c） I L - 6 と r c I L -８ を 用 い 、 ま た

F B S や 自 己 血 漿 添 加 培 地 や 、 低 用 量 L P S 供 刺 激 な ど 、 様 々 な 条 件

に お け る イ ヌ 単 球 系 細 胞 の T F 発 現 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 い ず

れ の 条 件 に お い て も 、今 回 使 用 し た c r I L - 6 や c r I L - 8 の 濃 度 で は 、

イ ヌ P B M C s や 単 球 の T F 発 現 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら
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の 結 果 よ り 、 I L - 6 や I L - 8 は 犬 の 炎 症 性 疾 患 に お い て 、 血 管 内 凝

固 異 常 の 原 因 と な り 難 い と 考 え ら れ た 。  

 

第 6 章  組 み 換 え 型 イ ヌ I L - 1 0 に よ る 末 梢 血 単 核 球 の 組 織 因 子 発

現 抑 制 に 関 す る 検 討  

   D I C 等 の 凝 固 系 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 と し て 、 抗 凝 固 作 用 を 示

す 複 数 の 組 み 換 え 型 蛋 白 が 使 用 さ れ る 。 但 し 、 イ ヌ 組 み 換 え 型 蛋

白 を 利 用 し た 治 療 法 の 検 討 は 殆 ど 行 な わ れ て い な い 。 本 章 で は 抗

炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る r c I L - 1 0 を 用 い 、 イ ヌ P B M C s の T F 発

現 抑 制 効 果 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 r c I L - 1 0 は L P S 誘 導 性 イ ヌ

P B M C s の T F 発 現 を 抑 制 し た 。但 し 、こ れ ら の 有 意 な 効 果 は L P S 刺

激 開 始 よ り 1 時 間 以 内 に 限 定 さ れ る こ と が 分 か っ た 。  

 

以 上 の 結 果 よ り 、 イ ヌ P B M C s は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン や 感 染 性 物

質 に よ り T F 発 現 が 増 強 し 、 ま た 凝 固 活 性 を 示 す M P s を 放 出 す る

こ と が 明 ら と な っ た 。ま た 、 L S P と H M G B - 1 共 刺 激 時 に 認 め ら れ た

よ う に 、 感 染 と 重 度 の 高 サ イ ト カ イ ン 血 症 も し く は 組 織 壊 死 が 存

在 す る 場 合 に は 、イ ヌ P B M C s の T F 発 現 が 相 乗 的 に 増 加 す る た め 、

血 管 内 血 栓 形 成 や D I C 発 症 の リ ス ク は よ り 高 ま る こ と が 示 唆 さ れ

た 。 ま た 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る I L - 1 0 は 、 イ ヌ P B M C s の

T F 発 現 を 抑 制 す る こ と か ら 、今 後 、血 栓 症 や D I C 発 症 の 予 防 ・ 治

療 薬 に な る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。但 し 、 D H 8 2 細 胞 は 本 研 究 の 代 替

細 胞 と し て は 、 不 十 分 で あ る と 考 え ら れ た 。  


