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研究成果の概要（和文）：敗血症性脳症は重症敗血症の生存者に見られる症候で昏睡・せん妄・高次脳機能障害
を呈し、極めて予後が悪い。本研究では敗血症性脳症の積極的治療介入方法について洞察を深めるため、脳神経
細胞をターゲットに非侵襲・統合的な分子メカニズムをキーワードに研究を推進した。その結果、敗血症性脳症
を誘導したモデルマウスにおいて迷走神経を超音波を用いた非侵襲的な方法で刺激を加えた結果、サイトカイン
量、リンパ球の制御因子、生存率、体温・行動量、海馬の神経活動パターンが正常化することが見出された。さ
らにAcad9, TFという2つの因子が極めて重要であることがわかった。これらの結果は臨床に応用可能であること
が示唆される。

研究成果の概要（英文）：Septic encephalopathy is a brain symptom which is caused in severe sepsis 
survivors. The symptoms contain coma, derilium and cognitive dysfunctions. In this study, we explore
 the potential active therapeutic intervention. Using a mouse model of septic encephalopathy, we 
developed the novel method for non-invasive stimulation of vagus nerve and test the validity for the
 therapeutics. We found that our method was useful to recover the following results: cytokine level,
 regulatory factor of lymphocyte, survival rates, body temperature, locomotor activity, hippocampal 
brain activity patterns. Our novel findings suggest the novel therapeutic potential for the medical 
treatment of the septic encephalopathy patients. 

研究分野： 救急医学

キーワード： 敗血症性脳症

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症性脳症は、現時点では有用な積極的治療介入方法は確立していない。研究代表者らはこの点について、5
年に及ぶ研究を遂行した。すなわち、敗血症性脳症ではその発症に関わる因子（DAMPs,PAMPsなど）が極めて多
く、多因子疾患である。脳における症候もびまん性であり、部位特異的な治療介入から効果を得るのは難しい。
神経可塑性の異常が起こることから自然治癒的な変化を期待することも難しい。本研究で用いた非侵襲的迷走神
経刺激療法はまさにこれらの弱点をうまく克服した上で挑戦を試みた治療法であり、人への臨床応用は十分可能
であると考えられるが、部検脳など患者さんやご家族の協力が今後の研究発展に必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 敗血症は肺炎、腎盂腎炎など感染症の部位や血管内カテーテル留置部位などから血液中に病
原体が侵入することによって引き起こされる全身性反応症候群である。敗血症は悪性腫瘍や血
液疾患など基礎疾患や高齢者もしくは手術後などに起こりやすく、近年の医療技術の向上によ
りその生存率は高くなりつつあるが、依然、予後は悪い。特に、播種性血管内凝固症候群
(Disseminated Intravascular Coagulation: DIC)を伴う多臓器不全もしくは敗血症性ショック
を引き起こした重傷敗血症の生存者はその 50-70%以上が敗血症性脳症を引き起こし、せん妄・
意識障害などが持続するため、医療従事者のみならず、患者、およびその家族の身体的・心理的
負担が極めて大きく、日本を含めた世界的な社会問題となっている。ところが、敗血症性脳症の
病態は依然不明な部分が多く、特にせん妄や意識障害の治療介入に向けた完全解明にはいまだ
様々な検討が必要である。近年、敗血症性脳症の病態解明のため世界の様々な研究機関で挑戦し
ているが、有効な報告は非常に少ない。 
研究代表者が率いる共同研究グループ（京都大学・大阪大学・理研）は、2012 年から5 年以

上にわたり本病態解明に挑戦し、積極的治療介入方法を見出すため、敗血症性脳症マウスモデ
ルを用いて分子生物学的手法および電気生理学的手法を駆使して敗血症性脳症の病態生理・分
子メカニズム、有効な治療介入の可能性を多数研究報告した（基盤研究C: FY2012-2016,課題：
24592734）。その結果、神経障害性因子として働く生理活性物質インターロイキン1βのアンタ
ゴニストにより脳の神経可塑性の機能回復が認められること1、敗血症性脳症の前段階で全身性
炎症により惹起されるマトリクスメタロプロテアーゼの抑制により神経細胞周辺の細胞環境が
保護され脳機能回復が促進されること2、遺伝子発現の制御にかかわるヒストンアセチル化の制
御により敗血症性脳症により起こるグルタミン酸作動性神経伝達の正常化による新しい治療介
入の可能性を世界に先駆けて報告した3。これらの研究報告は高いサイテーションインデックス
を示し、集中治療学会、救急医学会領域において高く注目されつつあった。 
２．研究の目的 
以上の研究背景に基づき、本研究では、敗血症性脳症の新しい非侵襲的治療介入方法をコリン

作動性抗炎症性経路に着目し、それに関連する炎症性分子群および脳機能分子群の時空間的変
化から検討する。さらにそれらの分子群を制御する因子の統合的機能解析を行う。また、脳神
経細胞に特に着目し、生理的機能から、敗血症に伴う全身性反応症候群の結果、多臓器不全に
よる生存率に大きく関係する細胞・臓器に着目し、メッセンジャーの変化を総合的に検討す
る。これによりマウスからヒトへの臨床応用可能なバイオマーカーの探索を行う。以上をまと
めると、本研究では、マウス個体を用い、脳指向性の全身性炎症制御方法を非侵襲研究手法で
見出し、敗血症性脳症の新たなバイオマーカーおよび積極的治療介入を再考察し、臨床応用可
能な新しい治療及び診断方法の創出を目的とする。 
３．研究の方法 
 本研究は H29-R3 の 5事業年度にわたり行われた。まず、研究方法の概要を述べる。所属研究
機関の変更及び研究分担者の変更などが何度かあったため、当初の研究計画から順番などの変
更を行ったが、主たる計画はほぼ完遂した。最終的には大きく分けて下記の 4項目を主軸に研究
計画を行った。 
① 敗血症性脳症マウスを作製し、脳組織から発症および治療介入に資する新しいバイオマー
カーの探索を行った。 
② ①のバイオマーカーなどをターゲットとした近赤外ナノ量子ドットラベルによる非侵襲イ
メージング法の時系列解析を行い、新たな病態変化を探索した。 
③ コリン作動性抗炎症性経路に関連する分子群をターゲットとした治療介入実験を行った 
④ 実験結果から総括的に検討し、臨床的な有効な積極的治療介入方法を再考察した。 
以下に具体的な実験方法を詳述する。 
① 敗血症性脳症マウスの作成とプロテオミクス解析 
敗血症性脳症を比較するにあたり、正常群、病態群、治療介入マウス群をそれぞれ作成した。

病態群についてはこれまでの研究計画で確立した手法や結果報告 1 2 に基づき、敗血症性マウス
モデルを作成した。さらに積極的治療介入群では病態刺激誘導後にコリン作動性抗炎症性経路
を活性化したマウス群を治療介入群とした。敗血症性脳症ではせん妄や高次脳機能障害を呈す
るが、先行研究から脳の海馬領域が特に重要であるという報告が近年増してきている 4。本研究
では各マウス群から海馬を抽出し、SDT バッファー(4%SDS, 100mM Tris, 0.1M DTT, pH=7.6)に
てホモジェナイズ後、BCA 法によりタンパク質濃度を決定した。それぞれのタンパク質は 2%アセ
トニトリル/0.1%トリアセチル酸中で HPLC により分離後、プロテオミクス用質量分析計(Q 
Exactive Mass Spectrometer, サーモサイエンティフィック社)にて測定を行った。プロテオミ
クス測定及び解析は理化学研究所脳神経科学研究センター（埼玉県和光市）基盤研究開発部門
(RRD)生体物質分析支援ユニット及び大阪大学医学系研究科救急医学講座松本寿健博士の協力
を得ておこなった。 

 
② 近赤外ナノ量子ドットラベルによる病態脳における非侵襲イメージング法の時系列解析 

 敗血症性脳症マウスのプロテオミクス解析では、複数の病態分子が明らかになった。これらの
病態分子のうち神経難病である認知症・パーキンソン病の原因タンパク質とも知られるシヌク
レインタンパク質はβシート構造をとり凝集体を形成すると脳内を移動し、脳の炎症症状を伴
う様々な脳炎・脳症の症候を引き起こす。本研究ではこのタンパク質凝集体に着目し、近赤外ナ
ノ量子ドットでラベルし、脳内における動態変化を計測した。実験方法は現在、国際誌の学術論
文に投稿し、査読中である。本実験は同志社大学脳科学研究科認知記憶加齢部門の協力を得てお



こなった。 
③ コリン作動性抗炎症性経路の賦活化による治療介入実験 

 先行研究により、コリン作動性抗炎症性経路には脳神経のうち、迷走神経が大きく関わってお
り 5、敗血症においては迷走神経の電気活動が減弱していることが報告されている。本研究では、
迷走神経を非侵襲的に刺激し、電気活動を人工的に誘発することにより敗血症性脳症に対する
積極的治療介入効果を検証した。まず、頚部迷走神経にタングステン電極を巻きつけ、その後、
皮膚を縫合し、超音波用ゲルを塗布したのち超音波刺激を加え、誘発電位が起こるかどうかを確
認した、さらに、海馬組織を lysis buffer でホモジェナイズし、神経細胞マーカーc-fos でその発
現変動を検出し、迷走神経刺激が海馬神経活動を活性化しているかどうかを確認した。次に正常
群、病態群、治療介入群をそれぞれ比較し、検証に用いた実験方法を以下に示す。(1)超音波刺激
による迷走神経電気活動賦活化、(2)生存率及び迷走神経離断後の変化、(3)腹腔内マクロファー
ジにおけるα7 ニコチン性アセチルコリン受容体の発現量の変化、(4)血中の炎症性サイトカイン
IL-1beta の変化、(5)体温・行動量の変化、(6)海馬神経活動の発火パターン変化、(7)心電図の変化、
について検討した。以上の実験結果を総合的に検討し、敗血症性脳症の積極的治療介入やその効
果の診断に役立つバイオマーカーの有用性について洞察を加えた。 
４．研究成果 
実験方法に記載した各実験による研究成果を以下に項目ごとに示す。 

(1) 敗血症性脳症マウスの作成とプロテオミクス解析 
① 敗血症性脳症モデルマウス作成 
敗血症性脳症モデルマウスの作成は大きく分けて 2 つの方法がある：リポポリサッカライド

(LPS)腹腔投与、盲腸穿孔穿刺(CLP)。我々は敗血症性脳症モデルマウスを用いたこれまでの研究
結果から、LPS もしくは CLP 処置 18 時間後には血中のサイトカインの一過性の上昇 3、脳機能の
異常（神経可塑性 1、体性感覚機能 2,3など）を報告している。本研究では体温・行動測定用のチ
ップや脳活動計測装置のチップなど埋め込み手術などの複数の外科的手術を行う可能性がある
ため、LPS 投与 18時間後を病態群とした。 
② プロテオミクス解析 
 敗血症性脳症の病態発現及び治療介入後の回復に関する 4438 の候補タンパク質をまず GADPH
の発現量との比率で並べ替えたのち、Proteome discoverer 及び MASCOT search エンジンにて解
析を行なった。その結果、正常群と比べて病態群において 20%以上に有意に(p<0.05)発現量変化
を示した 12 のタンパク質群が見出された。さらにこれらのタンパク質群のうち、治療介入によ
り発現量が正常群に回復したタンパク質を検索したところ、TF と Acad9 の 2 つのタンパク質が
見出された。再現性を確認するため、海馬を再び抽出し、特異的抗体を用いて Western blotting
を行なった。プロテオミクスの結果と同様の変化が見られたことから、これらの 2つのタンパク
質は敗血症性脳症の病態変化及び積極的治療介入効果を見る上で有効な新しいバイオマーカー
であることがわかった。 
(2)近赤外ナノ量子ドットラベルによる病態脳における非侵襲イメージング法の時系列解析 
研究代表者らは近赤外量子ドットを用いてマウス脳における DIC 様血栓構造を可視化に成功し

ている 6。脳の実質に存在する細胞構造を可視化するのが非常
に困難を伴うことがわかったため、急性スライス培養を用いた
方法に変更した。病態タンパク質（アミロイド凝集体）は敗血
症性脳症の病態刺激ののちに発現量が増加していることがプ
ロテオミクス解析（前述）から見出されている。この病態タン
パク質のアミノ基を EDC カップリング法にて量子ドットカル
ボキシル基末端(CdSeTe-COOH)と共有結合したのち、未反応分
を除去したのち、脳に直接打ち込んだ。1時間後、急性スライ
スを作成し、タイムラプス顕微鏡にて病態タンパク質の動態を
解析した。その結果、病態タンパク質は 0.2-0.3um/sec の速さ
で移動していることがわかった。さらに、神経細胞の軸索輸送
に関するブロッカーを用いて検討したところ、逆行性輸送のブ
ロッカーでは有意に抑えられることがわかった。以上の結果から病態タンパク質は量子ドット
ラベルして組織内の動態をリアルタイムに解析する可能性が示された。 
(3)コリン作動性抗炎症性経路の賦活化による治療介入実験 
① 超音波刺激による迷走神経電気活動賦活化 
 マウス頚部の迷走神経を露出させ、タングステン金属
電極により超音波刺激時の迷走神経活動を記録した。
1MHz の超音波刺激を加えたところ刺激強度に比例して
迷走神経活動の増強が起こった。また、海馬神経活動の
マーカーである cFos の特異的抗体を用いて解析したと
ころ cfos発現量は迷走神経の超音波刺激後に有意に発現
量が増加していることがわかった。以上の結果から超音
波による非侵襲迷走神経刺激は迷走神経及び海馬神経
活動を増加させることがわかった（図 1）。 
② 生存率及び迷走神経離断後の変化 
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 敗血症モデルマウスでは通常、実験的に病態刺激を誘導すると 18-20hr ほどでその多くが致死
に至る 2,3。積極的治療介入による生存率変化を調べた。病態群では全てのマウスが致死したが、
治療介入群では過半数が 4 日以上、25%以上のマウスは 8 日以上生存し続けた。しかし、迷走神
経を外科的に離断し、病態刺激及び治療加入を加えたマウ
ス群では病態群と同様に全て 20hr 以内に致死した（図 2）。
以上の結果から迷走神経をターゲットとした治療介入は
生存率向上に効果があることがわかった。 
③ 腹腔内マクロファージにおけるα7 ニコチン性アセチ

ルコリン受容体の発現量の変化 
 免疫細胞におけるα7 ニコチン性アセチルコリン受容体
の発現量は敗血症などの病態における過剰な免疫応答の
制御因子と考えられている 7。腹腔内のマクロファージを
それぞれのマウス群から抽出後、α7 ニコチン性アセチル
コリン受容体の発現量変化を調べた。マクロファージは
F4/80 特異的抗体で検出し、α7 ニコチン性アセチルコリ
ン受容体はその特異的抗体で検出した。二次抗体はそれ
ぞれ、F4/80 では Alexa488、α7 ニコチン性アセチルコリ
ン受容体は Alexa555 を用いた。その結果、正常群と比べ、
病態群では正常群と同様の蛍光励起強度で刺激したとこ
ろ、F4/80 は変化しなかったが、α7 ニコチン性アセチル
コリン受容体の発光蛍光強度は顕著に減少した。一方、治
療加入群ではα7 ニコチン性アセチルコリン受容体の発
光蛍光強度は正常群と同程度まで回復した（図 3）。さら
に westernblotting による解析結果からも同様にα7 ニコ
チン性アセチルコリン受容体の発現量は正常群と比べ、
病態群で減少し、治療介入群で回復していることがわか
った。 
以上の結果から迷走神経刺激による敗血症性脳症における治療介入では免疫細胞の過剰な免疫
応答を正常化することが示唆された。 
④ 血中の炎症性サイトカイン IL-1beta の変化 
 先行研究から敗血症性脳症の病態変化には IL-1beta の発現量が重要な生体指標であると報告
されている 1 3 8 9。それぞれのマウス群から血漿を抽出し、IL-1beta 値の変化を調べた。正常群と
比べ、病態群では著しく IL-1beta 値は増加し、治療加入群では有意に減少した(図 4)。以上の結
果から治療加入により敗血症性脳症の病態に伴う血中サイトカインは正常化に向かっているこ
とが示唆される。 
⑤ 体温・行動量の変化 
 敗血症患者では体温の異常、または敗血症性
脳症マウスでは行動の変化が起こることが報
告されている 3。マウス皮下に体温及び行動量
をリアルタイムで計測できるチップを埋め込
み、病態群、治療介入群における変化を調べ
た。その結果、正常群と比較して病態群では体
温が著しく低下し、戻ることはなかった。しか
し、治療介入群では一過性に低下したものの
正常レベルかで回復した。一方、行動量につい
ても同様に病態群で著しく低下し、治療介入
群では回復した（図 5）. このように体温・行
動量変化において治療介入効果が認められ
た。 
⑥海馬神経活動の発火パターン変化 
 敗血症性脳症では海馬における神経可塑性の異常 1 3 8 9、脳神経細胞のイオンチャネル発現変
化や発火パターンの異常 2,3 などが報告されており、これらがせん妄や脳機能障害の病態解明に
つながる可能性が期待されている。海馬に in vivo で記録できる電極を装着し、局所誘発電位(LFP)
を記録した。その結果、各マウス群において神経活動の
発火について振幅の著しい変化は見られなかった。しか
し、発火のタイミングが変化し、病態群では遅い成分が
顕著に減少したが、治療介入群では正常群と同様のレベ
ルまで回復した（図 6）。以上の結果から本治療介入は
脳機能の回復に有用であると示唆される。 
⑦ 心電図の変化 
 迷走神経は副交感神経支配であり、過剰な興奮は迷走
神経反射による不整脈などを起こす危険性がある。迷走
神経超音波刺激の前後における心電図変化から迷走神
経反射の可能性を調べた。その結果、心電図波形のパタ
ーンにおける変化は認められなかったが、心拍数のわず
かな低下は認められた（図 7）。これらの結果から迷走神
経刺激により副交感神経が活性化され、心拍の減少は起
こるものの不整脈などの危険が起こる可能性は極めて
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低いことが示唆される。 
(4)臨床応用的に有用な積極的治療介入方法の再考察 
敗血症性脳症は、この研究の開始時点と変わらず現時点では有用な積極的治療介入方法は確立

していない。研究代表者らはこの点について、共同研究先である大阪大学、集中治療学会等で議
論を重ねてきた。その結果、以下の考えにまとまりつつあ
る。すなわち、敗血症性脳症ではその発症に関わる因子
（DAMPs,PAMPs など）が極めて多く、その後の病態発生に
おいてサイトカインストーム、ケモカイン、補体、神経細
胞死、血液脳関門の崩壊など多因子疾患である。また、脳
における症候もびまん性であり、部位特異的な治療介入か
ら効果を得るのは難しい。さらに神経可塑性の異常が起こ
ることから自然治癒的な変化を期待することも難しい。こ
のため、他の疾患（例えばがんや神経変性疾患など）のよ
うに分子標的治療によって元の状態に戻すことは困難で
あると考えられる。本研究で用いた非侵襲的迷走神経刺激
療法はまさにこれらの弱点をうまく克服した上で挑戦を
試みた治療法であり、人への治験は十分可能であると考え
る。その際には以下の項目について検討を加える必要があ
る：①安全性を担保しながらどれくらいの刺激強度を与え
たらいいのか、②人の非侵襲的脳機能測定（脳波・NIRS な
ど）で同様の回復効果が見込まれるか、③人の敗血症性脳
症患者において同様のバイオマーカーの変化が見込まれ
るか。これらの点を検証するためには部検脳などを検証する必要があり、患者を対象としたさら
なる研究が必要であると考えられる。それらのデータが全て有効であるとわかった時、本研究が
実を結び、これまでは対処療法しかなかった敗血症性脳症に日本発の積極的治療介入方法が創
出されることを真に期待して本研究の結語としたい。 
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