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研究成果の概要（和文）：敗血症関連脳症（ Sepsis associated encephalopathy; SAE）の脳障害発症機序を
CypD KOマウスを用いて、回盲部結紮＋２ 回穿刺によるCLPモデルで解析した。CLP作成18時間後には、脳内GSH
の低下とGSSGの増加が観察された。mitophagyは観察されなかった。Csapase3は 、CLP作成６、１８時間後で有
意な増加を示した 。SAEの脳障害発症機序として、脳内抗酸化系の破綻、Csapase3を介したアポトーシス経路と
CypDを介した細胞死経路の関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The mechanism for Sepsis associated encephalopathy (SAE) was analyzed using 
the CypD KO mouse by CLP model with cecal ligation and puncture. 18 hours after CLP preparation, a 
decrease in brain GSH and an increase in GSSG were observed. No mitophagy was observed. Csapase3 
showed a significant increase at 6 and 18 hours after CLP. The possible mechanisms of SAE  involve 
the breakdown of the antioxidant system in the brain, the involvement of the apoptosis pathway via 
Csapase3 and the cell death pathway via CypD KO.

研究分野： 神経科学

キーワード： シクロフィリンD　CypD　敗血症関連脳症　 CLPモ デ ル　メタボローム解析　アポトーシス　オートフ
ァジー　MPT
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当該分野における本研究の学術的特色は、SAE発症病態をCypD・MPTを介したミトコンドリア機能不全ならびに細
胞内のクリアランスシステムであるオートファジーとの連関解析から明確にすることに着目しSAEに対する新規
脳保護・脳蘇生法確立を目指した点が独創的である。得られた結果としては①SAE誘発性脳障害における脳内の
ミトコンドリア・CypD・MPTと抗酸化系およびアポトーシスの役割が明確化された②SAE誘発性脳障害におけるミ
トコンドリアCypD・MPT 制御機構の役割の特定と、他の神経系関連疾患の病態解明にも貢献し新規治療薬開発へ
繋がる可能性を見いさせたことを本研究を行った意義と考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

敗血症関連脳症（Sepsis associated encephalopathy; SAE）は感染による全身性炎症反応の

結果として生じるびまん性脳機能障害で、９－７１％の死亡率が報告されている（Muller-

Werdan et al. 2006)が、SAE 誘発機構における ER-phagy や mitophagy と CypD の関係や

Autophagic cell death と Synv・ERAD および CypDの関係も解析は手付かずの状態である。 

２．研究の目的 

敗血症関連脳症（Sepsis associated encephalopathy; SAE）の脳障害発症機序は未知で、標的分

子も明らかではない。本研究では、これまでの SAE発症に対する ERAD（Endoplasmic Reticulum-

associated Degradation）に関与する Syvn のメカニズム研究で蓄積された結果と従来の虚血性神経細

胞死における脳内 MPT の役割解析の成果を基盤として、SAE 誘発機構を細胞死やアポトーシス誘発

の中心的役割を担うMPTによるミトコンドリア・CypDと Syvn・ERAD制御経路を機軸とした両情報伝達

系からの連関解析を行うとともに SAEにおける細胞死・アポトーシス誘発が ERADとは異なる細胞内の

クリアランスシステムであるオートファジーの果たす役割解明に展開することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
SyvncKO マウスおよび Syvn・CypD KO マウスの作成が思わしくなく、最終的には CypD KO
マウスを用いた解析を進める形となった。 
 
【Ｃ：CypD 遺伝子欠損(Ppif-/-)マウス(CypD KO マウス)の作成】 

CypD KO マウスは Jackson Lab より購入して、系統維持している。このマウスは、CypD 遺伝

子のエクソン 1～3、および、翻訳開始点上流 20 bp をネオマイシンカセットの挿入により欠失

させたノックアウトマウスである。そのため、CypD KO マウス同士の交配により、系統維持を

行う。このマウスは、ミトコンドリアの膜透過性亢進（MPT）を減弱させる表現型を有するため

CypD 遺伝子欠損(Ppif-/-)マウス(CypD KO マウス)を作製した。 

【平成 29 年度研究計画】 

第 8-10 週令の雄性 C57B6 wild マウスを wild 群と CypD 遺伝子欠損(Ppif-/-)マウス(CypD KO

群)を用いて回盲部結紮＋２回穿刺による（CLP）誘発敗血症性脳症モデル（SAE モデル）を作製

する。モデル作製６、１８時間後（wild 群と Edaravon 群、CypD KO 群ともに各群 3匹の動物を

使用、また、各群のshamとして3匹ずつの動物を使用）に大脳のサンプリングを施行して5%(w/w)

マンニトール水溶液 10ml を添加し、懸濁し、メタノール 800ml を添加する。さらに内部標準液

500ml 添加し 30 秒間 vortex し、2,300xg、4℃ 5 分間遠心して遠心上清 350mlx2 を限外濾過フ

ィルタにて除タンパクして 9,100xg4℃ 2～5時間遠心して pellet を 5%(w/w)マンニトール水溶

液 10ml に懸濁し CE-TOFMS による脳内代謝経路のメタボローム解析を行い、脳内ミトコンドリ

ア CypD 情報伝達系の脳内代謝経路への役割を網羅的に検討した。 

【平成 30 年度研究計画】 

オートファジーは，単一アッセイでの定量性に乏しい。そのため以下の複数のアッセイを組み合

わすことで総合評価を行う。第８―１０週令の雄性 C57B6 wild マウスを wild 群、CypD KO マウ

ス群を用いて SAE モデルを作製し、モデル作製１２時間後、１、２日後（各時間・両群とも５匹

のラットを使用）に 4℃ ２％パラホルムアルデヒド＋2.5%グルタールアルデヒド加 0.1M リン酸



バッファー溶液で灌流固定して、大脳（視交叉より 2mm 後方）の冠状断面で２ｍｍの切片を切り

出し、3%グルタールアルデヒド＋1%リン酸バッファー加 4 酸化オスミウムにて後固定後にエポ

ン包埋し 0.12mm で薄切切片を作成し、0.2%クエン酸鉛+1%酢酸ウランにて染色した後に走査電

顕にてオートファゴソームおよびオートリソソーム形成の有無を解析するとともに大脳皮質タ

ンパクを可溶化，抗 LC3B 抗体と抗 p62 抗体を用いた immunoblotting 法を行う。デンシドメト

リーにて LC3-II(脂質修飾型)/LC3-I 比（オートファゴソーム形成・量を反映）， p62 の減衰ス

ピード（分解能を反映）を評価し、SAE 誘発オートファジー形成を検証・定量化し、CypD・MPT 情

報伝達系のオートファジー発現（mitophagy）に果たす役割を検討した。 

【平成 31年～令和元年度研究計画】 

第８―１０週令の C57B6 wild マウスを 2 群に分けて解析する。wild 群と CypD KO 群を用いて

SAE モデルを作製し、モデル作製１２時間後、１、２日後（各時間・両群とも５匹のラットを使

用）に脳ミトコンドリアを抽出して Ca2+overload を in vitro にて作り出し、ミトコンドリアの

膨化（swelling）を計測、解析比較する。ラット大脳皮質から Parcol 法でミトコンドリア分画

を抽出し蛋白定量後、25μg/ml のミトコンドリアを KCl buffer に加えて CaCl2(0-10μ

mol/mgprotein)を加えて 520nm で light scattering を行い MPT に伴うミトコンドリアの膨化率

を測定する。また、細胞死・Apoptosis の発現変動を Celestinblue-acid fuchsin 染色と IkB, 

Bax,P53 を immunoblot にて検討した。 

４．研究成果 
 
（１）SAE 誘発時の脳内ミトコンドリア CypD を介した脳内代謝経路のメタボロームによる網羅
的解析 

CypD KO マウスは、当初ＣＬＰモデルのよる SEに対して抵抗性を示すという予想通り最長 72

時間後まで生存したが、wild マウスは 18時間後までにすべて死亡した。メタボローム解析にて

Wild 群, CypDKO 群の解析結果より、wild 群では CLP6、18 時間後に GSH（グルタチオン）の有

意な低下を示したが、CypDKO 群では GSH の低下は認められず、抵抗性を示した。フリーラジカ

ル消去剤のエダラボン投与 wild マウス群（Ｅ群）では 18 時間後にＧＳＨは低下したが、wild

よりその低下は少なかった。脳内の抗酸化機構が維持されているが、機能が抑制されていること

が明らかとなった（図１、２）。 

この結果から、脳内抗酸化機構のグルタチオン系の破綻と脳内ミトコンドリアにおける MPT

（Mitochondrial Permeability Transition）に伴うミトコンドリア機能不全の SAE に於ける重

要性が明らかとなった。OH ラジカル消去剤のエダラボンの投与はミトコンドリアにおける酸化

ストレスの影響を完全には抑制できないことが明らかとなった。 

 



 
 
 

 
（２）オートファジーとの連関について 

オートファジーを検出するための抗 LC3B 抗体と抗 p62 抗体を用いた immunoblotting 法では

wild マウスと CypD KO マウスとの差は認められなかった。 

（３）両群における神経細胞死の比較および western blot 

SAE 作成 6時間後までは脳のどの部位も細胞死は認められなかった。１８時間後においては Wild 

群で海馬（左 27.5±5.6%,右 25.8±8.1%：平均 26%）、大脳皮質（左 45.6±8.4%,右 47.4±7.84%:

平均 46%）、CypD KO マウス群において海馬（左 8.4±6.6%,右 7.8±7.1%：平均 26%）、大脳皮質

（左 19.6±8.4%,右 18.4±8.94%:平均 18.7%）と CypD KO マウス群において細胞死の減少を認め

た(図３)。 

IkB は CLP 処置後 18 時間の肝臓サンプルにおいて若干の発現量の低下が見られ、これが IkB の

分解であれば、その分 NFkB が活性化している可能性がある。脳に於いては、IkB は、wild マウ

スと CypD KO マウスとの差を認めなかった。 

p53 は脳・肝臓サンプルともに CLP 処置による発現誘導は認められず、wild マウスと CypD KO マ

ウスとの差を認めなかった（図 4）。Bax は脳・肝臓サンプルともに CLP 処置による発現誘導は認

められず、wild マウスと CypD KO マウスとの差は認められなかった（図 5）。 

De-Energized Swelling と同様に、wild マウスでは著しい膨化が認められたが、CypD KO マウス

ではほとんど膨化が認められなかった。また、CLP 処置後 18時間のサンプルでは、wild マウス

のサンプルにおいて初期値の低下及び光散乱強度の変化量の減少が見られ、ミトコンドリアの

膨化が進行している可能性が示唆された（図６，７）。 

 



図３ 

 
 
（４）wild マウスと CypD KO マウスにおける Bax 発現 
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図５ 

 
 
（５）CypD KO, CLP 0h, 18h 群  マウス脳ミトコンドリア  光散乱測定による Swelling 解析 
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