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研究成果の概要（和文）：出血様式（動脈性出血または静脈性出血）の違いがラット臓器のミトコンドリア呼吸
に与える影響について検討した。雄性Sprague-Dawley ラット（300-339 g）を対照群、動脈出血群、静脈出血群
の3群に分けた。総出血量はどちらの出血群においても全身血液量（56 mL/kg）の50% とした。動脈出血群及び
静脈出血群では血圧低下がみられたが、動脈性出血と静脈性出血で差は認められなかった。動脈性出血では心臓
ミトコンドリア呼吸の予備呼吸能が低下した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to compare different hemorrhage style (arterial hemorrhage 
or venous hemorrhage) for clarifying their effects on the mitochondrial respiration in organs of 
rat.
Male Sprague-Dawley rats (300-339 g) were randomly assigned to three groups: control, arterial 
bleeding, and venous bleeding. Hemorrhage was induced by withdrawing blood until 50% (28 ml/kg) of 
their estimated blood volume (56 ml/kg) in both bleeding groups. Blood pressure in both bleeding 
groups was decreased compared with the control group. Blood pressure showed no significant 
difference between the arterial and venous bleeding groups. Preliminary respiratory capacity of 
mitochondria in heart in the arterial bleeding group was lower compared with the control group.

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題は出血による各臓器のミトコンドリア機能への影響の解明に繋がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
出血は外傷による死亡の主な原因であり、生体に様々な悪影響を及ぼす。出血の合併症のひと

つに血液凝固障害がある。血液凝固の機序には、凝血の形成を促す凝固系と凝血の分解を促す線溶
系がある。凝固系と線溶系の均衡が崩れると血栓症や易出血性といった血液凝固異常が生じるとされ
ている。法医学分野では、病死などの緩徐に死に至る場合は心臓内に軟凝血がみられるが、外傷や突
然死などの急死事例では心臓内に流動血がみられることがよく知られている。また、救急医療分野にお
いては、外傷・出血により血液凝固が正常になされず止血困難な症例が報告されている。これらの病態
には出血性ショックによる循環障害、それに伴う組織低酸素状態が線溶系の亢進に関わっているとされ
ている（Xu et al. 2015）が、その機序は十分に解明されてはいない。 
近年の出血性ショックモデルを用いた研究では、出血によりショック状態を維持することで確実な

循環障害を引き起こすモデルや、出血量にのみ着目し出血の影響を評価するモデルが採用されること
が多く、出血様式（出血速度の違いや動脈性・静脈性出血の違い）に着目した研究の報告は少ない。こ
の背景から、我々は出血速度の違いが血液凝固機能に与える影響についての研究を実施し、出血速
度は循環障害と線溶系に関与する PAI-1 生成に影響を与えることを過去に報告した（Furukawa et al. 
2020）。この研究のなかで我々は、PAI-1 は多くの組織・臓器から放出されるが、出血様式が異なること
で PAI-1 放出を促進される組織・臓器も異なるのではないかという仮説を立てた。循環障害の指標とし
て血中 Lactate が用いられることが多いが、Lactate は主に筋肉で産生されるため心臓や肝臓といった
各臓器の組織低酸素状態を正確に反映していないと考えられる。そこで、細胞外フラックスアナライザ
ー（Seahorse XFe24 Analyzer, Agilent）を用いてミトコンドリア呼吸を測定することで各臓器の組織低酸
素状態の評価を検討した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、出血性ショックモデルラットにおける出血様式の違い（動脈性出血と静脈

性出血）による局所循環の違いの評価を行い、局所循環と凝固系・線溶系の関連を検討すること
である。 
 
３．研究の方法 
（１）ミトコンドリア呼吸の測定 
ラットから採取した心臓・肝臓・腎臓・脾臓組織をサンプルとした。細胞外フラックスアナ

ライザーを用いてミトコンドリアの酸素消費速度(OCR)を測定した。 
 
①ミトコンドリアの単離 
ミトコンドリア単離は、文献（Leger et al. 2020, Frezza et al. 2007）の方法を参考に

適宜修正を加えて実施した。ミトコンドリア単離は単離用バッファー（バッファーA：KCl 100 
mM, MPOS 50 mM, EGTA 2 mM, FA-free BSA 0.2%）を用い実施した。心臓・脾臓はバッファーA
液中で細かく刻んだ後、ダウンス型ホモジナイザーでホモジナイズ、その後ポッター型ホモジナ
イザーでホモジナイズした。心臓サンプルは遠心（800×g, 10 min, 4℃）により上清（A）と沈
殿に分離した。沈殿はバッファーAで再懸濁した後、サブチリシン（1110 unit/ml）を加え、ポ
ッター型ホモジナイザーで再びホモジナイズし、遠心（8000×g, 10 min, 4℃）、沈殿をバッフ
ァーAで再懸濁後に再び遠心（800×g, 10 min, 4℃）し得られた上清（B）を上清（A）に加え
た。上清（A＋B）を遠心（8000×g, 10 min, 4℃）、沈殿を蛋白定量用バッファー（バッファー
B：KCl 100 mM, MPOS 50 mM, EGTA 2 mM）で再懸濁し再び遠心（8000×g, 10 min, 4℃）、沈殿
をバッファーBで再懸濁し蛋白量測定を行った。肝臓・腎臓はバッファーA液中で細かく刻んだ
後、ポッター型ホモジナイザーでホモジナイズした。肝臓・腎臓・脾臓サンプルは遠心（800×
g, 10 min, 4℃）、上清を回収し再び遠心（8000×g, 10 min, 4℃）、沈殿をバッファーBで再懸
濁し再び遠心（8000×g, 10 min, 4℃）、沈殿をバッファーBで再懸濁し蛋白量測定を行った。
蛋白定量は Qubit Fluorometer（Invitrogen）を用いて測定した。 
 
②細胞外フラックスアナライザーによるミトコンドリア酸素消費速度の測定。 
取扱説明書の内容に従い実施した。アナライザー用のセンサーカートリッジは non-CO2 

incubator に一晩置き、実験当日に 4 つのインジェクションポートに Adenosine diphosphate
（ADP） 50 µl、oligomycin 55 µl、fluoro-carbonyl cyanide phenylhydrazone (FCCP) 60 µl、
20 µM rotenone/100 µM antimycin A (Rot/AA) 65 µl をそれぞれ注入した。細胞培養プレート
に上記①で得た単離ミトコンドリアを 50 µl ずつ注入し、遠心（2000×g, 10 min, 4℃）、予め
37℃に加温した測定用バッファー（sucrose 70 mM, Mannitol 220 mM, KH2PO4 5 mM, MgCl2 5 mM, 
HEPES 2 mM, EGTA 1 mM, FA-free BSA 0.2%）を 450 µl 加え、アナライザーで測定に使用した。
単離ミトコンドリア濃度、ADP、Oligomycin、FCCP については適切な濃度を検討した。 
 
 



（２）動脈性出血、静脈性出血それぞれの出血性ショックモデルラットの作成 
SD ラット（300-339 g, male）は無作為に対照群、動脈出血群、静脈出血群に分けた。ラッ

トにイソフルラン吸入による麻酔を行い、右大腿動脈及び右大腿静脈にカテーテルを挿入した。
カテーテル内はヘパリン生理食塩水（10 unit/ml）で満たした。動脈カテーテルは血圧測定及び
動脈性出血操作に使用し、静脈カテーテルは静脈性出血操作に使用した。総出血量は動脈性・静
脈性出血ともに全身血液量（56 mL/kg）の 50 % とした。出血操作はまず全身血液量の 40 %を 5
分以内で出血させた後、10分おきに 5 %の出血操作を 2回実施した（出血操作は合計 3回、出血
処置の総時間 25分間）（図 1）。最後の出血操作から 10 分間観察を行った後、サンプル採取を実
施した。対照群はカテーテル挿入のみ行い、出血操作は実施しなかった。麻酔濃度は、導入時は
4%、カテーテル挿入処置時は 3%、出血処置及び経過観察時は 1.5-2.0%とした。心臓・肝臓・腎
臓・脾臓組織を前述のミトコンドリア呼吸測定のサンプルとした。残りの心臓・肝臓・腎臓・脾
臓組織及び血清・血漿を-80℃で保存した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）細胞外フラックスアナライザーのサンプル及び試薬濃度の検討 
出血操作を実施していないラットの臓器を用いて、単離ミトコンドリア濃度、ADP、

Oligomycin、FCCPについては適切な濃度を検討した。単離ミトコンドリア濃度は心臓 200 µg/ml、
腎臓 350 µg/ml、脾臓 400 µg/ml により概ね適切な結果が得られた。これらの単離ミトコンド
リア濃度は、各試薬を加えていない段階（base line）の OCR が 200-400 pmol/min に収まるも
のを適切な濃度と判断した（図 2）。200 µg/ml 以下または 400 µg/ml 以上では各試薬に対する
反応が鈍化した。200 µg/ml 以下ではミトコンドリア濃度の不足、400 µg/ml 以上では base line 
で酸素が消費され枯渇することが原因と考えられた。肝臓については単離ミトコンドリアの蛋
白濃度と OCR との関係が不安定であり、適切な蛋白濃度を決定することができなかった。ミトコ
ンドリア以外の蛋白質の含有率に問題があると考えられ、遠心条件等の再検討を実施中である。
試薬の適切な濃度は ADP・FCCP は OCR が最大になる最小濃度、Oligomycin は最も OCR が最低に
なる最小濃度とした（表 1）。 

 
 
（２）バイタル変化 
対照群、動脈出血群、静脈出血群においてバイタル測定及び、後述の血液ガス分析及びミト

コンドリア呼吸の測定を実施した。なお、研究実施期間中は各群の十分なサンプル数を確保する
ことはできなかったため、統計的処理は実施していない。対照群では時間経過による血圧の変化
は認められなかった。動脈性出血、静脈性出血どちらも 1度目の出血操作で血圧が大きく低下し
た（図 3）。その後、観察終了まで血圧の回復は見られなかった。動脈性出血と静脈性出血とで
血圧に差は認められなかった。 
 

 ADP Oligomycin FCCP 

心臓 
5 mM 
（0.5 mM） 

10 µM 
（1 µM） 

10 µM 
（1 µM） 

肝臓 － － 
20 µM 
（2 µM） 

腎臓 
5 mM 
（0.5 mM） 

10 µM 
（1 µM） 

10 µM 
（1 µM） 

脾臓 
10 mM 
（1 mM） 

40 µM 
（4 µM） 

20 µM 
（2 µM） 

表 1 試薬の最適濃度 
センサーカートリッジへの注入濃度 
（括弧内は細胞培養プレートでの最終濃度） 



（３）血液ガス分析 
pH、pCO2 では明らかな差は認められなかったが、Lactate は動脈出血群及び静脈出血群で

上昇していた（図 4）。動脈出血群と静脈出血群との間に差は認められなかった。 
 
（４）ミトコンドリア呼吸測定 
心臓、腎臓、脾臓において OCR の測定を実施した。心臓ミトコンドリアにおいて、動脈出血

群では FCCP 投与時における OCR の上昇が乏しかった（図 5）。これは、ミトコンドリアの予備呼
吸能が低下したことを意味する。静脈出血群はサンプル数が極めて少ないものの、ADP・FCCP に
よる OCR 上昇が乏しい傾向にあった。臓器のミトコンドリア呼吸に対する出血の影響として、出
血により脾臓ミトコンドリアの予備呼吸能が低下したと報告がある（Warren et al. 2017）。本
実験では出血による脾臓のミトコンドリア呼吸の変化を認めなかった。 

   
 
（５）凝固系・線溶系の測定 
当初の目的の一つであった凝固系・線溶系の測定はまだ実施していない。各群十分なサンプ

ル数を確保したのち実施する予定である。 
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