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研究成果の概要（和文）：敗血症は過剰な炎症と血液凝固の活性化を基盤とし、血管内皮障害を伴う臓器障害を
生じる致死率の高い疾患である。本研究課題では血管内皮細胞の転写共役因子YAPを標的として血管内皮障害と
臓器障害が改善できるか検討を行ってきた。
我々は臓器障害や血管透過性亢進を示す敗血症モデルマウスを確立したが、組織でのYAPタンパク質の活性化は
評価できなかった。培養血管内皮細胞を用いてLPS刺激時にYAPの活性化が起こることを示し、YAPが炎症関連遺
伝子の発現に関与することを明らかにした。これらは、血管内皮細胞のYAP活性化の制御によって敗血症性臓器
障害や血管透過性亢進が改善する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Sepsis, is underlying endothelial dysfunction associated with excessive 
activation of systemic inflammation and blood coagulation, leads to multiple organ damage.  In this 
study, we have focused on the transcription coactivator Yes-associated protein (YAP) in endothelial 
cells and investigated whether its activation ameliorates vascular endothelial dysfunction and 
multiple organ damage.
Our sepsis model mice exhibited organ damage and increased vascular permeability, but we could not 
evaluate YAP activation.  Moreover, by using cultured vascular endothelial cells, we found that YAP 
activation occurs upon Lipopolysaccharides (LPS) stimulation and demonstrated that YAP is involved 
in the expression of inflammation-related genes.  
These results indicated that septic organ damage and increased vascular permeability may be 
ameliorated by the regulating YAP activation in endothelial cells.

研究分野： 救急医学

キーワード： 敗血症　臓器障害　YAP　炎症　血管透過性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症症状や臓器障害を抑えることができる有効な治療法はなく、その開発は医学的課題である。これまで抗サ
イトカイン療法、抗炎症療法、抗血液凝固療法が試行されたが、十分な成果は得られていない。本研究では、血
管内皮細胞のYAPの活性化制御によって敗血症時の臓器障害や血管透過性亢進が抑制できる可能性を見出した。
特に、細菌由来成分や傷害関連分子パターンにより血管内皮細胞のYAPが活性化すること、また薬剤によるYAP抑
制が血管内皮細胞の炎症応答を抑えることを明らかにした。これらの結果は、敗血症の新しい治療標的や治療法
の開発につながると期待される。

※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 
(1)  敗血症は、「感染に対して宿主生体反応の統御不全により生命に危機を及ぼす臓器機能不
全を呈している状態」である。すなわち、敗血症は過剰な炎症と血液凝固の活性化や血管内皮障
害を伴った著しい血管透過性亢進と臓器障害を呈する致死性の高い疾患である。現在、敗血症に
伴う臓器障害をいかにして治療し、回帰を改善するかが医学的課題となっている。 
(2) 本分野における基礎と臨床研究は、傷害関連分子パターン（DAMPS）や病原体関連分子パタ
ーン（PAMPs）による炎症活性化機構、好中球トラップ（NETs）による細菌捕獲と免疫血栓、代
償性抗炎症反応症候群(CARS)の存在などが敗血症病態の一因であることを明らかにした。こう
した理解は敗血症の改善につながると期待されている。 
(3)  近年、トロンボモジュリン製剤やアンチトロンビンⅢ製剤が抗凝固作用に加えて、血管内
皮細胞に対して抗炎症作用と細胞保護作用を有すことが基礎研究レベルで証明されつつある。
その作用機序の解明は、敗血症の治療標的分子の同定や各製剤が有効性を示す敗血症患者の判
別マーカーの開発につながると期待される。 
(4) これまで我々は、播種性血管内凝固症候群（DIC）の治療薬であるトロンボモジュリン製剤
が血管内皮細胞の硬化を抑制するなど抗炎症作用の機序を明らかにしてきた。これらの一連の
研究から血管内皮細胞の転写共役因子 Yes-associated protein （YAP）の活性化の制御が抗炎
症作用に重要であることを見出した。本研究課題では、敗血症モデルマウス、in vitro 培養血
管内皮細胞を用いて、YAP の活性化を解析し、その活性化の制御が敗血症における血管透過性亢
進と臓器障害を改善しうるか検証を試みた。 
 
２．研究の目的 
(1)  転写共役因子 YAP は transcriptional coactivator with PDZ-binding motif （TAZ）と
複合体を形成し、細胞分裂と増殖、アポトーシス、器官の大きさを制御している。YAP/TAZ を負
に制御する Hippo 経路は、癌抑制シグナルとして知られている。血管内皮細胞において YAP/TAZ
は細胞質および細胞膜付近に存在し、炎症時にはすみやかに細胞核へ移動して標的遺伝子の発
現を誘導する。我々のグループは炎症時の YAP/TAZ の活性化は細胞間結合を減弱することを秋
からかにしているが、感染症や敗血症病態における YAP の活性化とその役割は十分に理解され
ていない。 
 
(2) 本研究課題では、「YAP 阻害が敗血症性の血管透過性亢進と臓器障害を改善するか」を検証
することを目的とした。まず、Lipopolysaccharides （LPS）投与、盲腸結索穿刺（CLP）誘導性
敗血症モデルマウスにおける YAP の活性化と血管透過性亢進または臓器障害を解析した。次に
ヒストン投与による敗血症モデルの臓器障害を解析した。薬剤を用いた YAP の制御による臓器
障害の変化について評価を試みた。さらに in vitro培養血管内皮細胞を用いて LPS 刺激におけ
る YAP の活性化を調べ、YAP 阻害による炎症や血液凝固関連遺伝子の発現変動を解析した。これ
らの研究によって敗血症性臓器障害や血管透過性亢進が血管内皮細胞の YAP 活性化を制御する
ことで抑制できるか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 敗血症モデルの作成 
C57BL/6J 雄性マウス（8～9 週齢）の腹腔内に LPS を投与、または開腹して CLP を施術して敗血
症モデルを作成した。24 時間後の致死率、血圧、脈拍数、直腸温、体重、白血球、血小板数を測
定した。さらに、生存マウスから肺および腎臓を摘出してヘマトキシリンエオシン（H&E）染色、
フィブリノーゲン染色を行い、臓器障害と血管透過性を評価した。また、C57BL/6J 雄性マウス
（8～9 週齢）の静脈内にヒストンを投与して敗血症モデルを作成し、上記と同様に臓器障害を
評価した。 
 
(2) 敗血症モデルマウス、LPS 投与血管内皮細胞における YAP の局在解析 
摘出した肺および腎臓の組織標本を作成し、抗 YAP 抗体を用いて YAP の局在を可視化して、核内
移行を指標に YAP の活性化を評価した。また、培養血管内皮細胞に LPS 刺激またはヒストン刺激
を加え、4 時間後に YAP の蛍光染色を行い、YAP の局在を評価した。 
 
(3) 培養血管内皮細胞における YAP の活性化解析 
YAP の活性化を精査するため、培養血管内皮細胞に LPS 刺激を加えた後、経時的にタンパク質を
回収した。YAP 蛋白とリン酸化 YAP 蛋白の発現量をウェスタンブロット法で評価した。また、細
胞から RNA を回収・精製し、YAP1 の標的遺伝子である Cysteine-rich angiogenic inducer 61 
(CYR61)、Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)、Connective tissue growth 
factor (CTGF) mRNA の発現量を定量的 PCR 法で解析した。 
 
４．研究成果 
 



(1) 敗血症モデルの作成 
マウスに 20mg/kg の LPS を投与後、6 時間後には 6 匹中４匹のマウスが死亡した。10mg/kg 投与
したマウスでは全例が生存したが、血圧、体温、心拍数が低下したことを確認した。血清中の炎
症性サイトカインの濃度が上昇傾向を示した。また、H&E 染色、フィブリノーゲン染色で臓器障
害、血管透過性を評価した結果、肝臓、腎臓の一部で白血球の浸潤など弱い障害およびフィブリ
ノーゲンの漏出が確認され（図 1）、GOT、GPT の値も上昇した。CLP モデルでも全例が生存し、
一部に臓器障害が確認されたが、個体ごとに差異があり、安定して敗血症モデルを誘導するに至
らなかった。 
より明確な臓器障害を誘導するため、ヒストン 50mg/kg を静脈内投与した敗血症モデルを作成
した。全例が生存し、血圧、体温、心拍数では有意な変化が確認されなかった。しかし、H&E 染
色では肺臓と肝臓に LPS 投与群よりも強い臓器障害が観察された。 
これらの結果から、LPS およびヒストンを投与することで臓器障害と血管透過性亢進を伴う敗血
症様症状を呈するモデルマウスを作成することが可能となった。 

 
(2) 敗血症モデルマウス、LPS 投与血管内皮細胞における YAP の局在解析 

次に、敗血症モデルマウスから得られた組織切片を用いて血管内皮細胞および組織細胞での YAP

の活性化について YAP タンパク質の局在を可視化して核内移行を指標に評価を試みた。しかし

ながら、我々が所持する設備を用いた実験系では細胞内 YAP タンパク質の局在変化の判別を客

観的に行うことできなかった。そこで、培養血管内皮細胞を用いて、細胞に LPS またはヒストン

刺激を加え、YAP タンパク質の局在変化を評価した。その結果、LPS またはヒストン刺激を加え

ることで YAP タンパク質の核内移行が誘導された（図 2）。 

 
 

(3) 培養血管内皮細胞における YAP の活性化解析 

YAP タンパク質は、正常時にはリン酸化された不活性型で細胞質内に存在し、脱リン酸化されて

活性化されると、核内へ移行する。核内に移行した YAP は転写共役因子として働き、その標的遺

伝子の発現を調節する。これまで YAP は複数の転写関連因子と相互作用し、多様な遺伝子の発現

を制御することが報告されている。ここでは、まず LPS 刺激に対する YAP タンパク質の脱リン酸

化を調べた。LPS 刺激後、時間の経過とともに YAP タンパク質は増加傾向を、リン酸化 YAP タン

パク質は減少傾向を示した。 

 
さらに YAP の標的遺伝子である CYR61、Nrf2、CTGF mRNA の発現量を定量的 PCR 法で解析し、YAP



の転写因子活性を評価した。その結果、LPS刺激によって CTGFの発現は増加しなかったが、CYR61, 

Nrf2 の発現亢進が見られた。これらの発現は YAP 阻害剤の Verteporfin によって抑制されるこ

とを確認した（図 3）。 

また、YAP を阻害することで LPS 誘導性の ICAM-1、VCAM-1 mRNA の発現が部分的に抑制された。

一方で、YAP 活性化剤の XMU-MP-1 を単独で加え、YAP を活性化した際には IL-6、ICAM-1、VCAM-

1 の発現誘導はほとんど見られなかった（図 4）。 

 

 

 
これらのことから LPS 誘導性の炎症応答に YAP は部分的に関与するが、YAP の活性化だけでは強

い炎症応答を起こすには至らないと考えられた。これらの結果から、YAP は血管内皮細胞の炎症

のマスターレギュレーターではないが、協調して活性化され、その YAP の活性化を制御すること

で敗血症に伴う臓器障害や血管透過性亢進を調節できる可能性が示された。 
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