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研究成果の概要（和文）：敗血症時のインスリンシグナルについて、モデルマウス脳および肺組

織で解析した。敗血症時には、受傷からある一定期間までは何らかの自己防衛的機序によりシ

グナルが増大するが、その後減弱に転じ組織傷害も増大させると考えられた。一方、シグナル

を持続的に増加させる活性化薬は組織傷害を軽減させた。生体内には酸化・ニトロ化ストレス

を軽減させるため、インスリンシグナルを介した組織損傷保護機構があり、それをうまく利用

できれば、症状軽減に役立つと期待された。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the insulin signal in septicemia, using the brain and 
lung tissue in septic model mice. Until the certain period, insulin signal was increased by 
some defensive mechanisms. However, the signal was reduced gradually, and the degree of 
tissue damage was increased. Meanwhile, treatment the drugs which maintain the signal 
reduced the tissue damage. It was expected that the damage in septicemia would be 
reduced, if we use the protective system via insulin signal, which reduce the oxidative and 
nitrative stress. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２０１０年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

２０１１年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 
キーワード：炎症・免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）敗血症病態とインスリン抵抗性 
 敗血症をはじめとする全身性炎症反応疾
患においては、ストレスホルモン、サイトカ
イン産生等による代謝変動の結果として、高
血糖症、インスリン作用不全の状態が存在す

る。このインスリン抵抗性は、糖尿病の既往
がなくとも高い死亡率を助長するため、早急
な改善治療が必要となってくる。ほとんどの
全身性炎症反応疾患において、インスリン注
入療法は、必須の処置項目とされていて、肺
胞上皮細胞、血管内皮細胞等においては、炎
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症による組織損傷を改善させることが期待
されていた。ところが、敗血症病態の各種臓
器において、インスリンシグナル経路に異常
をきたしていることは十分に推測されては
いたが、その障害に至る機序、および生体の
反応機構についての解析は、不十分であった。 
 
（２）抗炎症に働くインスリンシグナル 
 インスリンを含む growth factor は、生物
の発生期・成長期に必須なシグナルであり、
それぞれの特異性により、各種臓器組織が形
成されていく。一方、これらは、代謝・成長
の側面からだけではなく、細胞の形態・機能
を維持するために必須なシグナルでもある。
炎症等により細胞が損傷を受け、細胞の形
態・機能に異変が生じると、その修復のため
にシグナル経路の活性化が必要とされるの
はもとより、防御の面からも重要視されてい
る。Growth factor シグナル経路の中でも、
特に PI3K-Akt シグナル経路の活性化は、炎
症に関する遺伝子（tumor necrosis factor-α
（TNF-α）等）の蛋白質発現を抑制するな
ど、抗炎症反応経路として注目されていた。
このシグナル経路は、チロシンキナーゼ内蔵
型である growth factor receptor 以外からも
シグナルを受けることが知られている。しか
しながら、炎症が生じている際に、PI3K-Akt
を含むインスリンシグナルを減少させるシ
グナル活性について、あるいはインスリンシ
グナルがどのような記所を介して組織損傷
の進行を防ぐのか、等に関しては、研究開始
当初は不明な点が多かった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 敗血症におけるインスリンシグナル経路
やそのシグナル伝達分子活性化度の減弱を
明らかにしていくことは、治療のための新た
な標的分子を探索し、薬物あるいは遺伝子導
入によりその分子を活性化あるいは不活性
化することができれば、多くの命を救う可能
性があると考える。 
 私達は、臨床的に有用性の高い敗血症マウ
スモデルによる in vivo 解析の実験系を用
いて、インスリンシグナル活性化レベルと顕
微鏡観察による組織損傷程度とを比較しな
がら、細胞死（アポトーシス含む）経路を促
進する分子群、あるいはその阻止に大きく関
わる分子群について、それら蛋白質の発現量、
リン酸化レベル、かつそのシグナル経路につ
いて、分子生物学的手法、形態学的手法、化
学反応を用いたアッセイ系など、多方面から
解析し、敗血症時のインスリンをはじめとし
たシグナルクロストーク解明を目的とした。 
 
 

３．研究の方法 
 
（１）敗血症モデルマウス作成 
セボフルレン吸入麻酔下に、マウス腹部を
小切開にて開腹、盲腸部を確認後、その先
端部より約５mm の部位を結紮、その盲腸先
端部位に 21 ゲージ注射針を用いて穿刺、２
ヶ所穿孔部位を形成後、腹腔内に戻す（CLP
術）。以上のように、人為的に腸内細菌によ
る腹腔内感染症を生じさせることで、腹膜
炎からの敗血症となるモデルマウスを作成
して解析を進めていく。また、敗血症進行
防御に効果があるとされる試薬を、随時経
静脈もしくは腹腔内による投与を行い、モ
デルマウスとの比較検討を行う。 
 
（２）解析組織サンプル採取 
 CLP 施術後の経過時間ごとに、セボフル
レン吸入麻酔下に、血液サンプルを回収後、
ヘパリン入りPBS緩衝液を用いて組織灌流
を十分に行ったあと組織を摘出、顕微鏡に
よる形態学的観察を行うものはホルマリン
固定へ、分子生物学的手法による解析を行
うものについては、液体窒素で保存後、破
砕装置を用いてホモジェナイズ、遠心分離
により目的のサンプル画分を採取する。 
 
（３）血液サンプル解析 
 血液サンプルについては、CLP 施術後の
経過時間ごとに、眼窩静脈よりもしくはセ
ボフルレン吸入麻酔下に開腹後、臓器摘出
のための灌流前に下大静脈より、血液ガス
については大動脈より採取する。血液中の
インスリン、また、TNF-α、IL-1β、IL-6
等のサイトカインについては、ELISA 法に
よる解析を行う。 
 
（４）顕微鏡下の形態学的解析 
 敗血症モデルマウスおよび治療マウス臓
器組織における組織損傷度、炎症細胞浸潤
等の形態変化について、HE 染色を用いて解
析する。また TUNEL 染色を加えることで、
組織のアポトーシス進行度を比較検討する。
さらに、重要なシグナル分子等について組
織免疫染色法を行い、蛍光顕微鏡もしくは
共焦点レーザー顕微鏡により観察、記録す
る。 
 
（５）分子生物学的解析 
 インスリンシグナル分子、サイトカイン
分子について、リアルタイム PCR 法により
mRNA 量を、ウェスタンブロット法により
蛋白質発現量およびリン酸化量を測定する。
炎症に関与する NF-κB 等転写因子につい
ては、Electro mobility sift assay により解
析する。 
 



 

 

（６）化学反応アッセイ法等 
 組織損傷に伴う血管透過性についての評
価は、エチジウムブロマイド、 sodium 
fluorescein 等の色素を経尾静脈投与後サン
プルを調整し、イムノプレートリーダーを
用いて、それぞれ吸光度、蛍光について測
定する。また、酸化ストレスの指標として、
活性酸素発生に関与する NADPH oxidase 
活性について、NADPH を基質としたルシゲ
ニンの化学発光をルミノメーターにより測
定解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
 脳および肺組織を中心に解析を進めた。 
 
（１）脳組織における組織損傷とインスリン
シグナルについて 
 
①脳組織の顕微鏡解析 
 CLP 術より 24 時間経過した脳組織におい
ては、HE 染色において、委縮、変形、濃染
色像を呈する神経細胞が観察された（図１）。
この変性神経細胞は、大脳皮質および海馬の
部位で顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
  図１ 
 
②脳血管透過性亢進 
 血液脳関門に及ぼす影響を検討するため、
エチジウムブロマイド、sodium fluorescein
を使用して、血管機能について解析した。敗
血症マウス脳において、貯留色素濃度の増加
がみられた（図２） 
 
 
 
 
 
  図２ 
 
③脳組織の酸化・ニトロ化ストレス 
 活性酸素を産生する酵素 NADPH oxidase
の活性をルシゲニン化学発光により定量す
ると、敗血症マウス脳において増加していた
（図３）。さらに、Nitrotyrosine 抗体を用い
た組織免疫染色の解析では、敗血症脳で陽性
像が観察された（図４）。一方、ラジカルス
カベンジャー、エダラボン投与は、組織傷害
を軽減させた。 

 
 
 
 
 
 
 
  図３       図４ 
 
④脳組織におけるインスリンシグナル 
 インスリンシグナル分子の Akt および
GSK-3βについて解析すると、時間経過に伴
いリン酸化の増加が認められた（図５）。こ
れは当初の予想と異なるものであったが、後
述の肺組織における検討から考察すると、傷
害脳においては、自己防衛的にインスリンシ
グナルが増大しているものと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図５ 
 
（２）肺組織における組織損傷とインスリン
シグナルについて 
 
①肺組織の顕微鏡解析 
 敗血症肺組織においても、組織の損傷が観
察されるとともに、アポトーシス増加も観察
された。一方、敗血症諸症状を緩和すると報
告されていたスタチンあるいは cAMP 活性化
薬等の処置により、この組織傷害は軽減した
（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図６ 
 
②肺組織におけるインスリンシグナル 
 敗血症マウス肺組織におけるシグナル分
子の一つ Akt リン酸化は、CLP 術後 3 時間を
ピークとして一度増加するものの、その後減
弱していた。しかし、上記緩和薬を処置して
おくと、Akt リン酸化については、持続して
いることが認められた（図７） 
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