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研究成果の概要（和文）：敗血症性多臓器不全の病態生理を明らかにするために、培養細胞に炎

症性 mediator を投与し、惹起される細胞障害シグナルを検討し、以下の知見を得た。 

(1) 炎症性 mediator により細胞死が起こり、そのメカニズムにアポトーシス機構が関与してい

る. 

(2) 細胞障害性シグナルは NO 依存性や MAP kinase の依存性などにおいて、細胞種により異な

る要素がある. 

(3) 細胞種により有効な薬剤が異なるが、抗炎症作用薬、抗酸化薬に細胞保護作用がある. 

(4) アポトーシスの阻害のみでは細胞死を抑制できず、それ以外の細胞死の関与が示唆された. 

 

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathophysiology of organ dysfunction associated 

with sepsis, we have analyzed cytotoxicity induced by proinflammatory cytokines in 

various cultured cell lines. 

(1)A mixture of proinflammatory cytokines exerted synergistic cytotoxic effects and this 

cytotoxicity was mediated at least partially by the caspase-dependent apoptotic signaling 

pathway. 

(2)The profile of cytotoxicity differed according to cell types, in terms of nitric oxide 

or MAP kinase dependency.  

(3)Antiinflammatory agents or antioxidants showed prominent cytoprotective effects 

against the cytotoxicity induced by proinflammatory cytokines. 

(4)Cell death other than apoptosis was implied in the underlying mechanism of the 
cytotoxicity induced by proinflammatory cytokines. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 敗血症における臓器不全の病態生理は

まだよくわかっていない. よって有効な治

療法も確立しているとは言えない. 

(2) 臓器不全の過程で、細胞傷害に関与する

シグナル経路がどのように関与しているか

も未解明である。例えば、アポトーシスシグ

ナルの活性化の関与も強く疑われ、それを支

持する実験的事実も蓄積しつつあるが、臨床

の場でアポトーシスという機構が臓器不全

にどれほど主要な役割を果たしているかは

不明である. 
(3)敗血症時に産生される主要な炎症性メデ
ィエータの中で、NO の病態生理における役割
も確定していない。一方、生体侵襲時におけ
る NO の細胞保護作用が最近相次いで報告さ
れており、従来の炎症病態での NO 悪玉説に
も再考が必要と考えられている。 
２．研究の目的 

敗血症における多臓器不全の病態生理をよ

り明確にし、それに対する有効な治療法をそ

の機序とともに明らかにするために、 

(1)敗血症の炎症性メディエータ由来の臓器

傷害モデルを各重要組織由来の培養細胞系

で作成する. 

(2)その臓器障害モデルでどのような細胞傷

害性シグナルが活性化しているかを組織系

毎に解析する. 

(3)活性化している細胞傷害性シグナルにお

いては、(1)アポトーシスシグナル、(2)NO ス

トレス、(3)炎症性転写因子、(4)酸化ストレ

ス、の関与を系統的に解析する。 

(4)敗血症の治療に有望視されている薬剤の

中で、細胞傷害性シグナル伝達を抑制する候

補を選びだし、その作用機構を解明する. 
 
３．研究の方法 

(1) in vivo マウス敗血症モデルの作成 

C57/B6 マウス（♂）に LPS(0, 10, or 25mg/kg)

を腹腔内投与して作成. 

24 時間後に麻酔下に開胸・開腹し重要臓器を

摘出、液体窒素で急速凍結後、凍結下に粉末

状にして、後の蛋白解析に用いた。 

(2) in vitro 重症炎症モデルの作成 

ラット近位尿細管細胞（immortalized rat 

proximal tubular cell:IRPTC）、 

ラット心筋筋芽細胞(H9c2）、 

ラット筋芽細胞(C2c12) 

ヒト肺腺癌上皮細胞(A549) 

ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC) 等を使用し

た。 

各培養細胞に、LPS/TNFα/IFNγ、或は IL-1

β/TNFα/IFNγ(inflammatory mediators: 

IM)を共投与して、重症炎症モデルとした。 

(3)測定系 

Cell Viability: 細胞の固定染色(crystal 

violet)、全細胞蛋白の濃度測定、漏出 LDH

の測定 

炎症反応： iNOS、Cox2, ICAM-1, PAI-1、I

κB の発現変化(western blotting) 

Apoptosis: PARP 及び caspase 7 の cleavage 

(western blotting) 、caspase3 活性の測定, 

cytokeratin 18 の断片化（ELISA） 

NO 生成： 培養液中の nitrite の測定(griess

法) 

 
４．研究成果 

急性尿細管壊死のモデルとして、ラット近位

尿細管細胞(IRPTC)を用いた検討では、 

(1)炎症性 mediator により細胞死が起こり、

そのメカニズムにアポトーシス機構が関与

している. 

(2)NOS 依存性及び非依存性の細胞死が関与

している. 

(3)その細胞死の抑制には、糖質グルココル

チコイド、melatonin、アンギオテンシン受

容体阻害薬等、抗炎症性作用薬が有効な一方、

NADPH oxidase 阻害薬、catechin, dimethyl 

sulfoxide(DMSO)等、抗酸化作用薬も有効. 

等の知見を得た。 

一方、急性肺障害のモデルとして、ヒト肺胞

上皮細胞を用いた検討では、 

(4)本細胞系では炎症性刺激によっても iNOS

の上昇は軽度であり、細胞種によって惹起さ

れる細胞傷害性シグナルはIRPTC と顕著に異

なる. 

(5)炎症性 mediator により細胞死が生じ、ア

ポトーシス機構の活性化も確認したが、アポ

トーシスの抑制のみでは細胞死の抑制効果

は限定的であり、それ以外の細胞死機構の関

与も重要である. 



(6)炎症性 mediator により全ての MAP kinase

が活性化し、その中で JNK の活性化が細胞死

に一部関与している. 

(7)細胞死を軽減する薬剤として、糖質グル

チコイド、アンギオテンシン受容体阻害薬、

DMSO 以外に、免疫抑制薬、mitoKATP channel

開口薬、cyclic AMP, ω3 脂肪酸等が同定で

きた. 

等の知見を得た。 

以上、炎症性細胞傷害の分子機構に関して新

しい知見を得る一方、抗炎症・抗酸化薬を治

療に応用する際の分子基盤を提示するなど、

意義深い成果を得た。 
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