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研究成果の概要（和文）：敗血症性脳症（Septic Encephalopathy:SE）発生機序解明のためにミトコンドリア機能不全
に焦点を当て解析を展開した。２３年度はSE作成２４時間後にCa2+負荷による脳ミトコンドリアのswellingが起こりや
すいことが判明した。２４年度はミトコンドリアのCa2+取りこみ能（Calcium Retention Capacity:CRC）を解析しSE作
成１，６，１２，２４時間後のCRCの低下が判明し、２５年度はミトコンドリア呼吸能（Respiratory Control Ratio:R
CR）にSEが及ぼす影響を解析しSE作成１２，２４時間後のＲＣＲは有意な低下を認めた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanisms of septic Encephalopathy(SE), we focused on the mito
chon drial dysfunction. Firts year, The swelling assay suggested that brain has  showed significant swelli
ng due to Ca2 + loading comapred to control(control vs 1,6,12,24h, p<0.05). Seccond year, Calcium Retentio
n Capacity. Sepsis significantly inhibited the CRC according to the recovery time(control vs 1,6,12,24h, p
<0.05). Last year, we have investigated the mitochondrial respiratory control ratio(RCR) due to Klark elct
rode assay. RCR was strongly reduced according to the recovery time. Especially, 12 and 24h after recovery
, CLP group showed significant reduction of RCR compare to control(P<0.05).
Septic encephalopathy showed the inhibition of mitochondrial function.
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１．研究開始当初の背景 
本研究では、我々のこれまでの虚血性神経細

胞死のメカニズム解析の研究結果を基盤と

して、SE の脳障害発症機序を従来の神経細胞

障害のみに着目した解析から、末梢循環不全

（microcirculatoion dysfunction）に伴う

組織低酸素（Edul 等 2010）と神経細胞の

みでなくグリア細胞までも包含した

Mitochondrial Permeability Transition( 以 後

MPT)を考慮したミトコンドリア機能不全に

焦点を置き、SE の実態を MPT との連関解

析に応用展開することを目的した。この試

みは、SE のメカニズムに新しい解釈を加

えるものであり、この解釈を基にして、新

規の防御法を開発し、麻酔科学・蘇生学・

神経集中治療医学領域での安全性と信頼性

を高めることを目指した。 
２．研究の目的 
敗血症は，感染した微生物およびその毒素

の全身への波及により全身に激しい炎症反

応を惹起した病態で、そのメカニズムは、

炎症性サイトカイン等の多くの共通の炎症

性ディエータを介して生ずるためと理解さ

れており、これらの全身性の炎症反応に対

し，全身性炎症反応症候群（ systemic 

inflammatory response syndorome：

SIRS）という概念が提唱された。敗血症

（sepsis）とは感染が原因となって SIRS

の項目のうちの 2 つ以上を満たす症状を呈

した病態で、敗血症のうち臓器障害，乳酸

アシドーシス・意識障害などの臓器血液同

流低下，または低血圧を伴うもの”を“重

症敗血症（severe sepsis）”と定義してい

る。臓器障害などを合併した重症敗血症症

例の死亡率は高く， 30-40％という報告が

なされ、敗血症性ショックに伴う循環不全

と種々の要因によって進行する多臓器障害

（ Multiple  organ  dysimction 

syndrome：MODS）が主な死因となる。

敗血症における MODS では、呼吸器、肝

臓、腎臓、中枢神経系、心血管系や線溶凝

固系障害などを認め、3 臓器以上の機能障

害を合併した患者の死亡率は 60-80％と特

に高い。MODS は、末梢組織・細胞での酸

素代謝異常とも定義され、細胞レベルでの

酸素代謝解析が必要とされ、微小循環障害

（Microcirculatoion Dysfunction:MD）とも呼

ばれており、組織の低酸素が懸念され、

microcirculatoion を担うミトコンドリアに

おける酸素代謝に主眼を置いた解析が必要

とされる。MODS の中でも、SE は、多臓

器不全の前に出現する「早期脳症」と多臓

器不全に随伴する「後期脳症」に分類され

ている。SE の発症率は、7-80％と報告によ

って差がある。SE の発症機序は、①白血球

が炎症性メディエーターや O2-・ラジカル

を産生②分子鎖アミノ酸・芳香族アミノ酸

不均衡③偽神経伝達物質の増加④フリーラ

ジカル⑤血液脳関門の破綻⑥脳血流の変化

と脳自動調節能の障害などが中枢神経に作

用し、脳障害を惹起するという説が提唱さ

れているがいまだ明確ではない。腹膜炎性

敗血症モデル（CLPモデル）関連脳症（Septic 

associated Encephalopathy:SAE）での脳内

apoptosis の発現と caspase の活性化が報告

され、本病態とミトコンドリア機能不全と

の関連が指摘されているが詳細は明らかで

はない。研究代表者らは、これまでの虚血

性神経細胞死のメカニズム解析実験の中で

免疫抑制剤であるシクロスポリン A(CsA)

の強力な抗虚血作用の解析結果から虚血性

神経細胞死が細胞内脱リン酸化酵素のカル

シニューリンの活性化とミトコンドリア特

異的に発現しているシクロフィリン D

（CypD） を介した MPT に伴うミトコンド

リア機能不全が原因となることを見出した

(Uchino et. al 2002)。連携研究者の芝崎等は、

Int6-siRNA 発 現 ベ ク タ ー の 実 験 か ら

preliminary に得られた血管新生と脳保護作用

に着目し、低酸素によって誘導される反応に

関与する遺伝子の中の転写因子 HIF(hypoxia 



inducible factor；低酸素反応性因子）の重要性

を見出した（Chen et. al 2007）。一方で、SE

における組織酸素代謝異常を伴うMDを反映

しうるミトコンドリア機能と低酸素を反映

しうる HIF との関係解析ならびに SE と MPT

の連関は全く手付かずの状態で、早急な解明

が必要であるため、本研究では、虚血性神経

細胞死解析実験で蓄積されたミトコンドリ

ア機能不全に対する成果を新規脳保護法確

立を要する SE のメカニズム解析に展開し、

SE の実態を MPT と Int6・HIF2α 情報伝達系

との連関解析から明確にし、未知の病態であ

る SE に対する新規の防御法開発を目的とす

るという研究着想に至った。 
３．研究の方法 
（１）平成 23 年度研究計画 

①敗血症性脳症誘発時の脳内での経時的な

HIF2α 発現の分布、局在と脳血流の経時的変

動解析（内野が敗血症性脳症モデル作製を行

い、濱田、金子が免疫染色を担当し、免疫組織

化学的解析を内野と芝崎等が行う。） 第８―１０

週令の雄性 Wister rat（体重 250-300g）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１、６、１２時間後、１、２日後（各時間と

も 5 匹の動物を使用）に脳の凍結切片（25μm）

を作製し、HIF2α を用いた免疫組織化学的解析

を施行し、脳における低酸素に伴う脳性因子（Ｂ

ＤＮＦ）の発現や分布の相違を比較を試みた。

また、レーザードップラー血流計を用いて大

脳皮質の血流(測定位置：Bregma 3.5mm 後方、

4.5mm 側方)を同じ解析時間に脳を取りだす

前に測定を試みた。さらに、脳切片を GFAP や

Neu にて二重染色を行い、両因子の発現が神

経由来かグリア由来かを特徴付け、SE が脳内

Int6・HIF2α 情報伝達系および脳循環に及ぼす

影響を解析を試みた。 

②敗血症性脳症誘発と MPT を介した脳内

ミトコンドリア機能不全の連関解析（研究

代表者の内野がミトコンドリア抽出を行い、

Eskil 等が実験を補助する。また、濱田、金子

が swelling 測定を行う。）敗血症性脳症と

MPT を介したミトコンドリア機能不全との連関

解析のために、第８―１０週令の雄性 Wister 

rat（体重 250-300g）にて SAE モデルを作製

し、SAE モデル作製 1,6,１２,24 時間後（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、25

μg/ml のミトコンドリアを KCl buffer に加えて

CaCl2(0-10μmol/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し SE と MPT に伴うミトコ

ンドリア機能不全との連関を解析した。 

（２）平成 24 年度研究計画 

血症性脳症誘 発 時 の 脳 内 ミ ト コ ン ド リ ア

Calcium Retention Capacity(CRC）の変動

解析(敗血症性脳症モデル作製は内野が担

当し、Eskil 等が実験を補助する。ミトコンドリア

抽出、CRC 測定、は濱田、金子が担当する。)  

第８―１０週令の雄性、第８―１０週令の雄性

Wister rat（体重 250-300g）needle lesion モデ

ルを作製し、作製１、６、 １２、２４時間後に脳

内ミトコンドリアの Ca2+取りこみ能を測定し脳機

能の観点から検討を行う（各時間・各群毎３匹

ずつの動物を使用）。大脳皮質を取り出して、

Isolation Buffer に て homogenize 後 に

40,26,12%の濃度の異なる Parcol を重層した

溶液に homogenize を重層して、３回の超遠心

後ミトコンドリアを分離する。蛋白定量後、300

μg のミトコンドリア蛋白を用いて解析を行う。

200mMATP と 50mMADP および 1mg/ml のオ

リゴマイシンをミトコンドリア懸濁液に加える。ミ

トコンドリアの Ca2+取りこみ（Calcium Retention 

Capacity:CRC）は、200nmolCaCl2 を 10mM/

分で持続投与し、蛍光色素の Fura6F を懸濁

液に加え 509nm で励起して測定を行い、SE

が脳内ミトコンドリア Ca2+取りこみ能と MPT に



与える影響を解析し、SE と MPT に伴うミトコン

ドリア機能不全との連関を CRC に焦点を当て

て評価した。 

（３）平成 25 年度研究計画 

敗血症性脳症誘発時の脳内ミトコンドリア呼

吸能の変動解析(敗血症性脳症モデル作製

は内野が担当し、Eskil 等が実験を補助する。

ミトコンドリア抽出、RCR 測定は濱田、金子が

担当する。)   

第 ８ ― １ ０ 週 令 の 雄 性 Wister rat （ 体 重

250-300g）を用いて SAE モデルを作製し、モ

デル作製１、６、 １２、２４、48 時間後に脳内ミ

トコンドリアの呼吸能を測定し脳機能の観点か

ら検討を行う（各群毎３匹ずつの動物を使用：

対照は同数のsham手術群を用いる）。大脳皮

質を取り出して、諸田等の方法（Morota et.al J 

Neuro Chem 2007）に準じて Isolation Buffer に

て homogenize 後に 40,26,12%の濃度の異なる

Parcol を重層した溶液に重層して３回の超遠

心後ミトコンドリアを分離する。蛋白定量後、

25μg/ml のミトコンドリアを KCLbuffer に加え

てクラーク酸素電極を用いてミトコンドリアの呼

吸基質である5mMマレイン酸とグルタミン酸を

加えた後 200μMADP 添加して酸素消費量を

ADP 添加前（state3）と添加後（state4）で計測

し て 両 者 の 比 と し て Respiratory Control 

Ratio(RCR)を計算し、SE が脳内ミトコンドリア

呼吸能に与える影響を解析した。 
４．研究成果 

（１）平成 23 年度研究成果 

経時的な HIF2α 発現の分布、局在と脳血流

の経時的変動解析では、SE発症における脳

内の Int6・HIF2 情報伝達系の役割、脳血

流 の 変 動 ② Int6 発 現 が SE に よ る

apoptosis・necrosis と神経栄養因子（BDNF）

発現に及ぼす影響を解析したが、CLP モデ

ルがうまく作製できなかったことが影響し、

脳血流測定の結果がばらつきが多く有効な

データが得られなかったまた、と免疫染色

に用いた抗体がうまく作用せず HIF や

BDNF の変動に於いて明らかな結果を見

いだせなかった。 

Ca2+verload による MPT に伴うミトコン

ドリアの膨化率を測定し、SE と MPT に伴

うミトコンドリア機能不全との連関を解析

した。Ca2+負荷によるミトコンドリアの膨

化率解析の結果は、50mMCa2+において

cont:84.7%,6h:87.2 ± 0.6% 、 12h:89.3 ±

6.0%、24h:90%、100mMCa2+において

cont:94.3%、6h:90±3.0%、12h:93±1.0%、

24h:94%であった（下図）。 

SAE モデルでは、２４時間後に脳は浮腫状

となっていて swelling も誘発されやすい

状況であることが判明した。SAE に伴うミ

トコンドリアの膨化が SE 形成に重要な役

割を担うことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（２）平成 24 年度研究成果 

Ca2+overload による MPT に伴うミトコン

ドリアの膨化率を測定し、SE と MPT に伴

うミトコンドリア機能不全との連関を解析

した結果は、Control:5.2 mmol Ca/mg 

mito, 6h:4.6±0.1 mmol Ca/mg 

mito,12h:3.0±0.8 mmol Ca/mg 

mito,24h:3.3 mmol Ca/mg mito となり、

６，１２，２４時間後において有意に Ca2+

取り込み能が低下していることが明らかと

なった（下図）。 

SAE に伴うミトコンドリアの Ca2+取り込

み能が低下が SE 形成に重要な役割を担う

ことが明らかとなった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 

（３）平成 25 年度研究成果 

脳内ミトコンドリア呼吸能の変動解析を

SAE モデル作製前（control)１，６，１２，

２４時間後まで解析した。state3 はおのお

の 150.6±23.5, 145.2±25.5, 140.4±25.8, 

120.9±26.2, 110.2±23.8(nmO2/min/mg)で

あった。state4 は、30.2±3.5, 29.5±5.8, 

27.6±6.5, 26.6±7.2, 27.4±3.9 

(nmO2/min/mg) 

RCR(state3/state4)は、4.9, 4.9, 4.5, 4.0 

(p<0.05)となりミトコンドリア呼吸鎖にお

ける酸化的リン酸化は経時的に低下し、ミ

トコンドリア機能障害が誘発されることが

明らかとなった。 
state3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
state4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの研究結果から、SAE に伴う SE にお
いては、脳ミトコンドリア機能不全が重要な
役割を担うことが明らかとなった。 
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