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研究成果の概要（和文）：LPS投与による敗血症モデルラットの肝臓では、ミトコンドリア障害が起こりオートファジ
ーで処理される事が確認された。一酸化炭素誘導によりLPSラットの肝機能低下や逸脱酵素上昇は改善傾向にあったが
、オートファジー阻害剤の前投与はこの効果をキャンセルした。また、肝ミトコンドリアに局在するカルバモイルリン
酸シンターゼ1がLPS投与後早期から上昇する事が示された。以上より、敗血症肝ではミトコンドリア障害に引き続いて
オートファジーとリソソームバイオジェネシスが起こり、正常な細胞に復帰しようとしていると考えられた。上記経路
で一酸化炭素を誘導すると酸化ストレスが軽減され敗血症を緩和する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：A large reduction in liver mitochondrial protein and induction of autophagy were o
bserved in LPS-treated rats.Electron microscopic and immunohistochemical analyses demonstrated autophagic 
vacuoles in LPS-treated rat liver. Oxidative stress markers were increased in LPS-treated animals; CoPP tr
eatment ablated these alterations. An inhibitor for the opening of mitochondrial permeability transition p
ore, cyclosporine A, suppressed oxidative stress as well as liver damage during LPS administration. CoPP p
romoted auto- phagy and prevented rats from liver damage during LPS administration.HO-1 promotes autophagy
 and elimination of damaged mitochondria thereby repressing oxidative stress in LPS-treated rat liver, rev
ealing a novel mechanism for protec- tion by HO-1 against septic liver damage.
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１．研究開始当初の背景 
敗血症は、一旦発症すると多臓器不全を経
て約半数が死に至る、極めて重篤な病態で
ある。臨床医学において、発症後 12〜24
時間で上昇する C-reactive prptein (CRP)や
プロカルシトニンをマーカーとしているが、
その他の早期診断に有用なマーカーが乏し
いことから、法医剖検例において敗血症発
症後短時間で死亡した症例では診断が困難
であることが少なくない。 
最近、重症敗血症患者の肝臓、マウス腹膜
炎モデルの肝細胞におけるオートファジー
の証拠が示され、この病態におけるオート
ファジーの関与が示されたが、その分子機
構の詳細は未解明である。近年、敗血症に
おける臓器機能障害の主体はミトコンドリ
ア機能不全であると報告された。ミトコン
ドリアは代謝・エネルギー産生の中心的オ
ルガネラであり、虚血、炎症等の様々な作
用により傷害されると、過剰な活性酸素の
産生（酸化傷害）、ATP 消費等から、細胞
を危機にさらす。そのため、傷害ミトコン
ドリアの選択的オートファジーによる除去
は極めて重要であり、病態に関与すると考
えられている。また、一酸化炭素(CO)は、
肝類洞の主要な循環調節因子であり、様々
な病態から細胞を保護する事が知られてい
る。一酸化炭素を誘導した動物に endotoxin
を投与すると死亡率が低下し、さらに HO-1
がミトコンドリアのオートファジーを促進
することが報告されるなど（文献 8）、多く
の論文が敗血症に対する CO の保護作用を
報告しているが、そのメカニズムは明らか
ではない 
２．研究の目的 
本研究の目的は、敗血症の早期診断におけ
る CPS1 のマーカーとしての有用性を検討
すること、さらに、酸化傷害に関連した一
酸化炭素誘導または抑制が、LPS投与ラッ
トの肝細胞内ミトコンドリアのオートファ
ジーの誘導に対して、どのように寄与する
かを解明し、この過程で変化する肝細胞の
遺伝子発現を新たに同定して、剖検診断に
対する貢献を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
（概要） 

A． LPS腹腔内投与による敗血症モデル
ラットの肝臓を用いて、血中の CPS1
の変動、および肝臓の CPS1の低下
を経時的に観察する。また、これら
のメカニズムについて詳細に検討す
る。 

B．A．の条件で、COを誘導したときに、
これらがどう変化するか検討する。 
C. 予備実験で確認された、LPS刺激によ
り LC3活性が高まる現象の再現性を確認
し、オートファゴソームに特徴的な LC3

陽性小胞の増加が起こっているかどうか
を組織学的に評価する。 
D. このとき、LC3タンパク発現や局在、
ミトコンドリア、lysosomeなどの細胞小
器官の局在と共に、電子顕微鏡・コンフ
ォーカル顕微鏡・小胞体マーカー・
GFP-LC3との局在、阻害剤による LC3の
局在の消失などを多方面から解析し、そ
の変化のメカニズムを生化学的・分子学
的手法を用いて検討する。 
E. C．の結果、ミトコンドリアがオート
ファジーの標的になっている事が明らか
になった場合、HepG2培養細胞を用いて
LPSを直接暴露し、GFP-LC3ベクターを
用いてオートファジーを可視化し、その
分子機構について詳細に検討する。 
F. E.に加えて、CO発生剤を投与し、CO
発現による影響を検討する。 
（方法） 
１）敗血症モデル、HO-1誘導群の作成 
5週齢SD系雄性ラットに大腸菌などのグ
ラム陰性菌の細胞壁成分である
lipopolysaccharide (LPS) 15 mg/kg腹腔内
投与により、敗血症モデルを作成（断り
のないものは、LPS投与後 3時間でサン
プリング）。HO-1誘導群には、LPS投与
前に HO-1 の代表的な誘導剤である
Cobalt protoporphyrin (CoPP) 5 mg/kgを、
隔日で 4回皮下投与。 
 ２）敗血症による肝細胞傷害の生化学的
及び組織学的評価 
LPS投与における肝細胞への影響を検討
するため、血清中の alanine 
aminotransferase (ALT) を測定し、さらに
Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を用いて肝
細胞障害を組織学的に評価。 
３）敗血症早期における血中、肝臓中変
動タンパクの同定 
 質量分析計はMALDI-TOF型質量分析
計（MS）を用い、発現に変化を認めたタ
ンパク質を比較検討し、敗血症の病態に
関与すると考えられるタンパク質を同定。 
４）敗血症における変動タンパクの血中
動態モニタリング 
 LPS投与により、血清中の CRPや PCT
等の既存のマーカータンパクの上昇を確
認するとともに、３）で同定された変動
タンパクを経時的にモニタリングする。 
 
 
 
 



４．研究成果 
１） 既存の報告に基づき、敗血症群の肝
細胞傷害を確認したところ、血中ＡＬＴの
上昇、肝うっ血を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
２） 肝ホモジネートサンプルの電気泳動
ゲルを染色したところ、165 kDa 付近に明
白な変動を示すタンパク質を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３） ２）で変動が認められたバンドを MS
を用い同定したところ、肝ミトコンドリア
に局在する carbamoyl phosphate synthase 
1(CPS 1)である事が分かった。 
 

 
 
 
４） 血中 CPS1 が LPS 投与 3 時間という
ごく早期から上昇する事が示された。 
 

 
 
 
 
 
 
 

５）  HO-1 誘導の確認 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
６） 肝ホモジネートサンプルでは、CPS1
変動の時間は HO-1誘導によって促進され
た。 
 

 
（まとめ） 
・LPS投与後 3時間の肝ホモジネートサン
プルで、165 kDa付近に明白な変動を示す
タンパク質を認め、CPS1 である事が分か
った。 
・LPS投与短時間（3時間）で、血中 CPS1
の上昇、肝 CPS1の低下を認めた。 
・血中 ALTの上昇は LPS投与後 6時間よ
り有意差が見られた。 
・HO1を誘導すると、肝 CPS1の減少は促
進された。 
 
（考察） 
・血中 CPS1上昇は、敗血症の動物モデル
では、3 時間というごく早期に上昇するた
め、ヒトでの敗血症の早期診断に有用であ
る可能性がある。 
・血中 CPS1上昇・肝 CPS1低下の生じ始
めの段階では血中 ALTの上昇はなく、逸脱
以外の何らかの能動的なメカニズムで血中
CPS1が上昇していると考えられた。 
・HO-1は LPS投与時の細胞保護応答を早
めている可能性が考えられた。 
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