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研究成果の概要（和文）：本研究では、LPS投与した肝細胞において、ミトコンドリア障害やオートファジー-リ
ソソーム系による障害ミトコンドリアの除去、細胞外ミトコンドリアＤＮＡおよびミトコンドリアタンパク発現
の増加を確認した。また、ラット初代培養肝細胞ならびにマウス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ）において、LPS刺激
により、オートリソソーム内腔に存在するミトコンドリアタンパクの分泌を伴うが、オートリソソーム膜タンパ
ク質の分泌は伴わないことを明らかにした。 さらに、炎症性サイトカインIL1B / interlekin-1βの誘導し精製
ミトコンドリアを直接曝露した場合、多核白血球が活性化することがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, in the liver of sepsis, elimination of damaged mitochondria 
through the autophagy-lysosome system and increased appearance of mitochondrial DNA in plasma were 
confirmed. Moeover, we provide evidence for the secretion of mitochondrial proteins and DNA from 
lipopolysaccharide (LPS)-stimulated rat hepatocytes as well as mouse embryonic fibroblasts (MEFs). 
The secretion of mitochondrial contents is accompanied by the secretion of proteins that reside in 
the lumenal space of autolysosomes, but not by a lysosomal membrane protein. The pharmacological 
inhibition  of autophagy and Atg5(-/-) MEFs blocks the secretion of mitochondrial constituents from 
LPS-stimulated cells.  Furthermore, we show that direct exposure of purified mitochondria activates 
polymorphonuclear leukocytes, as evident by the induction of IL1B/interlekin-1β, a pro-inflammatory
 cytokine. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、敗血症病態のヒト血漿中でミトコンドリアに豊富に存在するタンパク発現が増加することなどは知れ
ていたが、多くは逸脱と考えられていた。本研究では、単離白血球に精製ミトコンドリアを曝露したところ、炎
症性サイトカインが産生されたことや、細胞膜が破綻しない段階で細胞外に障害ミトコンドリアが確認されたこ
とから、その一部が能動的なメカニズムを介していることが明らかにすることができたのは学術的意義があるこ
とと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
臨床医学、基礎医学の発展にもかかわらず、敗血症性多臓器不全による死亡率はいまだに高い水
準にあり、早期診断や効果的な治療方法の確立が求められている。敗血症は感染した病原菌など
が血流にはいりサイトカインが高産生され、免疫細胞が異常に活性化された病態である。ただし、
この炎症性サイトカインの血中濃度は、敗血症早期に収束することが知られている。したがって、
敗血症で遷延する臓器障害の原因としては、持続するミトコンドリアの機能低下などがその本態
として想定されている。我々はこれまでに心臓、肺、水晶体などをはじめ多臓器において、敗血
症病態における活性酸素種の集積、ミトコンドリア障害、オートファジー-リソソーム系による
障害ミトコンドリアの除去などついて、研究を進めてきた。一方、敗血症患者やモデル動物の血
漿中に、ミトコンドリアDNAやミトコンドリアタンパクの発現が増加することも知れれていた。
我々は、大腸菌などのグラム陰性菌の細胞壁成分であるリポポリサッカリドを処理したラットの
肝臓において、血管内や血管近傍に変性して電子密度の高いミトコンドリアの集簇することが明
らかになり、何らかの能動的メカニズムが背景にあるのではないかと注目した。 
２．研究の目的 
本研究では、障害ミトコンドリアの細胞外分泌には何らかの能動的メカニズムが関与している
のではないかという仮説をたて、それを明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
まず、LPS 投与したラット初代培養肝細胞ならびにマウス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ）において、
ミトコンドリア障害、オートファジー-リソソーム系の活性化を阻害した場合、細胞外ミトコン
ドリアＤＮＡおよびミトコンドリアタンパク発現に変動があるかを明らかにする。さらに、単
離白血球に精製ミトコンドリアを曝露し、炎症応答などにどのような変化が現れるかを生化学
的、組織学的手法を用いて解析した。 
４．研究成果 
大腸菌などのグラム陰性菌の細胞壁成分であるリポ多糖(LPS)を投与し敗血症モデルとした。 

LPS 処理群の初代培養肝細胞
では、血管内や血管近傍に変
性して電子密度の高くなった
ミトコンドリアが集簇してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
LPS を投与した肝細胞においては、細胞膜は破綻していない段階にもかかわらず、細胞外への
ミトコンドリア DNA およびタンパク発現増加が確認された。また、LPS 投与群では、オート
リソソーム内腔のタンパクの細胞外発現増加は見られるおのの、膜タンパクにはほとんど変動
がないことが明らかになった。さらに 3MA を用いた薬剤によるオートファジー阻害に加え、
Atg5-/-（オートファジーKO 細胞）を用いて細胞外ミトコンドリア DNA やタンパク変動を確認
した。その結果、いずれの群においても、これらの効果がキャンセルされることが明らかにな
った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
さらに、単離白血球に精製ミトコンドリアを曝露したところ、炎症性サイトカイン産生が誘導
された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

細胞外になぜ障害ミトコンドリアが放出されるかの意義を確定することはできないが、これら
の結果から敗血症肝ではミトコンドリアの原核生物様性質で免疫活性化が促進されたために生
じた可能性も考えられた。 
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