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研究成果の概要（和文）：敗血症患者の臨床情報と血液検体を解析し、各種マーカの意義を検討し以下の結果を
得た。1)腸管透過性マーカーであるゾヌリンの低値が予後悪化に関連する。2)ミトコンドリアタンパク質である
TSPOが敗血症患者で低下する。3）ミトコンドリア機能障害の指標とされるGDF-15が、敗血症心筋症患者で上昇
する。4）リピドミクス解析で、敗血症患者ではlysophosphatidylcholine 16:0、18:0などが健常者に比べて有
意に低下し、重症度と相関する。動物実験では、敗血症の長期的な影響としての行動異常を調べるマウスモデル
を確立し、TSPOの関与を確認した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed clinical information and blood samples from septic patients and 
investigated the significance of various markers and obtained the following results: 1) low levels 
of zonulin, a marker of intestinal permeability, are associated with worse prognosis; 2) TSPO, a 
mitochondrial protein, is decreased in septic patients; 3) GDF-15, an indicator of mitochondrial 
dysfunction, is increased in septic cardiomyopathy patients; and 4) lipidomics analysis revealed 
that lysophosphatidylcholine 16:0 and 18:0 are significantly decreased in septic patients compared 
to healthy controls, correlating with severity of illness. In animal studies, a mouse model was 
established to examine behavioral abnormalities as a long-term effect of sepsis, and the association
 of  TSPO were confirmed.

研究分野：集中治療医学，救急医学，感染症学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌叢、腸管上皮細胞、免疫系は相互に作用し合う。敗血症患者における腸管機能は近年主要な介入標的と
して着目されている。敗血症における腸管関連の新しい特定代謝産物の変化を同定し、免疫賦活効果や腸管透過
性など腸管機能の改善効果、さらには中枢神経系や心臓など敗血症性多臓器不全に及ぼす影響を明らかにできれ
ば、これまで特異的な治療法のなかった敗血症に伴う臓器不全症に対する新規治療法につながる基礎的知見を提
供できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

敗血症は致死率の高い救急集中治療領域の代表的診療病態であり、感染症に対する制御不能な

宿主反応に起因した生命を脅かす臓器障害と定義される。この臓器障害の機序の解明は、敗血症

患者の生命予後改善に大きな意義を持つ。 

腸管はそれ自体が敗血症の原因の感染巣となるだけ

でなく、臓器障害の進行において中心的な役割を果た

す。腸管を構成する主要な要素として腸内細菌叢、腸管

上皮細胞、免疫系があり、これらは相互に作用し合う。

近年の研究では、重症病態では腸内細菌叢の構成に変

化が起こり、腸管上皮細胞にも影響を及ぼすことが分

かっている(Katherine T, et al, 2017)。我々はかつて腸内

細菌巣の攪乱は局所及び全身的な自然免疫系の反応性

にも影響することを報告した(Umenai T, Shime N, et al, 2010)。 

 敗血症患者における腸内細菌叢を解析することで、増減している細菌を特定し、さらにその細

菌の代謝産物およびその関連物質の変化を同定する。さらにこれらの物質による、免疫系や臓器

不全への影響を解析する。特定代謝産物による免疫賦活や腸管透過性など腸管機能への影響、さ

らには多臓器不全症の関連を明らかにできれば、敗血症の新規治療法への進展が期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、敗血症患者における腸内細菌叢変化および関連物質の変化と、臓器不全や患

者予後などの臨床情報との関連性を評価することで、敗血症の病態解明と治療介入の可能性を

探ることである。腸管の細菌叢を、遺伝子学的手法を用いて網羅的かつ定量的に解析するととも

に、腸管機能に関連する物質を同定し、それらが敗血症性多臓器不全に及ぼす影響を多角的な指

標を用いて検討する。加えて、代謝物質を網羅的に検索し、重要関連因子を同定する手法は、敗

血症の病態解析および治療介入につながる。 

敗血症に関連して発症する臓器不全のうち、脳や心臓は生命維持のみならず、生存者における

長期的予後に関連する重要臓器である。特に敗血症性生存者における精神障害・認知機能障害な

どの後遺症が問題になっており，敗血症後症候群と呼ばれている。我々は炎症，酸化ストレス，

中枢神経系でのステロイド生成に関与する多面的なミトコンドリアタンパク質であるトランス

ロケータータンパク質 18kDa（TSPO）が精神疾患や神経変性疾患におけるバイオマーカーであ

ることに着目してきた(Giga H, Kikutani K, Shime N, et al, 2020)。このタンパク質が敗血症後症候

群においてどのような役割を担っているのかを解明する。 

 

３．研究の方法 

本研究は、1)臨床患者検体や臨床情報を用いた解析と、2）動物実験モデルで再確認する実験系、

に分けられる。 

1)臨床検体/情報を用いた解析 
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①敗血症患者における腸管の細菌

叢、②腸管透過性のマーカーとされる

zonulin をはじめとする血中の代謝物、

③患者の臨床情報、の関連を明らかに

する。 

臨床検体の採取は広島大学病院高度

救命救急センター・ICU で行う。採取し

た臨床検体の解析は、広島大学救急集中

治療医学研究室と大阪の国立研究開発

法人医薬基盤・健康・影響研究所（以下、

基盤研）の感染病態制御ワクチンプロジェクトとの共同で行う。 

患者本人もしくは家族より文書で同意を得て、糞便、血液（全血と血清）を採取する。初回の

検体は救命センター・ICU への入室から 24時間以内に採取する。血液はすでに確保してある動

脈ラインから採取、もしくは新たに血管穿刺を行い採取する。一部は全血で保存、残りは遠心し

血清を保存する。便検体は患者の肛門にスワブを 1-2cm ほど挿入し 360°回転させて採取する。

糞便、血液（全血と血清）については健常ボランティアからも採取する。 

糞便からの細菌 DNA を抽出し、次世代シークエンス法により腸内細菌叢を同定する。16S 

rRNA 遺伝子を特異的に PCR により増幅、遺伝子ライブラリーを作成する。血清を用いて、腸管

透過性のマーカーとされる zonulin を ELISA 法で測定し、腸内細菌叢の変化との相関を検討す

る。血漿を用いて、ミトコンドリアタンパク質であるトランスロケータープロテイン(TSPO)の測

定を行う。敗血用患者の血清を用いたリピドミクス解析を行い、代謝物の網羅的解析を行う 

上記実験で得られた知見と、採取した敗血症患者の詳細な臨床情報との相関を解析する。広島

大学のデータベースに、詳細な患者情報（敗血症の原因疾患、既往疾患，重症度スコア、使用薬

剤，動脈血ガス分析，血液マーカー，経腸栄養、人工呼吸器日数，予後，生存期間など）を記録

しており、これらの情報を使用する。 

 

2)動物実験モデル 

上記の臨床検体の解析から得られた知見を、マウスを用いての動物実験により実証、発展させ

る。敗血症のマウスモデルとして盲腸結紮穿刺（Cecal Ligation Puncture: CLP）モデルを作成す

る。腸内細菌叢の役割を検討するうえで、研究代表者が過去に行った多剤抗菌薬を一定期間投与

し、腸内細菌叢を根絶させたモデルを dysbiosis のモデルとして作成・応用する。敗血症の長期

的な影響に着目し、慢性期における行動異常を調べるために、オープンフィールド試験、高架式

十字迷路試験、尾懸垂試験、前肢握力試験などの複数の行動実験手法と解析方法を確立する。さ

らにこれらのモデルを用いて、敗血症後の精神・認知障害に関連したマウスの行動の長期的障害

における TSPO の役割を調べる。 

 

４．研究成果 

ICU に入室した敗血症患者を対象として，臨床情報（敗血症の原因疾患、既往疾患，重症度ス

コア、使用薬剤，血液マーカー，治療介入や生存期間など）の収集を行った。また、敗血症患者
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における腸管の細菌叢の変化と、腸管透過性のマーカーなど血中の代謝物、患者の臨床情報、と

の関連を明らかにするために、糞便や血液検体

の採取を行い、保管した。 

便検体を用いたマイクロバイオーム解析によ

り、敗血症患者の腸内細菌叢では、Escherichia 

spp.、Enterococcus spp.等の有意な増加が確認さ

れた。加えて、マウスモデルでスワブ付着便か

ら調整した便懸濁液の移植により無菌マウスに

細菌叢の定着が見られることが確認できた。 

敗血症患者の血清を用いて、腸管透過性のマ

ーカーとして知られるゾヌリンを ELISA 法で

測定し、臨床転帰や合併症との関連を調べた。

ゾヌリンの低値は難治性の敗血症ショックや

予後の悪化に関連したが、ICU在室中の下痢や

便秘などの消化器症状との関連は認めなかっ

た。 

ミトコンドリアタンパク質であるトランスロ

ケータープロテイン(TSPO)の測定を行った。敗

血症患者では健常者に比べて、血漿中の TSPO

が有意に低下しており、血漿 TSPO が敗血症診

断に有用である可能性を示した。また、この機

序の解明の過程で、ミトコンドリア機能障害の指標とされる growth differentiation factor 15 (GDF-

15)に着目し、ELISA 法で敗血症患者の血漿 GDF-15 を測定した。敗血症合併症の一つである敗

血症心筋症を合併した患者の血漿中では、非合併の敗血症患者に比べて、GDF-15 が有意に上昇

しており、敗血症性心筋症のバイオマーカーになりうることを示した。 

敗血用患者の血清を用いたリピドミクス解析を行い、患者の臨床情報（重症度、合併症、転帰）

との関連を調べた。その結果、敗血症患者では lysophosphatidylcholine (LPC) 16:0、18:0 などが健

常者に比べて有意に低下しており、敗血症の重症度と相関があることを示した。また LPC 20:4

や LPC 22:6 が敗血症の合併症である播種性血管内凝固症候群と関連があることを示唆する結果

を得た。この結果から得た知見をもとに、今後、マウスを用いた実証実験につなげる。 

 

2）動物モデルを用いた実験 

敗血症のマウスモデルとして盲腸結紮穿刺モデルを確立した。また敗血症の長期的な影響に着

目し、慢性期における行動異常を調べる複数の行動実験手法と解析方法を確立した。盲腸結紮穿

刺から 14日以降の慢性期において、CLP施行群ではオープンフィールド試験で、行動量がコン

トロール（Sham 手術群）に比べ有意に低下しており、前肢筋力試験でも有意な筋力低下が認め

られた。 
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次に、敗血症後の精神・認知障害に関連したマウスの行動の長期的障害における TSPO の役割

を調べた。マウスを，(i)wile type (WT) + sham, (ii) WT + CLP, (iii) TSPO knock out + CLP の 3群に

分けた。手術後 17日目までの生存率と

体重変化を評価した。また，生存した

マウスについて，不安様行動，うつ様

行動，認知機能，運動活動，前肢筋力

を，それぞれ高架式十字迷路，尾懸垂

試験，Y 迷路，オープンフィールド試

験，握力試験により評価した。行動実

験終了後に，マウスの海馬を採取し

RNA を抽出後，RNA-seq により，遺伝

子発現の変化を調べ，行動試験との関

連を評価した。TSPO遺伝子を欠損させ

たマウスでは，WT マウスに比べて，

CLP による死亡率が高く，体重減少が長期に遷延した。また，敗血症回復後の不安様行動，うつ

様行動，前肢筋力低下が WTマウスに比べて増悪することが明らかとなった。 

海馬の RNA-seq解析により，C1q
補体経路の遺伝子（C1qb，C1qc，
Tyrobp）の発現上昇が代表的な行
動異常であった不安様行動の程度

と有意に相関があった。さらに、こ

れらの C1q補体経路の遺伝子は尾
懸垂試験や前肢筋力試験など、他の行動異常の程度とも相関があった。 
この結果は，C1q経路が敗血症後症候群で観察される精神・認知障害に関与していること
を示唆するものであった。 
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