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研究成果の概要（和文）：我々の研究成果から、1)敗血症性心筋症で心筋β3アドレナリン受容体(β3AR)は増加
させる、2)β3ARは一酸化窒素(NO)を産生に寄与し、β3ARからの誘導型一酸化窒素産生経路(iNOS)を介した独自
のNO産生経路を有する可能性がある、3)敗血症性心筋症では心筋β3ARを遮断する事で、心筋代謝障害を抑制
し、心機能低下を抑制する、事がわかった。この事から、心筋β3ARが敗血症性心筋症における新たな治療戦略
となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Our study identified three findings; 1) myocardial β3 adrenergic receptor 
(β3AR) increases in cardiomyocytes in sepsis, 2) myocardial β3AR may have its particular pathway 
to produce nitric oxide via inducible nitric oxide synthase, 3) β3AR blockade contributes to 
attenuate cardiac dysfunction in sepsis (sepsis induced cardiomyopathy). These findings may lead to 
develop a new strategy for sepsis induced cardiomyopathy. 

研究分野： 救急医学

キーワード： 敗血症　心不全　敗血症性心筋症　心筋代謝　心機能障害　βアドレナリン受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症性心筋症は予後不良の合併症であり、その有効な治療法は存在しない。本研究では、リポポリサッカロイ
ドを投与した敗血症マウスを用いて心筋β3アドレナリン 受容体(β3AR)の発現が増加する事を証明した。ま
た、敗血症では過剰な一酸化窒素(NO)が産生される事で心筋代謝障害を引き起こすが、心筋β3ARは独自の一酸
化窒素合成酵素(iNOS)を介したNO産生経路を持っている事がわかった。すなわち、敗血症での心筋β3ARを遮断
する事で、過剰なNO産生を抑制し、これが心機能障害を抑制する事が示された。これらの結果から、β3AR遮断
が敗血症性心筋症に対する新たな治療法につながる可能性が示された。

※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 

 
敗血症患者は増加の一途をたどっており、世界人口の 5人に 1人が敗血症で命を落とすと言わ
れている。2017 年の日本のビッグデータによれば、敗血症死亡者は年間 6 万人、さらには敗血
症診療にかかる総額は 3515億円(2010年)から 5050億円(2017年)と急増傾向である。したがっ
て、敗血症の死亡者を減らし、合併症や後遺症を減らして患者の社会復帰につなげる治療法の開
発が急務の課題である。重症敗血症は 20-60%に心機能障害を合併し、これは敗血症性心筋症と
いわれる。敗血症性心筋症は予後不良の合併症と考えられ、有効な治療法は存在しない。敗血症
性心筋症は、過剰な一酸化窒素(NO)産生からの心筋ミトコンドリア機能障害による心筋代謝障
害が原因の 1 つと考えられる。また、近年はβ3 アドレナリン受容体(以下、β3AR)が心不全で
増加し、β3AR 刺激が心筋虚血や心不全に有用との報告がなされている。我々は、敗血症マウス
の心筋でもβ3ARが増加し、β3AR遮断薬を導入する事で、心機能障害を抑制し予後を改善する
可能性を突き止めた。さらに、β3ARを遮断する事で NOが減少する事に着目しており、β3AR か
らの誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)を介した NO産生経路が存在している可能性がある。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、敗血症マウスの敗血症心筋で心筋β3ARの発現増加を確認し、心筋β3AR刺激・遮
断を薬剤的に介入する事で心筋 NO 産生に関与するかを検討する。さらに、ラット心筋芽細胞
(H9C2)細胞でβ3ARをノックダウンし、β3ARが iNOSを介した独自の NO産生経路を有するかど
うかを検討する。 
 

３．研究の方法 

 
目的 1: 敗血症マウスにおけるβ3AR刺激・遮断薬投与後の心筋 NOS、NO産生量の測定 
 
敗血症モデルは、リポポリサッカロイド(LPS)を腹腔内投与したマウスを用い、β3AR刺激薬・

遮断薬投与後に心筋を摘出して、心筋内の iNOS、内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)、NOの発現
量を計測し、β3AR発現との関連を調べる。 
 
敗血症モデル：8-10 週令 C57Bl/6J の雄マウスに、27 ゲージ針で 10mg/kg の LPS を腹腔内投与
する。この敗血症モデルは、約 3 時間程度で心機能が低下し始め、6-12 時間で左室駆出率(EF)
が最も低下し、その後、24時間かけて改善していく。本実験では、LPS投与 12 時間後の心筋を
サンプルとして用いた。LPS投与 3時間後に生理食塩水、β3AR刺激薬(CL316243, 1mg/kg)、も
しくは、β3AR 遮断薬(SR59230A, 1mg/kg)を腹腔内投与した。LPSの代わりに生理食塩水を投与
するコントロール群(CT群)、LPS投与後に生理食塩水を投与する群(NS群)、β3AR刺激薬を投与
する群(CL群)、β3AR遮断薬を投与する群(SR群)の 4群で比較検討した。 
NOS、NO測定：LPS投与 12時間後に心筋を摘出し、NOS(iNOS、eNOS)及び NOを測定する。NOS は
qPCR法、ウエスタンブロット法で測定し、NO量は NO測定キットを用いて比色法で定量化した。 
炎症因子の測定：iNOS 以外の炎症因子(TNFα、IL-6、IL-1β)を qPCR 法で定量化した。さらに
は、inflammatory mediator 各種の上流にある NFκBも測定した。 
心筋 ATP測定：4群間におけるルシフェラーゼアッセイでの心筋 ATP産生を測定、および心筋ミ
トコンドリア抽出後に酸化的リン酸化(OXPHOS)に関わる complexⅠ-Ⅴをウエスタンブロットで
比較検討する。 
 
目的 2: H9C2 細胞におけるβ3ARノックダウンモデルでのβ3AR-NO 産生経路の証明 

 
さらには、ラット心筋芽細胞(H9C2)でβ3ARをノックダウンし、LPSに暴露してβ3ARが NO の

独自の産生経路を有する事を証明する。 
 
β3AR ノックダウン細胞の作成：H9C2 細胞を培養し、siRNA によるβ3AR のノックダウンを行
う。ノックダウン効率は 15%以下を目指し、ノックダウン効率が一定になるように手技を安定さ
せる。LPS投与量は 10μg/ml(LPS群)、CL316243 暴露は 1μg/ml(CL 群)とする。 
NOS、NO測定： LPS暴露 6時間におけるコントロール(si-NC)群、LPS群、CL+LPS 群、β3AR ノ
ックダウン+LPS(si-β3AR+LPS)群の 4群比較を行う。NOS(iNOS、eNOS)はリアルタイム PCR法で
定量化する。NO 測定については、NO測定キットを用いて比色法で定量化する。 
β3AR-iNOS-NO 発生経路：古典的経路として NFκB からの iNOS 産生があげられる。NFκB をリ
アルタイム PCR 法で定量化し、その影響を調べる。(各群で NOS 発現に差が生じ、NFκB に差が
でなければβ3ARを介した NOS発現と考えることができる。) 
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４．研究成果 
 
(1) LPS投与により、心筋β3ARの発現は有意に増加する事が確認された。SR群は、NS群と比較

し有意に生存率が改善し、CL 群では NS 群と比較し有意に生存率が低下した(図 1)。また、
心機能の変化は LPS 投与 6-12 時間後において、SR 群は NS 群と比較し、有意に EF が増加
し、CL 群は NS 群と比較して有意に EF が低下していた。なお、どの群においても時間経過
で生存マウスの EFは正常に回復していく経過となった(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) LPS 投与 12 時間後の心筋 NO 産生量は、CL 群では NS 群と比較して有意に増加しており、SR

群では有意に低下していた(図 3)。さらに、心筋 iNOS、eNOSの発現において、iNOSは NS群、
CL群で有意に増加していたが(図 4.A)、eNOSは各群で発現に差を認めなかった(図 4.B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) LPS投与 12時間における心筋 NFκBは LPS投与により発現は有
意に増加した。しかし、NS 群、CL 群、SR 群間においては差を
認めなかった(図 5)。なお、Tnfα、IL-6、IL-1βの発現に関し
ても、LPS 投与により発現は増加するが、NS群、CL群、SR群間
においては差を認めなかった事を確認している。 

 
 

(4) 心筋 ATPは、LPS投与 12時間において、CT群と比較し、N S群、
CL群で有意に低下した。一方、SR群については、ATP量が保た
れており、CT群と差が無かった(図 6)。また、酸化的リン酸化
に関わるミトコンドリアの complexⅠ-Ⅴにおいて、NS群、CL群
では発現が減少しており、SR群では発現が保たれていた(図 7)。 
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図 3. 各群における心筋 NO 産生量の比較。 図 4. A. 各群における心筋 iNOS の qPCR およびウェスタ
ンブロット の比較。B. 各群における心筋 eNOS の qPCR
およびウェスタンブロット の比較。 

図 5. 各群における心筋 NFκB の比較。 

図 6. 各群の ATP 産生量の比較。 

図 7. 各群における OXPHOS の complexⅠ-Ⅴの発現比較。 
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図 1. 各群における LPS 投与後の生存率の比較。 図 2. 各群における LPS 投与後の EF の時間経過。 
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図 8. A. H9C2の LPS暴露 6時間後における各群のβ3ARの発現比較。 B. 各群における PGC1α、TFAMの発現比較。 

(5) H9C2細胞は、LPS暴露 6時間でβ3AR 発現が上昇した。一方、CL刺激ではβ3ARは増加しな
かった。β3AR をノックダウンすると、LPS 暴露でもβ3AR の発現は増加しないことを確認
した(図 8.A)。次に、si-NC群、LPS 群、CL+LPS群、si-β3AR+LPS群において、ミトコンド
リア機能の指標として PGC1α、TFAM を計測した。LPS 群では、PGC1α、TFAM の発現は有意
に低下し、CL+LPS群ではさらに低下した。一方、si-β3AR+LPS群では、PGC1α、TFAMの発
現は保たれていた(図 8.B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) si-NC 群、LPS 群、CL+LPS 群、si-β3AR+LPS 群の 4 群において、iNOS、eNOS の発現を確認

したところ、iNOS は CL+LPS 群で LPS 群より有意に増加し、si-β3AR で発現が低下した(図
9.A)。eNOS は 4群間で差を認めなかった (図 9.B)。NO産生量は、CL+LPS群で LPS群より有
意に増加し、si-β3AR+LPS群で LPS 群より有意に低下した(図 9.C)。また、NFκBの発現は、
LPS暴露で発現は増加するが、各群で発現に差は認めなかった(図 9.D)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記、研究成果により、敗血症性心筋症において心筋β3AR は、NFκB を経由しない独自の NO
産生経路を持っており、この経路に iNOS の発現が関与する事が示された。 
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図 9. A. LPS 暴露 6時間後における iNOS発現の比較。 B. LPS 暴露 6時間後における eNOS発現の比較。C. LPS
暴露 6時間後における各群の NO産生量の比較。 D. LPS暴露 6時間後における NFκB発現の比較。 
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