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研究成果の概要（和文）：脳卒中易発症性高血圧自然発症ラットに，慢性感染症を想定してグラ

ム陰性菌体あるいは菌体内毒素（LPS）を継続的に負荷し，脳卒中の発症および酸化ストレスレ

ベルに与える影響を検討した。その結果，菌体あるいは LPS の継続的な接種によって，脳卒中

の発症の早期化と症状の重症化，ならびに酸化ストレスの増加が認められた。これらの結果か

ら，脳卒中の遺伝的素因を有する個体における細菌性の負荷は，酸化ストレスを増加させ，脳

卒中の発症と症状の重篤化を誘引する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study examined the effects of continual Gram-negative 
bacterial challenge on stroke onset. Stroke onset occurred significantly earlier in 
Stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRSP) injected with a bacterial cell 
suspension of Gram-negative rods or lipopolysaccharides, as compared to uninjected 
controls. Paralysis of the hindlimb, piloerection, hypokinesis, and hyperkinesis were 
observed in lipopolysaccharide-injected SHRSP but not in uninjected controls during 
stroke onset. The serum levels of NOx, TBARS, and 8-OHdG increased in 
lipopolysaccharide-injected SHRSP. These results suggest that continual Gram-negative 
bacterial challenge induces accelerated stroke onset in SHRSP, probably caused by 
oxidative stress responses derived from lipopolysaccharides. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳卒中は脳の急激な血流障害によって意
識障害や運動麻痺を生じる疾患で，一命を取
り留めても重度の運動障害が長期にわたっ

て残るケースが多いことから，その予防が重
要視されている。脳卒中発症のリスク因子と
しては，高血圧，糖尿病，脂質代謝異常，喫
煙，肥満などの生活習慣に起因するものが大



部分で，その他に急性・慢性感染症などがあ
る。このうち高血圧症と脂質代謝異常は，脳
卒中の最大のリスク因子であり，疫学研究だ
けでなく動物実験でもそれらの密接な因果
関係が指摘されている。 
 近年，歯周病が糖尿病や心血管疾患のリス
ク因子となることが，疫学研究，動物実験お
よび in vitro 研究によって証明されている。
一方，脳血管疾患についても，その発症に歯
周病が関係することが疫学研究で報告され
ている。脳卒中は複数のリスク因子が重複し
た場合に発症率が上昇し，かつ症状が重篤化
することが知られている。しかし，脳卒中に
関する基礎的研究は単一の因子について調
べたものが多く，リスク因子の重複を想定し
た研究，とりわけ，歯周病をはじめとする慢
性感染症をリスク因子として取り入れた in 
vivo 研究はこれまで認められていない。 
２．研究の目的 
 前述の背景をもとに，本実験では，異なる
種類のリスク因子の重複が脳卒中の発症と
症状の進展に及ぼす影響を，in vivo レベル
で解明することを目的とした。脳卒中のリス
ク因子としては，慢性感染症として臨床で認
められることが多い歯周病および尿路感染
症，さらに食事性のリスク因子として高脂肪
高食塩摂取，および高血圧症を想定した。 
３．研究の方法 
 本研究では，脳卒中易発症性高血圧自然発
症ラット（SHRSP）を用いた。SHRSP は，重度
の高血圧症に加え，90％以上の高率で脳卒中
を自然発症することから，高血圧症と脳卒中
の発症機構の解明や，高血圧関連遺伝子の検
索などの研究に用いられている系統である。
本研究では，実験動物として SHRSP を用いる
ことで，高血圧を脳卒中の基礎的なリスク因
子に設定した。 
 本研究は，3 年間で 3 つの段階に分けて実
施した。  
(1) 平成 21 年度 
 重度の成人性歯周炎や尿路感染症で起き
ると考えられる頻回な菌血症と高血圧症の
重複が，脳卒中の発症に与える影響を調べた。
高血圧のリスク因子を有する SHRSP に，慢性
辺縁性歯周炎と慢性尿路感染症による頻回
な菌血症を想定して，Porphyromonas 
gingivalis と Escherichia coli をそれぞれ
継続的に接種し，血圧上昇，脳卒中の平均発
症日齢および平均生存日齢を調べた。なお，
細菌を接種しない群をコントロール群とし
た。血圧は尾カフ法を用いて毎週，体重は毎
日測定した。脳卒中の発症は，急激な体重の
増減，四肢の麻痺，立毛，不活発ならびに過
敏などの神経症状の発現の有無から推定し
た。 
(2) 平成 22 年度 
 高血圧症を脳卒中の基礎的なリスク因子

に据え，食事性リスクの負荷と慢性感染症が
SHRSP の血圧と脳卒中の発症に及ぼす影響を
検討した。予備実験として 1%食塩含有飲料水
と普通飼料を与える (高食塩負荷) 条件，普
通飲料水と高脂肪飼料を与える (高脂肪負
荷) 条件，1%食塩含有飲料水と高脂肪飼料を
与える (高食塩高脂肪負荷) 条件および食
事性負荷を与えない条件で SHRSP を飼育し，
血圧を比較した。次に，本実験として高食塩
負荷条件下で SHRSPに感染性の負荷を掛けて，
血圧と脳卒中の発症に及ぼす影響を検討し
た。なお，感染性の負荷としては， P. 
gingivalis と E.coli に共通する病原因子で
あるグラム陰性菌体内毒素（LPS）を用いた。
LPS を静脈内に 1.0 mg/kg 投与する群，0.5 
mg/kg 投与する群，およびこれを投与しない
コントロール群に分けて SHRSP を飼育し，血
圧，脳卒中の発症率および生存率を調べた。
血圧測定と脳卒中の発症は，平成 21 年度と
同様の方法で推定した。また，死亡した個体
から脳を摘出して脳組織を病理組織学的に
分析した。 
(3) 平成 23 年度 
 脳卒中の発症に酸化ストレスが大きく関
与することに着目し，LPSの継続接種が SHRSP
の酸化ストレスレベルに及ぼす影響を調べ
た。1%食塩含有飲料水による高食塩負荷条件
下にて，LPS を継続的に接種して血清を採取
し，血清中の一酸化窒素 (NO) の産生量を表
す総窒素酸化物量(NOx)，脂質の酸化ダメー
ジを表す TBARS 量および DNA の酸化ダメージ
を表す 8-OHdG 量を，それぞれ測定した。な
お，LPS 非接種群をコントロールとした。ま
た 12 週齢時には，全ての個体を屠殺し，脳
を摘出して脳組織を病理組織学的に分析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 21 年度 
 P. gingivalis 接種群，E. coli 接種群お
よびコントロール群の平均体重は，4 週齢か
ら 8 週齢まで増加傾向を示し，9 週齢でプラ
トーに達した。なお，この間，各群の平均体
重に著明な差は認められなかった。9 週齢以
降，脳卒中を発症した個体では体重の減少傾
向を認め，11週齢以降では全ての群の平均体
重は減少傾向を示した。収縮期血圧の平均値
は 4 週齢から 11 週齢まで上昇し，12 週齢で
プラトーに達したが，各群間に有意差は認め
られなかった（図１）。  
 また，各群の脳卒中発症の平均日齢は，コ
ントロール群 77.5±0.6 日，P. gingivalis
接種群 72.8±6.7 日，E. coli 接種群 71.8±
3.6 日で，菌の接種によって脳卒中の発症が
早まる傾向が認められた。また，発症時の症
状については，コントロール群ではすべての
個体で体重減少もしくは前肢の麻痺が認め
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図１: P. gingivalis および E. coli 菌体の
継続接種が SHRSP の血圧に及ぼす影響 

 

 

 
 

 
      

 
れたのに対し，P. gingivalis 接種群およ
E. coli 接種群では，これらの症状に加え
立毛，過敏，不活発などより多くの症状を
す個体が認められた。以上の結果から，P. 

よび E. coli などのグラム陰性
る頻回な菌血症は，血圧上昇には関与

ずに
育した SHRSPの血圧に比べて著しく高い値

負荷の条件下で飼育

に比べて 1.0 mg/kg LPS 投与群で有意に上昇
した。（図２a）。一方，SHRSP の生存率は，LPS
の投与によって低下する傾向が認められた
が，各群間に有意差は認められなかった（図
2b）。 

 
                          *P<0.05 VS control 
  
 さらに，発症時の各群の症状を比較した結
果，LPS 投与群では，体重変化，不活発，突
然死に加えて，過敏，体毛の立毛，前後肢の

痺などの様々な症状が認められた。一方，

であった（表 2）。 

なお，死亡後に摘出した脳を病理組織分析し
た結果，出血，梗塞および浮腫などの所見が
認められたが，所見の有無および重症度には，
LPS 投与の影響は認められなかった。SHRSP
は，特別な負荷を掛けることなく脳卒中を自
然発症する系統であり，死亡の原因も脳卒中

 
ら
び
て
示
gingivalis お
菌によ
しないものの，脳卒中の発症と発症時の症状
の重篤化を招く可能性が示唆された。 
 
(2) 平成 22 年度 
 食事性のリスク因子が SHRSPの血圧上昇に
及ぼす影響を検討した結果，高食塩負荷の条
件および高食塩高脂肪負荷の条件下で飼育
した SHRSP の血圧は，食事性負荷を掛け
飼
を示した。一方，高脂肪
した SHRSP の血圧もまた，食事性の負荷を掛
けなかった SHRSPの血圧に比べて高かったも
のの，その差は，高食塩負荷と食事性負荷を
掛けなかった場合を比べた差よりも小さか
った。以上の結果から SHRSPの血圧上昇には，
食塩負荷が強く影響することが予想された。
そこで，食事性のリスク因子としての食塩の
負荷，さらに感染性のリスク因子としての
LPS の投与が，SHRSP の血圧上昇，脳卒中の
発症率および生存率に及ぼす影響を調べた。
その結果，SHRSP の血圧は，LPS 投与前の 5
週齢では，コントロール群，0.5 mg/kg LPS
投与群および 1.0 mg/kg LPS 投与群の間に差
は認められなかったが，頻回に LPS が投与さ
れた 8週齢では， 1.0 mg/kg LPS 投与群の血
圧は，コントロール群および 0.5 mg/kg LPS
投与群に比べて僅かに高値を示したものの，
有為差は認められなかった（表１）。 
 
表 1: LPS 投与が SHRSP の血圧に及ぼす影響 

 また，脳卒中の発症率は，コントロール群

 
図 2: LPS 投与が SHRSP の脳卒中の発症率お
よび生存率に及ぼす影響 

麻
LPS 非投与群の症状は，体重変化と前脚の麻
痺のみ
 
表 2: LPS 投与が脳卒中の症状及ぼす影響 

によるものがほとんどである。本研究では死



B

0

10

control LPS 1.0 mg/kg

20

S
er

um
 N

O
x 

(µ

30

)
M *

0

0.1

0.2

0.

0.

0.5

S
er

um
 8

-O
H

dG
 (n

g/
m

L)

control LPS 1.0 mg/kg

3

4
**

ントロー
群に比べて，LPS 投与群で有意に増加した

。 

 
図 3: LPS 投与が SHRSP の血清中の NOx 値お
よび 8-OHdG 値に及ぼす影響 
 

 
 

                     *P＜0.05，**P＜0.01 
 
 また，12 週齢時に摘出した脳の病理組織像
では，出血，梗塞および浮腫の所見がコント
ロール群に比べて LPS 群で多く認められた。 
 LPS は，マクロファージや好中球の誘導型

合成酵素の発現上昇を介して NO の産生を
加させることが知られている。また，血清
の TBARS および 8-OHdG 値は，脳組織中の

験で
らかにされている。本研究結果から，頻回

亡後の脳組織を分析したため，LPS の負荷に
関わらず，すべての個体で病理変化が進行し
ていたと考えられた。 
 以上の結果から，高食塩負荷条件における
LPS の持続的投与は，SHRSP の脳卒中の発症
を早期化させるとともに，発症時の症状を重
篤化させる可能性が示唆された。 
 
(3) 平成 23 年度 
 本研究の最終年度では，LPS の継続接種が
SHRSP の酸化ストレスレベルに及ぼす影響を
調べた。その結果，8週齢時の血清中の NOx，
TBARS および 8-OHdG 値の平均は，コ
ル
（表 3および図 3）
 
 表 3: LPS 投与が SHRSP の血清中の TBARS
値に及ぼす影響 

NO
増
中
酸化ダメージを反映することが動物実
明
な LPS 接種は，NO の産生を促進し，SHRSP の
脂質および DNAの酸化的ダメージを増加させ，
脳卒中に伴う脳組織の損傷を増大させる可
能性が示唆された。 
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