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研究成果の概要（和文）：敗血症は，救急・集中治療の対応する重症病態として知られている。
敗血症は，菌やウイルスに対する全身性炎症であるが，未だに抗菌薬以外に炎症を制御する有
効な治療法が確立されていない。本研究では，敗血症モデルマウスおよびヒト血管内皮細胞培
養細胞の敗血症病態の急性期において，オートファジー関連分子が増加し、特に LC3 が活性化
し，オートファゴソーム形成が促進することを見出した。これらは、アミノ酸投与により抑制
される程度は低く，炎症系転写因子により制御されると結論された。血管内皮細胞のオートフ
ァジーは，FADD，TAK-1，さらに NK-κB や AP-1 などの転写因子の活性に影響を受け，これらの
抑制により，敗血症病態のオートファジーが抑制されることが確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：Sepsis, known as a inducer of severe multiple organ diseases, has no 

established effective treatment except for antibiotics. Sepsis can lead multiple organ failure 

due to amid acid transformation to acute phase proteins such as inflammatory cytokines.   

In this study, I have found that some parts of autophagy-related gene family were 

increased at transcriptional and translated levels in the acute terms of sepsis of cultured 

human vascular endothelial cells and sepsis mouse models. LC3 was activated in particular, 

and promoted an autophagosome formation. It was concluded that FADD, TAK-1 and 

transcriptional activity of NF-κB and AP-1 were significantly related with autophagy 

acceleration in the cultured human vascular endothelial cells and sepsis mouse model. 
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１．研究開始当初の背景 
 敗血症（sepsis，セプシス）は，1991 年の
米国胸部疾患学会（American College of 
Chest Physicians）と米国集中治療医学会
（Society of Critical Care Medicine）の
合同会議による定義に従い，本邦でも感染症

を 基 盤 と し た 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群
（ systemic inflammatory response 
syndrome: SIRS）と理解されるようになり，
救急・集中治療領域の緊急性の高い病態とし
て診療されている。このような敗血症病態は，
炎症性サイトカイン血症および抗炎症性サ
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イトカイン血症を基盤とし，多臓器不全，シ
ョ ッ ク ， 播 種 性 血 管 内 凝 固 症 候 群
（ disseminated intravascular 
coagulation: DIC）を合併しやすく，世界レ
ベルの死亡率 30％レベルで推移し，未だに治
療成績が高められていない。 
 このような敗血症は，現在も国内外で罹患
率が高い病態として知られており，Angus 等
の 2001 年の報告（Crit Care Med 2001; 
29:1303-10）では米国における敗血症罹患患
者数は年間 75 万人を超え，罹患者数は 2020
年までに年間 100 万人，そして 2050 年まで
には年間 200 万人を越えると推定されている。
本邦においても，2010 年以降には肺炎に伴う
敗血症が死因の第 2位となると予測されてお
り（日本臨牀 2004;62:2184-8），特に 55 歳
以上の肺炎に合併する敗血症の致死率は極
めて高い（N Engl J Med 2005;353:1685-93）。
このように，敗血症は罹患率とともに死亡率
の高い病態であり，現在も，本邦の集中治療
領域の死因の第 1位は，多臓器不全を合併し
た重症敗血症や敗血症性ショックである。 
 私は，これまでの科学研究費助成により，
敗血症病態の転写因子活性の制御に関する
研究を遂行し，敗血症病態を解釈する理論と
して，警笛細胞戦略（alert cell strategy）
を公表した（循環制御 2004;25：276-84など）。
主要臓器の一部の基幹細胞は，転写因子活性
を高めることでケモカインや接着分子など
を産生し，免疫担当細胞を誘導する「炎症警
笛機能」を持つ。これまでの主要臓器細胞の
転写因子活性化の網羅解析では，2004 年には
転写因子 nuclear factor-κB（NF-κB）によ
る炎症性分子（tumor necrosis factor-α や
interleukin-1β や interleukin-6 などの炎
症性サイトカイン，誘導型 NO 合成酵素，誘
導型シクロオキシゲナーゼ，組織因子，
plasminogen activator inihibitor-1 ，
ICAM-1 などの接着分子，interleukin-8 など
のケモカインなど）の過剰産生機構を確認し
（J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2004; 
287: L1248-55 など），さらに主要臓器の基幹
細胞で転写因子 activator protein-1（AP-1）
が警笛細胞にアポトーシス誘導分子を合成
促進させることを確認した。一方，このよう
な分子の転写活性後の蛋白合成のために，主
要臓器の警笛細胞は十分なアミノ酸を必要
とするものの，この入手経路は必ずしも解明
されていなかった。 
 本研究の開始に際して，敗血症病態の細胞
死について，Alert 細胞理論の観点から，オ
ートファジーの進行を解明する必要がある
と評価された。 
 
２．研究の目的 

本研究は，これまでに私が評価してきた敗
血症モデルマウスの主要臓器研究やヒト血

管内皮細胞培養細胞系を用いて，オートファ
ジー誘導蛋白の発現を，敗血症進行の時系列
で明らかとすることを目的とした。敗血症病
態におけるオートファジーの変化に対して，
どのような細胞内情報伝達蛋白が影響をあ
たえるのかを，細胞内情報伝達蛋白の時系列
変化とともに siRNA を用いた分子ノックダウ
ンを行い評価し，さらに転写因子のデコイ核
酸（おとり核酸）を導入した系で評価するこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(１）敗血症モデル動物の作成  
 
 研究動物には，これまでの研究で使用して
きた雄性Balb-Cマウス（8-12週，体重25-35 g）
を用い，以下の方法でマウス盲腸結紮穿孔モ
デルを作成し，敗血症モデル動物とした。イ
ソフルラン麻酔下で左臍下に約5 mmの切開を
行い，虫垂を膨出した後，虫垂の先端に糞便
を充満させ，先端約5 mmを結紮し，23G針で2
箇所に穿孔を加えた。対照群は腹膜切開と虫
垂先端の膨出のみを行ったものとし，虫垂を
腹腔内に戻した後，皮膚切開部を縫合した。
研究対象は，対照群および敗血症作成48時間
までとした。また，これらの群に対して，遺
伝子治療群を併設した。遺伝子導入には，主
にリポゾーム法を用い，尾静脈からの静脈内
投与とし，新たにリポゾームのみを静注した
群を対照群とした。これまでの私の研究によ
り，核酸の投与量を50 µg以上とすることによ
り，主要臓器への導入が高まることが確認さ
れている。 
 
(２）ヒト血管内皮細胞における敗血症病態の
作成 
 ヒト肺動脈血管内皮細胞の培養系において，
Tumor necrosis factor-α（TNF-α）を100 
ng/mLレベルまで投与し，血管内皮細胞におけ
る細胞内情報伝達蛋白の遺伝子変化をRT-PCR
法で解析し，オートファジー現象を電子顕微
鏡像で観察した。  
 
(３）ATG siRNA，およびLC3 siRNAの作成 
 上記の研究の結果を参考として，敗血症病態
でオートファジーを誘導すると評価される
ATGサブタイプのsiRNAを，敗血症病態マウス
に導入し，オートファジー現象の抑制を評価
した。オートファジー現象の抑制の評価には，
電子顕微鏡像でのオートファジーの進行抑制，
LC3活性のwestern blot解析に加えた。 
 
(４） NF-κBデコイ核酸，およびAP-1デコイ
核酸の作成 

主要臓器で転写活性を高める転写因子



 

 

NF-κB およびAP-1のオートファジー現象に
関する影響を評価した。 

イソフルラン麻酔下で摘出した肺，腎臓お
よび大動脈より抽出した核蛋白を用いて，そ
れらのNF-κB 活性とAP-1活性をゲルシフト
アッセイで評価し，これらの転写因子活性を
敗血症病態で評価し，デコイ拡散で抑制され
るかを合わせて評価した。 

核酸による炎症増強や臓器障害を評価する
ために，ランダムな塩基配列を持つ同長のス
クランブル核酸を新たに対照群として用いた。 

 
(５）siRNAおよびデコイ核酸の遺伝子導入効
率の定量的確認 
オートファジー関連蛋白のsiRNAによる発現

抑制や上記デコイ核酸による転写制御は，以下
に記したATG遺伝子プライマーなどを用いた定
量的RT-PCR法を用いて，mRNA発現として評価し
た。さらに，敗血症の進行過程で増加する細胞
内情報伝達蛋白を，敗血症モデルマウスの肺と
大動脈で同定した。 
 
ATG1 (L, 5’- cagaactaccagcgcattga -3’), 
(R, 5’- tccacccagagacatcttcc -3’)  
Product size: 180 base 
ATG5 (L, 5’-agatggacagctgcacacac-3’), (R, 
5’-gctgggggacaatgctaata-3’) Product 
size: 194 base 
ATG6 (L, 5’-aggttgagaaaggcgagaca-3’), (R, 
5’-aattgtgaggacacccaagc-3’) Product 
size: 196 base 
ATG7 (L, 5’-tccgttgaagtcctctgctt-3’), (R, 
5’-ccactgaggttcaccatcct-3’)  Product 
size: 179 base 
ATG10 (L, 5’-cagcatgaagaatgccaaga-3’), 
(R, 5’-gccctgatgacgtcagaaat-3’) Product 
size: 218 base 
ATG12 (L, 5’-cccagaccaagaagttggaaa-3’), 
(R, 5’-cagcaccgaaatgtctctga-3’) Product 
size: 153 base 
LC3 （L, 5’-ggtgccgtagctttcttgag-3’), 

(R, 5’-actgtgtccagtggggagac-3’ ） 
Product size: 201 base 
GAPDH (L, 5’-aactttggcattgtggaagg-3’), 
(R, 5’-acacattgggggtaggaaca-3’) Product 
size: 223 base 
β-Actin (L, 
5’-agccatgtacgtagccatcc-3’), (R, 
5’-ctctcagctgtggtggtgaa-3’) Product 
size: 228 base 
 
(６） ATG siRNA，およびLC3 siRNAの投与に
よる敗血症生存率の検討 
 盲腸結紮穿孔術後10時間後にATG siRNA，を
投与したマウスの生存率を，siRNAを投与しな
い群やcontrol scrambled siRNAを投与した群
と比較した。さらに，2)および5）の細胞内情

報伝達蛋白の解析において，増加傾向を認めた
蛋白のsiRNAの投与により，敗血症生存率を調
べ，敗血症生存率の高まる分子に対しては，オ
ートファジーの抑制をLC3活性で評価した。 
 
４．研究成果 
 
(１)敗血症モデルマウスにおける研究結果 
 敗血症モデルマウスの肺では，盲腸結紮先
行による敗血症作成後の 10 時間と 16時間レ
ベルで 2 相性に NF-κB の活性化が認められ
た。一方，転写因子 AP-1 の活性化は敗血症
24 時間で緩徐に高まってくる傾向が認めら
れた。この AP-1 活性は，他の臓器では，肺
より腎臓の皮質領域で高く認められた。以上
より敗血症病態に合併するオートファジー
の転写因子活性抑制効果については，肺にお
ける NF-κB 活性と腎における AP-1 の活性を
抑制する研究として遂行した。 
 電子顕微鏡によるオートファジー観察で
は，肺では 2 型肺胞上皮細胞や血管内皮細胞
にオートファゴソーム形成の増加として観
察された。脳の血液脳関門領域でも毛細血管
領域にオートファゴソーム形成が認められ
たばかりか，大動脈血管内皮細胞をはじめ，
全身のさまざまな血管内皮細胞にオートフ
ァゴソーム形成が増加していた。 
 敗血症モデルマウスの肺や大動脈の解析で
は，ATG5 と LC3 の mRNA および蛋白発現の増
加が観察でき，さらに LC3 は LC3Ⅱへの活性
化を認めた。 
 この敗血症モデルマウスにおけるオート
ファジー促進は，敗血症作成の 10 時間レベ
ルで生じはじめていた。 
 
（２）培養細胞系による研究結果 
 
 ヒト血管内皮培養細胞として，肺動脈血管
内皮細胞を用いて，TNF-α 100 ng/mL 添加に
よる炎症培地を敗血症モデル状態とした。こ
のような細胞培養系において，さまざまな分
子のうち，特にLC3，FADD，Bcl-2，c-Jun, STAT3
の転写が亢進していた（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図. 肺動脈血管内皮培養細胞における TNF-
α 100 ng/mL 添加後の転写活性の変化 
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さらに，その他，ILAK-1，TAK-1, MAPK14 の
発現が極めて高まる結果を得た。 
 培養細胞系においても，TNF-α 100 ng/mL
添加後にオートファゴソーム形成が認めら
れ，LC3 蛋白は増加するのみではなく，LC3-
Ⅱに活性化することが確認された。さらに，
ATG ファミリーの中では，減少傾向を示すも
のは認めず，LC3 に加えて，ATG1 と ATG7 が
増加傾向を示し，この転写は 15-30 分で高ま
ることが確認された。 
 
(３) 敗血症マウスにおける siRNA の効果 
 敗血症病態マウスに対する siRNA 治療は，
投与量を 25 g のマウスあたり，50 μg の投
与としてリポゾーム法で施行された。特にタ
ーゲットとした分子は，上述の血管内皮細胞
培養系で増加を認め，さらにマウス敗血症モ
デルでも様々な臓器で増加を認めたものと
した。様々な siRNAは，肺や腎臓の解析では，
敗血症で増加するレベルを約 30%に減少させ
るものであり，それらの分子の発現を完全に
ノックダウンできるものではなかった。 
 本研究のマウスは，結果として，48 時間以
内に死亡するモデルとなったが， FADD siRNA
と TAK-1 siRNA の著明な敗血症モデルマウス
の生存率を改善する効果が認められた。これ
らにおいては，肺，腎臓，大動脈の LC3 発現
量と活性化の両者が抑制されており，電子顕
微鏡像においても敗血症病態でのオートフ
ァゴソーム形成が亢進しておらずに，正常化
していた。 
 一方，NF-κB デコイ核酸は，敗血症モデル
マウスの肺，動脈などの NF-κB 活性を著明
に抑制でき，LC3 の発現増加を抑制できたが，
LC3-Ⅱへの活性化を抑制できず，敗血症病態
のオートファゴソーム形成を完全に抑制で
きなかった。 
 また，AP-1 デコイ核酸は，敗血症モデルマ
ウスの生存率を改善した。特に，AP-1 デコイ
核酸は，腎臓において LC3 発現および LC3-
Ⅱへの活性化を抑制する傾向が認められた。
結果として，AP-1 デコイ核酸は，腎臓におけ
るオートファゴソーム形成を抑制していた。 
 
(４)結論 
 本研究は，敗血症マウスモデルとヒト肺動
脈血管内皮細胞を用いた研究より，敗血症病
態で肺，腎臓，血管内皮細胞をはじめとする
全身のさまざまな臓器でオートファジーが
加速する可能性を示した。この細胞内情報伝
達の解析より，オートファゴソーム形成を促
進する要因を抑制するためには，FADD，TAK-1，
さらに転写因子 NF-κB，AP−１の活性を抑制
する効果が期待される結果となった。 
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