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研究成果の概要（和文）： 

敗血症の病態で，オートファジーが重要臓器細胞で如何に関与しているかを解明し，その制御
による病態の改善を企図した．マウス盲腸結紮穿孔腹膜炎（敗血症）モデルの肝においてオー
トファジー誘導を示す LC3-II タンパク発現は一過性に上昇しその後下降した． GFP-LC3 ト
ランスジェニックマウス肝では，術後 6－24 時間におけるオートファゴソームとリソソームと
の癒合を免疫染色法で確認し，それらは電子顕微鏡所見とも矛盾しなかった．一方，オートフ
ァジー阻害薬投与による肝障害と生存率低下を確認した．よって，敗血症においてオートファ
ジーは生体保護的に働いていることが示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）： 
It is not well understood whether the process of autophagy is accelerated or blocked, and 

whether it is beneficial or harmful to the immune defense mechanism over a time course 

during sepsis. Our aim was to determine both the kinetics and the role of autophagy in 

sepsis. We examined autophagosome and autolysosome formation in a cecal ligation and 

puncture (CLP) mouse model of sepsis (in C57BL/6N mice and GFP-LC3 transgenic mice), 

using western blotting, immunofluorescence, and electron microscopy. All 

autophagy-related processes are activated in a mouse model of early sepsis. Also, inhibition 

of autophagy process by chloroquine administration immediately after CLP resulted in 

liver injury and higher mortality; autophagy appears to play a protective role in septic 

animals. 
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１．研究開始当初の背景 

‘Infection induced SIRS’として定義され
る sepsis (敗血症) の重症化プロセスにおい
て，早期の予後を決定する因子としては高
cytokine 血症を背景とする全身性炎症反応
(systemic inflammatory response syndrome; 
SIRS)の程度が重要である．そして過剰な高
cytokine 血症を制御することが，敗血症急性
期治療の鍵であると考えられている．一方で
その急性炎症反応の時期を乗り越え，運良く
SIRS が治まった後の敗血症個体は，今度はさ
らに克服困難な anti-inflammatory phase を
迎える (CARS;compensatory 
anti-inflammatory response syndrome）．そ
の際，免疫麻痺(immunoparalysis)の状態に
しばしば陥り，それが敗血症の後期予後に悪
影響を及ぼすと考えられている．その敗血症
における CARS, immunoparalysis の病態の中
で重要な役割を果たしているのが，リンパ球
と腸管上皮のアポトーシスであり，それらの
制御が敗血症の救命率改善に繋がると期待
されている．一方，オートファジーは，栄養
飢餓に対する適応機能の一つであるが，Ⅱ型
プログラム細胞死ともいわれ，神経変性疾患
や悪性腫瘍など様々な病態への関与が報告
されている．また，オートファゴソーム形成
に必須な Beclin-1 は，アポトーシスの制御
因子である Bcl-2の相互作用分子として知ら
れている．Bcl-2 トランスジェニック(Tg)マ
ウスでは，リンパ球のアポトーシス制御を介
して敗血症モデルの生存率が改善し，さらに
アポトーシス促進因子である Bimの制御によ
る敗血症マウスの生存率改善も報告されて
いる．しかし敗血症の病態におけるオートフ
ァジーの関与については未解明である．一方，
研究代表者は，敗血症患者の肝標本にて，オ
ートファジー小胞の増加を電子顕微鏡で確
認しており(Lab. Invest., 2009; 89: 
549-61)，これは敗血症とオートファジーの
関与を示した研究開始当初では唯一の論文
であった．そこで，その機序を解明するため
に，急性細菌性腹膜炎のマウス CLP(盲腸結紮
穿孔)モデルと細菌性肺炎モデルの 2 種類の
敗血症モデルを用いて敗血症におけるオー
トファジーの機能的関与を検討することと
した． 
 
重症病態である敗血症の病態生理は未だ十
分に解明されていない．そのなかで，細胞ネ
クローシスやアポトーシスの病態への関与

は多く検討されてきているが，オートファジ
ーの関与は未知である．最近，genome-wide 
association study によって，炎症性腸疾患
の一つであるクローン病が，マクロファージ
系細胞のオートファジー欠損により，腸管の
炎症制御不能となって発症することが確認
された．我々は，敗血症においても，オート
ファジーは抑制されているとの仮説を立て
た．実際，細胞内寄宿細菌の排除にオートフ
ァジーが役立っていることが既に報告され
ており，この点からも，オートファジーを，
誘導することが，細菌感染症および敗血症の
治療・創薬のターゲットにもなり得ると見込
まれる． 
 
２．研究の目的 
敗血症の急性期の病態において，オートファ
ジーは亢進しているのか抑制されているの
かを，敗血症マウス（腹膜炎および肺炎モデ
ル）を用いて検討する．そして，その結果次
第で，現在までに知られているオートファジ
ー抑制もしくは促進因子を用いて，敗血症モ
デルの生存率の変化を分析し，同モデルの重
要臓器における細胞死，すなわち，ネクロー
シス，アポトーシス，オートファジーにつき，
形態学的に観察する．またオートファジーに
ついては，分子生物学的手法を用いて動態を
検証する．そして，オートファジーの促進も
しくは抑制といったコントロールによって，
敗血症病態を改善させることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
敗血症モデルマウス（CLP(盲腸結紮穿孔)；
腹膜炎モデル）を用いて，in vivo で，重要
臓器（特に，心・肝・脾臓）におけるオート
ファジーの動向をモニタリングする．それら
重要臓器に対し，遺伝子発現やプロテイン発
現を定量・解析し，オートファジーに関わる
分子のうちどの分子が敗血症において重要
であるかにつき検討する．そして，今後のオ
ートファジー制御の側面からの敗血症治療
の可能性につき考察する．そして，オートフ
ァジー機構におけるいずれかの制御因子を
抑制もしくは増強させることによる，敗血症
モデルの生存率への影響までを調査する．そ
の際，オートファジーの動向を GFP-LC3 Tg
マウスを用いて in vivo でモニタリングする
こととする． 
 
【敗血症モデルマウス作成；CLP(盲腸結紮穿
孔)モデル】  
7 週齢以上の C57B/6 雄マウスに対し CLP  



(25 ゲージ針 2 回穿刺) 手術を施行し，腹膜
炎モデルを作成する．コントロールには同部
位を開腹し，盲腸を露出するのみで穿孔せず
還納する (Sham モデル)．以上は全て，イソ
フルレンによる全身麻酔下にて施行する． 
 
【敗血症モデルにおける遺伝子およびタン
パク発現解析】 
敗血症モデル作成手術後，6 時間と 24 時間後
のオートファジー，アポトーシスおよび
cytokine 関連遺伝子 (既に 24 種類選出) 発
現を，qRT-PCR 法にて肝で検討する．そして，
有意な発現変化が現れているマーカを統計
学的に抽出する． 
オートファジーの定量として，敗血症モデル
の各臓器標本で各々オートファゴソームと
リソソームのマーカである抗 LC3抗体および
抗 LAMP1抗体を用いた免疫組織染色を行うと
同時に，同抗体を用いてウェスタンブロット
を行う. 
 
【敗血症モデルにおける重要臓器細胞の形
態学的検討】  
電子顕微鏡を用いて，CLP モデルの各臓器標
本で sham 手術との細胞の形態学的相違を検
討する．オートファジーが認められた場合に
は，視野内の核の数とオートファゴソーム数
との比からオートファジー比を算出し，これ
もオートファジー定量として検討する．2) 
および 3) の結果の検証として，ここまでの
いずれかの段階で GFP-LC3 Tg マウスに敗血
症手術を施すことによって，オートファジー
のモニタリングを in vivo で行う． 
 
【オートファジー制御による重症敗血症治
療への実験的アプローチ】 
クロロキンやラパマイシンなどオートファ
ジーの制御効果が知られている薬剤の投与
により，敗血症モデルで実際にオートファジ
ー，細胞死，さらには全身性炎症反応が制御
されているかにつき詳細な検討を加える．そ
の一手段として，我々が現在まで，敗血症患
者の治療効果判定に用いている
interleukin-6 (IL-6) 血中濃度も評価する．
敗血症マウスモデルにおける IL-6 血中濃度
は，既報で多く報告されており，それらと矛
盾しない値でかつ，治療に反応して減少する
か否かが主な検討項目になる．そして，腹膜
炎モデルでのオートファジー制御可否につ
いて前向き survival study を行う． 
 
４．研究成果 
【敗血症における重要臓器別オートファジ
ー発現およびその経時的変化】 
ウエスタンブロッティング法を用いて肝，心，
脾臓，腎，腸間膜リンパ節における LC-3 タ
ンパク発現を検討した．細胞質遊離型の

LC3-I(分子量 17kDa)と膜結合型の LC3-II(分
子量 15kDa)から LC3-II/LC3-I 発現比を定量
し，オートファジー動態の経時的変化を臓器
別に解析した． 
肝では CLP3,6,12 時間において LC3-II 発現
が著明に上昇し，LC3-II/LC3-I 比は，CLP 後
6 時間で，2.6 倍(p<0.001)と peak level に
達し，24 時間では sham 群と同程度に収束し
た．一方，心・脾・腎においても肝と同様の
傾向を認めたが，術後急性期，6 時間後での
LC3-II/LC3-I 発現は肝の発現上昇が最も顕
著であった． 
同様の現象が GFP-LC3 Tgマウスを用いた CLP
モデルから採取した組織標本においても認
められた．CLP6 時間での肝組織標本では，
GFP-LC3 ドットが細胞質に多数発現し，細胞
あたりの GFP-LC3 のドット数の定量では，
sham群に比して CLP群で有意に増加していた．
GFP-LC3ドット数は CLP6時間で 23.7±9.5個
/cell(mean±SD)でピーク，CLP24時間で 13.4
±3.2 個/cell と若干低下した．一方，sham
群ではいずれも GFPドット発現数と経時的変
化について有意差はなかった．以上より 6 時
間を peak に各臓器でオートファジーが強く
誘導され，24 時間の時点で収束していること
が示唆された． 
 
【オートファジー動態】 
 敗血症刺激によるオートファジーの動態
について，免疫染色法を用いて解析した．
GFP-LC3 Tgを用い同様に組織標本を作成しリ
ソソームマーカーである LAMP1 を共染色し，
GFP とともに二重染色(co-localize)される
ものを観察・定量した．その結果，CLP6 時間
では組織中の LAMP1 発現は軽度であったが，
CLP後 24時間で，より増強する傾向を認めた．
さらに，GFP-LC3 とともに二重染色されるド
ットは CLP6時間で 4.6±1.7個/cell(mean±
SD)から，CLP24 時間では 8.6±4.0 個/cell
へと著明に増加した．全 GFP-LC3 dot 数に対
する LAMP1で共染色されるドットが占める割
合は CLP6 時間 19.2％に対して，CLP24 時間
では 64.2%へ上昇した．以上の結果から，時
間経過に従い，オートファゴソームがリソソ
ームと融合していることが示唆された．すな
わち CLP刺激によりオートファジーは急性期
に強く誘導されており，これにより著明に増
加したオートファゴソームは，時間経過に従
いリソソームと融合し，分解過程に至ってい
ると考えられた．しかしながら，オートファ
ジーの誘導は 24時間時点では収束しており，
少なくとも持続的なオートファジーの亢進
は認められなかった． 
 
【オートファジー阻害剤投与による実験】 
CLP および sham 手術を施行したマウスに，術
後 1時間でオートファジーの阻害剤として知



られるクロロキン(60mg/kgBW)を腹腔内投与
した．対象群としては,生理食塩水を腹腔内
投与した． 
クロロキン(CQ)投与によるオートファジー
動態への影響を確認するために，ウエスタン
ブロッティングと免疫組織染色を行った．B6
マウスを用いたウエスタンブロッティング
での LC3-II/LC3-I 比は，CLP6h+CQ 投与にお
いて CLP+生理食塩水投与群に比し有意に低
下した．さらに Tg マウスを用い，CQ 投与に
よる変化を観察したところ，CLP6h と 24h と
もに細胞質中に GFP-LC3ドットと LAMP1の発
現が多数認められたが，そのほとんどは二重
染色されておらず，CLP 後 24 時間の肝組織に
おいても同様であった．GFP-LC3 と LAMP1 で
共染色されるドットは，CQ が投与された CLP
群の 6 時間後では 12.3％であったものが 24
時間後には 11.1%と有意に減少していた．以
上より，CLP によりオートファジーは急性期
に著明に誘導されるが，CQ 60mg/BW 投与によ
り，オートファゴソームとリソソームとの融
合阻害を来たし，オートファジープロセスが
抑制されていることが確認された． 
次にこのクロロキン(CQ)投与実験系を用い，
6 時間，および 24 時間のタイムポイントにお
いて，マウスの血清を採取し，全身性炎症の
指標として急性期の炎症性サイトカインで
あるインターロイキン(IL)-6 の血清濃度と
ともに，臓器障害(肝障害)の指標として，AST
と ALT 値を測定した．さらに CLP マウスに対
する，CQ 投与群と非投与群とで Kaplan- 
Meier 法による生存分析を行った．その結果，
CQ ン投与により IL-6 は増加傾向を認めた．
また ASTはコントロール群に比して有意に増
加，ALT も有意差はないもの増加傾向を認め
た．さらに CQ 投与群ではコントロール群に
比し 36時間生存は有意に低かった(p<0.05)．
したがってオートファジー阻害により，敗血
症病態の悪化・臓器障害が助長し，生存率が
低下することが示唆された．  
 
以上をまとめると，敗血症病態急性期におい
ては， オートファジー flux の停滞による空
胞の蓄積が主因でオートファゴソームが増
加するのでは必ずしもなく，少なくとも一過
性にはオートファジープロセスが亢進して
いることが確認された．さらに同モデルでは
クロロキンによるオートファジー阻害によ
り，CLP マウスの死亡率上昇と肝細胞障害増
悪が確認され，腹膜炎敗血症においてオート
ファジーは生体保護的に働いていることが
示唆された（Takahashi W, et al 投稿中）．
マウス CLP モデルにおける心，肺での検討で
も同様に，オートファジーは敗血症急性期で
は善玉であるとの報告が散見される．しかし
ながら，CLP における，脾臓などの免疫担当
細胞や腸管，腎などの重要臓器でのオートフ

ァジー動態は，筆者の知りえる限り未解明で
あり，一定の結論を得るには，さまざまな重
症度や病期でのさらなる検討を要する． 
一方，最近の重症敗血症患者の形態学的検討
では，腎近位尿細管で著明なオートファゴソ
ームの増加が認められ，この現象が，過剰な
オートファジーによる細胞質の著明な空胞
化，甚大な organella の喪失，細胞死からの
臓器不全を惹起するのかどうかという点は
興味深い． 
また，敗血症患者の骨格筋におけるミトコン
ドリア‘biogenesis’活性化が良好な転帰
に寄与するとの報告もあり，オートファジー
によるミトコンドリアの品質管理は重要臓
器保護の観点から重要な働きをしているの
は現時点での共通見解であろう． 
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