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研究成果の概要（和文）：敗血症マウス脳組織において、サイトカイン発現が増加、また脳血管評価では透過性が有意
に亢進していた。加えて、Nox構成サブユニット、p47phox、p67phox発現、酸化ストレス指標8-OHdG産生、iNOS発現が
増加していたことから、活性酸素産生増加がNOと反応、活性窒素種が生じ、脳血管が破綻していく機序が示唆された。
さらに、光学および電子顕微鏡による解析では、敗血症マウス脳に生じる変性神経細胞の出現は、ラジカルスカベンジ
ャーのエダラボンを投与しておくことで軽減されるいことが確認された。以上のことから、Nox遺伝子制御は、敗血症
性脳症治療標的となりうるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We focused on NADPH oxidase (Nox) activity and studied about sepsis 
encephalopathy. Proinflammatory cytokines and brain vessel permeability were significantly up-regulated 
in septic mice brain. And, Nox subunits, p47phox and p67phox, oxidative stress marker 8-OHdG, and iNOS 
expression were up-regulated in septic brains. These indicate that superoxide, produced by Nox, reacts 
with NO to form peroxynitrite, that might provoke a failed blood brain barrier. Light and electron 
microscopic examination showed that serious neuronal degeneration was occurred in septic mice brain. 
However, these histopathological changes were mitigated by treatment with the free radical scavenger 
edaravone. Thus, it was suggested that Nox gene might be therapeutic target for treating septic 
encephalopathy.

研究分野：基礎医学・薬理学一般
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１．研究開始当初の背景 
（１）感染症を基盤とした全身性炎症反応
症候群である敗血症は、罹患者の多くが多臓
器不全からショック症状を呈する極めて致
死性が高い病態である。特に、敗血症患者に
生じるびまん性脳傷害については、敗血症性
脳症(Septic Encephalopathy)と称され、救命し
得た場合でも、認知機能や記憶障害など高率
に脳機能に後遺症を生じさせるため、その発
症に至るまでの分子メカニズムを解明し治
療標的を探索していくことは、救命救急領域
で強く求められているニーズである。 
 
（２）一方、脳虚血性疾患、外傷性脳傷害に
おいて、その発症時には、活性酸素種/活性窒
素種(ROS/RNS)が過剰に産生され、組織傷害
に大きく関わることが、それらの病態モデル
において明らかにされてきていました。敗血
症病態においても当然のことながら活性酸
素種/活性窒素種の関与が示唆されていたの
ですが、それらと敗血症脳症における機能障
害との関連については、明らかにされていま
せんでした。 
 
２．研究の目的 
（１）生体において外因性分子に対し反応性
の高い活性酸素は、好中球での殺菌作用など、
生体を守るために重要な役割を果たしてい
ます。しかしながら、虚血性疾患や代謝性疾
患において制御不能な産物として過剰にな
った活性酸素は、その酸化損傷力により、組
織傷害を引き起こすことから、活性酸素によ
る悪影響いわゆる酸化ストレスは、糖尿病を
はじめとする生活習慣病、悪性腫瘍など、万
病の根源として認知されてきました。 
 
（２）活性酸素の生成源となっている酵素
群が、NADPH oxidase (Nox) ファミリーです。
組織が傷害されると、過剰に産生されたサイ
トカインやケモカインの刺激により、Noxは、
NADPH を基質として電子伝達反応を進行さ
せ、過剰な活性酸素を産生します。敗血症性
脳症においても Nox 活性増加が予想されて
いますが、解明されていない部分が多く存在
しています。 
 
（３）本研究においては、マウスに盲腸結紮
穿孔術 (Cecal ligation and puncture: CLP)を施
行し、臨床像に極めて類似した敗血症病態モ
デルを作成、加えて酸化ストレスおよび Nox
活性に着目し、敗血症性脳症形成における役
割を明らかにしていくとともに、Noxの活性
制御により脳傷害が軽減するかを検討、脳症
治療に新しい方向性を提示することを目的
としました。 
 
３．研究の方法 
（１）敗血症モデルマウス 
 敗血症動物モデルとして盲腸結紮穿孔
(CLP)により人為的に腸内細菌による腹膜炎

を起こしたマウスを作成する。雄性 8～12週
齢の BALB/cマウスに、セボフルレン吸入麻
酔下に、マウス腹部を小切開にて開腹、盲腸
部を確認後、その先端部より約５mm の部位
を結紮、その盲腸先端部位に 21 ゲージ注射
針を用いて穿刺、２ヶ所穿孔部位を形成後、
腹腔内に戻す（CLP 術）。対照群には腹膜切
開と盲腸先端膨出に留めた Sham 手術群を設
定しておく。 
 
（２）エダラボン等の薬物投与 
 ラジカルスカベンジャー、エダラボン投
与は、手術 4日前より手術後解析時まで、1
日 2 回の腹腔内投与で行う。脳血管透過性
測定のための色素薬は、開腹による影響も
考慮し、手術30分前に尾静脈より投与する。 
 
（３）解析組織サンプル採取 
 組織採取については、CLP施術後の経過時
間ごとに、セボフルレン全身麻酔下に開腹、
開胸、右心室へ留置針を穿刺して循環血液を
ヘパリン含有緩衝液で灌流置換後、組織を採
取し、すぐに液体窒素中で氷冷、－80℃で保
存する。尚、ホルマリン固定が必要な組織サ
ンプルについては、緩衝液灌流後、ホルマリ
ン液による灌流を行い固定する。 
 
（４）顕微鏡下の形態学的解析 
 敗血症モデルマウス（CLP マウス）およ
び治療マウス臓器組織における組織損傷度、
炎症細胞浸潤等の形態変化について、HE染
色による顕微鏡下解析を行う。さらに、脳
血管内皮細胞や脳実質細胞の細かな構造変
化については、電子顕微鏡による解析で明
らかにしていく。 
 
（５）Noxおよび炎症関連分子の発現解析 
 TNF-α、IL-1β、IL-6等のサイトカイン、iNOS、
Noxサブユニットの p47phox、p67phox、gp91phox

ホモログ等の分子について、リアルタイム
PCR 法により mRNA 量を、ウェスタンブロ
ット法により蛋白質発現量を測定する。 
 
（６）Nox活性および酸化ストレスマーカ
ー測定 
 Nox活性については、プロテアーゼ阻害薬
を含む緩衝液を加えて氷冷しながらホモジ
ェナイズし、1,000Gで遠心後、その上清液を
回収し、その後基質 NADPHおよび活性酸素
に特異的に反応する化学発光試薬ルシゲニ
ンを添加して生じる化学発光を、ルミノメー
ターにより検出、組織蛋白量に対する活性強
度を測定する。また酸化ストレスの指標とし
て、DNA中のグアニン塩基が酸化損傷を受け
て生成される 8-ヒドロキシ-デオキシグアノ
ジン(8-OHdG）を、ELISAキット（日研ザイ
ル社）により測定する。 
 



（７）血管内皮細胞に対する高濃度グルコー
ス処置による Nox活性測定 
 ブタ血管内皮細胞培養系において、酸化ス
トレス増加が細胞シグナル変化に及ぼす影
響について、上記方法を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
（１）敗血症モデルマウス脳における炎症性
変化 
 敗血症モデルマウス CLP術後 12時間後の
脳組織において、サイトカイン TNF-α、IL-1β 
mRNA 量、蛋白質量の増加を認めた。また、
CLP術後24時間後の脳組織HE染色による顕
微鏡解析では、大脳皮質および海馬の部位を
中心に、委縮、変形、濃染色を呈する神経細
胞の炎症性変化が観察された。 
 
（２）敗血症モデルマウス脳における血液脳
関門の破綻 
 色素試薬のエチジウムブロマイド、sodium 
fluorescein を用いての脳血管透過性の解析で
は、敗血症マウス脳において、貯留色素濃度
の増加がみられた。さらに、電子顕微鏡解析
では、Sham マウス脳では、血管内皮細胞が
無傷であるのに対し、CLPマウス脳血管内皮
細胞は腫脹し、加えてそれらの細胞膜が断裂
している像が確認された（図１）。加えて、
脳実質細胞では、クロマチンの分散や変性し
たオルガネラの液胞などが観察された。 
    Sham        CLP 

（図１） 
 
（３）敗血症モデルマウス脳における酸化ス
トレス増加と Nox アイソフォーム p47phox、
p67phox mRNA 量、蛋白質量発現および Nox
酵素活性の増加 
 CLPマウス脳では、時間経過とともに iNOS
の発現が増加した（図２）。 

 
 
 
 
 
 

   （図２） 
 
 加えて、CLP マウス
脳組織においては、
DNA 中のグアニン塩基
が酸化損傷を受けて生
成される 8-OHdG の生
成量が増加していた。 
 
             （図３） 

さらに、CLP マウス脳組織においては、Nox 
サブユニット p47phox、p67phox mRNA量（図４）、
蛋白質量が増加するとともに、Nox酵素活性
も増加していた。 

    (図４） 
 
（４）フリーラジカルスカベンジャーエダラ
ボン投与による敗血症モデルマウス脳神経
細胞変性の減少 
 Nox遺伝子制御を目的に、酸化・ニトロ化
ストレスを軽減させるたまラジカルスカベ
ンジャー、エダラボンを処置すると、前述の
脳神経細胞変性は軽減した（図５）。 

  （図５） 
 
（５）高濃度グルコース処置培養血管内皮細
胞における Nox酵素活性増加 
 高濃度グルコースおよび TNF-α 3 日間
処置により、Nox p67phox 蛋白質発現量が増加
するとともに（図６）、Nox 酵素活性も増加
した。しかし、抗酸化ポリフェノール含有食
品を同時に処置しておくと、この Nox増加は
抑制された。以上のことから、酸化ストレス
曝露により、血管内皮細胞は容易に傷害され
ることが予想された。 

 
 
 
 
 
 
 

   （図６） 
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