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研究成果の概要（和文）：敗血症病態は，感染症による炎症の後に，さまざまな臓器に線維芽細胞増殖を生じ
る。この病態と治療を考案するために，マウス敗血症モデルとヒト線維芽細胞培養で線維芽細胞に対する研究を
施行した。敗血症モデル動物には8~12週齢の雄性BALB-Cマウスを用い，盲腸結紮穿孔による敗血症に類似する病
態を評価した。S100 calcium-binding proteinなどを用いた繊維芽細胞の分布の解析では時系列で肺や心房筋膜
境界面への線維芽細胞の増加を認めた。また，ヒト線維芽細胞の培養検討では，カテコラミンのβ受容体作用お
よび炎症に関与するトロンビン活性が，線維芽細胞増殖に強く関与することが評価できた。

研究成果の概要（英文）：Sepsis causes fibroblast proliferation in various organs following systemic 
inflammation due to infection. For this process, we studied growth control of fibroblasts in mouse 
sepsis model and human fibroblast cell culture system. Male BALB-C mice of 8 to 12 weeks as a sepsis
 animal model were used to evaluate pathology by cecal ligation and puncture (CLP). Analysis of the 
distribution of fibroblasts using S100 calcium-binding protein, etc. showed an increase in 
fibroblasts in the lungs and the atrial fascia interface in the time course after CLP. In the study 
of cell culture of human fibroblast IMR-90, it was possible to evaluate that the β receptor 
activation by catecholamine and thrombin activity in systemic inflammation are strongly involved in 
fibroblast proliferation. It was revealed that fibroblast proliferation and organization was 
observed in association with inflammation of sepsis in the lung and heart.

研究分野：救急医学
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１．研究開始当初の背景	

	 敗血症（sepsis）は，感染症による全身性

炎症による多臓器不全である。敗血症では，

Toll-like受容体やtumor	necrosis	factor受

容体などの炎症を惹起する受容体を介して，

炎症性サイトカインや炎症性分子が新たに産

生 さ れ る (Matsuda	 N	 and	 Hattori	 Y.	 J	

Pharmacol	Sci	2006:101:	189-198)。敗血症

は，国内外で罹患率と死亡率が高い病態とし

て知られている。	

	 このような敗血症は，炎症改善期にtumor	

growth	factorβなどの増殖性サイトカイ

ンとその細胞内情報伝達シグナルの増強に

より，線維芽細胞増殖が生じる。敗血症病

態における線維芽細胞増殖の機序を解明し，

敗血症病態における多臓器不全の不可逆化

と器質化を抑制する必要がある。	

	

２．研究の目的	

	 敗血症病態において，線維芽細胞が増殖

する機序を評価し，転写因子制御およびiPS

細胞を含めた治療策を検討し，敗血症病態

のより一層の病態解明と新規治療の提案を

行うことを研究の目的とした。	

	

３．研究の方法	

	 研究は，名古屋大学の動物研究施設の承

認および倫理指針に準じて施行された。	

	

（１）敗血症モデル動物の作成	

	 研究動物には，雄性 BALB-C マウス	(8-10

週，体重 25-35	g)	を用いた。敗血症病態

の誘導には，盲腸結紮・穿孔（cecum	

ligation	and	puncture：CLP）法を用いた。

CLP は，イソフルラン麻酔下で左臍下に約 5	

mm の切開を行い，虫垂の先端を剖出し，虫

垂先端に糞便を充満させ，先端を結紮し，

21G 針で穿孔を加える方法とした。対照群	

(Sham 群)は，腹部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，皮膚切開部を縫合する方法とした。	 	

	

（２）ヒト繊維芽細胞の培養細胞研究	

	 ヒト胎児肺由来線維芽細胞株 IMR-90 を，

10％ウシ胎児血清含有 E-MEM 培地（2	mM	

Glutamine，1	%	Penicillin	/	Streptomycin）

（TAKRA 株）を使用して 37℃，5%CO2の条件

で細胞培養し，その増殖に与える影響とし

て，敗血症病態で高まるアドレナリンβ受

容体刺激薬としてドブタミン，さらに炎症

と凝固の模倣としてトロンビンの作用を検

討した。ドブタミンとトロンビンにより発

現する炎症性分子を RT−PCR 法と免疫組織

染色で評価した。	

	

（３）繊維芽細胞増殖と転写因子の解析	

	 繊維芽細胞の増殖に関与する転写因子に

ついて，細胞培養系にデコイ核酸を導入し，

増殖に関与する転写因子を評価した。用い

たデコイ核酸は以下の配列である。	

AP-1 デコイ核酸：5’-GGA	TCC	ATG	ACT	CAG	

AAG	ACG	ACA	CAC	GTC	TTC	TGA	GTC	AT-3’	

AP-1 スクランブル核酸：5’-GGA	TCC	ATC	

GAG	AAG	AAG	ACG	ACA	CAC	GTC	TTC	TGA	GTC	

AT-3’	

NF-κB デコイ核酸：5'-CCT	TGA	AGG	GAT	TTC	

CCT	CC-3'	

NF-κB スクランブル核酸：5'-TTG	CCG	TAC	

CTG	ACT	TAG	CC-3'	

CRE デコイ核酸：5'-TGA	CGT	CAT	GAC	GTC	ATG	

ACG	TCA-3'	

CRE スクランブル核酸：5'-TGT	GGT	CAT	GTG	

GTC	ATG	TGG	TCA-3'	

	 また，転写活性は抽出した核蛋白のゲル

シフト法で，以下のプローブを用いて評価

した。	

AP-1 ゲルシフトアッセイ用プローブ：

5’-TGAGTCA-3'		

NF-κB	ゲルシフトアッセイ用プローブ：	

5’- GGGACTTTCC-3’	



CRE ゲルシフトアッセイ用プローブ：

5'-TGACGTCA-3'	

	

４．研究成果	

（１）敗血症病態における繊維芽細胞増殖	

	 CLP 後のマウス肺において線維芽細胞は

LYVE-1/S1004A 陽性細胞として CLP24 時間

後（図 1A）から 48 時間後（図 1B）におい

て正常状態と比較して肺胞周囲に増加する

傾向を認めた。CLPの時系列で肺を摘出し，

イムノブロット解析をした結果，LYVE-1 お

よび S1004A は，正常状態と比較して CLP48

時間後で増加し，α-smooth	muscle	actin

（αSMA）の増加を約 3.8 倍として認めた

（図 1C）。	

	

図 1A.CLPマウス 24時間の肺のLYVE-1陽性

細胞	

	

図 1B.CLPマウス 48時間の肺のLYVE-1陽性

細胞（赤）	

	

図 1C.Relative	level	of	αSMA/GAPDH	

	CLPマウスでは，時系列で肺におけるαSMA

の増加が認められた。	

	

（２）ヒト繊維芽細胞の培養細胞研究	

	 ヒト肺繊維芽細胞株 IMR-90 には，トロン

ビ ン 受 容 体 １ （ protease	 activated	

receptor-1：PAR1）および PAR2，さらにア

ドレナリン作動性β受容体が発現していた。	

	 トロンビンは 10μg/mL までの濃度にお

いて，暴露後 3 時間をピークとして濃度依

存的に PAR1 の発現を高めた。また，トロン

ビンによる刺激により IMR-90 は，刺激 3 時

間の段階で iNOS，IL-8,組織因子，vWF の蛋

白発現を高めた。さらに，トロンビン 10μ

g/mL	は，刺激の 48 時間後にαSMA を優位

に発現させ，IMR-90 を myofibroblast とし

て増殖させることが，免疫組織染色法で確

認できた。	

	 トロンビン刺激後の IMR-90 におけるゲ

ルシフト法による転写因子解析では，特に

NF-κB と AP-1 に活性化が認められた。ト

ロンビン刺激後の IMR-90 において，AP-1

デコイ核酸で AP-1 活性を抑制すると，

myofibroblastへの増殖を抑制できた。AP-1

活性を担う cJun の免疫組織染色において

も，トロンビン 10μg/mL	の暴露 3時間で，

cJunの増加と強い核内への集積が観察され

た（図 3A および図 3B）。一方，DOB による

IMR-90 の増殖作用は，CRE デコイ核酸で抑

制できた。	

	

Control  24h-CLP  48h-CLP 



	 一方，DOB は 10-7M の濃度において，暴露

24～48 時間で濃度依存的に IMR-90 の増殖

を加速し，暴露 48 時間で約 5.8 倍に増殖さ

せ，さらに myofibroblast としてαSMA を

発現させた。この DOB10-7M による 48 時間後

の IMR-90 のαSMA の発現作用は，選択的β

1受容体作動薬 CGP201712A およびランジオ

ロールの IC90 レベルの濃度で約 40%に抑制

された（図 3C）。	

	

図 3A.IMR-90における正常時のcJUNの免疫

組織染色（赤：Vimentin，青：核のヘキス

ト染色，緑：cJUN）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

図 3A.IMR-90 におけるトロンビン 10	μ

g/mL 暴露後 3 時間における cJUN の免疫組

織染色（赤：Vimentin，青：核のヘキスト

染色，緑：cJUN）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
図 3A.IMR-90におけるドブタミン刺激48時
間後のαSMA/GAPDH の発現比率および拮抗
薬の効果。***p<0.001	
	
（４）まとめ	

	 敗血症病態では，肺において線維芽細胞

が増加することをマウス敗血症 CLP モデル

を用いて確認した。ヒト肺繊維芽細胞株

IMR-90 には，PAR およびアドレナリン作動

性β受容体が発現しており，特に PAR はト

ロンビンを作動分子として，iNOS，IL-8 な

どの炎症性分子の産生を高めた。IMR-90は，

PAR およびβ受容体を介して，増殖傾向を

高 め ， さ ら に α SMA を 発 現 さ せ ，

myofibroblast に変容する傾向がある。こ

のような敗血症病態では，炎症と交感神経

緊張を制御することで，組織における線維

芽細胞増殖と筋芽細胞としての組織器質化

を抑制できる可能性がある。また，増殖す

る線維芽細胞を iPS 細胞としてリセットし，

組織再生に役立てることができる可能性を

確認した。	
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