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研究成果の概要（和文）：本研究では、敗血症に対するβ遮断薬投与の脾臓内Tリンパ球に対する効果について
検討を行った。まずは生体外実験にて、カテコラミン刺激がマウスの脾臓Tリンパ球のアポトーシスを誘導する
かどうかを検討し、濃度依存性にTリンパ球のアポトーシスを誘導することを示した。次に盲腸穿孔術によって
作成したマウス敗血症モデルに対するβ遮断薬投与の脾臓Tリンパ球への効果を検討したところ、敗血症にて激
減する正常Tリンパ球の数を維持することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I evaluated the effect of beta blockade therapy on spleen 
T-lymphocytes in sepsis. After confirmation that catecholamine stimulation induced spleen 
T-lymphocytes apoptosis in a dose dependant manner, I evaluated the effect of beta blockade therapy 
on normal spleen T-lymphocytes, which were reduced according to the severity of sepsis. I used a 
cecum ligation and puncture (CLP) model as a septic model, which was a golden standard model for 
sepsis.  Beta blockade therapy maintained the number of normal spleen T-lymphocytes, which were 
reduced dramatically in septic model. This result suggests that the preservation of immune function 
through manintenance of T-lymphocytes may be one of beneficial effects of beta blockde therapy in 
sepsis.

研究分野： 麻酔学、集中治療医学
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（１） 研究開始当初の背景 
 
集中治療医学の目覚しい進歩にも関わら
ず、敗血症患者の死亡率はいまだに高い。
米国では敗血症患者の医療費が年 170 億
ドルと報告され、医療経済面からも敗血
症の治療は重要な課題の一つとなってい
る。 

当研究室では、心血管系合併症を有す
る患者の周術期投与や熱傷患者に対する
有効性が認められている遮断薬に着目
し、遮断薬が敗血症の過剰炎症反応や臓
器傷害を軽減するとの仮説を立て検討し
てきた。これまでの研究では、敗血症モ
デル動物に対する遮断薬投与は、TNF-
の血中濃度を抑えて心機能障害を軽減、
同時に腸管壁防御機能を温存することで
腸内細菌移行現象bacterial translocation)
を抑制し、死亡率を改善することを見出
した。その研究成果は敗血症に対する
遮断薬投与の効能に言及した総説でも引
用されている（Shock 2009;31:113）。し
かし、敗血症に対する遮断薬の有効性の
詳細な機序については、いまだに解明さ
れていない点が多い。

敗血症では、免疫担当細胞の活性化に
伴う過剰な炎症反応とそれに引き続き生じ
る免疫能低下が問題となるが、免疫能低
下には、早期からの T リンパ球を中心に
起きる免疫担当細胞のアポトーシスの関
与が指摘されている。また、敗血症に伴
う心機能傷害や腎機能傷害にもアポトー
シスが関与していることが示されている。
そして、敗血症における免疫担当細胞の
活性化に伴う過剰な炎症反応や、引き続
き起きる重要臓器細胞アポトーシスには、
早期からの過剰な交感神経系の賦活化が
関与していることが指摘されている。よ
って、敗血症に対する遮断薬の投与は、
各臓器傷害の原因の一つであるとされて
いるアポトーシスを抑制することによっ
て、臓器傷害を軽減する可能性がある。
 
（２） 研究の目的 
 

以上の背景を踏まえ、「遮断薬が敗血
症において、抗アポトーシス作用により
重要臓器傷害を軽減する」との仮説を立
てた。本研究は、以下の項目を主たる目
的として実施した。 

 
（１）カテコラミン刺激による培養心筋
細胞及び脾臓 T リンパ球のアポトーシス
誘導を検証し、遮断薬による抑制効果を
検討する。 
 
（２） 腹膜炎惹起敗血症モデルを用い
て、生体内における心筋細胞、腸管内な
らびに脾臓リンパ球、腸管上皮細胞のア

ポトーシスに対する遮断薬の効果につ
いて検討を行う。 

 
申請者らの知る限り、敗血症に対する

遮断薬投与の重要臓器保護効果につい
て、その機序を詳細に探求した研究は見
当たらない。本研究において、敗血症に
対する遮断薬投与の抗炎症作用ならび
に抗アポトーシス効果による、免疫担当
細胞及び心筋や腸管等の多数の重要臓器
保護効果およびその機序が証明できれば、
臨床応用への期待と具体的展開が一層高
まる。さらに、遮断薬は心血管系疾患あ
るいは頻脈性不整脈治療薬としてすでに
臨床的に汎用されており、安全性の面か
らみても、敗血症患者への応用性は高い。 
 
（３）研究の方法 
 
（１） 「実験 1．カテコラミン刺激によ
る脾臓リンパ球に対するアポトーシス誘
導効果の検討」 

セボフルラン麻酔下に健常マウスの
脾臓を摘出し、Nylon wool column 法によ
り T リンパ球のみを抽出する。採取した
T リンパ球は、10％の血清を含んだ細胞
培養液に懸濁し、CO2 インキュベーター
内で培養する。採取して 1 時間以内に、T
リンパ球を血清が含まれない細胞培養液
に移し、ノルアドレナリン（0.1、1.0、10、
100 M）ならびにアドレナリン（0.1、1.0、
10、100 M）による刺激を開始する。刺
激開始24時間後にTリンパ球のアポトー
シスをフローサイトメトリーにて評価す
る。FSC および SCC による評価にてリン
パ球の評価に絞り、CD3 抗原に対する抗
体を用いて、T リンパ球のみのアポトー
シス評価を行う。早期アポトーシスの検
出には AnnexinV を用い、晩期アポトー
シスの検出には Popidium Iodine を用いる。 
 
（２） 「実験 2．In vivo における敗血
症に対する遮断薬投与の血中サイトカ
インならびに脾臓 T リンパ球のアポトー
シスに与える影響」 

盲腸穿孔術によって敗血症モデルを
作成後に、生理食塩水を投与する対照群
とエスモロールの持続投与を行うエスモ
ロール群に無作為に群分けする。24 時間
後に、全身麻酔下にて脾臓を摘出する。
その際に採血を行い、白血球数、乳酸値、
TNF-、IL-1 、IL-6、CRP を測定する。
摘出した脾臓からは Nylon wool column
法により T リンパ球を分離して、実験 1
と同様に、蛍光標識の付いた抗 CD3 抗原
抗体、AnnexinV、Popidium Iodine を用い、
フローサイトメトリーにて、T リンパ球
の早期ならびに晩期アポトーシスの評価
を行う。 
 



 
（４）研究成果 
 
（１） まず生体外実験として、マウス
の脾臓から Nylon wool column 法により
摘出した Tリンパ球を用いて、カテコラ
ミンが T リンパ球のアポトーシスを誘
導するかどうかを検討した。全身麻酔下
にマウスから脾臓を取り出し、T リンパ
球を抽出して血清の含まない細胞培養
液に移した後に、ノルアドレナリン（0.1、
1.0、10、100 M）ならびにアドレナリ
ン（0.1、1.0、10、100 M）による刺激
を行い、24 時間後にアポトーシスの評
価を行った。どちらのカテコラミンも濃
度依存性にアポトーシスを誘導した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２） 生体内実験では、盲腸穿孔術に
より作成したマウス敗血症モデルを用
いた。まずは、敗血症の脾臓内正常 T
リンパ球の数とアポトーシスに対する
影響を検討する目的で、盲腸を結紮する
場所を変えることによって 3 群の重症
度が異なるモデルを作成し、1脾臓あた
りの正常 T リンパ球数を検討したとこ
ろ、侵襲が重症になるにつれて、正常 T
リンパ球数が減少した。アポトーシスの
割合には差がなかった。次に、盲腸穿孔
術を行ったあとに、生理食塩水の皮下注
を行う control群とエスモロールの皮下
注を行う esmolol 群に群分けし、24 時
間後に全身麻酔下で脾臓を摘出し、脾臓
内正常 T リンパ球数とアポトーシスの
割合を調べたところ、アポトーシスの割
合には差がなかったものの、正常 T リ
ンパ球の数は esmolol 群で有意に高い
ものとなった。この結果より、敗血症に
対するエスモロール投与は、脾臓内正常
T リンパ球数を維持し、免疫能を高める
可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
なお、脾臓内 T リンパ球以外の臓器のア
ポトーシスに対する効果を検証するまで
には至っていない。 
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