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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、申請者が独自に確立した糞便懸濁液(Cecal slurry, CS)を腹腔内投
与する早産児マウス敗血症モデル作成技術を用いて、早産児敗血症における①部分的HO-1欠損の影響、②薬物的
HO-1誘導の有効性を検証し、③その機序を解明することであった。
本研究の結果、早産児マウス敗血症モデルにおいて、ヘムを用いたHO-1誘導は敗血症重症度の改善に加え、炎症
性サイトカイン発現を抑制する一方、HO-1誘導不全（HO-1ヘテロ欠損マウス）は早産児マウス敗血症モデルを重
症化させることが明らかになった。以上より、予防的HO-1誘導により、これら感受性個体を救済できる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：To induce sepsis, the cecal slurry (CS) model was applied to 4d-old mouse 
pups. In brief, adult cecums were harvested, and their contents were diluted with PBS-glycerol for 
CS stock preparations. HO-1 heterozygote (Het, HO-1+/-) and wild-type (WT) mice were administered CS
 IP at a dose of 2.0-mg/g (LD40 for WT mice, Fujioka et al, Shock 47:242, 2017), and then monitored 
for survival. To study the protective role of HO-1 induction, 30-micro mol heme/kg was given to 
3d-old pups of both genotypes 24h prior to sepsis induction.
Treatment with 2.0-mg CS/g caused a significantly higher mortality in Het (85.0%) than WT (40.9%, p
<0.01) pups. Most importantly, induction of HO-1 by heme significantly reduced mortality in both WT 
(6.3%) and Het (23.5%) pups. In addition, expression profiles measured using PCR arrays showed 
significant increases in cytokines in both genotypes 6h post-sepsis induction. This increase was 
generally attenuated in pups of both genotypes pre-treated with heme.

研究分野：胎児・新生児医学

キーワード： neonatal sepsis　Heme oxygenase-1　早産児マウス敗血症モデル　mouse model　preterm sepsis　cyt
okine　immunity　inflammation
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１．研究開始当初の背景 

新生児敗血症は、全身性の細菌感染と続発す

る多臓器不全を本態とする致死的疾患である。

とりわけ、宿主防御機構が正期産児と比して未

熟な早産児においては、高い致命率を認め、ま

た生存し得たとしても脳機能に重篤な障害を

残すことが多い。早産児敗血症の病因は、感染

侵襲に対する免疫応答の破綻に由来する全身

性炎症反応に加え、酸化ストレス、アポトーシ

スなどの複数の侵襲因子の関与が示唆されて

いる。しかし、近年まで至適な動物モデルの作

成が困難であったことから、その病態生理は十

分解明されていない。また、成人領域において

は血液浄化療法などの新たな敗血症治療が導

入されつつあるが、早産児においては未だ抗菌

薬を中心とした支持療法が主体であり、この難

治性疾患の病態解明と新規治療法開発は喫緊

の課題である。 

以前より、敗血症研究においては盲腸結紮

穿刺（Cecal ligation puncture, CLP）モデ

ルが標準モデルとして用いられてきた。しか

し、手術を要し高侵襲のため新生仔マウスへ

の応用は困難であった。一方、2007 年に Wynn

らにより成獣マウスから摘出した虫垂内容物

から糞便懸濁液（Cecal slurry, CS）を作成

し、対象マウスに腹腔内投与することで腹膜

炎性敗血症を誘導する CS モデルが開発され、

新生仔マウス（1週齢：ヒト正期産相当）を用

いた新生児敗血症モデルの作成が可能となっ

た。更に、2014 年に Starr らにより新たな CS

保存法が報告され、長期間（-6 か月）の冷凍

保存が可能となったため、全ての実験におい

て同一起源のCSを使用することが可能となり、

術者間誤差が問題となる CLP と比して高い精

度の実験再現性が達成可能となった。 

ヘムオキシゲナーゼ（Heme Oxygenase, HO）

は、ビリルビン代謝の律速段階酵素である一

方で、 その誘導型アイソフォームである HO-1

はストレス応答蛋白であり、ストレス環境下

においてビリベルジン（抗酸化作用）、CO（抗

アポトーシス・抗炎症作用）産生を介して、

多様な組織保護作用を発揮する。また、生体

内での HO-1 発現は胎児・新生児期に組織特異

的に大きく変動することがわかっており、

HO-1 は新生児疾患発症における重要な制御因

子と目されており、現在までに新生児慢性肺

疾患、新生児壊死性腸炎などの動物モデルに

おいてその保護作用が報告されている。 

 

２．研究の目的 

しかし、現在まで新生児および早産児敗血

症における HO-1 の働きに関する報告はない。

一方、小児敗血症患者において、HO-1 誘導性

のHO-1遺伝子多型が防御的に作用するとの報

告がある。そこで我々は、CS 法を用いて早産

児マウス敗血症モデルを作成し、早産児敗血

症におけるHO-1誘導の防御効果を明らかにす

ることを試みた。 

 

３．研究の方法 

本研究課題はスタンフォード大学および神戸

大学の動物実験委員会の承認のもと行われた。 

(1) CS保存液の作成 

既報(3)に基づき、成獣マウスから虫垂を摘出

し、その内容物を 15%glycerol-PBS に溶解し

て CS（100mg/mL）を作成し、1mL 毎に分注し

-80℃で保存した。 

(2) 早産児マウス敗血症モデルの作成 

 異なる用量の CS 保存液（1.0-4.0mg/g body 

weight, BW）を免疫学的にヒト早産相当であ

る 4日齢の FVB/n マウスに腹腔内投与し、投

与後 7日間の死亡率を検討し、ヒト早産児敗

血症の致死率が約 40%であることから、40％致

死量を決定した。 

(3) 早産児マウス敗血症モデルにおける敗血

症重症度の検討 

 敗血症重症度を評価する目的で、CS 2.0mg/g 

BW投与（CS）群とVehicle(Veh)群において、体

重増加、組織細菌数、血液学的異常、血液生化

学異常、組織学的異常、免疫関連遺伝子発現を



比較検討した。 

(4) Hemeを用いた薬物的HO-1誘導モデルマウ

スの作成 

 次に、確立された HO−１誘導薬である Heme

（30 µmol/kg）または Vehicle（Veh）を、3

日齢の野生型マウスに皮下投与し、24時間後

（4日齢）に、肝臓 HO 活性を測定した。 

(5) 早産児敗血症における薬物的 HO−１誘導

の保護効果の検討 

ついで、早産児敗血症における HO−１誘導効果

を検討する目的で、Heme 投与後 24 時間（４日

齢）に CS（2.0mg/g BW）を腹腔内投与し敗血

症を誘導し（H—CS 群）、敗血症重症度を CS 群

と比較検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 死亡率：CS 群では用量依存性の死亡率増

加（1.0mg/g 0%, 1.5mg/g 8%, 2.0mg/g 41%, 

3.0mg/g 75%, 4.0mg/g 100%）を認め、40％致

死量（LD40）は 2.0mg/g BW であった。 

(2) 体重変化率：CS 投与 24 時間後の体重変化

を比較すると、CS 群は Veh 群と比して、有意

な体重増加の停滞を認めた（-2.1±6.2, vs. 

21.5±8.2, n>20, P<0.01）。 

(3) 組織細菌量：CS 投与 24 時間後に肝臓、肺、

脾臓を採取し、ホモジネートを作成し、Brain 

Heart Infusion 培地を用いて 37 度で 24 時間

培養し組織細菌量を測定した。その結果、肝・

肺・脾臓の全臓器において、全例で細菌定着

を認めた。 

(4) 全血算所見：CS 投与 24 時間後に血液を採

取し、全血算を測定した。その結果、CS 群に

おいて Veh 群と比して、有意な白血球

(2821±931 vs. 6298±1806 per µL, P < 0.01)、

血小板(204±82 x103 vs. 613±118 x103 per µL, 

P < 0.01)、好中球(751±511 vs. 2891±910 per 

µL, P < 0.01)、リンパ球減少(1854±849 vs. 

2937±1232 per µL, P < 0.05)を認めた。 

(5) 血液生化学所見：CS投与24時間後に血液を

採取し、血清分離後に、AST、BUNを測定した。

その結果、CS群とVeh群の二群間で、

AST(229±95 vs. 71±52 U/L, P = 0.12)およ

びBUN(65.5±26.8 vs. 52.0±5.4 mg/dL, P = 

0.56) に有意差を認めなかった。 

(6) 組織所見：CS投与24時間後に、敗血症にお

ける主要障害臓器である肝臓、肺を採取し、HE

染色で組織学的に検討した。肝障害の指標とし

て肝細胞空胞化を、肺障害の指標として肺胞隔

壁の菲薄化を比較検討したが、CS群とVeh群の

二群間で、組織学的肝障害および肺障害に有意

差を認めなかった。 

(7) 免疫関連遺伝子発現：CS 投与 6時間後に

安楽死し、肝臓を採取し RNA を抽出した。抽

出したRNAを用いてPCRアレイ(RT2 ProfilerTM 

PCR アレイ(PAMM-052ZA-12))を行い、網羅的

に Innate/Adaptive Immune Responses 関連遺

伝子発現を解析し、CS 群と Veh 群で比較検討

した。結果として、CS 群の肝臓では Veh 群と

比較して、サイトカイン（Ccl5, Cxcl10, IL-1a, 

IL-1b, Tnf, Ifng）、パターン認識受容体（Cd14, 

Nod2, Tlr2, Nlrp3）、免疫調節遺伝子（Cd40, 

Icam1, Mx1, Myd88, Nfkbia）発現の有意な増

加を認めた。 

(8) 薬物的HO−１誘導モデル：HemeによるHO−

１誘導効果を確認する目的で、ガスクロマトグ

ラフィーにより肝臓HO活性を測定した。結果と

して、Heme投与24時間後の肝臓HO活性(496±85, 

n = 10) はVeh群（302±41, n = 23, P < 0.001）

と比して64％増加していた。 

(9) 薬物的 HO−１誘導の敗血症死亡率への影

響：H-CS 群では、CS 群と比較して有意な死亡

率の改善（41→6%、p<0.005）を認めた。 

(10) 薬物的 HO−１誘導の組織細菌数への影

響：H-CS 群では、CS 群と比較して肝臓・肺の

組織細菌数には差を認めなかったが、脾臓に

おいてはH-CS群で有意な細菌数の減少を認め

た。 

(11) 薬物的 HO−１誘導の体重増加への影響：

H-CS 群では、CS 群と比較して有意な体重増加

の改善を認めた（7.0±10.0, vs. -2.1±6.2, 



n>20, P<0.001）。 

(12) 薬物的HO−１誘導の免疫関連遺伝子発現

への影響：H-CS 群では、CS 群と比較して肝臓

における炎症性サイトカイン遺伝子

（Ccl5,Cxcl10,IL-1b,Ifng）および免疫調節

遺伝子（Mx1,Nod2）発現の有意な減少を認め

た。 

 

以上より、我々の作成した早産児マウス敗血

症モデルでは、CS 用量依存性の死亡率増加、

体重減少、白血球・血小板減少、肝臓におけ

る炎症性サイトカイン遺伝子の発現増加を認

め、ヒト早産児敗血症の病態をよく反映して

おり、その病態解析に有用であると考えられ

た。Heme による薬物的 HO-1 誘導は、敗血症死

亡率を改善させ、末梢血好中球を増加し、体

重増加を改善し、脾臓細菌数を減少させた。 

また、薬物的に HO-1 を誘導することで、敗血

症により誘導される炎症性サイトカインおよ

び免疫関連遺伝子発現を抑制することができ

た。 
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