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研究成果の概要（和文）：我々はCLPモデルを用いて抗炎症や抗酸化作用を有するとされるメラトニンを投与す
ると、生存率が統計学的に有意に改善した。そこでメラトニン合成の上流に位置し、実際我々の研究室で敗血症
との関連を研究しているテトラヒドロビオプテリン（BH4）とのクロストークに着目した。メラトニン投与群と
メラトニン非投与群の血中BH4濃度を比較したところ、CLP後24時間でメラトニン群(約1500 nmol/L)がメラトニ
ン非投与群(約1000 nmol/L)に比べて明らかに高値傾向にあり、それらの強い関連性が示唆された。
現在、敗血症におけるメラトニンの細胞保護効果をBH4とのクロストークに着眼し解析継続中である。

研究成果の概要（英文）：We used the CLP model and demonstrated that melatonin, which has 
anti-inflammatory and antioxidant effects, significantly prolonged the overall survival of mice. In 
order to elucidate the mechanism of action underlying the effect of melatonin, we examined the 
potential interaction of melatonin with tetrahydrobiopterin (BH4). BH4 is located upstream in the 
melatonin synthesis pathway, and we previously studied its role in sepsis. We examined the plasma 
concentration of BH4 in CLP mice with and without the administration of melatonin and demonstrated 
that the administration of melatonin significantly increased the concentration of BH4 24 hours after
 the CLP procedure compared with the control (approximately 1,500 vs. 1,000 nmol/L, respectively). 
Our findings suggest a strong association between BH4 and melatonin.
We are currently performing additional analyses to determine whether the interaction between 
melatonin and BH4 is involved in the cytoprotective effect of melatonin in sepsis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症は重症化すると病態のコントロールに苦慮し、世界的には死亡率も非常に高く、特に脳症の合併は死亡率
を高める。しかしながらそれらの病態は不明な点が多く治療法が確立されているとは言い難い。
創薬ターゲット分子として、キヌレニンやメラトニンがCLPモデルの生存率を改善することを既に見出してお
り、脳内炎症とキヌレニン経路ならびにセロトニン経路が敗血症関連脳症と密接に関連することを示唆する結果
を得ている。またメラトニン合成の上流に位置し、実際我々の研究室で敗血症との関連を研究しているテトラヒ
ドロビオプテリン（BH4）とのクロストークに着目し、今回その関連性を示唆する結果を得、治療法確立の糸口
を見出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでに我々は、従来の敗血症研究のモデル動物の欠点（腹腔内膿瘍形成）を克服した改良
型マウス盲腸結紮穿孔(CLP)モデル(Niiyama et al. Clin Transl Immunology 2016)の作製に成
功し、そのモデルを用いて敗血症の治療効果を示す化合物を探索してきた。この一連の研究の中
で、強い抗酸化、抗炎症や抗アポトーシス作用を有するとされるメラトニンが CLP 処置後の生存
率を改善することを見出し、その作用機序を探索している。 
 
２．研究の目的 
 敗血症は重症化すると病態のコントロールに苦慮し死亡率も高い。そのため、病態の機序解明
および治療法の開発が急務である。特に敗血症関連脳症（せん妄）を合併すると死亡率が高くな
る。申請者らは従来の敗血症モデルの欠点（腹腔内膿瘍形成）を克服した「改良型新規マウス盲
腸結紮穿孔モデル：以下改良型 CLP モデル」の作製に初めて成功した。このモデルにメラトニン
を投与すると、有意に生存率が改善した。また最近、大規模試験においてメラトニン受容体作動
薬がせん妄に対して有用であると報告されたが、作用メカニズムについては不明な点が多い。本
研究では改良型 CLP モデルを用いて、メラトニンおよび受容体作動薬の作用メカニズムを解明
し、敗血症関連脳症の新規治療法を開発するための研究基盤の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）使用動物の性質：今回 C57BL/6 マウス (12 週齢)を使用した 
① 吸入麻酔（イソフルラン）下にマウス CLP モデル作製：下腹部に約 1～2 cm の皮膚切開を加
え、続いて腹膜も切開。その後、回盲部を結紮し、盲腸部を 21G 針で貫通穿刺する。 
② 生存率：生存率はカプラン・マイヤー法を用いて計算し、二つの曲線は log-rank 検定を行
った。 
③ CLP モデル作製後の炎症性変化（主にサイトカイン）を測定する目的で、腹腔滲出細胞で各
種サイトカインを測定した。 

(1)  4% Brewer Modified Thioglycollate Medium（4％チオグリコレート培地）をマウスあた
り 2 mL 腹腔内投与する 
(2) ３日間マウスを飼育する 
(3) マウスの頸動脈を切り脱血死させる（血液をしっかり抜く） 
(4) 腹部外皮に切り目を入れ、外皮をはいで腹膜を露出させる 
(5) 冷やした PBS 5 mL を腹部に注入する 
(6) ３分ほど腹部をマッサージして細胞を浮遊させる 
(7) 脂肪塊をさけて注入した PBS をなるべく多く回収する 
(8) 遠心チューブ（氷冷）に入れ、遠心（1000 X g、10 分、4℃）する 
(9) 上清を吸引して、沈殿（マクロファージ）を培養する 

４．研究成果 
申請者らは敗血症関連脳症の発症機序の解明ならびに治療薬のターゲット分子としてメラト
ニンに着目した。メラトニンは必須アミノ酸であるトリプトファンからセロトニン経路を経て
合成され、強い抗酸化ストレス、抗炎症、抗アポトーシス作用等を有する。トリプトファンはキ
ヌレニン経路にも分かれ、それらはサイトカイン誘発の際にも密接に関与している。 
改良型 CLP モデルにてメラトニン投与群と sham 群（開腹手技のみ）を比較したところ 1週間
後の生存率に おいてメラトニン群が有意に高かっ
た(p<0.05)。 
敗血症後の
炎症性変化を
観察するため
にCLP処置マウ
スから腹腔内
マクロファー
ジを分取し、サ
イトカインと
酸化ストレス
応答の遺伝子
を Real-time 
PCR 法で測定し
たところ、サイ
トカインでは
IL-1β、TNF-αの遺伝子発現（図参照）上昇を認めた。酸化ストレス応答に関わる遺伝子では、
Nrf-2 （NF-E2-related factor 2）遺伝子（図参照）の発現低下を認めた。CLP 処置後の IL-1
β、TNF-α遺伝子発現に対するメラトニンの効果を検討したところ、メラトニン投与群では CLP



後の腹腔内マクロファージでの IL-1β、TNF-α遺伝子発現を CLP 単独群に比べ変化させないこ
とがわかった。Nrf-2 遺伝子発現に対するメラトニンの効果については大きな変化は認められな
かった。IL-6 遺伝子発現（図参照）に関しては、CLP 単独群でシャム群に比べ低値であり、さら
にメラトニン投与群ではシャム群や CLP 単独群に比べさらに低値である傾向にあった。 

  
敗血症時のメラトニンの細胞保護作用機
序を探索する一方、当研究室では敗血症時
の病態解明のターゲット分子としてテト
ラヒドロビオプテリン（BH4)にも着目して
いる。BH4 はメラトニン合成の上流に位置
し、生体内における役割は補因子としての
還元作用で、BH4 を必須の補因子とする酵
素としては、カテコールアミンやセロトニ
ン生合成の律速段階を触媒するチロシン
水酸化酵素、トリプトファン水酸化酵素、
そしてフェニルアラニンの代謝に働くフ
ェニルアラニン水酸化酵素など、芳香族ア
ミノ酸モノオキシゲナーゼがある。さら
に、BH4 は一酸化窒素合成酵素 (NOS) の
コファクターであり、NOS 活性の発現に必
須の因子である。 
そこでマウス CLP モデルを用いた血中
BH4 濃度の経時的推移をシャム群と比較
したところ、CLP 作製後 24 時間値で統計
学的に有意に高かった（p<0.05）。次にメ
ラトニンと BH4 の関連に CLP モデルでメ
ラトニン(30 mg/kg)群とシャム群で血中
BH4 濃度を比較したところ、CLP 後 24 時間
でメラトニン群(約1500 nmol/L)がシャム
(約1000 nmol/L)に比べて明らかに高値傾
向にあった。現在、敗血症におけるメラト
ニンの細胞保護効果を BH4 とのクロスト
ークに着眼し鋭意解析中である。 
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