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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目的は、神戸大学小児科新生児研究グループが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に対してMSCsを投与し治療効果を検討すること
で、早産児敗血症に対する新規治療法の開発を目指すことであった。
現在までの研究成果では、成獣マウス敗血症モデルではMSCｓ投与の敗血症保護効果を証明できていない。一
方、敗血症モデルマウスの尿検体を用いた酸化ストレス動態の実験系、および早産児マウス敗血症モデルに対す
る薬物治療実験系の樹立には成功しており、今後はMSCｓ投与量・経路の調節を行い敗血症保護効果を検証して
いく。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this study is to examine the protective effect of 
umbilical cord-derived MSCs for neonatal sepsis using preterm sepsis mouse model.

The research results to date have not proved the sepsis-protective effect of MSCs administration in 
the adult sepsis mouse model. Whereas, we have succeeded in establishing an experimental system of 
oxidative stress dynamics using urine samples of sepsis model mice, and a drug treatment 
experimental system for preterm sepsis mouse model. Thus, we will verify the protective effect of 
MSCs by using these protocols in future research.

研究分野： 新生児学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児敗血症、全身性炎症反応に加えて、酸化ストレスなどの複数の侵襲因子が関与し、従来の抗菌薬治療単独
では十分な治療効果が得られていない。
一方、間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cells、以下MSCs）は傷害組織に集積し、種々の因子を放出して治療効
果を発揮する点において、多臓器不全を本態とする早産児敗血症の理想的な治療法といえる。本研究では、ヒト
臍帯から分離・培養したMSCsを、我々が独自に確立した早産児マウス敗血症モデルに投与し治療効果を検討し
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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

新生児の敗血症は早産児に高率に発症し、生命及び神経学的予後に影響する重篤な疾患であ

る。早産児敗血症は、感染侵襲への免疫応答の破綻に起因する全身性炎症反応に加えて、酸化ス

トレス、アポトーシスなどの複数の侵襲因子が関与する多因子疾患と考えられ、従来の抗菌薬治

療単独では十分な治療効果が得られていない。近年、周産期医療の発達により早産、低出生体重

児の出生率が上昇しており、本疾患の新規治療法開発は喫緊の課題である。一方、間葉系幹細胞

（Mesenchymal Stem Cells、以下 MSCs）の多彩な臓器保護作用は、肺・肝臓・腎臓など多臓器

不全を本態とする早産児敗血症の治療法として極めて有利であると推測される。それゆえ、本研

究課題の核心をなす学術的「問い」は、「MSCs 投与は早産児敗血症の新規治療法となるか？」で

ある。 

古くから、敗血症研究においては盲腸結紮穿刺モデルが標準モデルとして用いられてきた

が、手術を要し高侵襲のため新生仔マウスへの適応は不可能であった。2007 年に、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モデルが報告されたのを機に、研究協力者の藤岡

は、免疫学的にヒト早産児相当である 4日齢マウスにCS法を応用することで、早産児敗血症モ

デルマウスを確立した（Fujioka et al. Shock. 2017）。本モデルは、CS用量依存性の死亡率

増加、全身臓器における細菌定着、重症例における肝・腎機能障害、血液学的異常、肝臓サイ

トカイン、パターン認識受容体、免疫調節遺伝子の有意な発現増加を呈し、近年では標準的な

新生児敗血症モデルマウスとして評価されている（Fujioka et al. Shock. 2017, Ped Res. 

2018）。 

間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cells、以下 MSCs）は、傷害組織に特異的に集積・適応す

る能力を持ち、種々のサイトカインや栄養因子を産生することにより、抗炎症・組織保護作用

を発揮することが知られている。また、MSCs のなかでも胎児由来の MSCs は、ES細胞や iPS細

胞に比べて腫瘍原性・免疫原性が低いとされ、臨床上大きな利点を有する。現在まで、低酸素

性虚血性脳症・慢性肺疾患などの新生児疾患モデル動物を用いた MSCs 治療の研究報告が散見さ

れるが、早産児敗血症を対象とした MSCs 治療研究の報告はない。また我々の研究室では、本学

医学倫理委員会の承認を得て、既に胎児付属物からMSCs（FACS 解析により CD105・90・73 陽性

かつ CD14・19・34 陰性を確認、分化培養キットにより Adipocyte、Osteoblast、Chondrocyte

に分化することを確認）の分離・培養に成功しており（Iwatani S, Nishida K, et al. Stem 

Cells Int. 2017 ）、速やかに治療実験に臍帯由来MSCs を使用することが可能である。 

加えて、我々は以前より MSCs の早産児敗血症治療応用に向けて、その治療効果増強のための

標的分子としてストレス応答蛋白である Heme Oxygenase-1（HO-1）に着目した研究を行ってお

り、4日齢マウスに対する Heme を用いた薬物的 HO-1誘導システムを確立している（Fujioka et 

al. Ped Res. 2016）。HO-1 の MSCs 増強効果に関しては、HO-1 が MSCs の免疫制御効果を媒介

し、MSCs の細胞生存に保護的に作用するとの報告がある。そこで、MSCs 単独で治療効果が不十

分な場合は、HO-1 誘導後に MSCs を投与することで治療効果の増強を図る。本研究は、ヒト臍帯

由来のMSCsを早産児敗血症治療に応用し、また効果不十分な場合もHO-1誘導を介した強化MSCs

療法を計画している点で、学術的創造性が高い。 

 

 



 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、早産児マウス敗血症モデルに MSCs を投与し治療効果を検討することで、早

産児敗血症に対する新規治療法の開発を目指すことである。 

 
３．研究の方法 

 早産児敗血症における臍帯由来 MSCs の防御効果を明らかにすることを目的に、早産児マウス

敗血症モデルに対して、臍帯由来 MSCs または Vehicle を投与し、治療効果を検討する。 

（1）CS 保存液および早産児マウス敗血症モデルの作成（図 1） 

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

Cecal Slurry（CS, 100mg/mL）を作成

し、1mL 毎に分注し-80℃で保存する。

次いで、異なった用量（1.0-5.0mg/g）

の CS保存液または Veh を、4日齢の

FVB/NJ マウスに腹腔内投与し、投与後

7日までの生存率、体重変化率を検討

し、CS 40%致死量（LD40）を決定する。

ヒト早産児敗血症の致死率が約40%であ

ることから、以降の早産児敗血症モデルの作成は CS LD40を用いて行う。 

（2）胎児付属物（臍帯）からの間葉系幹細胞（MSCs）の分離・培養 

神戸大学医学部附属病院において分娩を予定する妊婦に対して、説明書を用いて本研究を説明

する。文書による同意を得られた妊婦から、分娩時に胎児付属物を採取する。胎児付属物（臍

帯）からの MSCs の分離・培養は、神戸大学小児科研究室において既に確立されている方法を用

い、間葉系幹細胞培地で接着培養する。次に免疫蛍光染色によって、得られた細胞の表面マー

カー（CD73, CD81, CD105 等）の発現解析を行い、MSCs の分離率を評価する 

（3）成獣マウス敗血症モデルを用いた治療効果の検討 

早産児マウス敗血症モデルを用いた治療効果の検討を実施する前段階として、上記（２）で分

離・培養した MSCs を、（１）と同様の手法で作成した成獣マウス敗血症モデルに腹腔内投与

し、生存率の評価を行う。 

（4）早産児マウス敗血症モデルを用いた治療効果の検討 

 上記(２)で分離・培養した MSCs の早産児敗血症に対する効果を、(１)で作成した早産児マウ

ス敗血症モデルを用いて検討する。まず、(１)の方法に基づき 4日齢マウスに CS LD40を腹腔内

投与し、敗血症を誘導する。その 30分後に上記（２）で分離・培養した MSCs(1x105)または

Veh を腹腔内投与し、MSCs 群と対照群で投与後 7日までの a.生存率、体重変化率を比較検討す

る。次いで、以下の項目につき比較検討する。 

b．臓器障害の検討 MSCs(1x105)または Veh を投与 24時間後、1週間後に血液を採取し、臓器

障害マーカーとして血清 AST（肝臓）、BUN（腎臓）、CK（心臓）、KL-6（肺）を測定する。ま

た同時に、肺・肝臓・腎臓を採取し、HE染色および TUNEL 染色で病理学的に検討し、組織障害

の重症度を両者で比較検討する 

c．酸化ストレス動態の解析 MSCs(1x105)または Vehを投与 24時間後に、尿を採取し、尿中

8-OHdG/クレアチニン比を測定することで、酸化ストレスの重症度を両者で比較検討する。 



 

 

d．網羅的遺伝子発現の解析 MSCs(1x105)または Vehを投与 6、24時間後に、肺・肝臓・脾臓

を採取し、PCR アレイ法を用いて、網羅的に Innate and adaptive immune responses関連遺伝

子発現を解析し、両者で比較検討することでMSCs 投与により誘導される炎症制御の一端を明ら

かにする。 

（5）薬物的 HO−1 誘導併用による強化 MSCs 療法の保護効果の検討 

 上記(4)で十分な保護効果が得られなかった場合、HO-1 誘導薬である Heme（30 µmol/kg, 

Fujioka et al. Pediatr Res 2016）を、3日齢マウスに皮下投与する。ついで HO-1 誘導のピ

ークである 24時間後（4日齢）に(3)の方法で MSCs(1x105)を投与し、前述のa-d.の項目につ

き Veh 群、MSCs 単独群と比較検討し、有効性および作用機序を明らかにする。 

 
４．研究成果 

成獣マウス敗血症モデルを用いた MSCｓの治療効果の検討 

1. CS保存液の作成：動物実験施設の承認後、10週齢の成獣マウスを安楽死し、虫垂を摘出し、

虫垂内容物を15%glycerol-PBSに溶解し糞便懸濁液（Cecal Slurry, CS 100mg/ml）を作成し

た。全実験を通じ同一起源のCS保存液を用いた。 

2. マウス敗血症モデルの作成：CS 20mg（0.2ml）を32週齢（成獣）の野生型FVBマウスに腹腔

内投与し、敗血症を誘導した。 

3. MSCs投与実験：敗血症誘導24時間後に、MSCs（0.1×106cell, 0.5ml , n=18）またはPBS

（0.5ml, n=9）をマウスに腹腔内投与し、敗血症誘導後5日目の体重変化率および5日間生存率

を比較検討した。 

結果は、MSCs投与群とPBS投与群で、体重変化率（MSCs群：-11.4±7.6％ vs. PBS群：-

9.0±5.7％, p=0.4）および、生存率（MSCs群：94% vs. PBS群：100％, p=0.5）に差を認めな

かった（図2, 図3）。 

 

図2 MSCs投与群とPBS投与群の体重変化率  図3 MSCs投与群とPBS投与群の生存率 

 

以上の成獣マウス敗血症モデルを用いた検討では、MSCs投与の敗血症保護効果を証明出来なか

った。本検討では両群とも生存率が高く、敗血症重症度の調整に失敗した。条件を変更しての

再検討を試みたが、新型コロナウイルス感染症の影響に伴う動物実験の制限により本研究期間

中での実施は困難であった。引き続き次年度以降での検討を考慮している。 

 

成獣マウス敗血症モデルを用いた酸化ストレス動態の検討 



 

 

また、実験(4)-c の予備実験として、成獣マウス敗血症モデルを用いた尿採取→酸化ストレ

ス（8-OHdG/Cre）測定を行った。結果とし CS群 2検体、Veh 群 2検体を測定し得たが、成獣マ

ウスであっても安楽死後の膀胱穿刺ではコンスタントに一定の最尿量を確保することが困難で

あり、新生仔マウスの測定においては複数マウスの検体の混合が必要であることがわかった。

また結果は、CS群 102.7±27.2 ng/mg Cre、Veh 群 85.5±41.6 ng/mg Cre と敗血症群において

やや高い傾向を認め、尿中 8-OHdG/Cre は敗血症モデル動物研究の有用なバイオマーカーとなる

可能性が示唆された。今後は、MSCｓを投与した敗血症モデルマウスにおける尿中酸化ストレス

動態の検討を行っていく。 

 

早産児マウス敗血症モデルに対する薬物治療実験系の樹立 

一方、実験（5）の薬物治療実験系の樹立を目的に、敗血症治療薬として合目的な薬理作用を有

するヒトリコンビナントトロンボモジュリン（rh-TM）を用いて以下の実験を行った。 

方法は、（1）動物実験施設の承認後、10週齢の成獣マウスを安楽死し、虫垂を摘出し、虫垂

内容物を 15%glycerol-PBS に溶解し糞便懸濁液（Cecal Slurry, CS 100mg/ml）を作成した。全

実験を通じ同一起源の CS保存液を用いた。CS 1.5mg/g 体重をヒト早産相当である 4日齢の野

生型 FVB マウスに腹腔内投与し作成した。（2）rh-TM（10.0mg/kg）を 4日齢マウスに皮下投与

し、有害事象を検討した。（3）生食および rh-TM（3.0mg/kg 群または 10.0mg/kg 群）を皮下投

与した 6時間後に CS投与により敗血症を誘導し、投与後７日間の死亡率を比較した。 

結果は、敗血症死亡率は、rh-TM 3mg/kg 群では生食群と比して有意に低下した。一方、rh-TM 

10mg/kg 群では生食群と比して死亡率が有意に高かった（図 4）。 

 

図 4 rh-TM(3mg/kg, 10mg/kg)投与群と PBS 投与群の生存率 
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結論として、早産児マウス敗血症モデルにおいて、rh-TM 3.0mg/kg の適量投与は保護的に作用

する一方、rh-TM 10.0mg/kg の過量投与は凝固障害を助長し悪影響を及ぼす可能性が示唆され

た。薬物的 HO-1 誘導併用療法を実施する際には、本実験系を用いて行っていく。 

 

今後の展望 

前述のごとく、新型コロナウイルス感染症の影響もあったが、早産児マウス敗血症モデルに対

する MSCｓ治療実験の基盤を確立することができた。今後は、社会情勢も鑑みながら更なる研

究の発展を目指していく。 
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