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研究成果の概要（和文）：本研究では免疫学的に早産児相当である日齢4のマウスに対して糞便懸濁液を腹腔内
投与することで早産児腹膜炎モデルマウスを作成し、早産児腹膜炎の外科侵襲に伴う免疫応答の解明を目指し
た。同モデルマウスに対して開腹手術を行ったところ、開腹手術の侵襲に伴う死亡率の上昇を確認した。原因と
して術後急性期の抗炎症性サイトカイン（IL-10）に対する炎症性サイトカイン（IL-6、MCP-1）有意の上昇が考
えられた。一方で開腹手術の侵襲にも関わらず、IL-12やTNFの炎症性サイトカインは低値のままであり、早産児
に特有の免疫抑制状態が関与していることが推測された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we created a mouse model of preterm peritonitis by 
intraperitoneal injection of cecal slurry to 4-day-old neonatal mice in order to elucidate the 
immune response associated with surgical intervention under peritonitis. After performing laparotomy
 on that model mice, mortality associated with the surgical stress was observed. It was considered 
to be attributed to the significant increase in pro-inflammatory cytokines:IL-6 and MCP-1, relative 
to anti-inflammatory cytokine: IL-10, in the acute post-operative phase. On the other hand, despite 
the surgical stress by laparotomy, pro-inflammatory cytokines such as IL-12 and TNF remained low, 
suggesting an immunosuppressive state unique to preterm infants.

研究分野： 小児外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児医療の発展にも関わらず早産児における消化管穿孔は細菌性腹膜炎を合併し致死的になることが知られて
いる。抗菌薬投与などの内科的集中治療管理に加えて、標準的な治療として開腹手術が行われるが、早産児にお
ける開腹手術の侵襲の影響は明らかにされていなかった。本研究では早産児腹膜炎モデルマウスを使用すること
で早産児における開腹手術の死亡率に関わる影響が大きいことを動物モデルで初めて確認した。一方で、早産児
に特有の免疫抑制状態が死亡率上昇に関与することも明らかになった。早産児特有の抑制された免疫を賦活化さ
せることで早産児腹膜炎の死亡率の改善に寄与する新規治療法に繋がる可能性があることを明らかにした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
早産児腹膜炎は壊死性腸炎や特発性腸穿孔，胎便関連性腸閉塞などに起因した消化管穿孔を

原因に発症し，新生児医療が発達した現在においても死亡率が 20%を超える致死的な病態であ
る．したがって，本疾患の病態の解明と新規治療法の開発は世界的な喫緊の課題である． 
健常な新生児や早産児では特有の免疫抑制状態が報告されており，早産児腹膜炎がより重症

化しやすい原因の一つである可能性が考えられるが，実際には早産児腹膜炎における免疫機能
解析は未だ十分になされていない．また，消化管穿孔による早産児腹膜炎に対する世界的な標準
治療は開腹手術であるが，開腹手術の外科侵襲に対する早産児の免疫反応は未解明であるだけ
でなく，早産児腹膜炎に対する至適な治療法を検討するにあたり適切なモデル動物も存在しな
いことが課題であった． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，糞便懸濁液（Cecal Slurry, CS）を用いて早産児消化管穿孔を想定した早産

児腹膜炎モデルマウスを作成し,外科侵襲を加えることによる生命予後への影響とその際の免疫
応答を解明すること，その結果をもとに新たな周術期免疫賦活化療法の可能性を探索すること
である． 
 
３．研究の方法 
本研究では，過去に報告されている CS を腹腔内投与することで作成する早産児敗血症モデル

マウスを早産児腹膜炎モデルマウスとして使用することで実験を行った．以下の実験を行うに
あたり神戸大学動物実験委員会の承認を得た． 
（1）早産児腹膜炎モデルマウスの作成と CS 投与量の決定 
成獣マウスの虫垂から採取した糞便を 100mg/ml の濃度で Phosphate-buffered saline（PBS）

に懸濁することで CS を作成した．体重に合わせた様々な用量の CS を生後 4 日目の新生仔マウ
スの腹腔内に投与し，死亡率 20～30%となる CS投与量を決定した．以下の実験ではこの CS投与
量を使用した． 
（2）早産児腹膜炎モデルマウスにおける外科侵襲の生命予後の検討 
早産児腹膜炎マウスに対してイソフルレン吸入麻酔を行った上で上腹部 5mm 横切開による開

腹手術を行った．1分間の開腹状態の後に閉腹を行い開腹手術（CS+LAP）群とした．一方で対照
（CS）群はイソフルレンの吸入麻酔のみを行った．これら 2群の術後 7日目までの生存率を比較
した． 
（3）早産児腹膜炎モデルマウスにおける外科侵襲の免疫応答の検討 
上記の 2群の術前，術後 2，4，12，24 時間後の血漿中の炎症性，抗炎症性サイトカイン（IL-

6，MCP-1，IL-10，TNF，IL-12p70，IFN-γ）動態を比較した．また，術後 2時間後の菌血症の程
度について上記 2群で比較した． 
 
４．研究成果 
（1）早産児腹膜炎モデルマウスの作成と CS 投与量の決定 
1.0，1.5，1.8，3.0 mg/g Body weight (BW)

の各 CS 濃度における投与後 7 日間の生存率を
比較したところ，右図の結果を得た．各群にお
ける生存率は，100.0 %，85.7 %，75.0 %，42.9 %
であり，死亡率が 20～30%となる 1.8 mg/g BW
を本研究における CS投与量と設定した． 
 
 
 
 
（2）早産児腹膜炎モデルマウスにおける外科侵襲の生命予後の検討 



右図の通り，CS 群，CS+LAP 群のそれぞれの 7
日間の生存率は 86.4 %，54.5%であり，CS+LAP 群
で有意に死亡率が高いことが示された（Log-
rank 検定，p=0.016）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）早産児腹膜炎モデルマウスにおける外科侵襲の免疫応答の検討 
2 群の血漿中の炎症性，抗炎症性サイトカインを経時的に測定したところ，CS+LAP 群において

炎症性サイトカインである IL-6 と MCP-1 が術後 2時間後に有意な上昇を認めた一方で抗炎症性
サイトカインである IL-10 は有意な上昇を認めなかった（下左図）．また，IL-12p70 と IFN-γの
炎症性サイトカインは 2群とも CS投与や開腹手術にも関わらず低値を維持していた． 
2 群における術後 2時間後の菌血症の程度は両群とも同等だった（下右図，Student t-test，

p=0.989）． 
 

 
以上の結果から，術後急性期の IL-6 と MCP-1 の炎症性サイトカイン優位の状態が開腹手術に

よる外科侵襲に伴う死亡率の上昇に影響している可能性が示唆された．一方で CS 投与や開腹手
術による外科侵襲にも関わず IL-12p70 と IFN-γの炎症性サイトカインは低値が維持される結
果も得た．成人領域では感染症や手術侵襲に伴いこれらの炎症性サイトカインが上昇すること
は知られており，IL-12p70 と IFN-γの免疫抑制状態は早産児特有の免疫応答と考えられた．今
後は早産児で抑制されている IL-12 や IFN-γをターゲットとした新規免疫賦活化療法の開発を
継続している。 
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