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研究成果の概要（和文）：死亡率の高い新生児外科疾患である壊死性腸炎に対し、腸管における粘膜損傷予防や
炎症抑制効果が報告されているグレリンを投与し新たな発症予防や治療法を探った。コントロール群である母乳
群と低酸素環境とLPS刺激で誘導した壊死性腸炎モデルマウス群、壊死性腸炎モデルマウスにグレリンを投与し
た3群の比較を行った。
グレリン投与群は壊死性腸炎群より回腸組織像において絨毛の萎縮が軽減し、粘膜下層と固有筋層の乖離が改善
傾向であった。また回腸組織のNECスコアと炎症性サイトカイン発現が低い傾向を認めたが有意差は示せなかっ
た。今後高用量のグレリン投与を追加検討することで壊死性腸炎に対する予防効果の証明が期待出来る。

研究成果の概要（英文）：Necrotizing enteritis(NEC), which is a neonatal surgical disease with a high
 mortality rate. Ghrelin has been reported to prevent mucosal damage in the intestinal tract and 
suppress inflammation. we investigated a new preventive method. We compared the following 3 mice 
groups; Control group: breastfeeding group, NEC group: we let NEC develop in hypoxia stimulation and
 LPS, Ghrelin group: ghrelin was administered to necrotic enteritis model mice. 
The Ghrelin group showed less atrophy of the villi in the ileal histology than the NEC group, and 
the dissociation between the submucosal layer and the proper muscle layer tended to improve. The NEC
 scores of ileal tissues and the expression of inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6) tended to be 
low, but no significant difference was shown. By further investigation high-dose ghrelin 
administration, it is expected that the preventive effect against necrotic enteritis will be proved.

研究分野：小児外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
壊死性腸炎は新生児外科領域で未だに高い死亡率を有する疾患であるが、現時点では明確な予防的治療法はなく
発症後の外科的治療が主である。壊死性腸炎に対する予防法を確立出来れば、少子化が進む現在において後遺症
なき生命予後を向上でき、また医療費削減等の社会的貢献度は非常に大きい。グレリンは成長ホルモン代謝やエ
ネルギー代謝調整等に関わる内因性リガンドとして知られており、腸管においては炎症の誘導抑制や粘膜損傷の
予防と治癒促進が報告されている。グレリンはNECに対しても予防、治療効果が期待でき、新たな治療法確立の
可能性を有している。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 
 

壊死性腸炎（Necrotising enterocolitis: NEC）は患児の未熟性や低酸素刺激、感染等を誘因に

発症する緊急度の高い新生児疾患である。新生児外科疾患の生命予後が改善傾向にある現在で

も未だに高い死亡率を有する。NEC を発症すれば壊死腸管は切除せざるを得ず、腸管大量切除と

なれば結果的に短腸症候群に陥るためその後の生活が大幅に制限される。また発症後の治療介

入が遅れれば汎発性腹膜炎に至り、その後敗血症や播種性血管内凝固症候群を発症することも

あり生命予後にも直結する。よって発症予防や治療法の開発は社会的にも非常に大きな意義を

有する。一方でグレリンは成長ホルモン代謝やエネルギー代謝調整等に関わる内因性リガンド

として知られており、腸管においては炎症の誘導抑制や粘膜損傷の予防と治癒促進効果が報告

されている 1-3)。壊死性腸炎に対してもグレリンは発症予防や治療効果が期待でき、またグレリ

ンの作用効果を分子生物学的に解析することで、NEC の発症機序を解明する一助となる可能性も

ある。 
 
２．研究の目的 
 
本実験では壊死性腸炎モデルマウスを作成しグレリンを投与し、NEC 発症の予防効果や腸管粘膜

修復効果を検討することで、壊死性腸炎に対する新たな治療戦略を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
環境馴化させた妊娠マウスより出生した新生仔マウスを生後 4 生日までは母仔一緒に母乳保育

で育成する。生後５日に新生仔マウスを無作為に次の 3群に振り分ける。 

(1) コントロール群：コントロール群は 5 生日以降も母親マウスと一緒に同一環境で母乳保育
を継続する。 

(2) NEC 群：NEC 群は 5生日より母親マウスから隔離し温度、湿度調整可能なインキュベータ内
で飼育を行う。母乳保育に代わり体重当たり 50µl/ｇの人工ミルクを 6時間毎に 1 日 4 回、

経管的に投与する。NEC の病態を誘導するためミルク投与前に低酸素（5％酸素＋95％窒素

環境）刺激を 10 分間行い、加えて 5生日、6生日は人口ミルクに Lipopolisaccharide: LPS 

4mg/kg/day を混入して投与を行う。 

(3) NEC＋グレリン群：NEC+グレリン群は栄養管理、低酸素刺激、LPS 投与は NEC 群と同様であ
るが、5生日から 9生日までグレリン 10μg/kg/day の皮下投与を行う。グレリン投与は NEC

誘導刺激 8 時間前に皮下投与開始し、24 時間毎に皮下投与する。いずれの群のマウスも生

後 9日目に犠死せしめ、消化管、血液を検体として摘出し組織学的、免疫組織学的、生化学

的に検討を行い評価する。 

検討項目として 1．NEC スコアを用いた NEC 発症率、2．HE 染色像と Ki-67 免疫染色による

回腸の crypt cell proliferation の評価、3．回腸組織内の炎症性サイトカイン（IL-6、

TNF-α）測定を行った。 

 
４．研究成果 

 

当初海外文献 4)に報告される上記方法で NEC モデルマウスの作成を行ったが、手技的な問題もあ

り生命率が極端に低かった。NEC の基礎研究で多くの研究報告を行っているトロント小児病院・

Proffesor Agostino Pierro の Lab にも相談して飼育器具や環境要因の調整を行った。ただある

程度実験手技の習得が進んだ後でも生存率の改善が思うように得られないため、低酸素刺激が

過度に加わり重度の NEC を発症することで、生命予後が改善していない可能性を危惧した。その

ため至適低酸素刺激時間を検討するための追加実験を行い、低酸素刺激 7 分でも NEC が発症し

ていることを確認した。こうして作成した NEC マウスを用いて検体を採取し、上記検討項目を評

価すると以下の結果となった。 

(1) 回腸組織における NEC スコアで、Ghrelin 群は NEC 群と比較し有意差は伴わないものの NEC



スコアが低い傾向を認め、NEC の発症及び重症化を改善する可能性を示唆した。 

(2) グレリンを投与された壊死性腸炎ラットモデルでは回腸 HE 染色像において、絨毛の萎縮、
及び粘膜下層と固有筋層の乖離が改善傾向にあった。このことはグレリンが NEC の重症化

を予防する可能性を示唆すると考えた。ただ Ki-67 染色による陰窩細胞増殖に有意差は認

めなかった。 

(3) 回腸組織内の炎症性サイトカイン測定でも有意差は得られておらず、グレリン投与の有効
性を証明することは出来ていない。 

本研究では NEC に対するグレリンの予防効果が有意差を持って示すことは出来なかった。

ただグレリン投与群は腸管の損傷の程度が軽減されており、またグレリンは容量依存的に

効果発現を示す報告も認めるため、5-7)高用量のグレリン投与が粘膜炎症サイトカインの産

生を抑制することにより生存率を改善することが期待出来る。今後はグレリンの至適投与

量の検討を継続する予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 回腸 HE 染色像 (A: コントロール群、B: NEC 群、C: グレリン投与群) 

コントロール群に比べ NEC 群の粘膜所見は絨毛高が短縮し粘膜下層の剥離が増強している。NEC

群にグレリン投与を行った群では NEC 群と比較し、絨毛高の萎縮が改善し粘膜下層の剥離も軽

度である。 
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