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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、軽微な先行感染がその後の致死的敗血症の予防にどのような効果が
あるかを検討すること。方法は、4日齢マウスにCecal Sluryy (CS) 0.5mg/g(非致死量、PTｘ群)またはVehicle
(Veh群)を腹腔内投与し、72時間後に両群にCS 1.5mg/g(LD83)を腹腔内投与して、生存率を検討した。結果は、
非介入時の7日齢マウスの死亡率83％と比較して、Veh群(n=10)では死亡率90％と改善を認めなかった一方、PTx
群(n=16)では、死亡率6%と有意な改善を認めた。結論として、非外科的な新生仔マウス敗血症モデルにおいて、
軽微な先行感染は敗血症の重症化を抑制した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate the protective role of an initial low-dose septic 
challenge for the prevention of subsequent lethal sepsis in a mouse model. A stock cecal slurry (CS)
 solution was prepared from adult ceca. The LD83 (1.5 mg CS/g) was used for all ani-mals. An initial
 challenge of normal saline (NS) or 0.5 mg CS/g (non-lethal dose) was adminis-tered at four days of 
age, then 1.5 mg CS/g was administered intraperitoneally at seven days of age (72 h post-initial 
challenge), and survival was monitored. Initial exposure to NS (n = 10) re-sulted in 90% mortality 
following exposure to the LD83 CS dose in contrast to an initial exposure to CS (n = 16), which 
significantly decreased mortality to 6% (p < 0.0001), reduced blood bacteri-al counts, attenuated 
inflammatory responses, and suppressed lipid mediators. Initial exposure to a non-lethal CS dose 
prior to exposure to a lethal CS dose significantly reduces sepsis mortality.

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
本研究では、我々が確立した糞便懸濁液投与法による新生児敗血症モデルマウス、および予備的検討で確認され
た軽微な先行感染に起因する敗血症保護効果を応用して、新生児敗血症におけるTrained immunity（細菌暴露に
引き続き誘導される自然免疫系の活性化）の保護効果および作用機序を明らかにした。本研究を通じて、非外科
的新生仔マウス敗血症モデルにおいて、軽微な先行感染が、異常な全身性炎症反応の制御を介して、その後の致
死的敗血症の重症度を減弱させることを明らかにした。本研究の結果に基づき、Trained immunityを介した全く
新しい機序の新生児敗血症治療法の確立が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



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

患であり、特に、生後に獲得する獲得免疫のみならず、先天的に備わった自然免疫まで未熟

な早産児においては、現在もなお高い致死率を認める。新生児敗血症は、感染侵襲への未熟

な免疫応答の破綻を本態とする一方、未だ抗菌薬を中心とした支持療法が主体であり、この

致死的感染症の新規治療法の開発は喫緊の課題である。近年、かつては免疫記憶が存在しな

いとされてきた自然免疫系においても、感染に対して適応的な応答が可能であること、すな

わち「Trained immunity（訓練された免疫）」と呼ばれる概念が提唱された(Netea MG, et 

al. Science 2016)。病原体特異的な獲得免疫が未熟な新生児の敗血症において、抗原非特

異的な自然免疫を活性化させるTrained immunityは、極めて合理的な治療標的と考えられ

る。一方で、ヒト新生児への臨床応用に向けては、感染負荷なくTrained immunityを誘導す

る必要があり、我々は免疫後エクソソーム（Exosome）を用いたTrained immunityの誘導を

考案した。それゆえ、本研究課題の核心をなす学術的「問い」は、「新生児敗血症における

Trained immunityの作用機序は何か？」および「免疫後Exosome投与によりTrained immunity

を誘導し新生児敗血症を治療法できるか？」である。 

 

（２）敗血症研究においては、古くから盲腸結紮穿刺（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、研究代表者の藤岡は、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、早産児マウス敗血症モデルを確立した。本モデル

は、我々の研究グループがCS法を応用して独自に確立した世界で最も未熟な敗血症モデル

マウスであり、本研究は我々以外にはなし得ない学術的独自性の高い研究である 

 

（３）先述のごとく、Trained immunity を標的とする免疫療法の研究が注目されており、

Trained immunity はエピゲノム変化に基づく細胞代謝調節により制御されていることが明

らかになりつつある（Netea MG, et al. Nat Immunol 2015）。新生児領域では、生下時に

BCG を接種した低出生体重児は、非接種児と比較して死亡率が低いことが知られていたが

（Aaby P, et al. J Infect Dis 2011）、興味深いことに近年 HBV 母体児において、自然免

疫細胞の成熟および臍帯血中細胞の感染応答能の増強が報告され、新生児においても

Trained immunity を介した免疫賦活が報告された(Hong M et al. Nat Commun 2015)。しか

し、新生児敗血症における Trained immunity の作用機序に関する詳細な研究はない。我々

は現在までに、CS 法による敗血症モデルマウスを用いた予備的検討において、新生仔マウ

スにおいても致死的敗血症誘導前に軽微な感染に暴露させておくと生存率が著明に改善す

ることを見出し、本結果が Trained immunity に基づくものと考察した。しかし、臨床応用

の観点からは、敗血症予防目的に早産児に感染負荷を誘導することは、倫理面・安全面の課

題が大きく不可能である。 

 

（４）Exosome は、細胞内の小胞輸送を介して細胞外に放出される直径 30～100 nm ほど

の細胞外小胞の一種で、内部に蛋白質、脂質、核酸などを含む。近年、Exosome が細胞間情



報伝達の担い手として機能すること明らかとなり、炎症性・自己免疫性疾患等の病態生理へ

の関与が注目されている。本研究では、非致死的感染により Trained immunity を誘導した

マウスの血中 Exosome（免疫後 Exosome）を抽出し、免疫後 Exosome を致死的な敗血症モデ

ルマウスに前投与することで Trained immunity が誘導できないかを検討する。この研究に

より、感染負荷を要さない Trained immunity を介した早産児敗血症に対する全く新しい機

序の治療法確立が期待できる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①新生児敗血症モデルマウ

スにおいて Trained immunity の保護効果およ

び作用機序を解明し、②Trained immunity を誘

導したマウスから採取した Exosome を別の敗血

症モデルマウスに輸注し保護効果を検討する

ことで、Trained immunity を介した早産児敗血

症に対する全く新しい機序の治療法確立を目

指すことである（図 1）。 

 
３．研究の方法 
本研究では、①CS 法を用いて、4 日齢マウスに非致死的感染を誘導した 72 時間後（7 日

齢）に、致死的敗血症を誘導し、生存率、臓器障害、網羅的遺伝子発現を検討し、Trained 

immunity の有効性・作用機序を解明する。②Trained immunity 誘導後のマウス血中から

Exosome を抽出し、別マウスに輸注後に致死的敗血症を誘導し、敗血症保護効果が得られ

ないかを検討することで、Trained immunity の標的分子を同定する。以上の計画により新

規治療法の基盤確立を目指す。 

 

（１）CS 法を用いた新生児敗血症モデルマウス作成と Trained immunity 誘導 

既報に基づき、成獣マウスから摘出した虫垂内容物を 15%glycerol-PBS に溶解して糞便懸

濁液（CS, 100mg/mL）を作成し、-80℃で保存する。予備的検討では、異なる用量（0.5, 1.0, 

1.5, 2.0mg/g）の CS 保存液を腹腔内投与した場合の 7日齢マウスの死亡率は、各々0, 61, 

83, 100%であった。そこで Trained immunity 誘導目的に、4日齢に CS 0.5mg/g(非致死量)

を前投与し、72 時間後(7 日齢)に CS 1.5mg/g(LD83)を投与する。 

 

（２）新生児敗血症モデルマウスにおける Trained immunity の作用機序の検討 

Trained immunity の作用機序の作用機序解明を目指し、Trained immunity 誘導群と非誘導

群において、以下の比較検討を行う。 

a) 臓器障害の検討 敗血症誘導 24、72 時間後に血液を採取し、臓器障害マーカーとして

血清 AST、BUN、CK、KL-6 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 

b) 網羅的遺伝子発現の解析 敗血症誘導 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 Trained immunity の標的分子を同定する。 

 



４．研究成果 

2020 年度 新生児敗血症モデルマウスにおける Trained immunity の保護効果 

本年度はまず、成獣マウスから摘出した虫垂内容物を15%glycerol-PBSに溶解してCS

（100mg/mL）を作成し、－80℃で保存した。予備的検討で、異なる用量（0.5, 1.0, 1.5, 

2.0mg/g）のCS保存液を腹腔内投与した場合の7日齢マウスの死亡率は、各々0, 61, 83, 

100%であったことから、日齢3に0.5mg/g CS（非致死量, Trained immunity群）または生

食(Veh群)を前投与し、72時間後（7日齢）にCS 1.5mg/g(LD83)を投与し、敗血症誘導6時

間後の肝臓免疫関連遺伝子発現、9時間後の肝臓酸化ストレスおよび血中細菌数、7日間生

存率を検討した。 

結果は、2群間において肝臓酸化ストレス（TI:74.6±16.1 vs. Veh:63.4±13.0 U.CARR, 

p=0.26）に差を認めない一方、Trained immunity群において血中細菌数が有意に低値であ

った（TI:1.7±2.0x103 vs. Veh:2.6±0.6x104 CFU/ml, p＜0.05）。また、Trained 

immunity群において7日間生存率（TI:94% vs. Veh:10%, p＜0.05, 各群n≧10）が有意に

改善した。 

Trained immunity 群において明らかな生存率の改善を認めたことから、本モデルにおいて

も Trained immunity の敗血症保護効果を確認することができた。 

 

2021年度 新生児敗血症モデルマウスにおける Trained immunity の作用機序の検討 

本年度は、日齢3に0.5mg/g CS（非致死量, PTx群）または生食(Veh群)を前投与し、72時

間後（7日齢）にCS 1.5mg/g(LD83)を投与し、敗血症誘導3, 6時間後の肝臓免疫関連遺伝

子発現・炎症性脂質メディエーター発現を検討した。 

肝臓PCRアレイ結果については、PTx群をVeh群と比較した場合は、敗血症誘導6時間後に

PTx群において免疫関連遺伝子5種（Cd14, C5aR1, IL-1r1, Mx1, Irf7）の有意な発現抑制

を認めた（fold change>4.0, p<0.05）。 

敗血症誘導後の肝臓脂質メディエーター動態は、PTx群においてVeh群と比較し、敗血症誘

導3時間後にアラキドン酸（AA）由来LM（15deoxy-d12,14 PGJ2）が有意に減少しており、

敗血症誘導6時間後にエイコサペンタエン酸（EPA）由来LM4種（12-HEPE, 15-HEPE, 18-

HEPE, EPA）、ドコサヘキサエン酸（DHA）由来LM5種（4-HDHA, 7-HDHA, 14-HDHA, 17-

HDHA, DHA）、AA由来LM4種（5-HETE, 12-HETE, 15-HETE, AA）が有意に低下していた。 

以上の結果より、軽微な先行感染は敗血症誘導6時間後の肝臓免疫関連遺伝子および炎症

性脂質メディエーター発現を抑制することが明らかとなった。本モデルにおけるTIの保護

効果は、異常な全身性炎症反応の制御を介したものと考えた。 

 

2022年度 新生児敗血症モデルマウスにおける Trained immunity の作用機序の検討 

本年度は、本モデルを更に詳細に検討した。 

検討1) 4日齢マウスに0.5㎎/g CS(非致死量,先行感染群)または生食(対照群)を投与し、

72時間後(7日齢)に 1.5mg/g CS(致死量)を投与し、敗血症誘導6時間後にCBCを測定した。 

検討2) 4日齢と7日齢で異なるソースから作成したCSを投与し、生存率を検討した。検討

3）敗血症誘導を3日後（7日齢）から、1週後（11日齢）、2週後（18日齢）とし、生存率

を検討した。 

検討4) 前回の検討で有意な発現抑制(-95倍)を認めたCD14の働きを解明する目的で、抗

CD14抗体5μg/g(抗CD14群)またはIgG 5μg/g(対照群)を4日齢に先行投与し、7日齢に敗血



症を誘導し、5日間生存率を比較した。 

結果は、1)先行感染群で、有意に白血球数、リンパ球数、Hb値が低く、血小板数が高かっ

た。2) 異なるCSソースを用いても保護効果は保たれていた（91% or 62% vs. 0%、

p<0.05）。3）１週間後（71%vs.18%、p<0.01）、2週間後（82%vs.0%、p<0.001）も保護効

果は保たれていた。4）抗CD14投与群と対照群の生存率に差はなかった（11% vs. 25%, 

p>0.05)。 

以上より、軽微な先行感染の保護効果は、CS の種類を問わず、効果は 2 週間持続するが、

CD14 抑制のみによるものではないことが明らかになった。 

 

2023年度 成獣敗血症モデルマウスにおける Trained immunity の保護効果 

新生児敗血症における軽微な先行感染の保護効果の機序を明らかにする目的で、成獣にお

いても同様の敗血症保護効果が得られるのかを検討した。 

方法は、成獣マウスから摘出した虫垂内容物を15%glycerol-PBSに溶 解してCS(100mg/mL)

を作成し，-80°Cで保存した。CS 100μL(TI 群，n=10)または生食 100μL(Veh群，n=8)

を前投与し、その72時間 後にCS 300μL(致死量)を投与し、体重変化率、7日間生存率を

検討した。 

結果は、CS 100μLまたは生食 100μLの前投与では全例72時間生存しており、平均体重変

化率は24時間後(TI群:-10.7% vs. Veh群:-1.5%)、48時 間後(TI群:-11.6% vs. Veh群:-

1.2%)、72時間後(TI群:-7.8% vs. Veh群:+2.3%)であった。ついで、CS 300 μLを腹腔内

投与したところ、TI群は全例生存した一方、Veh群は全例死亡した(100% vs. 0%， 

p<0.001)。 

結論として、軽微な先行感染の敗血症保護効果は、新生仔マウス特有ではなく、成獣マウス

においても認められた。 

 

総括 

本研究を通じて、非外科的新生仔マウス敗血症モデルにおいて、軽微な先行感染がその後

の致死的敗血症の重症度を減弱させることを明らかにした。さらに、敗血症誘導 6時間後に

いくつかの炎症性遺伝子と LM のレベルが、軽微な先行感染によって抑制されていた。一方、

COVID-19 pandemic の影響により、動物実験の実施が一時的に停滞し、Trained immunity 誘

導後マウス由来 Exosome を用いた検討に関しては未だ基礎的検討の段階であり、新生児敗

血症における Trained immunity を制御する単一分子マーカーの同定も含めて、今後の検討

課題である。 
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