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研究成果の概要（和文）：Sprague-Dawleyラット胎仔に対し、高濃度の食事、低酸素、LPS

の経口投与をそれぞれ行いNECモデルラットの作成をおこなった。NECモデルの作成には

成功したものの、発症率のコントロールが困難であり、その生存維持にも難渋した。 
 

 
研究成果の概要（英文）：Using the Sprague-Dawley rat fetuses, we was carried out to create  

NEC(necrotizing enterocolitis) model. We gave high concentration meal, hypoxia, oral 

administration of LPS(lipopolysaccharide). We succeed to creating of NEC model although, 

control of incidence rate was difficult, and bogged the survival. 
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１．研究開始当初の背景 

壊死性腸炎（necrotizing enterocolitis：

NEC）は、腸管機能の未熟な低出生体重児

に多く発症し、腸管粘膜の虚血性壊死を主

病変とし、時に致死的な経過をたどる疾患

である。確定診断症例における救命率はお

よそ 50～70％といわれており、依然として

予後不良な疾患である。その成因としては

腸管粘膜に対する直接的損傷と間接的損傷

があげられる。直接的損傷としては細菌や

食物と腸管粘膜の接触であり、間接的損傷

としては無呼吸発作、新生児呼吸窮迫症候

群、心疾患などによる低酸素血症や周産期

での循環不全等による虚血再灌流障害や新
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生児仮死等による粘膜細胞の低酸素を原因

とする腸管虚血である。これらの損傷を人

為的に発生させることで NEC モデルラッ

トの作成が現在可能になっている。(Zani A, 

et al. Assesment of a neonatal rat model 

of necrotizing enterocolitis. Eur J Pediatr 

Surg. 2008 Dec;18(6):423-426.) 

壊死性腸炎発症後の治療としては循環動

態の安定や腸管安静、抗生物質投与などが

行われている。本症発症後に腸管粘膜が脱

落し、炎症細胞浸潤や、病原性菌の増殖を

示す事は知られているが、損傷をうけた腸

管粘膜に対する特異的な治療法がないのが

現状である。この腸管粘膜の破壊により発

症するBacterial Translocation(BT)が敗血

症の原因となり、壊死性腸炎発症患児の予

後を悪化させていることは明瞭である。 

腸管粘膜再生因子としては Growth 

Hormone(GH) 、 Epidermal Growth 

Factor(EGF)、Insulin などが挙げられ、こ

れまでに腸管粘膜上皮の増生促進作用があ

ることが報告されているが、粘膜内リンパ

球 の 再 生 を 維 持 に は 至 ら ず に 逆 に

Bacterial Translocation を悪化させるとい

われている。 

 

２．研究の目的 

NEC モデルラット胎仔を作成し、その腸

管の肉眼的変化及び粘膜の構造変化を観察

し、正常ラット胎仔の腸管に対する腸管損

傷の程度を明らかにする。続いて NEC モ

デルラット胎仔と正常ラット胎仔に対し、

ボンベシンを投与した群を作成する。その

腸管粘膜に免疫組織染色を行い各群での腸

管径や粘膜構造の変化を比較検討する。こ

れによりボンベシンの投与による虚血再還

流障害防止作用による NEC 発症の予防効

果があるか、また発症後の腸管粘膜の再生

に変化があるかを明らかにしたい。また、

腸管粘膜保護作用により腸内細菌巣にどの

ような変化が出るのかを確認したい 

 

３．研究の方法 

実験 1：壊死性腸炎（NEC）モデルラット

の作成 

①Sprague-Dawley ラットを雄 1 匹に対し

雌２ないし 3 匹を 1 つのケージに入れ、2

時間経過観察を行う。2 時間後に、各々の

雌ラットを把持し組織用鑷子を膣に挿入し、

膣に vaginal plug があるか確認する。

Vaginal plug が確認できたラットは

mating したと判断し、この時間を妊娠 0

日と定める。その後、妊娠 22 日（E22）で

CO2 ガスにて犠牲死させる。その際、速や

かに帝王切開にて胎仔を娩出する。 

 

②娩出した胎仔はコントロールのグループ

Aとストレスを与えるグループBに分ける。 

グループAはストレスを与えず母乳栄養を

行う。 

グループ B に対して、食事、低酸素、LPS

の経口投与を行う。 

食事：胎仔に 2Fr のシリコンカテーテルを

用いて高浸透圧のミルクを与える。ミルク

の組成は SMA Gold（SMA Nutriton, 

Berkshire, UK）15g を蒸留水 75ml に溶解



したものとする。 

 

低酸素： O2 gas detector(BW O2 Gas 

Alert Clip Extreme, Rockall Comfined & 

Safety, Cardiff, UK)でモニタリングを行

い、5%O2＋95％N2 のガスをケージ内に注

入し、食事前の 10 分間低酸素のストレス

を与える。 

 

LPS 投与：生後 1 日目及び 2 日目に

4mg/kg/day の LPS（lipopolysaccharide 

from Escherichia coli 0111: B4, 

Sigma-Adrich Company Ltd., Dorset, 

UK）を食事に混入する。 

 

③実験を通してラット胎仔は温度 30℃、湿

度 40％に保つ。 

 

④生後 96 時間後に胎仔の臨床状態を以下

の点で評価する。 

1)外観、2)運動性、3)刺激への反応、4)体

表色 

 

⑤胎仔をそれぞれ day1、day2、day3、day4

でグループ A・B 共に犠牲死させる。 

その後、開腹し十二指腸から直腸にかけて

の腸管を周囲組織と共に切除し、PBS を満

たしたトレイに浸す。以下の点について肉

眼所見を評価する。 

腸管の 1)伸展性、2)色調、3)腸管径。 

 

⑥腸管のうち回腸を切除し、ホルマリンに

て固定。パラフィン包埋後、連続切片を作

製する。 

免疫組織学的染色を行い組織学的評価を行

う。 

 

⑦残存小腸をホモジナイズし細菌培養を行

い、細菌叢の評価を行う。 

 

実験２：NEC ラットにボンベシン（BBS）

を投与し、その投与方法、投与量により以

下のグループに分け、それぞれを比較検討

する。 

・Group1(n=10)：BBS(-) control 群 

・Group2(n=10)：BBS(+) Day0 より BBS

を腹腔内投与（10μg/kg/day）  

・Group3(n=10)：BBS(+) Day0 より BBS

を腹腔内投与（20μg/kg/day）  

・Group4(n=10)：BBS(+) Day4 より BBS

を腹腔内投与（10μg/kg/day） 

・Group5(n=10)：BBS(+) Day4 より BBS

を腹腔内投与（20μg/kg/day） 

 

生後 10 日目にラットを犠牲死させ静脈血

を採取し、パラホルムアルデヒドによる還

流固定を施行した後、小腸を採取する。 

各グループにおいて採取したサンプルを以下

の手法により検索する。 

１）組織学的（形態学的）検討評価 

 凍結標本及び whole mount 標本を作成し、

免疫組織染色にて腸管粘膜上皮の cell 

proliferation及び apoptosis を評価する。 

２）サイトカイン発現の検討評価 

 採取した血液サンプルを用いて mRNA を抽

出し、RT-PCR 法により cDNA を作成増幅し、



TNF-α、IL-6 を定量する。 

３）bacterial translocationの検討評価 

 採取した血液サンプルを用いて血液培養を

行ない、腸間膜リンパ節、肝は組織採取後ホ

モジナイズし、細菌培養を行ないグラム陰性

桿菌の存在を検討評価する。 

 

４．研究成果 

実験 1 

ラット胎仔をグループＡは 12体、グループ

Ｂは 20体とした。 

NEC モデルの確保に難渋し、グループＢの

うち 5 体が day2 で死亡、8 体が day3 で死

亡、4 体が day4 で死亡し day4 の時点で生

存していたのはわずかに 3体であった。 

NECの発症ラットは以下の点を認めた。 

・肉眼的所見：腸管内出血や虚血による腹

壁の黒色変化 

・組織学的所見：粘膜浮腫、炎症細胞浸潤、

粘膜固有層内の出血。 

 

day4で犠牲死させた 3体は全例 NECを発症

していた。 

途中死亡例の NECの発症率は約 40％ほどで

あり、生後の管理に改善点があると考えら

れた。 

 

実験２ ボンベシン投与 

実験 1での NECモデルの作成に不安定さがあ

り、NECモデルに対しては行えなかった。 

正常出産仔ラットに対して腹腔内投与をお

行ったが、腸管損傷などを起こしたため皮下

投与に変更した。 

 

NEC モデルの作成は可能であるが、BBS 投与

モデルをさらに作成するためにも安定した

作成方法の検討が必要であると考えられた。 
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