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Cecal Slurry法を用いた早産児マウス敗血症モデルの利点と課題

神戸大学医学部附属病院総合周産期母子医療センター小児科

藤岡一路

要旨

近年、成獣マウスの虫垂内容物から糞便懸濁液 (Cecalslurry : CS)を作成し、対象マウスに腹腔内

投与する CS法が確立された。また、一度に大量の CS保存液を作成・保存し、全実験を通じて同一起

源の CSを用いることで実験再現性が向上することが報告された。今回、第33回日本Shock学会総会

において、 CS法を用いてわれわれが作成した早産児マウス敗血症モデル (Shock2017 ; 47 : 242-50.) 

の利点と課題について発表する機会を得た。 CS法の利点は、標準的敗血症モデルである盲腸結紫穿

刺法と比して著しく低侵襲で、新生仔マウスヘも応用可能な点、手技が単純で熟練を要さない点、お

よびCS用量依存性に死亡率増加を認めるため重症度調節が容易な点がある。 CS法の課題としては、

第一に起源が異なる CS間では誘導する敗血症重症度に差があること、第二に CS保存液培養で得ら

れる細菌数 (CFU) と投与後誘導される敗血症の重症度が必ずしも相関しないことがある。また第三

の課題として、体重あたり用量 (mg/g体重）に基づき CSを投与した場合、 CS総投与量 (mg)が多

いほど死亡率が高い結果となることがあり、日・週齢の異なるマウス間での死亡率比較が困難な点が

ある。本稿では、これらの課題に対してわれわれが行っている工夫および考察について詳述する。

KEYWORDS: 早産児、敗血症、新生児敗血症、モデルマウス、敗血症モデル、 CecalSlurry (CS) 

l . 新生児敗血症マウスモデル作成の歴史

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し、とくに宿主防御機構が未熟

な早産児においては、高い致死率．後遺症発症率を認める叫しかし、至適な動物モデルがないため早

産児敗血症の病態解析は困難であった叫一般的な敗血症動物モデルとしては、手術的に虫垂を同定・

結紫し、穿刺後に腹腔内に戻すことで腹膜炎性敗血症を誘導する CecalLigation Puncture (CLP)モ

デルがあり、敗血症研究のゴールデンスタンダードとされている3,4)。

かつては CLP法を新生児動物に応用することで新生児敗血症モデル動物の作成が試みられてきた

経緯があり、 2004年に Katoらは新生仔豚に CLP法を応用し、新生仔豚敗血症モデルを報告した5,6)0 

しかし、大型動物の飼育可能施設が限られること、 SPF動物および遺伝子改変動物入手が難しいこと

から普及しなかった。これらの観点から、新生仔マウス敗血症モデルの作成が理想と考えられてきた

が、 CLP法は高侵襲なため新生仔マウスには応用不可能であった。

CLP法以外の、敗血症マウスモデル作成法の一つとして LPS投与法がある。 Comimらは2日齢の

新生児マウスに対して、 LPSを皮下投与して敗血症を誘導するモデルを報告した7)。しかし、 LPSを用

いた場合、敗血症誘導直後に hypodynamicstateを来す点で、生理的な敗血症病態を反映していると

はいえない。同様に、一定量の細菌を直接血中に直接投与する方法もあり、 Kronforstらは、出生直後

のマウスに表皮ブドウ球菌を静注することで敗血症を誘導する新生児敗血症マウスモデルを報告し

た8)。しかし、本モデルは CLPで認めるような細菌叢の多様性を反映していない点で生理的とはいえ

ない。つまり、理想的な新生児敗血症モデルマウスとは、腹腔内糞便漏出に続発する polymicrobial 

infectionのような、生理的な敗血症病態を反映する CLPに準じるモデルである。

CLPに準じるモデルとして近年CecalSlurry (CS)法が注目されつつある。その原法として、 1994
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年に KazarianらがFecalInoculum Modelを報告している。彼らは、成獣豚から採取した糞便から懸

濁液を作成し、自家移植として腹腔内投与することで敗血症が誘導できることを報告した9)。ついで

2007年に、 Wynnらが、成獣マウスから摘出した虫垂内容物から糞便懸濁液 (CS)を作成し、対象マ

ウスに腹腔内投与することで敗血症を誘導する CSモデルを作成し、新生仔マウスにも応用可能であ

ることを報告した2)。しかし、 Wynnらの方法では実験毎に成獣マウスを安楽死する必要があり、実験

再現性にも限界があった。加えて、彼らは週齢 7~10 週の雌マウスを安楽死して CS を作成し、 2 時間

以内に使用することと記載しているが、 CS作成用の成獣マウスの性別・週齢を揃えることは利便性・

経済性の観点からも容易ではない。著者は、留学中に同僚が実験で安楽死したマウスの虫垂をもらい

CS実験を行っていたが、死亡率が実験ごとに異なりうまくいかないことを経験した。

Wynnらの CSモデルの問題点を解決する方法として、 2014年に Saitoらが複数の成獣マウスから

摘出した虫垂内容物を glycerol-PBSに溶解することで、長期保存可能な CS保存液作成法を報告した

が10)、われわれも本法を用いることで敗血症重症度の再現性が改善した。ただし、彼らの論文に記載

されている BrainHeart Infusion (BHI)培地の作成法に関しては、「3.7% BHI + 0.15%アガロース」

で作成すると記載されているところが、実際には「3.7% BHI + 1.5%アガロース」で作成するとの誤

植であり、注意が必要である。

以上の経緯により、われわれは WynnおよびSaitoの方法に基づき、 CSモデルを免疫学的にビト早

産児相当である 4日齢の新生仔マウスに応用し、早産児マウス敗血症モデルを作成し11)、作成方法に

関しては 2017年度の日本ショック学会雑誌に詳述した12)。また本モデルの病態に関しては他誌に詳

述しているが、本モデルは CS用量依存性の死亡率増加、全身臓器への細菌定着、体重減少、重症例に

おける肝腎機能障害、血液学的異常、肝臓炎症性サイトカイン発現増加を認めることを示した13)。以

上より、本モデルはヒト早産児敗血症の病態をよく反映し、その病態解析に有用であると考えている。

2.CS法を用いた本モデルの利点について

本モデルの最大の利点は簡便性であり、図に「CecalSlurry」を含む PubMed発表論文の推移を示

すが、 2007年の Wynnの論文2)、2014年の Saitoの論文10)以降、われわれの論文11)を含め発表数が急増

しているのがわかる（図 1)。手術手技を要し熟練が必要なため術者間誤差の可能性が排除できない

CLPモデルと比較しても、 CSモデルは単純な注射手技のみであり、常に一定の細菌量を投与可能で

ある。また、米国では CSモデルの受託解析を行う会社がすでに存在する (https://noblelifesci.com/ 

wp-content/uploads/2018/03/Sepsis-Model-10-30-13.pdf)。著者は 2016年に神戸大学に着任後、 2017

年度には年間 800個体を超える CSモデルマウスを作成しており、軌道に乗れば月あたり n=100も

可能であると考える（図 2)。本法を応用することで、 [l]治療候補薬剤のスクリーニングが簡便に行

える。われわれは、 Hemeを用いた HemeOxygenase-1 (H0-1)誘導が敗血症重症度の改善に加え、

炎症性サイトカイン発現を抑制することを報告した11)。また [2]敗血症重症化に関与する遺伝子の探

索にも有用である。われわれは、 H0-1誘導不全を呈する H0-1ヘテロ欠損マウスは早産児マウス敗血

症モデルを重症化させることを報告した14)0 

また、本モデルのその他の利点として迅速性があり、臨床業務との兼業が比較的容易な点がある。

例えば、著者は NICUで臨床医として勤務しているが、朝の回診 (8: 00) と、病棟カンファレンス

(9 : 15)の間にマウスの体重測定や生存確認を行っている。また、敗血症誘導や薬剤投与などの実験

もカンファレンスと昼食 (11: 30)の間に終了することが可能であり、継続性の観点からも有用なモ

デルであると考えている。
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図2 動物実験個体数の推移

2016年度の帰国直後と比較すると、 2017年度は実験が軌道に乗り始め実験個体数の増加を認めている。

3.CS法を用いた本モデルの課題について

一方、本モデルの課題としては CS ソースが異なれば含有細菌量•投与時の死亡率が異なることが

あり、同一実験で使用していた CS保存液がなくなると以降実験が再現できなくなることが大きな問

題であった。しかし、われわれのグループでは CS保存液作成時の試行錯誤を重ねるにつれ、細菌回

収量の増加が得られるようになってきた（スタンフォード大学留学時代の CSストック平均含有細菌
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図3 cs作製手順
腸管組織を除去後に腸管内容物（糞便）をフィルターでろ過する。

量 1.0土1.1X 10℃ FU vs神戸大学における CSストック平均含有細菌量 1.5土1.6X 10℃ FU)。同じ

く、用量毎の死亡率に関しても、以前の CSソースと比べて一定の用量依存性死亡が得られるように

なってきており、最近はおおむね CS1.5 mg/g (生存率約 40%) を用いて実験を行っている。

現在われわれが行っている CS保存液作成法の工夫を示す。 1点目は、水分喪失の防止に注意を払

うことである。とくに、摘出した虫垂の計量時にシャーレに蓋をせずに計量すると、継時的に水分が

蒸発し、重量が減少し糞便が濃縮されていくことがわかった（いつか定常状態に達するのではないか

と秤の前で待っているとどんどん水分が蒸発して重量が下がっていく）。そのため、採取後速やかに上

蓋を装着して密閉し迅速に計量することが重要である。 2点目の工夫として、採取した虫垂から内容

物を抽出し、フィルターでろ過する過程において、図3に示すように丁寧に腸管組織を除去しておく

ことで残清を可能な限り少なくしている（腸管組織が残存したままフィルターろ過を行うと、糞便成

分の多くが腸管組織と一塊となりろ過膜を通過しにくくなり回収率が低下する）（図 3)。

本モデルの次の課題として、異なる日・週齢間での比較の問題がある。前述の Wynnらは、 7日齢マ

ウスと成獣マウスの比較を行い、新生仔マウスで死亡率が高いことを報告した。そこでわれわれも予

備実験として、 4日齢、 7日齢、成獣マウスの比較を行い、追試を試みた。結果は、 4日齢マウスの生

存率42%の用量の CS1.5 mg/gを投与したところ、 7日齢マウスでは 0%、成獣では 62%の生存率で

あった（未発表データ）。つまり、同一起源の CSを同用量用いた検討において、早産児相当の 4日齢

マウスは成獣マウスより敗血症死亡率が高い一方、予想に反して正期産児相当の 7日齢マウスは4日

齢マウスより敗血症死亡率が高いという結果であった。本結果からは、早産児の死亡率が正期産児よ

り高いヒト新生児敗血症の病態を模倣できていなかった。この点に関しては、新生児敗血症モデルと

して適切とは言い難い。一方、本モデルは体重に比例した量の細菌に暴露されるという仮説に基づく

モデルであり、体重の大きい正期産児は、体重の小さい早産児より多くの細菌に暴露されるというコ

ンセプトである。ただし、早産児に対しても正期産児に対しても使用する点滴留置針のサイズは同じ

であり、実臨床においては早産児でも正期産児でも「敗血症初期に体内に侵入する細菌量」は一定な

のではないかと考察している。本仮説に基づくと、体重に比例した CS投与量以外の投与基準が必要

になってくると思われる。
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まとめ

CS法による早産児マウス敗血症モデルの利点は、簡便であるため、治療候補薬剤のスクリーニン

グやノックアウトマウスを用いた解析が容易であること、迅速であるため、臨床業務と並行可能であ

ることがある。一方、本モデルの課題としては、 CSソース毎の含有細菌量の相違があり、これに関し

ては、水分喪失の防止、糞便回収効率の改善をはかることで克服できつつある。また、日齢の異なる

マウス間で同用量のCS(mg/g)を投与した場合の死亡率の評価が困難な点に関しては、新生仔マウ

スにおいては用量の再検討が必要ではないかと考えており、現時点で日齢の異なるマウスに本法を応

用した場合の敗血症重症度の比較には注意が必要である。
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