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要 旨 

 

 

【背景と目的】敗血症は一般的な疾患であり、現在世界の 5 人に 1 人は敗血症により

死亡している。敗血症は、感染症に対する免疫反応をはじめとする生体反応が制御不

能に陥ることで臓器不全を生じた状態と定義される。その死亡率は 28〜48％と非常

に高く、救急・集中治療医にとって挑戦的な疾患であるがゆえに数多くの研究者が敗

血症の研究をしてきた。しかし、現在までに臨床で有効性が認められた敗血症治療薬

は皆無であり、敗血症治療薬の開発は停滞している。敗血症の免疫反応をターゲット

とした治療薬が生み出せない主要な原因として、感染に対する免疫応答が関与する敗

血症の病態生理が十分に解明されていないことが挙げられる。今日までの敗血症研究

には、さまざまな動物モデルが用いられてきた。しかし、動物モデルで成功した治療

薬がヒトの臨床試験で効果を示したものはない。新規治療薬を開発するための動物モ

デルは、ヒトの疾患の経過を模倣したものでなければならないが、現在の敗血症モデ

ル動物にはそれぞれに特有の問題点があり、敗血症治療薬の開発に最適なモデルは存

在しない。現在、敗血症研究の標準的な敗血症モデルは、CLP（Cecal Ligation and 

Puncture）モデルである。CLP モデルは、結紮した盲腸の遠位部を穿刺して便が漏

れるようにした後に閉腹し、漏れ出た糞便と壊死組織による腹膜炎を誘発するモデル

である。このモデルは、主にヒトの敗血症の血行動態と代謝、および特定の細胞タイ

プのアポトーシスと宿主の免疫反応を再現している。しかし、その限界として、研究

者間のばらつきが大きいこと、麻酔による免疫変化があること、盲腸の形や大きさが

異なること、炎症の限局化により腹膜炎に至らない個体が存在することなどが挙げら

れている。本研究では、研究者間の技術的な影響や動物の個体差を最小限に抑えた簡

便で利用しやすい敗血症動物モデルを考案した。新規に作成した敗血症モデルマウス

を病理学的、生理学的、免疫学的、細菌学的に CLP モデルと比較し、敗血症モデル

としての妥当性を評価した。 

 

【材料と方法】7 週齢の ICR マウス(雄)を用いて実験を行った。24 時間以内に排泄さ

れた新鮮な便を生理食塩水で溶解しフィルターで濾して、糞便懸濁液を作成した。よ

く攪拌した糞便懸濁液を腹腔内に投与することにより、新規の敗血症モデルマウス

（Fecal Suspension Intraperitoneal Injection Model：FSI モデル）を作成した。適

切な死亡率となるモデルを作成するために、濃度の異なる糞便懸濁液を調製し、各濃

度の糞便懸濁液間で生存率を比較した。糞便懸濁液の投与後に抗菌薬を用いる場合に

は、イミペネム／シラスタチンを 25mg／kg の用量で 1 日 2 回、3 日間投与した。最

初の抗菌薬投与は、糞便懸濁液を注入した 2 時間後に行った。生存率は、術後 0～24



3 

 

時間を 0 日目とし，14 日目まで観察して評価した。敗血症モデルとしての FSI モデ

ルの妥当性を評価するために、死亡率が同程度である CLP モデルと FSI モデルを、

コントロール群とともに病理学、生理学、免疫学、細菌学の観点から比較した。CLP

モデルと FSI モデルの比較は、術後 20 時間後、すなわちマウスが死亡し始める前に

行った。病理学的な比較は、実質臓器のヘマトキシリン・エオジン染色とグラム染色

を中心とした組織学的評価で行った。生理学的評価は、バイタルサイン（呼吸数、体

温）と血液ガス分析を比較して行った。免疫学的評価は、Luminex® 100/200™を用い

たマルチプレックス分析により行った。細菌学的な比較は、腹水の細菌培養、および

MALDI Biotyper®を用いた菌種同定検査により行った。  

 

【結果】FSI モデルでは、糞便懸濁液の濃度に比例して死亡率が上昇した。糞便懸濁

液の濃度により、敗血症の重症度を調整することができた。FSI モデルでは CLP モ

デルに比べて糞便懸濁液を注入してから早期にマウスが死亡することが多かった。抗

菌薬の投与により死亡率の低下と生存期間の延長が認められた。CLP モデルと同程

度の死亡率の FSI モデルを用いて行った各種比較実験では、FSI モデル、CLP モデ

ルともに敗血症に矛盾しない所見であった。病理学的評価では、両モデルともに肺で

鬱血と好中球浸潤が認められた。脾臓においても両モデルで血球貪食が認められ、全

身性の炎症が引き起こされていることが裏付けられた。生理学的評価では、FSI モデ

ル、CLP モデルともに、頻呼吸、低体温、低血糖を示し敗血症に矛盾しない所見が

みられた。FSI モデルの血液ガス分析では、ほとんどの項目で標準誤差が CLP モデ

ルよりも小さかった。細菌学的評価では、両群ともに腹水培養結果が陽性となった。

CLP モデルでは、培養が陰性の個体や菌数が非常に少ない個体が存在し個体差も大

きかったが、FSI モデルでは、すべての個体から 1ml あたり 103 Colony Forming 

Unit 以上の複数の細菌種が培養された。免疫学的評価として LUMINEX システムを

用いて炎症関連のサイトカインとケモカインを総合的に測定した結果、両モデルで高

い炎症反応が認められた。測定パラメータによって若干異なったが、FSI モデルの標

準誤差は全体的に小さかった。 

 

【考察】FSI モデルの大きな特徴は、麻酔や外科的処置を必要とせずに容易に作成可

能であることと、敗血症の重症度が均一なマウスを作成できることである。CLP モ

デルでは、盲腸の穿孔部位からの糞便流出の程度、穿孔部位の局在化の程度、盲腸遠

位部の壊死の程度などによって重症度が異なる。生理学的、細菌学的、免疫学的な評

価で得られた結果から、FSI モデルでは個体間のばらつきが少なく、モデル作成時の

マウスの個体差による影響を最小限に抑えることができると考えられた。既存の動物

敗血症モデルは、毒素の外因的投与、生存病原体の外因的投与、動物の内因性防護壁
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の変化の 3 つに分けられる。リポポリサッカライドなどの毒素の注入や Escherichia 

coli などの特定病原体の投与は、誤差の少ない正確な情報が得られるものの、臨床病

態とは異なるという問題がある。一方、CLP モデルに代表される動物の内因性防御

壁を変化させることで敗血症を誘導するモデルは、個体差が大きいという問題がある

が、複数の原因菌による腹膜炎を呈する臨床病態に最も近いモデルである。FSI モデ

ルは、特定の毒素や病原体を注射するモデルのように、複数の原因菌による腹膜炎を

均一に発症させることができる。FSI モデルでは、個体差に左右されない正確な免疫

学的評価が可能である。また、細菌学的評価の結果、CLP モデルでは腹水培養が陰

性で細菌の増殖が非常に低い個体があった。膿瘍形成による腹膜炎の局所化は、CLP

モデルでは大きな問題であり、膿瘍形成を伴う CLP モデルを用いた実験で有効性が

証明された薬剤が、臨床的な敗血症治療では効果がない場合がある。また、CLP モ

デルを用いた場合、炎症の限局化を促進させる薬剤候補が誤って有効と判断されてし

まうといった問題もあった。FSI モデルは、CLP モデルに内在するこれらの問題を克

服することができる。 

 

【結論】本研究では、作成が容易な新規の敗血症モデルマウスである FSI モデルを開

発し、組織学的、生理学的、細菌学的、免疫学的手法により、敗血症モデルとしての

臨床的妥当性を証明した。個体差を最小限に抑えることができる FSI モデルは、今後

敗血症研究における新たな知見を生み出し、敗血症の臨床転帰の改善に貢献するもの

と考えられる。 
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略語表 

 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

APACHE II   acute physiology and chronic health evaluation II 

AUC          area under the curve 

CFU          colony forming unit 

CLP          cecal ligation and puncture 

CPC          cerebral performance category 

DIC           disseminated intravascular coagulation 

FDP           fibrin/fibrinogen degradation products 

FSI           fecal suspension intraperitoneal injection 

ICR           institute of cancer research 

IL             interleukin 

LPS           lipopolysaccharide 

PCAS         post-cardiac arrest syndrome 

PICS       persistent inflammation immunosuppression catabolism syndrome 

PT            prothrombin time 

RANTES       regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
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ROC           receiver operating characteristic 

SIRS           systemic inflammatory response syndrome 

SOFA          sequential organ failure assessment 

VA-ECMO      veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation 
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緒 言 

 

 1960 年代に緊急を要する病態の患者への医療ニーズの高まりから誕生した救急医

療はその後急速に世界に広まり、専門分野としての救急医学の地位が確立されていっ

た(Hughes, 2005; Williams, 2018)。救急医療システムが患者の転帰を改善すること

は数多くのレビューで示されており(Murray et al., 2020; Razzak and Kellermann, 

2002; Thind et al., 2015)、本邦においては 1973 年に日本救急医学会が設立され、昨

今の救急医療システムが構築されている(Hori, 2010)。 

 救急医療システムの発展とともに救急医学研究も盛んに行われるようになっていっ

た。“医学は不確実性の科学であり確率の芸術である”(Bean, 1954)と言われている

が、特に救急医学は不確実性による困難に頻繁に直面する(Platts-Mills et al., 

2020)。この不確実性の問題だけでなく、高額な研究資金の必要性やインフォームド

コンセント取得の難しさが救急医学研究の妨げになっているが(Kline, 2014; 

Limkakeng et al., 2014) 、これらの壁を乗り越えて救急領域でも多くの素晴らしい

臨床論文が発表されてきた(Heyworth and Mason, 2018) 。 

 救急医療システムの構築や臨床研究からの知見により救急医学は発展してきた。し

かし、先に述べた救急医学研究に立ちはだかる障壁とその歴史の浅さから、救急医学

の進歩は他の医学領域に比較して遅いといっても過言ではない。基礎研究によって敗

血症、外傷、虚血再灌流障害などの侵襲における生体内分子の挙動の一部が明らかと

なっているが、その結果から創薬にまで至った例は驚くほど少ない。今日の救急患者

の予後改善は、患者の適切な循環管理、体液量・輸液量管理、呼吸管理と、搬送シス

テムの確立、専門病院・部門の設立といったシステム面改善の賜物である。これらの

ほとんどは臨床研究によって得られた成果である。救急医学領域において基礎研究の

結果が患者の利益に結び付いていない、すなわち橋渡し研究が十分に進んでいない現

状は大きな課題である。 
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序 章 

 

体外式膜型人工肺によって誘発される凝固障害と院外心停止患者の転帰の関連 

 

 

 

緒 言 

 

 本研究は本論文の主題目である新規敗血症モデルの開発に関する研究を志す契機と

なった臨床研究で、私が大学院入学時より取り組んだ萌芽研究である。 

 

 静脈動脈体外式膜型人工肺（veno-arterial extracorporeal 

membrane oxygenation: VA-ECMO）は、患者の静脈から

血液を取り出し、人工肺で酸素化した血液を再度患者の動

脈へ戻すポンプを用いた体外循環による生命維持装置であ

る（右図）。 

 VA-ECMO が心停止患者に応用されたのは 1960 年頃であ

り(Kennedy, 1966)、それから新生児(Bartlett et al., 

1976)、成人の呼吸不全(Zapol et al., 1977)へと本格的な臨

床応用がなされた。今日においては重症呼吸不全や循環不

全の治療選択肢としての地位が確立され、心停止患者にお

いても従来の蘇生法に反応しない患者への適応がガイドラ

インで示されている(Panchal et al., 2020; Soar et al., 

2015)。しかし、心停止患者に対する VA-ECMO が患者の予

後を改善するかどうかは最近になっても結論が分かれてい

る(Belohlavek et al., 2022; Scquizzato et al., 2022; 

Yannopoulos et al., 2020)。 

また、心停止から蘇生された患者は、しばしば心停止後症候群（post-cardiac 

arrest syndrome : PCAS）を発症する。PCAS は、心停止後脳損傷、心停止後心筋機

能障害、全身性虚血再灌流障害、および心停止の原病の複雑な組み合わせである

(Neumar et al., 2008)。そして、全身性虚血再灌流障害の主な病態生理は全身性炎症

反応症候群（systemic inflammatory response syndrome: SIRS）と凝固亢進であ

り、その結果として播種性血管内凝固症候群（disseminated intravascular 

coagulation: DIC）が引き起こされる(Wada, 2017; Wada et al., 2013)。 DIC は、組

織因子依存性凝固カスケードの広範な活性化、血管内皮細胞の活性化と損傷による生

大腿動静脈アプローチに

よる VA-ECMO 

(Zapol et al., 1977)より 
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理学的抗凝固経路の破綻による

凝固の不適切な制御、血管内の

フィブリン形成、そして最終的

には血管の血栓性閉塞によって

生じる細胞と組織への酸素供給

の低下を特徴とする(Levi and 

Ten Cate, 1999)。これらの変化

は、微小血管系への損傷と臓器

機能障害を引き起こす(Taylor et al., 2001)。特に、“no-reflow phenomenon”と呼ば

れる DIC 誘発性の脳の微小血管血栓性閉塞は、安定した全身循環状態でも残存する

脳機能障害を特徴とする(Ames et al., 1968)（右上図）。これらの所見は、PCAS 関連

の凝固障害が心停止後の脳損傷の病態生理と密接に関連していることを示唆している

(Wada et al., 2013)。 

また、体外循環回路内の内皮化されていない表面への患者血液の曝露が、全身性炎

症と凝固活性化を誘発することが示されている(Millar et al., 2016)。この結果は、心

停止患者に対する VA-ECMO の導入が PCAS 関連の SIRS および DIC を悪化させ、

ひいては VA-ECMO 導入患者の転帰を悪化させている可能性を示唆しているが、VA-

ECMO により誘発された凝固障害が患者の予後に与える影響は不明なままである。

本研究の目的は、VA-ECMO によって引き起こされた凝固線溶反応を評価し、患者の

予後不良因子となっている要因を特定することである。 

 

 

 

方 法 

 

【倫理的声明】 

 本研究は、「ヘルシンキ宣言（2013 年 10 月修正）」及び「人を対象とする医学系研

究に関する倫理指針」（平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第 3 号）を遵守して実

施した。本研究は人体から採取した試料を用いないことから、「人を対象とする医学

系研究に関する倫理指針」（平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第 3 号）より、必

ずしもインフォームドコンセントの取得を必要としないため、当該手続きを省略し

た。研究の目的を含む研究の実施についての情報を北海道大学病院ホームページに掲

載することで研究対象者又は代理人（研究対象者の意思及び利益を代弁できると考え

られる者）に拒否をする機会を与えた。研究プロトコルは、北海道大学病院内審査委

員会によって承認され（承認番号：180831）、情報公開用文書は審査委員会で承認を
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得たものを使用した。 

 

【対象患者】 

 2010 年 1 月から 2017 年 12 月までに心原性院外心停止によって北海道大学病院に

搬入され、蘇生後に同院集中治療室に入院した成人患者を対象とした。凝固線溶反応

を詳細に評価するために本研究では次の除外基準を設けた。（1）18 歳未満の患者、（2）

外傷、急性大動脈解離、大動脈瘤破裂による心停止患者、（3）抗凝固療法中の患者、

（4）凝固線溶系障害の基礎疾患を有する患者。さらに、心停止時刻が不明な症例とデ

ータが欠損している症例については正確な評価ができないため除外した。 

 

【設定】 

 対象となった患者の電子医療記録を後方視的に収集し、年齢、性別、発症からの時

間経過、目撃者による心肺蘇生の有無、救急隊接触時の心電図初期波形、アドレナリ

ン総投与量、入院日数、入院 28 日後の状態などの患者の基礎情報と DIC 関連の評価

項目ならびに検査結果項目を入手した。DIC 関連の評価項目ならびに検査結果項目は、

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II（APACHE II）スコア、Sequential 

Organ Failure Assessment（SOFA）スコア、日本救急医学会 DIC スコア、国際血栓

止血学会 DIC スコア、血小板数、プロトロンビン時間（prothrombin time: PT）比、

フィブリン/フィブリノゲン分解産物（fibrin/fibrinogen degradation products: FDP）、

フィブリノゲン、アンチトロンビン活性、乳酸値である。これらの項目を取得するた

めの血液検査は、到着時から入院 3 日目まで連日行われた。各項目は、（1）救急外来

到着時、（2）救急外来到着から入院 24 時間後、（3）入院 24～48 時間後、（4）入院 48

～72 時間後の 4 つの時点で測定した。また、各因子の予後に対する変化を評価するた

め、これら 4 時点の各因子の最大値と最小値を算出した。全症例を VA-ECMO を導入

した VA-ECMO＋群と、導入しなかった VA-ECMO－群の 2 群に分けた。 

 VA-ECMO は、SAVE-J 試

験の基準（右表）に従って導入

した(Sakamoto et al., 2014)。

VA-ECMO 中の抗凝固療法には

未分画ヘパリンを使用した。未

分画ヘパリンの投与量は、活性

化凝固時間が 180～220 秒、ま

たは活性化部分トロンボプラス

チン時間が基礎値の 1.5～2.5倍

を維持するように調整された。 

 

対象基準 

初回心電図で心室細動または心室頻拍が確認された者 

  心肺蘇生を行っているのも関わらず、病院到着（医師診

察）後、少なくとも 15 分間心停止が持続する者 

  通報または心停止発生から病院到着まで 45 分以内 

除外基準 

  20 歳未満または 75 歳以上 

  心停止発症前の日常生活動作が不良の患者 

  患者の代理人から治療の許可を得られない患者 

(表) VA-ECMO の導入基準 (Sakamoto et al., 2014)より 
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【定義と評価方法】 

 DIC は日本救急医学会 DIC スコア(Gando et al., 2008)、および国際血栓止血学会

DIC スコア(Taylor et al., 2001)に基づき診断した。臓器不全は SOFA スコア(Ferreira 

et al., 2001)を用いて評価した。患者の重症度は APACHE II スコアで評価した(Knaus 

et al., 1985)。転帰は入院 28 日目の病院死亡と cerebral performance category（CPC）

スケール(Teasdale and Jennett, 1974)を用いて評価した。CPC 1 と 2 を神経学的予後

良好、CPC 3～5 を神経学的予後不良と定義した。各スコアの評価項目を下に示す。 

 

●日本救急医学会 DIC スコア (Gando et al., 2008)  

 SIRS 項目数 血小板数(×104/µL) PT 比 FDP (µg/ml) 

0 0-2 ＞12 ＜1.2 ＜10 

1 ≧3 
≧8，＜12 

または 24 時間以内に 30%以上の減少 
≧1.2 ≧10，＜25 

2 - - - - 

3 - 
＜8 

または 24 時間以内に 50%以上の減少 
- ≧25 

4 点以上を DIC と定義する 

SIRS 診断基準 

体温 36℃以下または 38℃以上 

心拍数 90 回/min 以上 

呼吸 呼吸数 20 回以上または動脈血二酸化炭素分圧 32mmHg 以下 

白血球数 
12000/mm3以上または 4000/mm3以下 

または幼若球数 10%以上 

 

●国際血栓止血学会 DIC スコア (Taylor et al., 2001)  

 フィブリノゲン(mg/dl) 血小板数(×104/µL) PT 秒 FDP  

0 - ＞10 ＜3 - 

1 ≦100 ≧5，＜10 ≧3，＜6 - 

2 - ＜5 ≧6 中等度増加 

3 -  - 著明増加 

5 点以上を DIC と定義する 

※本研究では FDP 10µg/ml 以上を中等度増加、25µg/ml 以上を著明増加と定義した。 
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●SOFA スコア (Ferreira et al., 2001)  

 0 1 2 3 4 

呼吸器 

PaO2/FiO2 (mmHg) 
＞400 ≦400 ≦300 

≦200 

＋呼吸補助 

≦100 

＋呼吸補助 

凝固機能 

血小板数 (×103/µL) 
＞150 ≦150 ≦100 ≦50 ≦20 

肝機能 

ビリルビン値(mg/dL) 
＜1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 ＞12.0 

心機能 
平均動脈圧 

≧70mmHg 

平均動脈圧 

＜70mmHg 

DOA≦5γ 

or DOB 投与 

(投与量不問) 

DOA＞5γ 

or NAD≦0.1γ 

or AD≦0.1γ 

DOA＞15γ 

or NAD＞0.1γ 

or AD＞0.1γ 

中枢神経系 

Glasgow Coma Scale 
15 13-14 10-12 6-9 ＜6 

腎機能 

クレアチニン(mg/dL) 
＜1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-4.9 ≧5.0 

PaO2: 動脈血酸素分圧，FiO2: 吸入中酸素濃度，薬剤投与単位：γ (µg/kg/min) 

DOA: ドパミン，DOB: ドブタミン，NAD: ノルアドレナリン，AD: アドレナリン 

Glasgow Coma Scale (Teasdale and Jennett, 1974)  

観察項目 反応 スコア 

E（開眼） 

自発的に 4 

呼びかけにより 3 

痛み刺激により 2 

無反応 1 

V（最良言語反応） 

見当識あり 5 

混乱した会話 4 

不適切な単語 3 

意味不明の発声 2 

無反応 1 

M（最良運動反応） 

命令に従う 6 

疼痛部位認識（痛覚刺激部位に手が動く） 5 

逃避（正常屈曲反応） 4 

異常屈曲（除皮質肢位） 3 

伸展（除脳肢位） 2 

無反応 1 
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●APACHE II スコア (Knaus et al., 1985)  

A：生理学的スコア 4 3 2 1 0 1 2 3 4 

直腸温（℃） ≧41 39-40.9 - 38.5-38.9 36-38.4 34-35.9 32-33.9 30-31.9 ≦29.9 

平均血圧（mmHg） ≧160 130-159 110-129 - 70-109 - 50-69 - ≦49 

心拍数（/min） ≧180 140-179 110-139 - 70-109 - 55-69 40-54 ≦39 

呼吸数（/min） ≧50 35-49 - 25-34 12-24 10-11 6-9 - ≦5 

A-aDO2（FIO2>0.5） 

PaO2（FIO2<0.5） 

≧500 

- 

350-499 

- 

200-349 

- 

- 

- 

＜200 

＞70 

- 

61-70 

- 

- 

- 

55-60 

- 

＜55 

pH（動脈血） ≧7.7 7.6-7.69 - 7.5-7.59 7.33-7.49 - 7.25-7.32 7.15-7.24 ＜7.15 

血清 Na（mmol/L） ≧180 160-179 155-159 150-154 130-149 - 120-129 - ≦119 

血清 K（mmol/L） ≧7 6.0-6.9 - 5.5-5.9 3.5-5.4 3-3.4 2.5-2.9 - ＜2.5 

血清クレアチニン(mg/dL) ≧3.5 2.0-3.4 1.5-1.9 - 0.6-1.4 - ＜0.6 - - 

ヘマトクリット（％） ≧60 - 50-59.9 46-49.9 30-45.9 - 20-29.9 - ＜20 

白血球数（×1000/µl） ≧40 - 20-39.9 15-19.9 3-14.9 - 1-2.9 - ＜1 

血清 HCO3 ≧52 41-51.9 - 32-40.9 22-31.9 - 18-21.9 15-17.9 ＜15 

Glasgow Coma Scale Score=15-GCS 

A-aDO2: 肺胞気動脈血酸素分圧較差，FiO2: 吸入中酸素濃度，PaO2: 動脈血酸素分圧 

B：年齢スコア 

≦44 歳：0 点、45～54 歳：1 点、55～64 歳：3 点、65～74 歳：5 点、≧75 歳：6 点 

C：慢性病態スコア 

非手術または緊急手術後：5 点、定期手術後：2 点 

APACHE II スコア＝生理学的スコア＋年齢スコア＋慢性病態スコア（A+B+C） 

 

●CPC スケール(Teasdale and Jennett, 1974)  

CPC   

1 機能良好 意識清明。普通の生活や労働が可能。 

2 中等度障害 軽度の障害があるが、保護された状況下で労働可能。 

3 高度障害 脳神経学的障害により日常生活に介助が必要。 

4 昏睡、植物状態 脳死の基準を満たさない昏睡。周囲との意思疎通は不可能。 

5 死亡、脳死 自発呼吸なし、脳幹反射消失、平坦脳波。 
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【統計学的手法】 

 患者の特徴および転帰は、数値変数を Mann-Whitney U 検定、カテゴリー変数をカ

イ二乗検定または Fisher's の正確検定によって 2 群間で比較した。VA-ECMO＋群と

VA-ECMO－群の間で、年齢、性別、発見から病院到着までの時間の 3 つの因子を用い

て傾向スコアマッチングを行った。VA-ECMO＋群ではサブ解析も行った。サブ解析で

は、ロジスティック回帰分析（変数減少法［尤度比］）と受信者動作特性（Receiver 

Operating Characteristic: ROC）曲線の曲線下面積（Area Under the Curve: AUC）

を用いて、各凝固線溶マーカーが予後に及ぼす影響を評価した。ROC 曲線の最適なカ

ットオフ値は、Youden index を用いて算出した。単変量解析で 10％水準で統計的に

有意とされた変数を多変量解析モデルに含めた。 

連続変数のデータは中央値および四分位範囲（25-75 パーセンタイル）として表示

した。カテゴリーデータは度数およびパーセンテージで示した。すべての解析は IBM 

SPSS ソフトウェア（version 25; IBM Japan、東京、日本）によって行われた。すべ

ての P 値は両側であり、P 値が 0.05 以下の場合に統計学的有意差ありとみなした。 

 

 

 

結 果 

 

【患者の臨床的特徴】 

 自己心拍が再開した成人の心原性院外心停止

患者 246 例から、心停止時の目撃者がいない

症例とデータ欠損のある症例を除いた 151 例

を解析した（図 1-1）。本研究の対象となった

院外心停止患者 151 人の背景は（表 1-1）に示

した。61 人の患者に VA-ECMO が導入され

（VA-ECMO＋群）、90 人には導入されなかっ

た（VA-ECMO－群）。VA-ECMO＋群では、

男性の割合が有意に高かった。また、VA-

ECMO＋群は VA-ECMO－群に比べ若年であ

った。通報から病院到着までの時間、現場（非

医療者）の心肺蘇生、初期心電図波形などの病

院前要因は、VA-ECMO＋群と VA-ECMO

－群で有意差はなかった。しかし、VA-

ECMO＋群では、通報から循環開始（自己心拍再開、または VA-ECMO 開始）まで

（図 1-1）対象集団のフローチャート 
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の時間が VA-ECMO－群に比べ長かった。また、VA-ECMO＋群の APACHE II スコ

ア、DIC スコア、SOFA スコアは VA-ECMO－群に比べ有意に高く、神経学的転帰お

よび病院死亡は VA-ECMO＋群で VA-ECMO－群に比べ有意に不良であった。 

 

 

表 1-1 解析の対象となった成人の心原性院外心停止患者の特徴  
VA-ECMO－ 

(n=90) 

VA-ECMO +  

(n=61) 
P 値 

年齢 73.5 (61.0-80.0) 63.0 (52.0-68.0) <0.001 

性別；男性（%） 54 (60.0) 53 (88.3) <0.001 

通報から病院到着までの時間（分） 33.0 (27.0-38.0) 31.0 (27.0-44.0) 0.780 

通報から循環再開までの時間（分） 25.0 (16.3-37.0) 51.0 (42.0-64.0) <0.001 

現場で心肺蘇生があった割合（%） 54 (60.0) 37 (60.7) 0.536 

除細動可能な初期波形の割合（%） 43 (47.8) 40 (65.6) 0.072 

アドレナリン総投与量（mg） 0.0 (0.0-1.0) 2.0 (1.0-3.0) <0.001 

APACHE II スコア 33.0 (28.0-36.0) 37.0 (34.0-41.0) <0.001 

日本救急医学会 DIC スコア（最大値） 3.0 (2.0-5.0) 7.0 (6.0-8.0) <0.001 

日本救急医学会 DIC スコア（最小値） 1.0 (0.0-1.8) 5.0 (3.0-6.0) <0.001 

国際血栓止血学会 DIC スコア（最大値） 3.0 (2.0-4.0) 6.0 (5.0-6.0) <0.001 

国際血栓止血学会 DIC スコア（最小値） 0.0 (0.0-2.0) 3.0 (1.0-4.0) <0.001 

SOFA スコア（最大値） 7.0 (6.0-10.0) 13.0 (12.0-15.0) <0.001 

SOFA スコア（最小値） 3.0 (1.3-5.0) 10.0 (7.0-12.0) <0.001 

入院日数（日） 13.5 (5.0-21.8) 12.0 (5.0-24.0) 0.824 

神経学的予後不良（人数, %） 61 (67.8) 54 (88.5) 0.003 

病院死亡（人数, %） 18 (20.0) 30 (49.2) <0.001 

中央値（25－75 パーセンタイル）で表示 

 

 

【傾向スコアマッチング】 

 個々の患者のばらつきと病院到着前の重症度によるバイアスを減らすために、年齢、

性別、および通報から循環再開までの時間の 3 つの要素について、2 つのグループ間

で傾向スコアマッチングを実行した。傾向スコアモデルの c 統計量は 0.885 であり、

これは 2 つの群間において良好な患者割り付けが行われたことを示している。傾向ス

コアマッチングによって、最終的に各群から 26 人ずつの患者が選択された（図 1-1）。

表 1-2 にマッチング後の患者の特徴を示した。 2 つの群間で病院に到着する前の時間
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的要因に有意差はなく、心停止から自己心拍再開までの時間に差はなかった。 

APACHE II スコアは、VA-ECMO＋群で高くなる傾向があったが、統計学的に有意で

はなく、2 つの群に大きなばらつきはなかった。 

 

表 1-2 傾向スコアマッチングにより割り付けられた患者の特徴  
VA-ECMO－ 

(n=26) 

VA-ECMO +  

(n=26) 
P 値 

年齢 62.5 (55.3-76.0) 66.5 (58.5-72.8) 0.905 

性別；男性（%） 21 (80.1) 22 (84.6) 0.500 

通報から病院到着までの時間（分） 34.5 (27.3-39.3) 30.0 (27.0-38.3) 0.436 

通報から循環再開までの時間（分） 34.0 (21.0-44.0) 42.0 (29.0-53.0) 0.245 

現場で心肺蘇生があった割合（%） 15 (57.7) 16 (61.5) 0.500 

除細動可能な初期波形の割合（%） 21 (80.8) 19 (73.1) 0.372 

アドレナリン総投与量（mg） 0.0 (0.0-1.6) 2.0 (1.3-3.8) <0.001 

APACHE II スコア 34 (29.5-36.0) 37 (33.0-39.8) 0.060 

日本救急医学会 DIC スコア（最大値） 3.5 (2.0-5.0) 7.0 (6.0-8.0) <0.001 

日本救急医学会 DIC スコア（最小値） 1.0 (1.0-1.0) 5.0 (3.3-6.0) <0.001 

国際血栓止血学会 DIC スコア（最大値） 3.0 (2.0-4.0) 5.5 (5.0-6.0) <0.001 

国際血栓止血学会 DIC スコア（最小値） 0.0 (0.0-1.8) 3.5 (1.3-4.0) <0.001 

SOFA スコア（最大値） 7.0 (5.3-8.0) 13.0 (11.3-14.8) <0.001 

SOFA スコア（最小値） 3.0 (2.0-4.8) 10.0 (6.0-12.0) <0.001 

入院日数（日） 16.5 (8.5-28.8) 11.0 (4.3-24.8) 0.216 

神経学的予後不良（人数, %） 18 (69.2) 22 (84.6) 0.066 

病院死亡（人数, %） 5 (19.2) 11 (42.3) 0.143 

中央値（25－75 パーセンタイル）で表示 

 

 

VA-ECMO＋群は、臓器不全と DIC の重症度を包括的に評価した各スコアでより悪

い値を示した（表 1-1、表 1-2）。さらに、VA-ECMO＋群では重度の凝固障害が見ら

れた（表 1-3）。 VA-ECMO＋群は、FDP、PT 比の有意な増加と血小板、フィブリノ

ゲンの減少、およびアンチトロンビン活性の低下があった。 2 つの群間で病院死亡

率の有意差はなかったが、VA-ECMO＋群ではより悪い転帰に向かう傾向があった

（表 1-2）。傾向スコアマッチングによって入院前の要因を調整した後でも、VA-

ECMO＋群は VA-ECMO－群よりも SOFA スコア、国際血栓止血学会 DIC スコア、

および日本救急医学会 DIC スコアが高く凝固障害が重症であった（表 1-2）。 
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表 1-3 傾向スコアマッチングで割り付けられた患者の凝固線溶マーカーと乳酸値 
 

VA-ECMO－ 

(n=26) 

VA-ECMO＋ 

(n=26) 
P 値 

血小板数（搬入時）(×109/L) 169 (132-216) 75 (57-103) <0.001 

血小板数（最大値）(×109/L) 169 (132-216) 88 (71-106) <0.001 

血小板数（最小値）(×109/L) 12.5 (9.4-14.8) 5.5 (4.7-7.7) <0.001 

PT 比 （搬入時） 1.1 (1.0-1.3) 1.7 (1.4-2.2) <0.001 

PT 比 （最大値） 1.2 (1.1-1.4) 1.8 (1.4-2.3) <0.001 

PT 比 （最小値） 1.0 (1.0-1.1) 1.1 (1.0-1.3) 0.056 

FDP（搬入時）(mg/L) 23.4 (11.2-48.4) 205.0 (82.1-412.0) <0.001 

FDP（最大値）(mg/L) 24.5 (11.7-48.4) 205.0 (86.3-412.0) <0.001 

FDP（最大値）(mg/L) 5.9 (3.8-9.1) 16.8 (8.7-47.6) <0.001 

フィブリノゲン（搬入時）(g/L) 2.58 (2.12-3.01) 2.13 (1.50-2.47) <0.001 

フィブリノゲン（最大値）(g/L) 4.87 (4.11-5.64) 3.97 (3.01-4.49) 0.001 

フィブリノゲン（最小値）(g/L) 2.45 (2.12-3.01) 2.08 (1.48-2.40) 0.004 

アンチトロンビン活性（搬入時）(%) 70.5 (61.0-85.3) 49.0 (42.0-63.8) <0.001 

アンチトロンビン活性（最大値）(%) 82.0 (69.0-90.5) 64.0 (53.0-70.8) 0.001 

アンチトロンビン活性（最少値）(%) 68.0 (56.8-79.0) 44.0 (40.0-53.0) <0.001 

乳酸値（搬入時）(mmol/L) 10.0 (7.2-12.8) 15.0 (12.9-17.8) <0.001 

乳酸値（最大値）(mmol/L) 10.0 (7.2-12.8) 15.0 (12.9-17.8) <0.001 

乳酸値（最小値）(mmol/L) 1.0 (0.8-1.6) 1.7 (1.2-3.2) 0.001 

中央値（25－75 パーセンタイル）で表示 

 

 

【VA-ECMO＋群を対象としたサブ解析】 

 サブ解析は、VA-ECMO を受けた 61 人の患者に対して実施された。患者は、入院

中の生存有無と入院後 28 日目の神経学的転帰に応じて 2 つの群に分けられた（表 1-

4、表 1-5）。予後別による比較でも、2 つの群間で入院前の患者因子に有意差はなか

ったが、SOFA スコア（最大値）、PT 比（最小値）、およびアンチトロンビン活性

（最大値）に有意差があった。生存者と非生存者の間の比較では、それらに加えて

SOFA スコア（最小値）、FDP（最大値）、フィブリノゲン（最大値）、および乳酸値

（最小値）にも有意差があった。 
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表 1-4 予後別に見た VA-ECMO+群の患者背景と重症度 
 

生存 

(n=31) 

死亡 

(n=30) 
P 値 

予後良好 

(n=7) 

予後不良 

(n=54) 
P 値 

年齢 
63.0 

(48.0-68.0) 

62.5 

(53.0-69.8) 
0.644 

66.0 

(47.0-67.5) 

62.5 

(52.3-68.8) 
0.851 

性別；男性（%） 27 (87.1) 26 (86.7) 0.628 6 (85.7) 47 (87.0) 0.647 

通報から病院到着ま

での時間（分） 

30.0 

(27.0-42.0) 

32.5 

(27.3-43.3) 
0.634 

28.0 

(25.5-34.0) 

32.0 

(27.0-44.0) 
0.279 

通報から循環再開ま

での時間（分） 

52.0 

(44.0-66.5) 

48.0 

(38.0-61.8) 
0.462 

51.0 

(48.5-56.5) 

50.5 

(39.8-64.0) 
0.956 

現場で心肺蘇生があ

った割合（%） 
19 (61.3) 18 (60.0) 0.563 6 (85.7) 31 (57.4) 0.151 

除細動可能な初期波

形の割合（%） 
22 (71.0) 18 (60.0) 0.206 6 (85.7) 34 (63.0) 0.247 

アドレナリン総投与

量（mg） 

2.0 

(0.0-3.0) 

2.0 

(1.3-3.0) 
0.475 

2.0 

(1.5-2.5) 

2.0 

(1.0-3.0) 
0.903 

APACHE II スコア 
37.0 

(33.5-38.5) 

38.0 

(35.0-42.0) 
0.107 

36.0 

(33.5-37.5) 

38.0 

(34.0-41.0) 
0.428 

日本救急医学会  

DIC スコア（最大値） 

8.0 

(6.5-8.0) 

7.0 

(6.0-8.0) 
0.160 

7.0 

(7.0-8.0) 

7.5 

(6.0-8.0) 
0.682 

日本救急医学会 

DIC スコア（最小値） 

4.0 

(3.0-5.0) 

5.0 

(3.3-6.0) 
0.725 

4.0 

(4.0-4.5) 

5.0 

(3.0-6.0) 
0.634 

国際血栓止血学会

DIC スコア（最大値） 

6.0 

(5.0-6.5) 

6.0 

(5.0-6.0) 
0.638 

6.0 

(5.0-6.0) 

6.0 

(5.0-6.0) 
0.974 

国際血栓止血学会

DIC スコア（最小値） 

3.0 

(1.0-4.0) 

4.0 

(2.0-5.0) 
0.098 

2.0 

(1.0-3.0) 

4.0 

(1.3-4.0) 
0.161 

SOFA スコア 

（最大値） 

13.0 

(12.0-14.0) 

14.5 

(12.0-17.0) 
0.036 

12.0 

(10.5-12.5) 

13.0 

(12.0-15.0) 
0.030 

SOFA スコア 

（最小値） 

9.0 

(5.5-11.0) 

11.0 

(9.0-12.0) 
0.015 

8.0 

(5.0-10.5) 

10.0 

(7.3-12.0) 
0.250 

中央値（25－75 パーセンタイル）で表示 
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表 1-5 予後別に見た VA-ECMO+群の凝固線溶マーカーと乳酸値の比較 

 
生存 

(n=31) 

死亡 

(n=30) 
P 値 

予後良好 

(n=7) 

予後不良 

(n=54) 
P 値 

血小板数(最大値) 

(×109/L)  

89 

(73-115) 

90 

(65-112) 
0.702 

89 

(82-102) 

87 

(67-114) 
0.765 

血小板数(最小値) 

(×109/L) 

52 

(40-62) 

46 

(32-93) 
0.614 

54 

(44-59) 

50 

(35-65) 
0.765 

PT 比×10 

(最大値)  

1.8 

(1.4-2.3) 

1.8 

(1.5-2.7) 
0.480 

1.8 

(1.3-2.0) 

1.8 

(1.5-2.5) 
0.310 

PT 比×10 

(最小値) 

1.1 

(1.0-1.1) 

1.4 

(1.1-1.8) 
<0.001 

1.0 

(1.0-1.1) 

1.1 

(1.0-1.5) 
0.025 

FDP （最大値）

(mg/L) 

258.0 

(163.0-

448.0) 

135.3 

(73.9-363.0) 
0.091 

310.0 

(218.8-396.5) 

200.0 

(83.7-436.0) 
0.232 

FDP （最小値）

(mg/L) 

13.6 

(8.1-24.5) 

24.1 

(13.6-53.9) 
0.020 

9.7 

(7.7-18.8) 

17.3 

(12.0-48.2) 
0.088 

フィブリノゲン 

（最大値）(g/L) 

4.19 

(3.71-4.72) 

3.26 

(2.48-4.77) 
0.016 

4.36 

(3.96-4.48) 

3.91 

(2.96-4.79) 
0.269 

フィブリノゲン 

（最小値）(g/L) 

2.02 

(1.51-2.32) 

1.78 

(1.46-2.37) 
0.634 

1.85 

(1.37-1.98) 

1.92 

(1.49-2.35) 
0.417 

アンチトロンビン 

（最大値）(％) 

70.0 

(63.0-81.5) 

57.5 

(50.3-64.0) 
0.001 

98.0 

(69.0-104.0) 

64.0 

(52.0-72.8) 
0.002 

アンチトロンビン 

（最小値）(％) 

48.0 

(38.0-57.5) 

45.0 

(38.0-55.5) 
0.415 

48.0 

(40.0-58.0) 

46.0 

(38.0-56.0) 
0.666 

乳酸値（最大値） 

(mmol/L) 

15.0 

(13.0-17.0) 

16.5 

(13.5-19.0) 
0.193 

15.0 

(14.7-16.5) 

15.5 

(12.8-18.0) 
0.715 

乳酸値（最小値） 

(mmol/L) 

1.6 

(1.3-2.3) 

3.9 

(2.0-14.4) 
<0.001 

1.5 

(1.4-1.9) 

2.3 

(1.5-6.2) 
0.088 

中央値（25－75 パーセンタイル）で表示 
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VA-ECMO＋群の患者の病院死亡に対する各要因の影響を評価するために行ったロ

ジスティック回帰分析の結果、単変量解析では PT 比（最小値）、フィブリノゲン

（最大値）、アンチトロンビン活性（最大値）、乳酸値（最小値）に有意差を認めた

（表 1-6）。多重ロジスティック回帰分析では、PT 比（最小値）が病院死亡の独立し

た予測因子であり（オッズ比：1.714、95%信頼区間：1.147-2.562、P 値 = 0.009）、

アンチトロンビン活性（最大値）が病院死亡の予測因子である可能性が示された（オ

ッズ比：0.961、95%信頼区間：0.916-1.007、P 値 = 0.094）（表 1-6）。 

 

 

 

表 1-6 VA-ECMO+群の病院死亡を予測するための単変量解析および多変量ロジステ

ィック回帰分析の結果 

 単変量解析 多変量解析 

変数 オッズ比 95%信頼区間 P 値 オッズ比 95%信頼区間 P 値 

年齢 1.009 0.971-1.049 0.644    

性別 1.038 0.235-4.593 0.960    

血小板数（最大値） 0.988 0.864-1.131 0.865    

血小板数（最小値） 1.098 0.926-1.303 0.282    

PT 比（最大値） 1.025 0.975-1.076 0.333    

PT 比（最小値） 1.892 1.267-2.826 0.002 1.714 1.147-2.562 0.009 

FDP（最大値） 0.998 0.996-1.001 0.168    

FDP（最小値） 1.013 0.997-1.030 0.121    

フィブリノゲン（最大値） 0.996 0.992-0.999 0.025    

フィブリノゲン（最小値） 0.996 0.998-1.005 0.393    

アンチトロンビン（最大値） 0.940 0.902-0.979 0.003 0.961 0.916-1.007 0.094 

アンチトロンビン（最小値） 0.265 0.945-1.016 0.265    

乳酸値（最大値） 1.111 0.966-1.278 0.139    

乳酸値（最小値） 2.072 1.132-3.793 0.018    
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図 1-2 PT 比（最小値）とアンチトロンビン活性（最大値）の病院死亡に対する

ROC 曲線分析 

 

 

図 1-2 は、病院死亡を予測するために行った ROC 曲線分析の結果である。 PT 比

（最小値）とアンチトロンビン活性（最大値）双方が病院死亡に対する優れた予測因

子であることが明らかとなった（AUC はそれぞれ 0.861、0.751）。最適なカットオフ

値は、アンチトロンビン活性（最大値）で 67（感度：80.0、特異度：64.5）、PT 比

（最小値）で 1.2（感度：90.3、特異度：70.0）であった。さらに、独立変数として

国際血栓止血学会 DIC スコアの項目を使用した多変量解析では、PT 比（最小値）

（オッズ比：3.989、95%信頼区間：1.692-9.406、P 値 = 0.001）と PT 比（最大

値）（オッズ比：0.768、95%信頼区間：0.644-0.916、P 値 = 0.005）のみが独立した

予後因子として残っていることが示された。 

 

 



22 

 

考 察 

 

 本研究により、心肺蘇生のために VA-ECMO が導入された患者において VA-

ECMO が導入されなかった患者よりも重度の凝固障害を呈することが明らかとなっ

た。この結果は、VA-ECMO 自体が凝固障害を引き起こす可能性を示している。VA-

ECMO が導入された患者の解析では、病院死亡と PT 比（最小値）、フィブリノゲン

（最大値）、アンチトロンビン活性（最大値）、および乳酸値（最小値）の間に統計学

的に有意な相関があった。特に PT 比（最小値）とアンチトロンビン活性（最大値）

では強い相関があり、これらが VA-ECMO 導入患者における病院死亡の予測因子と

なり得る事が示された。PT 比（最小値）とアンチトロンビン活性（最大値）は、神

経学的転帰とも相関していた。 

VA-ECMO が導入された患者は、VA-ECMO が導入されなかった患者よりも有意に

重度の凝固障害を生じた。しかし、VA-ECMO＋群では、通報から循環再開（自己心

拍再開、または VA-ECMO 開始）までの時間が、VA-ECMO－群よりもはるかに長か

った（表 1-1）。以前の研究は、心停止の発症から心肺蘇生（胸骨圧迫）開始時刻まで

の時間として定義される低酸素時間と心肺蘇生法が施されている時間が、PCAS に関

連する凝固障害の重症度の重要な決定要因であることを示している(Schwameis et 

al., 2015; Wada, 2017; Wada et al., 2017)。本研究で VA-ECMO＋群の患者は、心停

止時間を調整した後でも、VA-ECMO－群の患者よりも有意に重度の凝固障害を示し

た。これらの結果は、VA-ECMO 自体が PCAS に関連する凝固線溶反応の障害を引

き起こし、ひいては PCAS 患者の転帰不良を引き起こす可能性を示唆している。 

 ロジスティック回帰分析では、PT 比（最小値）とアンチトロンビン活性（最大

値）が VA-ECMO＋群の患者の転帰不良と強く相関していた（表 1-6 および図 1-2）。

アンチトロンビンは、トロンビンと複合体を形成しトロンビンと活性化凝固第 X 因子

を阻害する重要な抗凝固因子である。敗血症および敗血症性ショックの管理に関する

本邦の診療ガイドラインでは、アンチトロンビン活性が 70%未満に低下した敗血症性

DIC の患者にアンチトロンビン補充療法が推奨されおり(Nishida et al., 2018)、本邦

のアンチトロンビン補充療法の保険適応は 70％未満となっている。これは、本研究

で得られた最適なカットオフ値 67%に近似している。以前の研究では、PCAS 患者、

特に DIC を伴う PCAS 患者でアンチトロンビン活性の低下が確認されている(Adrie 

et al., 2004; Adrie et al., 2005; Wada et al., 2016)。さらに、アンチトロンビンは心

筋虚血と再灌流障害に対する保護効果があることが示唆されている(Wang et al., 

2013)。VA-ECMO が導入された心停止患者に対するアンチトロンビン補充療法の有

益な効果を前向きに示した研究はないが(MacLaren and Monagle, 2016)、本研究で

得られた最適なアンチトロンビンカットオフ値（図 1-2）は VA-ECMO が導入された
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心停止患者において、アンチトロンビン活性 70%程度を目標にアンチトロンビンを投

与する必要があることを示唆している。 

DIC の主な病態生理は、組織因子－第 VII 因子経路の活性化によって引き起こされ

る大量のトロンビン生成である。この機序は外因性凝固経路として知られ、その活性

は主に PT によって評価されてきた。本研究では、VA-ECMO＋群で PT の延長を伴

う凝固障害が示された。DIC 患者では PT 比が 1.2 を超える場合、死亡率と多臓器不

全の発生率が有意に高いことが示され(Gando et al., 2006)、日本救急医学会 DIC 基

準では PT 比 1.2 以上が診断基準項目の一つとなっている(Gando et al., 2008)。本研

究のサブ解析における、VA-ECMO＋群患者の病院死亡を予測するための PT 比の最

適カットオフ値も 1.2 であり（図 1-2）、既存の研究結果から得られた結論と同一であ

った。 

また、本研究では、日本救急医学会 DIC スコアおよび国際血栓止血学会 DIC スコ

アは VA-ECMO＋群における予後予測因子となり得なかった（表 1-4）。各 DIC スコ

アの診断基準項目に用いられる因子を使用して実行された多変量解析の結果は、PT

が予後を最も正確に反映している可能性を示唆した。さまざまな要因の修飾を受ける

血小板や FDP などの線溶マーカーを含む DIC スコアよりも PT 単体の方が正確に予

後を反映する可能性があるといえる。 

 PCAS は、しばしば「sepsis-like syndrome」として扱われる。それは、高サイト

カイン血症と凝固線溶異常、すなわち DIC を引き起こす病態として高い関連性があ

るからである(Adrie et al., 2002)。 DIC の発症は、その頻度と重症度の高さから敗血

症の最も重大な臓器障害の一つとして認識されている。以前の研究では、DIC を伴う

敗血症患者の死亡率は敗血症患者の敗血症全体の死亡率よりも有意に高かったことが

示されている(Gando et al., 2013; Gando et al., 2019)。さらに、最近の研究では、敗

血症における DIC の積極的なスクリーニングと診断が、患者の転帰改善に寄与する

ことが示されている(Umemura et al., 2018)。 

これらのエビデンスは、本研究の新知見を裏付けている。すなわち VA-ECMO の

導入そのものが PCAS に関連する DIC の悪化を引き起こす可能性である。また、凝

固関連のバイオマーカー、特に PT とアンチトロンビンの評価により、VA-ECMO が

導入された PCAS 患者の転帰不良を予測することができる可能性がある。VA-ECMO

によって誘発される凝固障害は、PCAS 患者の有望な治療標的となる可能性があり、

その目標値はアンチトロンビン活性 70％以上、PT 比 1.2 以下であると推測される。 
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【制限事項】 

 本研究では、VA-ECMO が導入された 13 人の患者と VA-ECMO が導入されなかっ

た 29 人の患者が入院 3 日目までに死亡し、生存バイアスが生じた。また、本研究は

単一の施設で遡及的に実施されたため、登録された患者の数は比較的少なかった。さ

らに、未知の変数または測定されていない変数が原因で、選択バイアスや交絡因子を

含んでいる可能性がある。この研究の対象患者はデータ収集期間中、血小板輸血、ア

ンチトロンビン製剤、およびフィブリノゲン製剤を使用されなかったが、ヘパリン、

新鮮凍結血漿、および凝固線溶反応に影響を与えるその他の薬物の使用は評価されて

いない。 
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本 章 

 

新規マウス敗血症モデルの作成に関する研究 

 

 

 

緒 言 

 

 序章の研究内容である“体外式膜型人工肺によって誘発される凝固障害と院外心停

止患者の転帰の関連”に取り組む中で、冒頭の緒言で述べた救急医学研究の困難に直

面した。序章の研究において一定の結果と結論を導くことができたものの、臨床研究

において真実にたどり着くには極めて多くの交絡因子の処理が必要であり、そのため

の十分な症例数も必要である。救急搬送患者の症例数は限られ、その背景や経過も一

定ではない。もちろん将来の治療につなげるための症例報告の蓄積や患者の予後を推

定するような研究は臨床場面でのみ経験・成立しうるものであり、私はこれらの報告

も大学院在籍中に積極的に行ってきた(Semba et al., 2022; Tsuchida and Mizuguchi, 

2021; Tsuchida et al., 2021)。 

私は救急医学領域の臨床研究で革新的な成果を挙げることは非常に困難であるとい

うことを序章の研究を通して理解したため、臨床経験を積み重ねながら基礎研究活動

に重点を置くことを決意した。 

救急医学における三大侵襲は、「虚血再灌流障害」「外傷」「敗血症」である。序章

の研究では「虚血再灌流障害」を扱ったが、その中で「敗血症」との類似点が多いこ

とを改めて認識した。救急医学研究では他の医学領域以上に患者（対象）の均一化が

必要であると実感したため、対象の均一化が比較的容易な基礎実験によって患者数が

多くかつ画期的な治療薬が存在しない「敗血症」をテーマとした研究を行うこととし

た。 

 

【本論文の学術的背景】 

敗血症は、感染症に対する宿主の免疫過剰および過少反応により生じるものであり、

その結果として脳、肺、肝、腎などの主要臓器が臓器不全に至った病態である。敗血症

は一般的な急性期疾患であり、現在世界の 5 人に 1 人は敗血症により死亡している

(Rudd et al., 2020)。その死亡率は 28〜48％と非常に高く(Angus et al., 2001; Panacek 

et al., 2004; Vincent et al., 2014)、救急・集中治療医にとって挑戦的な疾患であるが

ゆえに数多くの研究者が敗血症の研究をしてきた。今日までの敗血症研究には、さま

ざまな敗血症モデルマウスが用いられてきた(Korneev, 2019)（表 2-1）。 
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表 2-1 現在までに開発されてきた敗血症モデルマウス (Korneev, 2019) 

 長所 短所 

病原物質の非観血的投与による敗血症の誘発 

リポポリサッカライド

（ lipopolysaccharide: 

LPS）投与 

(Copeland et al., 2005) 

低侵襲性で、重症度の制御が

可能。標準化済みで再現性あ

り。 

グラム陰性桿菌の敗血症急

性期が再現される。 

LPS の量や活性により重症

度のコントロール可能。 

敗血症の血行動態や、免疫学

的、代謝的特徴のモデル化が

不十分。 

多菌性敗血症が再現されな

い。 

急激で短期間の免疫応答。 

LPS に対して動物間に感受

性の相違がある。 

LPS と D-ガラクトサ

ミン投与 

(Silverstein, 2004) 

LPS 投与と同様。 

D-ガラクトサミンは LPS 感

度を高めるため、LPS必要量

が少なくなる。 

LPS 投与と同様。 

敗血症性ショックは急速に

進行し、早期死亡する。 

病原菌の非観血的投与による敗血症の誘発 

菌体の体内投与 

(Poli-de-Figueiredo et 

al., 2008) 

低侵襲性で、再現性あり。 

極端な臨床敗血症のモデル

化。特定の細菌株に対する免

疫応答の研究に適する。臨床

的に関連のある病原菌株を

使用可能。細菌の数と組成を

変えることによって重症度

のコントロール可能。 

敗血症の血行動態や、免疫学

的、代謝的特徴のモデル化が

不十分。 

細菌が大量に投与された場

合にのみエンドトキシン血

症を発症する。 

ある種の細菌は、残留性が低

く敗血症を誘発しない。 

多菌性敗血症の再現が困難。 

肺炎による敗血症 

(Coopersmith et al., 

2002) 

シンプルで再現性がある。 

敗血症は、細菌の組成や抗菌

薬投与により制御可能。 

敗血症に至らない場合もあ

る。 

敗血症の血行動態の評価が

困難。 

気管支内投与の場合、麻酔が

必要。 

糞便懸濁液腹腔内投与 

(Cetinkaya et al., 

2009; Starr et al., 

2014) 

シンプル、低侵襲で再現性が

ある。 

多菌性敗血症を再現可能。 

敗血症の重症度は、注入する

敗血症の代謝、血行動態、免

疫学的特徴は必ずしも再現

されない。 

サンプル調製のばらつきに
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物質量により調節可能。 

新生児マウスにも応用可能。 

より、標準化が困難。 

自身の腸内の微生物叢に耐

性がある可能性がある。 

病原菌の観血的投与による敗血症の誘発 

細菌感染したフィブリ

ン塊の腹腔内移植 

(Toky et al., 2003) 

早期死亡が誘発されない。 

敗血症の重症度は、細菌濃度

と血栓密度により調節可能。 

感染フィブリン塊の調製と  

手術手技の標準化が困難。 

再現性に問題があり。 

麻酔、手術侵襲あり。 

多菌性敗血症の再現が困難。 

内因性保護バリアの観血的な破壊による敗血症の誘発 

盲腸結紮穿刺（ cecal 

ligation and puncture: 

CLP）モデル 

(Parker and Watkins, 

2001; Wichterman et 

al., 1980) 

組織の虚血を伴う多菌性腹

膜炎の発症を模倣。 

炎症性、抗炎症性の両方の免

疫反応が活性化される。 

敗血症の重症度は、穿刺径や

結紮部位の長さにより調節

可能。 

標準化が困難なため、再現性

が悪い。 

手術による組織損傷がある。 

穿刺部位の周囲に膿瘍が形

成される。 

全身的な炎症反応は弱い。 

麻酔、手術侵襲あり。 

大腸ステント腹膜炎

（ colon ascendens 

stent  peritonitis: 

CASP）モデル 

(Maier et al., 2004) 

CLP よりもよく多菌性汎発

性腹膜炎を模倣できる。 

敗血症の重症度は、ステント

径やステントの抜去により

調節可能。 

CLP のように膿瘍を形成す

ることはない。 

最も複雑なモデル。 

二相性免疫反応の再現性が

低い。 

麻酔、手術侵襲あり。 

 

 

表 2-1 に示した敗血症モデルは、過去の研究者たちがヒトの臨床経過に近い、ある

いは個体差の少ない理想のモデルを追い求めて作成してきたものである。しかし、現

在の敗血症モデル動物にはそれぞれ固有の長所と短所があり、これまでのところ敗血

症の創薬に最適なモデルは存在しない。今までの研究では、これらの動物モデルに効

果のあった敗血症治療薬はヒトの臨床試験では悉く無効だった。現在の敗血症治療は

抗菌薬投与を中心として酸素投与、昇圧薬投与などの支持療法が加わったシンプルな

ものであり、敗血症の病態、すなわち感染により生じた異常な免疫反応をターゲット

とした治療薬、いわば “純粋な敗血症治療薬” は未だに開発されていない。敗血症治

療は最近数十年間で大きな進歩がない状況である。 
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【本研究課題を取り巻く最近の研究動向と本論文の位置づけ】 

敗血症研究の標準となっている動物モデルは、CLP（cecal ligation and puncture）

モデルである(Parker and Watkins, 2001; Wichterman et al., 1980)。現在の敗血症基

礎研究のほとんどは、CLP モデルを用いて行われている。CLP モデルは、結紮した盲

腸の遠位部を穿刺して便が漏れるようにした後に閉腹し、漏れ出た糞便と壊死組織に

よる腹膜炎を誘発するモデルである(Rittirsch et al., 2009)。このモデルはヒト敗血症

の血行動態と代謝の段階が再現されていることが確認されており(Wichterman et al., 

1980)、特定の細胞のアポトーシスと宿主の免疫反応もヒト敗血症の経過に似ているこ

とも証明されている(Ayala and Chaudry, 1996; Hotchkiss et al., 2003)。一方で、CLP

モデルの問題点も多数指摘されており、研究者によるばらつきが大きいこと(Wynn et 

al., 2007)、盲腸の形や大きさが異なる動物間での比較が難しいこと(Starr et al., 2014)、

穿孔部位の被覆化により局所の膿瘍形成に留まり、腹膜炎に至らない場合があること

などがその問題点である(Buras et al., 2005)。 

敗血症研究が停滞している原因としては、感染に対する免疫応答が関与する敗血症

の病態生理が十分に解明されていないことが挙げられる。ヒトを対象とした場合、敗

血症の感染部位、起因菌、重症度、患者の基礎疾患、免疫応答、使用薬剤など様々な修

飾要因により、病態の解明が他の疾患に比して非常に困難である。したがって、敗血

症研究では研究対象の条件を均一化できる基礎実験での結果が求められる。基礎実験

の問題点としては、ヒトとマウスの免疫学的差異や敗血症動物モデルの問題が指摘さ

れている(Dejager et al., 2011)。前者の改善は困難であるため、表 2-1 に示すようなモ

デル開発が盛んに行われてきた。本研究もその敗血症モデル開発研究の一編であり、

新規プロトコルの確立を通して敗血症病態の解明を目指すものである。 

 

【研究の動機と本論文の目的】 

 我々は敗血症の病態を解明するべく、ヒト敗

血症と同等の重症度となるCLPモデルの作成に

取り掛かった。しかし、表 2-2 に示すような要素

により重症度の調整は非常に困難であった。

CLP モデルを用いた過去の報告においても、そ

の作成方法は一定しておらず(Dejager et al., 

2011)、各研究施設で試行錯誤している様子がう

かがわれた。我々も試行錯誤を繰り返した末に、

求める重症度の CLP モデルの確立に成功した。

CLP モデル確立のために行った我々の予備実験

の結果を（図 2-1、図 2-2）に示すが、術者や手

・ 盲腸の大きさ 

・ 盲腸内に含まれる糞便の量 

・ 盲腸の結紮部位 

・ 穿刺する針の太さ 

・ 穿刺する部位・回数 

・ 作成過程で生じる便の漏れ 

・ 手術操作による出血量 

・ 脂肪組織除去の有無 

・ 術者による個人差 

表 2-2 CLP モデルを不均一化

させる様々な要素 
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技の違いにより大きく生存率が異なる結果となることがわかる。安定した質の CLP モ

デルを供給できるようになるまでに我々は約６か月の期間を要した。 

 

 

図 2-1 CLP モデル作成における術者の影響（予備実験結果） 

 

図 2-2 CLP モデル作成における作成手技の影響（予備実験結果） 

研究者 1 

研究者 2 

研究者 3 

結紮：盲腸端から 1.5cm 

穿刺：21G、1 回 

結紮：盲腸長 50% 

穿刺：21G、1 回 

結紮：盲腸長 100% 

穿刺：21G、1 回 

結紮：盲腸長 50% 

穿刺：21G、2 回 
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我々は CLP モデル確立の過程で敗血症研究の問題点や課題についてゼロベースで

再考し、敗血症モデルの問題に行き着いた。ヒトの敗血症が生じる際には、CLP モデ

ル作成時に伴う手術、麻酔、出血などの侵襲が加わることは無い。したがって今まで

の CLP モデルを用いた敗血症基礎研究の結果は、これらの侵襲による修飾を受けたも

のであり、臨床像と大きく異なる。基礎研究において、モデルの精度は研究精度に直

結する根幹的な部分であり、敗血症研究が数十年間ほとんど進んでいない原因の一端

は敗血症モデルにあると考えた。以上の経緯から、我々は臨床病態との乖離があるCLP

モデルの課題を克服するモデル作成から敗血症研究を開始することとした。 

 新規の敗血症モデルマウスの作成にあたり、私は糞便懸濁液を使用したモデルに注

目した。同モデルについては既報があり(Starr et al., 2014)、ラット、ヒツジにも糞便

懸濁液を使用したモデルの報告がある(Cetinkaya et al., 2009; Hosokawa et al., 2018; 

Orbegozo et al., 2018)。しかし、マウスの糞便懸濁液を使用したモデルでは作成のプ

ロトコルがあるものの、糞便懸濁液の作成にはグリセロールリン酸緩衝液を使用した

調製と凍結保存・解凍が必要であり、その手順は煩雑である(Starr et al., 2014)。ラッ

ト、ヒツジの報告に関しては詳細なプロトコルがあるとは言えない(Cetinkaya et al., 

2009; Hosokawa et al., 2018; Orbegozo et al., 2018)。また、これらのモデルにおける、

敗血症の代謝、血行動態、免疫学的特徴に関する十分な検証や考察が行われていない

(Korneev, 2019)。このような現状から、多くのメリットがあると思われる糞便懸濁液

を使用したモデルが敗血症研究において普及しているとは言い難い状況となっている。 

 本研究では、糞便懸濁液を用いた新しいプロトコルによる、動物の個体差の影響を

最小限に抑えた作成が簡便な敗血症動物モデルを考案し、そのモデルの妥当性を CLP

モデルと比較して評価した。CLP モデルとの比較は、細菌学的、病理学的、生理学的、

免疫学的に多角的に行った。本論文の最終的な目的は、作成が簡便で個体差の少ない

新規の敗血症モデルを通して、敗血症の免疫学的病態解明の礎となる新知見を生み出

すことにある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

方 法 

 

【倫理的声明】 

我々は北海道大学が実施する研究倫理教育講座を受講して本研究に参画している。

本論文中のすべての実験は、「研究機関等における動物実験に関する基本指針」（文部

科学省 平成 18 年 6 月 1 日）、「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する

基準」（平成 18 年環境省告示）を遵守し、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する

規定」（平成 19 年 4 月 1 日）に準じて実施した。また、本実験の動物実験計画書は動

物実験委員会に提出され、北海道大学の倫理審査委員会によって承認されている（承

認番号：20-0163）。 

  

【実験動物】 

全ての実験は、雄の 7 週齢の Institute of Cancer Research (ICR) マウスを用いた。

ICR マウスは、日本エスエルシー株式会社（浜松、静岡）から入手した。マウスは specific 

pathogen free で、マウス固有の病原体による影響は除去されている。マウスの体重は

32〜34g であった。マウスには実験室内の陰圧ラック内で最低 3 日間の順応期間を設

け、その後実験に使用された。陰圧ラック内は、安定した室温と湿度（22～26°C、0%

〜20%）と定期的な明暗サイクル（午前 6 時から午後 6 時までの 12 時間の照明時間）

が維持されていた。マウスには、飼料として日本農産工業株式会社（横浜、神奈川）の

実験動物用飼料（固型飼料ラボ MR ストック®）が与えられ、水はケージの上に置か

れたゴム栓式給水瓶から自由に摂取できる環境とした。ケージの底は、日本エスエル

シー株式会社（浜松、静岡）から購入したペーパーマット（Paperclean®）を敷き、ケ

ージを清潔に保つために数日ごとに交換した。各ケージ内のマウスの数は 5 匹以下に

制限し、十分なスペースを確保してマウスにストレスがかからないように配慮した。 

 

【実験手順（モデルマウスの作成）】 

 CLP モデルは、Rittirsch らの手順(Rittirsch et al., 2009)に脂肪組織除去の手順

(Niiyama et al., 2016)を追加して作成した。すなわち、以下 （図 2-3）に示す手順で

ある。ケタミン（125mg/kg）とキシラジン（10mg/kg）の腹腔内投与で麻酔し、ブプ

レノルフィン 0.05mg/kg の皮下投与で鎮痛した。本研究の CLP モデルの盲腸穿刺に

は 21 ゲージの針を使用し、結紮部位は盲腸の遠位極と基部の間の半分とした。手術後、

輸液蘇生のために生理食塩水 1mL を皮下投与した。術後の創部感染を防ぐために、麻

酔から覚醒するまでマウスをケージ内に仰臥位に置いた。手術後の低体温を防ぐため

に、ケージをヒーターで温めた。術後抗菌薬として、イミペネム/シラスタチン 25mg/kg

を 1 日 2 回 3 日間使用した。初回の抗菌薬は、手術 2 時間後に投与した。 
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図 2-3 CLP モデル作成手順 

 

（a）麻酔したマウスの腹部表面を剃毛し、アルコールで消毒後に、腹部正中の皮膚・

腹膜を約 1cm 切開する。 

（b）腹腔内から両側の脂肪組織を同定する。 

（c）同定した脂肪組織を両側ともに切除する。 

（d）腹腔内から盲腸を同定する。 

（e）盲腸の全長 50%の部分を 2-0 絹糸で結紮する。 

（f）盲端から約 5mm の部分を 21G 注射針で対側まで貫通させる（2 穿刺）。 

（g）4-0 ナイロン糸で結紮し閉創する。 

 

 

糞便懸濁液を用いて作成する新規の敗血症モデルマウス（Fecal Suspension 

Intraperitoneal Injection Model：FSI モデル）は、図 2-4 および図 2-5 に示す手順で

作成した。FSI モデルでは手術侵襲を伴わないため鎮静の必要が無く、鎮痛薬（ブプ

レノルフィン 0.05mg/kg）の投与のみを行った。糞便懸濁液は抗菌薬の使用有無に応

じて薄い糞便懸濁液（10mg/ml～50mg/ml）と濃い糞便懸濁液（100mg/ml～296mg/ml）

の 2 通りを作成した。濃い糞便懸濁液を用いた重症モデルには、CLP モデルと同様に

術後の抗菌薬（イミペネム/シラスタチン 25mg/kg）を 1 日 2 回 3 日間投与した。初回

の抗菌薬投与は、CLP モデルと同様に糞便懸濁液投与 2 時間後に行った。糞便懸濁液

に十分な水分があるため、術後は CLP のように輸液蘇生を行わなかった。 

 古い便を取り除くために、FSI モデル作成予定時刻の 24 時間前にケージを交換し

た。糞便懸濁液の濾過には Falcon® 70 μm cell strainer（製品番号 352350、Corning、
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New York、USA）を使用したが、濃い糞便懸濁液の濾過には、市販されている茶漉し

（製品番号 DH7086、Kai Industries Co. Ltd.、東京、日本）も併せて使用した。茶漉

しのメッシュ数は 1cm/16 メッシュ(625µm/メッシュ)であった。 

 

図 2-4 FSI モデル作成手順（薄い糞便懸濁液を用いた軽症モデル） 

（a）ケージから必要な量の糞便を収集する。尿が糞便と混ざるのを防ぐために、ケー

ジに予め十分なマットを敷き、糞便の採取時に給水瓶から水が滴らないようにする。 

（b）採取した糞便から 400 mg または 450 mg を秤量する。（c）調製する糞便懸濁液

の濃度に応じて、40、20、10、15、8 mL の生理食塩水をトレイに秤量する。（d）Falcon® 

70 μm cell strainer に糞便を載せる。（e）フィルターを通して糞便を生理食塩水に浸

し、十分に浸軟させる。（f）漉し棒を使用して糞便を濾過する（本研究では漉し棒とし

て 10ml シリンジの押し子を使用）。（g）糞便がペーストになるまで（糞便の形状が無

くなるまで）糞便をよく擂り潰す。濾過後にペースト状の糞便から水をよく切る。（h）

得られた糞便懸濁液は不純物がなく、25 ゲージ針で抵抗なく吸引できる。（i）糞便懸

濁液を攪拌可能な容器に移し替える。（j）糞便懸濁液をよく振って十分に混合する。手

順(j)は、手順(k) 1 回ごとに行う。（k）手順(j)の直後に、1mL の糞便懸濁液を吸引する。

（l）1mL の糞便懸濁液をマウスの腹腔内に投与する。 
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図 2-5 FSI モデル作成手順（濃い糞便懸濁液を用いた重症モデル） 

（a）図 2-4 に同じ。（b）採取した糞便から 8000 mg を秤量する。（c）調製する糞便

懸濁液の濃度に応じて、80、60、53、40、27mL の生理食塩水をトレイに秤量する。

（d）茶漉しに糞便を載せる。（e）茶漉しを通して糞便を生理食塩水に浸し、十分に浸

軟させる。（f）漉し棒を使用して糞便を濾過する。（g）糞便がペーストになるまで糞便

をよく擂り潰す。（h）粗い濾過後にペースト状の糞便から水をよく切る。（i）得られた

糞便懸濁液は不純物が多く、まだ 25 ゲージ針で吸引できない。（j）糞便懸濁液を 50 

ml チューブの上に置いた Falcon® 70 μm cell strainer の上に注ぐ。（k）必要に応じ

て漉し棒を使用し濾過を促進する。（l）フィルターが目詰まりする場合は、必要に応じ

て残渣を除去する。（m）得られた糞便懸濁液は不純物がなく、25 ゲージ針で抵抗なく

吸引できる。（n～p）図 2-4 の手順(j)～(l)に同じ。 



35 

 

【生存率の評価】 

 手術後 0〜24 時間を day 0 とし、術後 14 日目まで観察を続け、14 日間の生存率を

評価した。CLP モデルと FSI モデルの比較実験［以下の実験（i）〜（iv）］は、マウ

スが死に始める前、すなわち術後 20 時間に行った。 

 

【研究デザイン】 

 様々な重症度における FSI モデルの生存率を比較した。生存率の検証は、10 匹ずつ

のグループで行った。次に、CLP モデルと同等の死亡率を示す FSI モデル（133 mg/mL 

の FSI モデル）を用いて、（i）実質臓器の病理組織学的比較、（ii）腹水培養による細

菌学的比較、（iii）呼吸数、体温、血液ガス分析による生理学的比較、（iv）Luminex® 

100/200™ (R&D Systems Inc.、Minneapolis、USA) の多重分析による免疫学的比較

を行った。実験（i）は 3 匹ずつのグループ間で行った。実験（ii）～（iv）は、それぞ

れ 5 匹ずつのグループ間で行った。対照群は、（i）は 3 匹ずつ、（iii）および（iv）は

5 匹からなる群である。 

 

【実験グループへのマウスの割り付け】 

 生存率比較実験、CLP モデルと FSI モデルの比較実験［実験（i）〜（iv）］は、そ

れぞれ別の日に独立に行った。使用するマウスの数を減らすため、実験（i）と

（iii）、実験（ii）と（iv）には同じマウスを使用した。マウスは必要な数、群へと無

作為に割り付けた。 

 

【（i）実質臓器の病理組織学的比較】 

 病理組織学的な比較は、腎臓、脾臓、肺、肝臓を用いて行った。臓器は CLP モデ

ルと FSI モデルからそれぞれ 3 匹ずつ術後 20 時間後に採取し、10%ホルマリン中性

緩衝液に入れた。臓器摘出前にケタミン 250mg/kg とキシラジン 20mg/kg を投与し

て安楽死させた。その後、ミクロトームを用いてこれらの臓器から組織切片を作製し

た。各臓器の組織切片に対しては、ヘマトキシリン・エオジン染色に加えてグラム染

色を施した。さらに、腎臓の切片にはリンタングステン酸ヘマトキシリン染色を加え

た。肝切片には Gitter 染色を行った。肺切片には Elastica-Masson 染色および

Lader 染色を行った。 

 

【（ii）腹水培養による細菌学的比較】 

 細菌学的比較は、術後 20 時間の腹水培養により評価した。また、コントロールと

して抗菌薬を投与していないマウスの糞便と、FSI モデル作成に用いた糞便懸濁液に

ついて、各 2 セットの培養を行った。マウスの腹水は、25 ゲージ針でマウスの腹腔
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内に生理食塩水 5mL を注入し、マウスを振動させて腹腔内容物をよく撹拌した後に

採取されたものである。腹水の採取手順は、細菌のコンタミネーションを防ぐため

に、剃毛・消毒後のマウスに対して常に清潔操作で行われた。使用した器具は全てア

ルコールで滅菌したものを用いた。複数回の洗浄を行うと誤差が大きくなるため、一

度に 5mL の生理食塩水を注入した後、可能な限りの腹水を回収して細菌学的評価の

検体材料とした。腹水採取の際には、麻酔としてケタミン 250mg/kg とキシラジン

20mg/kg をマウスの背中に皮下投与した。サンプルは、炭酸ガス培養にはニッスイプ

レート羊血寒天（日水製薬株式会社、東京）、DHL 寒天（ベクトン・ディッキンソン

アンドカンパニー、東京）、嫌気培養にはウサギ血入りアネロコロンビア寒天、

PEA/BBE 寒天（ベクトン・ディッキンソンアンドカンパニー、東京）で培養を行な

った。24 時間の培養期間を経過させた後、コロニー数から菌数を半定量的に求めた

（図 2-6）。菌種は MALDI Biotyper® （Bruker Japan K.K.、神奈川）を用いた質

量分析により同定した。MALDI Biotyper®での同定はターゲットプレートに少量の

コロニーを直接塗布後、HCCA portioned（Bruker Japan K.K.、神奈川）を 1µL 滴

下し、乾燥後に測定した。解析にはソフトウェアとして flex control 3.4、MALDI 

Biotyper Compass 4.1 を用いた。 

 

図 2-6 

半定量培養法の手順 
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【（iii）生理学的比較】 

 生理的評価として、FSI および CLP による敗血症誘導 20 時間後の呼吸数、体温を

比較し、血液ガス分析を行った。呼吸数は目視で測定し、体温は高性能皮膚赤外線体

温計（製品番号 CTD711，シチズン株式会社，東京）で剃毛した背部を 3 回測定

し、その平均値で求めた。呼吸数と体温は麻酔していない状態で測定を行った。血液

ガス分析を施行するにあたり、ケタミン 250mg/kg、キシラジン 20mg/kg の腹腔内投

与で麻酔したマウスからヘパリンでコーティングされたシリンジを用いて心臓血を採

取した。血液サンプルは採取後速やかに ABL800 FLEX® （Radiometer Medical 

ApS、Kobenhavn、Denmark）を用いて分析した。 

 

 

【（iv）免疫学的比較】 

 免疫学的評価は、Luminex® 100/200™ (R&D Systems Inc.、Minneapolis、USA) 

を用いたマルチプレックス解析により実施した。血液採取は（iii）生理学的比較と同

様に心臓血を用いた。心臓血採取にあたり、ケタミン 250mg/kg、キシラジン

20mg/kg の腹腔内投与で麻酔し、採血にはヘパリンでコーティングされたシリンジを

用いた。得られた血液を 2000G、10 分間遠心して血漿を分離した。血漿は

MILLIPLEX® MAP キット（Merck Millipore Corporation、Darmstadt、 

Germany）を試薬として Luminex® 100/200™でマルチプレックス分析を実施した。

Luminex® 100/200™の測定プロトコルは表 2-3 に示した。血漿検体は−80℃で保存

し、使用時は 37℃のインキュベーターで融解後転倒混和し、沈殿物がないことを確

認した。必要な試薬は 4℃保存後、使用時に室温に戻して使用した。 
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表 2-3  Luminex® 100/200™測定プロトコル 

●測定手順 

1. プレートの各ウェルに 200μL の Wash Buffer を加える。プレート振盪器にて室

温（20～25℃）で 10 分間攪拌する 

2. プレートを倒立させ、吸水性タオルの上で数回軽く叩き、全てのウェルから洗浄

液を除去する 

3. コントロールおよびスタンダード 25µL をそれぞれのウェルに添加する（アッセ

イバッファーにはバックグラウンドとして 0 pg/mL の標準品を使用する） 

4. 検体ウェルに 25µL のアッセイバッファーを添加する 

5. バックグラウンド、スタンダード、コントロールの各ウェルにキット添付の試薬

（matrix solution）を 25 µL 添加する 

6. CLP 血漿検体および FSI 血漿検体 25µL を検体ウェルに添加する 

7. ミキシングボトルを混和し、25µL の混合ビーズを各ウェルに添加する 

8. プレートシーラーでプレートを密封する。プレートをアルミホイルで包み、プレ

ート振盪器で撹拌しながら 2～8℃で一晩静置する。 

9. プレートの中身を静かに取り出し、「プレート洗浄」の手順に従い 2 回洗浄する 

10. 検出抗体を各ウェルに 25µL 添加する 

11. 封をしてホイルで覆いプレートシェーカーで撹拌しながら室温（20～25℃）で 1 

時間インキュベートする 

12. 検出抗体 25µL を含む各ウェルにストレプトアビジン-フィコエリトリン 25µL 

を添加する 

13. 封をしてホイルで覆いプレート振盪器で撹拌しながら室温（20～25℃）で 30 分

間インキュベートする 

14. 静かにウェルの中身を取り出し、「プレート洗浄」の手順に従い 2 回洗浄する 

15. Luminex で 150µL のシース液をすべてのウェルに添加する 

16. プレートシェーカーで 5 分間ビーズを再懸濁する 

17. Luminex 200™と xPONENT ソフトウェアでプレートを作動させる 

18. 蛍光強度データを保存し、5 パラメータロジスティック曲線またはスプライン曲

線フィッティング法を用いて、検体中のサイトカイン/ケモカイン濃度を算出し、解

析する 

                            （次頁に続く） 
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●プレート洗浄手順 

1. プレートをマグネットの上で 60 秒間静止させ、磁気ビーズを完全に沈降させる 

2. プレートを静かに移し、吸収パッドで軽く叩いて残留液体を除去する 

3. マグネットからプレートをはずし、200µL の洗浄液で 30 秒間振盪してプレートを

洗浄する 

4. プレートをマグネットに再び取り付け、ビーズを 60 秒間沈降させ、洗浄後にウェ

ルの内容物を除去する。 

 

●洗浄液の調製  

60 mL の 10X Wash Buffer を 540 mL の純水で希釈する 

 

●Quality Control 試薬の調製 

キット添付の Quality Control 1 と Quality Control 2 の入ったボトルに純水 250µL

を加えて作成する 

 

●スタンダードの調製 

ヒトサイトカインスタンダードの入ったボトルに 250µL の純水を加えて作成する 

 

 

【統計解析】 

 すべてのデータは中央値および標準誤差（standard error: SE）で表した。データは

IBM SPSS ソフトウェア（バージョン 25、日本 IBM、東京、日本）を用いて Mann-

Whitney 検定で分析した。統計的な有意性は P < 0.05 とした。 
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結 果 

 

【生存率の評価】 

 各モデルの生存曲線を（図 2-7、図 2-8、図 2-9）に示す。1 匹のマウスが麻酔のた

め死亡したため、15 匹のマウスを用いて 14 匹の CLP モデルを作成した。CLP モデ

ルの 14 日後の生存率は 71.4%であった（図 2-7）。FSI モデルでは、糞便懸濁液の濃

度に比例して死亡率が上昇した。抗菌薬を投与しない場合では、糞便懸濁液注入後早

期にマウスが死亡することが多かった（図 2-8）。抗菌薬を投与した FSI モデルで

は、100 mg/mL までの糞便懸濁液ではマウスは死亡しなかった。そのため、抗菌薬

使用後の死亡率を検証するために、濃い糞便懸濁液（100～296 mg/mL）を作成する

必要があった。濃い糞便懸濁液を用いたモデルの結果は、抗菌薬が死亡率を低下さ

せ、生存期間を延長させることを示した（図 2-9）。 

 

 

図 2-7 生存曲線（CLP モデル） 

 

麻酔：ケタミン（125mg/kg）とキシラジン（10mg/kg） 

鎮痛：ブプレノルフィン 0.05mg/kg 

脂肪組織除去あり、結紮：盲腸全長の 50%、穿刺：21G 注射針で 2 回穿刺 

術後抗菌薬：イミペネム／シラスタチン 25mg/kg（1 日 2 回 3 日間） 

累
積
生
存 

生存日数 
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10 mg/ml 

20 mg/ml 

30 mg/ml 

40 mg/ml 

50 mg/ml 

 

100 mg/ml 

133 mg/ml 

151 mg/ml 

200 mg/ml 

296 mg/ml 

 

図 2-8 生存曲線（FSI モデル［薄い糞便懸濁液を用いた軽症モデル］） 

鎮痛：ブプレノルフィン 0.05mg/kg 

術後抗菌薬：イミペネム／シラスタチン 25mg/kg（1 日 2 回 3 日間）。 

 

 

図 2-9 生存曲線（FSI モデル［濃い糞便懸濁液を用いた重症モデル］） 

鎮痛：ブプレノルフィン 0.05mg/kg 

術後抗菌薬：イミペネム／シラスタチン 25mg/kg（1 日 2 回 3 日間）。 

累
積
生
存 

生存日数 

累
積
生
存 

生存日数 
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【（i）実質臓器の病理組織学的比較】 

 腹腔内の肉眼所見を（図 2-10）示す。FSI モデルでは腸の浮腫が顕著であり、CLP

モデルでは腸の浮腫に加え、壊死が見られた。 

 

図 2-10 各モデルの腹腔内の肉眼所見 

 

肺では、CLP、FSI 両群ともうっ血と好中球の浸潤が観察された。肺胞空間への好

中球の浸潤はいずれの症例でも観察されず、肺炎の痕跡も認められなかった（図 2-

11）。 

 

図 2-11 各モデルの病理学的所見（肺） 

 

 

コントロール         CLP モデル          FSI モデル 

コントロール        CLP モデル         FSI モデル 
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コントロール        CLP モデル         FSI モデル 

×5 

 

 

 

 

 

×40 

 

コントロール        CLP モデル         FSI モデル 

脾臓では、FSI と CLP モデル症例の両方で血球貪食が認められたが、コントロー

ル群では認められなかった（図 2-12）。 

 

図 2-12 各モデルの病理学的所見（脾臓） 

 

 

 

腎臓では顕著な形態学的変化は認められなかった（図 2-13）。FSI モデルでは腎小

血管に好中球の浸潤がわずかに認められた。 

 

図 2-13 各モデルの病理学的所見（腎臓） 
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コントロール        CLP モデル         FSI モデル 

肝臓の病理学的所見を（図 2-14）に示す。肝臓ではうっ血所見を反映し類洞が拡張

していた。ショックを反映する肝細胞の遠心性変性はいずれの症例にも認められなか

った。FSI モデルでは門脈と肝中心静脈に、CLP モデルでは肝中心静脈に好中球の浸

潤がわずかに認められた。 

 

図 2-14 各モデルの病理学的所見（肝臓） 

 

 

 

特殊染色の結果を（図 2-15）に示した。肺の E-Masson 染色で線維化はいずれも

判然としなかった。Lader 染色では肺うっ血と好中球の浸潤が観察されたがヘマトキ

シリン・エオジン染色以上の情報は得られなかった。肝の Gitter 染色では細網線維

がはっきりしなかったため、肝細胞の構築の評価は困難だった。中心静脈周囲の細胞

脱落ははっきりせず、ショック状態を支持する所見はなかった。腎のリンタングステ

ン酸ヘマトキシリン染色では明らかな糸球体血栓は指摘できず、播種性血管内凝固を

支持する所見はなかった。いずれの臓器でも Gram 染色を行ったが、菌体の同定には

至らなかった。 
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図 2-15 各臓器の特殊染色の結果 

肺の E-Masson 染色（×5） 

肺の Gram 染色（×40） 

 

 

 

 

 

 

肺の Lader 染色（×40） 

肝臓の Gitter 染色（×2.5） 

腎臓のリンタングステン酸ヘマトキシリン染色（×40） 

いずれも、（左）コントロール、（中）CLP モデル、（右）FSI モデル） 
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【（ii）腹水培養による細菌学的比較】 

 FSI モデルでは、全ての個体から 103 colony forming units (CFU)/mL 以上の複数

種の細菌が培養された。しかし、CLP モデルでは、培養が陰性であったり、菌数が

非常に少ない個体が存在し、個体差が大きかった（表 2-4、図 2-16）。盲腸内の便培

養と糞便懸濁液の培養では菌種に若干の差があったが、その菌種の差は腹水培養の結

果では消失していた（表 2-4）。Stenotrophomonas maltophilia は FSI モデルの腹水

培養で同率に検出され、FSI モデルと CLP モデルの間で最も有意な差となった（表

2-4）。 

 

 

表 2-4 腹水培養における細菌種の同定結果 

 
FSI モデル CLP モデル 

盲腸内

糞便 

糞便懸

濁液 

 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 1 2 

Enterococcus 

gallinarum 

         ◎ ◎ ◎ ◎  

Enterococcus faecalis 〇 ◎ 〇  〇 ◎ 〇  ◎  ◎    

Lactobacillus species   〇  〇 ◎ △  ◎ ◎ ◎ ◎   

Escherichia coli  〇  〇 〇  △  〇  ◎ ◎ ◎ ◎ 

Bacteroides vulgatus      ◎ 〇  〇 ◎ ◎ ◎ ◎ ◎ 

Lactococcus garvieae   〇          ◎ ◎ 

Proteus mirabilis  〇   △ ◎    △   ◎ ◎ 

Klebsiella oxytoca      〇    ◎     

Stenotrophomonas 

maltophilia 
◎ ◎ 〇 ◎ ◎          

腹水は腹膜炎発症から 20 時間後に採取したサンプルで評価した。FSI モデル 5 例、

CLP モデル 5 例の腹水培養における細菌数および菌種の同定結果。細菌数は 1ml あ

たりの colony forming unit（CFU）で評価し、3 段階（◎：105 CFU/ml 以上、〇：

103以上 105 CFU/ml 未満、△：103 CFU/ml 未満）で表示した。 

CLP モデルのうち、1 個体では菌の増殖が見られなかった。また、抗菌薬を投与して

いない 2 匹のマウスの盲腸から採取した便と、FSI モデル作成に用いた糞便懸濁液

（各 2 サンプル）について、細菌同定試験を実施した。 
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図 2-16 FSI モデルおよび CLP モデルの腹水培養結果 

 
羊血寒天培地での炭酸ガス培養開始 24 時間後の結果 

（A：FSI モデル、B：CLP モデル） 

CLP モデル（B）では菌体の発育がみられない、もしくは発育が非常に少ないプレー

トが存在する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【（iii）生理学的比較】 

 FSI モデルと CLP モデルの術後 20 時間における呼吸数、体温、血液ガス分析結果

を（表 2-5）に示す。FSI モデル、CLP モデルともに、頻呼吸、低体温、低血糖が認

められた。また、両モデルとも高クロール血症が認められた。FSI モデルでは CLP

モデルとは異なり、重度の代謝性アシドーシスが認められた。CLP モデルでは、対

照群に比べ有意なアシドーシス所見は認められなかった。CLP モデルでは、ほとん

どの変数で標準誤差が FSI モデルより大きかった。 
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表 2-5 術後 20 時間後の呼吸数、体温、血液ガス分析結果 

データは中央値±標準誤差で表示 

*コントロール群との統計学的有意差あり（P 値<0.05） 

# CLP 群との統計学的有意差あり（P 値<0.05） 

 

 

 

 

 

 

 

【（iv）免疫学的比較】 

 炎症関連サイトカインとケモカインの包括的な測定により、術後 20 時間の時点

で、FSI モデルと CLP モデルの両方で高い炎症反応が見られた（表 2-6、図 2-17）。

特に FSI モデルでは、強い炎症反応が観察された。IL-1β と RANTES は FSI モデル

でのみ高く、IL-1α と IL-7 は CLP モデルでのみ高かった。IL-9 はどのモデルでも増

加しなかった。測定パラメータによって若干異なるが、FSI モデルの標準誤差は全体

的に小さかった。 

 

 
Control FSI model CLP model 

呼吸数 (/min) 136 ± 4.476 204 ± 11.123 * 160 ± 6.849 * 

体温 (℃) 37.0 ± 0.085 36.1 ± 0.044 * 36.0 ± 0.164 * 

    

pH 7.241 ± 0.0034 6.974 ± 0.0110 *# 7.148 ± 0.0300 

pCO2 (mmHg) 57.2 ± 2.276 82.4 ± 3.991 * 63.3 ± 3.523 

pO2 (mmHg) 49.1 ± 4.161 30.6 ± 2.724 42.8 ± 2.705 

K (mmol/L) 3.7 ± 0.061 4.6 ± 0.171 * 3.9 ± 0.203 

Na (mmol/L) 148 ± 0.219 150 ± 0.456 # 154 ± 1.308 * 

Cl (mmol/L) 118 ± 0.867 127 ± 0.780 * 125 ± 2.028 * 

Hemoglobin (g/dL) 13.0 ± 0.461 14.3 ± 0.614 13.7 ± 1.141 

Hematocrit (%) 39.9 ± 1.385 43.8 ± 1.846 42.1 ± 3.449 

HCO3 (mmol/L) 23.4 ± 0.999 18.2 ± 1.089 *# 25.0 ± 1.592 

Base excess (mmol/L) -2.9 ± 0.946 -12.0 ± 1.102 *# -2.8 ± 1.837 

血糖値 (mg/dL) 298 ± 8.112 125 ± 11.229 * 112 ± 17.035 * 

乳酸値 (mmol/L) 2.8 ± 0.118 3.2 ± 0.481 2.1 ± 0.275 
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表 2-6 マルチプレックス分析によるサイトカインおよびケモカイン測定の結果  
Control FSI model CLP model 

G-CSF 46.9 ± 5.0 89451.3 ± 734.2* 92031.9 ± 629.0* 

GM-CSF 54.1 ± 7.3 196.7 ± 10.6*# 107.0 ± 23.4* 

IFNγ 3.3 ± 1.0 37.6 ± 1.5*# 11.7 ± 13.1* 

IL-1α 66.0 ± 13.5 73.3 ± 16.9 136.4 ± 51.3* 

IL-1β 5.8 ± 0.6 17.9 ± 1.4*# 8.1 ± 2.7 

IL-2 3.2 ± 0.8 12.9 ± 1.5* 11.4 ± 3.1* 

IL-4 0.6 ± 0.1 3.0 ± 0.1*# 1.1 ± 0.4* 

IL-5 1.9 ± 0.7 22.2 ± 1.2*# 8.4 ± 2.7* 

IL-6 4.6 ± 0.7 17553.0 ± 1126.7*# 2720.4 ± 14972.8* 

IL-7 4.9 ± 1.2 6.1 ± 4.6# 26.8 ± 0.9* 

IL-9 151.7 ± 35.0 160.7 ± 141.9 93.4 ± 52.3 

IL-10 10.4 ± 2.1 1594.9 ± 16.4*# 133.1 ± 347.4* 

IL-12 (p40) 12.2 ± 4.0 21.8 ± 3.1* 23.4 ± 5.1* 

IL-12 (p70) 12.7 ± 4.1 94.8 ± 6.9*# 48.5 ± 12.7* 

IL-13 40.5 ± 5.3 560.8 ± 28.4*# 168.5 ± 67.0* 

IL-15 47.1 ± 22.1 139.9 ± 18.1* 182.7 ± 24.0* 

IL-17 3.0 ± 0.6 73.6 ± 1.1*# 8.2 ± 14.6* 

IP-10/CXCL10 94.1 ± 11.7 408.4 ± 300.0* 484.7 ± 61.2* 

KC/CXCL1 158.2 ± 25.0 18761.0 ± 2137.1* 17657.4 ± 2032.9* 

MCP-1/CCL2 58.1 ± 4.5 6618.7 ± 468.3* 5992.5 ± 1182.5* 

MIP-1α/CCL3 42.3 ± 4.9 599.1 ± 5.0*# 138.4 ± 58.5* 

MIP-1β/CCL4 68.7 ± 5.8 4123.3 ± 26.7*# 424.8 ± 667.3* 

MIP-2/CXCL2 32.0 ± 15.4 4732.8 ± 192.7*# 966.2 ± 871.9* 

RANTES/CCL5 47.7 ± 3.7 185.0 ± 9.0*# 65.7 ± 42.0 

TNFα 6.4 ± 1.0 113.5 ± 5.2*# 39.7 ± 23.2* 

データは中央値±標準誤差で表示。単位は全て pg/ml。*コントロール群との統計学的

有意差あり（P 値<0.05）。# CLP 群との統計学的有意差あり（P 値<0.05）。 

CCL: C-C motif chemokine, CXCL: C-X-C motif chemokine ligand, G-CSF: 

Granulocyte-colony stimulating factor, GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-

stimulating factor, IFNγ Interferon gamma, IL: Interleukin, IP: Interferon 

gamma-induced protein, KC: Keratinocyte-derived chemokines, MCP: Monocyte 

chemotactic protein, MIP: Macrophage inflammatory protein, RANTES: Regulated 

on activation, normal T cell expressed and secreted, TNF: tumor necrosis factor 
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図 2-17 マルチプレックス解析で行ったサイトカインおよびケモカイン測定値のヒー

トマップ 

血液は腹膜炎発症から 20 時間後に採取したサンプルで評価した。サイトカイン・ケ

モカイン値の相対評価を示すヒートマップであり、各変数の最大値は赤、最小値は

緑、中間値は赤から緑へのグラデーションスケールに相当する。 

CCL: C-C motif chemokine, CXCL: C-X-C motif chemokine ligand, G-CSF: 

Granulocyte-colony stimulating factor, GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-

stimulating factor, IFNγ Interferon gamma, IL: Interleukin, IP: Interferon 

gamma-induced protein, KC: Keratinocyte-derived chemokines, MCP: Monocyte 

chemotactic protein, MIP: Macrophage inflammatory protein, RANTES: Regulated 

on activation, normal T cell expressed and secreted, TNF: tumor necrosis factor 
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考 察 

 

糞便懸濁液を用いて作成する新規の敗血症モデルマウス（Fecal Suspension 

Intraperitoneal Injection Model：FSI モデル）のプロトコルを確立した。FSI モデル

と CLP モデルを生理学的、病理学的、細菌学的、免疫学的に比較した結果、FSI モデ

ルは CLP モデルとほぼ同様の変化が確認された。また、FSI モデルは CLP モデルよ

りも個体差が少なかった。これらの結果は、FSI 敗血症モデルが従来のモデルよりも

優れている可能性を示唆している。 

マウスの CLP モデルは、低体温、頻脈、頻呼吸などの敗血症や敗血症性ショックの

典型的な症状を呈することが知られており(Ayala and Chaudry, 1996)、また低血糖を

伴うこともある(Ferreira et al., 2017)。したがって、今回の FSI モデルにおける生理

学的評価の結果（表 2-5）は、敗血症で観察される結果と一致した。病理学的評価では、

CLP モデル、FSI モデルともに実質臓器への好中球の浸潤が認められた（図 2-11、図

2-13、図 2-14）。臓器のグラム染色では菌が特定できず、菌血症を直接証明することは

できなかったが（図 2-15）、細菌学的評価では、両モデルとも腹水培養で同様の菌が培

養されていることが確認された（表 2-4）。これらの詳細な比較の結果は、FSI モデル、

CLP モデルともに敗血症と一致するものと考えられた。Luminex®を用いた免疫学的

評価では、FSI モデル、CLP モデルともに IL-7、RANTES、IL-9 を除くすべてのサ

イトカイン、ケモカインが上昇した（表 2-6、図 2-17）。特に、FSI モデルは CLP モ

デルよりも炎症レベルが高く、それに伴って IL-4 や IL-10 などの抗炎症サイトカイン

レベルも高いことがわかった。RANTES は敗血症で上昇し、肺への好中球の浸潤を促

進する(Hwaiz et al., 2015)。本研究では、FSI モデルのみが RANTES レベルの上昇を

示し、CLP モデルよりも FSI モデルの方が敗血症様の特性を持つことが示された。IL-

7 は強力な抗アポトーシスサイトカインであり、リンパ球の生存と増殖に必須である 

(Fry and Mackall, 2005; Geiselhart et al., 2001)。本研究では、CLP モデルのみが有

意に高い IL-7 値を示したが、血漿 IL-7 値と敗血症の重症度との間には相関はないと

報告されている(Andreu-Ballester et al., 2014)。したがって、FSI モデルと CLP モデ

ルの間には、時相の違いによる多少の差異はあるものの、免疫学的に敗血症と一致す

る結果が得られたといえる。 

FSI モデルの大きな特徴は、麻酔や外科的処置を必要とせず、容易に多菌性腹膜炎

の作成が可能なことと、敗血症の重症度をほぼ均一にできることである。生理学的、

細菌学的、免疫学的評価により得られた結果は、FSI モデルにおける個体間のばらつ

きが少なく、モデル作成時のマウスの個体差の影響を最小限にし得る可能性を示した。

以前の研究で、今回の FSI モデルと似たような糞便懸濁液調製プロトコルが報告され

ている(Starr et al., 2014)。このプロトコルでは、グリセロールリン酸緩衝液による糞
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便懸濁液の調製、糞便懸濁液の-80℃での凍結、および解凍を必要とする(Starr et al., 

2014)。同報告の糞便懸濁液の作製手順は、排泄された糞便から糞便懸濁液を作成する

FSI に比べてかなり複雑である。また、腹水培養における細菌種の同定結果（表 2-4）

では、排泄された便から誘発した腹膜炎と腸管内の便から誘発した腹膜炎でほぼ同様

の菌種が同定されており、FSI に使用した糞便懸濁液の腹膜炎抗原としての妥当性も

示されている。 

また、糞便懸濁液を用いた他の動物モデルにおいても便を得るために外科的手術を

必要とすることから(Hosokawa et al., 2018; Orbegozo et al., 2018)、作成の簡便さと

いう点で FSI の方がより優位であるといえる。また、以前の糞便懸濁液を用いたマウ

スモデルにおいても、糞便懸濁液を得るためだけに複数のマウスを犠牲にする必要が

あった(Starr et al., 2014)。したがって、FSI モデルはその簡便性と均一性により、実

験動物への負担を軽減することができたと考えられる。 

本章の緒言に記載した通り、既存の敗血症モデル動物は、毒素の投与、病原体（生

菌）の投与、動物の内在バリアの破壊の 3 つに分類される(Buras et al., 2005; Korneev, 

2019) （表 2-1）。特定の毒素や病原体の注射のみでは、誤差の少ない正確な情報は得

られるものの、臨床病態とは異なるという問題がある。一方、CLP モデルに代表され

る動物の内在バリアを破壊して敗血症を誘発するモデルは、個体差が大きく真の情報

を得ることが難しいが、敗血症の臨床病態に最も近いといえる。FSI モデルは、特定

の毒素や病原体を注射したモデルのように、複数の原因菌による腹膜炎を均質に発症

させることが容易である。FSI モデルの腹水培養では、Stenotrophomonas maltophilia

（S. maltophilia）の検出率が非常に高く、その濃度も高かった（表 2-4）。S. maltophilia

は、多剤耐性の世界的な日和見病原体で(Brooke, 2012)、病原性は高くないが血流感染

症の起因菌として重要な院内病原体である(Jang et al., 1992; Victor et al., 1994)。FSI

モデルでは、腸管からの新たな糞便の流入がないため、抗菌薬の投与により S. 

maltophilia の占有率が上昇した可能性がある。 

CLP モデルでは、盲腸穿孔部位からの糞便流出の程度、穿孔部位の被包化（局在化）

の程度、あるいは遠位盲腸の壊死の程度によって重症度が大きく異なる(Buras et al., 

2005; Dejager et al., 2011; Maier et al., 2004; Schabbauer, 2012)。さらに、CLP モデ

ルの作成過程では、特に脂肪組織を除去する過程において少なくない出血が生じ、こ

の出血も生体反応に影響を及ぼしている可能性がある（図 2-3）。本研究では、局所的

な炎症を防ぐために脂肪組織を切除したが(Niiyama et al., 2016)、細菌学的評価では

腹水培養が陰性で細菌の増殖が極めて少ない個体が存在した（図 2-16）したがって、

CLPの手技に脂肪組織の切除を加えても局所的な膿瘍形成は完全に防げないという仮

説が導かれる。膿瘍形成による腹膜炎の局在化は、CLP モデルを用いた実験で膿瘍形

成に有効であることが証明された薬剤が、臨床の敗血症治療では効果がないことがあ
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り、CLP モデルにおける大きな問題点であった(Buras et al., 2005)。FSI モデルは、

CLP モデルに内在するこれらの問題点を克服することができる。 

 

【制限事項】 

 本研究の実験結果は 1 つの施設で得られたものであり、FSI モデルのプロトコルや

実験結果は他の施設でも検証する必要がある。施設、術者、便の状態、糞便懸濁液の濾

過・撹拌の程度により、結果が異なる可能性がある。目的の重症度のマウスを作成す

るためには、施設によって糞便の投与量や濾過方法のアレンジを要する可能性がある。 

生理学的評価については、血液ガス分析装置はヒトの血液を対象としているため、

結果が不正確である可能性がある。また、免疫学的評価の結果は麻酔薬投与の影響を

受けている可能性がある。細菌学的評価では、多くの細菌種が存在する試料があり、

すべての細菌が同定されない可能性がある。FSI モデルは、一度に大量の病原体を腹

腔内投与するため、CLP モデルよりも重症化が早い。したがって、同じ時間経過で同

じ死亡率のモデル間の比較であっても、異なる病態を反映している可能性がある。 

 

 

 

 

 

結 論 

 

本研究より次の新知見が得られた。 

●序章の研究内容より 

・心肺蘇生に静脈動脈体外式膜型人工肺（veno-arterial extracorporeal membrane 

oxygenation: VA-ECMO）が用いられた場合は、重度の凝固障害が生じる。 

・プロトロンビン時間とアンチトロンビン活性は、心肺蘇生に VA-ECMO を用いた際

の予後予測因子となる。 

●本章の研究内容より 

・低侵襲で均質な敗血症モデルである Fecal Suspension Intraperitoneal Injection 

Model（FSI モデル）のプロトコルを確立した。 

・FSI モデルの敗血症モデルとしての臨床的妥当性が、従来の敗血症モデル（CLP モ

デル）との組織学的、生理学的、細菌学的、免疫学的比較により証明された。 

・FSI モデルは CLP モデルに比し個体間のばらつきが少なく、モデル作成時のマウス

の個体差の影響を最小限できる可能性がある。 
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【新知見の意義】 

 序章の研究結果より、VA-ECMO によって誘発される凝固障害が有望な治療標的と

なり得ることが示された。VA-ECMO を使用した心停止蘇生後の管理における凝固線

溶マーカーの評価が患者の正確な予後予測や予後の向上につながる可能性がある。 

 本章の研究結果より、均質で作成が簡便な敗血症モデルとして提唱された FSI モデ

ルが、今後の敗血症研究の基盤となる可能性が示された。従来存在しなかった誤差の

少ない多菌性敗血症モデルの登場により、敗血症における生体反応の正確な評価が可

能となる。 

 

【新知見から今後の展開】 

 本章の緒言で述べた通り、救急医学における三大侵襲は、「虚血再灌流障害」「外傷」

「敗血症」である。生体侵襲の機序は異なるが、その侵襲に対する病態は類似点も多

く、一つの発見が他の生体侵襲に対する病態解明のヒントとなることも少なくない。 

序章の研究結果により、プロトロンビンとアンチトロンビンが虚血再灌流障害や敗

血症病態のカギとなる分子であると予想されたため、私は健常人の血漿検体を用いて

トロンビン生成能をプロトロンビンとアンチトロンビンの濃度に応じてどのように変

化するかを本研究と並行して調査した。その結果、臨床的に経験されていた事実を裏

付ける結果が得られ、アンチトロンビン療法の適応に関するエビデンスとなる基礎実

験結果を報告した(Tsuchida et al., 2022)（参考論文）。同じく、外傷領域においても外

傷急性期に生じる凝固障害の詳細な機序を解明し(Hayakawa et al., 2021)（参考論文）、

心停止後の虚血再灌流障害におけるヒストンと凝固線溶反応の関連も明らかにした

（論文投稿中）。今後は本研究の成果である FSI モデルを用いて敗血症における詳細

な免疫反応、凝固線溶反応の解明を行っていく予定である。 

また、過去の敗血症罹患による免疫応答の変化も研究トピックスとなっており、亜

急性期以降に生じる免疫機能不全あるいは免疫応答に伴う炎症反応の長期化、タンパ

ク異化亢進と栄養障害など複数の病態が関与する症候群 ”Persistent  Inflammation 

Immunosuppression Catabolism Syndrome (PICS)”も、近年注目されている概念で

ある。このように救急・集中治療領域の研究領域が急性期だけでなく亜急性期の病態

まで広がっているが、本研究の FSI モデルを用いれば、生存マウスを長期間飼育する

ことで均質な PICS モデルを得ることができるため、PICS 病態に対しても本研究の成

果が活かされる可能性がある。私は現在 FSI モデルを用いて敗血症急性期における免

疫反応、凝固線溶反応の解明を目的とした研究だけでなく、PICS 病態の解明に関する

研究も同時に進行させている。 
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【今後の課題】 

 多くの優秀な研究者たちが長年にわたって敗血症の研究を行ってきたが、敗血症治

療薬は存在しない。本研究により均質な敗血症モデルのプロトコルが確立されたが、

マウスとヒトとの免疫学的差異に係る問題が解決したわけではない。FSI モデルを用

いてマウスにおける詳細な病態機序が解明されても、ヒト敗血症の治療薬の誕生まで

の道のりは困難の連続となる可能性がある。 

 救急医学はその特性から不確実性の影響を強く受け、橋渡し研究が十分に進んでい

ない領域である。その中でも、本研究や参考論文のように臨床研究と基礎研究の溝を

埋める研究を継続することで、各生体侵襲の治療薬開発に結び付く研究成果が生まれ

ると私は信じている。 
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