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１．背景 

１．１．敗血症 

敗血症（Sepsis）は、昔から血液中に病原微生物が検出される「菌血症」を発

端として全身性炎症が惹起され、多臓器不全へと進展し、死に至る病気として認

識されていた。１９９２年に初めて診断基準として「感染症による全身性炎症反

応症候群」と定義された（Sepsis-1）1。さらに、臓器障害を伴うものを重症敗血

症、循環不全を伴うものを敗血症性ショックと重症度が分類され、死亡率も増加

していく 2。その後、２００３年に改訂され（Sepsis-2）3、２０１６年には、よ

り臨床に則した「感染症によって重篤な臓器障害が引き起こされる状態」と臓器

障害に重きを置いた定義に変更された（Sepsis-3）4-6。主な臓器障害としては、

急性循環不全、血液凝固系の異常である播種性血管内凝固症、肺・呼吸器の障害

である急性呼吸不全・急性呼吸窮迫症候群、急性腎障害、急性肝障害、意識障害

や見当識障害を伴う敗血症関連脳症が挙げられる 7。特に、急性循環不全は、組

織への酸素供給を低下させ、他の臓器障害を助長させることから、敗血症性ショ

ックは最も重篤な状態と認識されている 2。 

敗血症の疫学は、世界で年間２７００万人が敗血症に罹患し、そのうち８００

万人が死亡するという統計がある 8。発展途上国では、小児の主な死亡原因とな

っている 9。しかし、敗血症は必ずしも発展途上国だけの問題ではなく、日本に
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おいても年間約３０万人が敗血症に罹患していると推測され、致死率は２０～

４０％である。先進国では、敗血症の患者の多くが集中治療を受けているにも関

わらず非常に高い致死率であり、集中治療室に入院した患者の主な死亡原因と

なっている 10。敗血症は、世界的な”medical emergency”である。 

敗血症の病態生理は非常に複雑である。しかし、近年の免疫学の進歩は、感染

症によって全身性炎症が惹起されるメカニズムや全身性炎症が個々の臓器を障

害していくメカニズムを明らかにしている 11。特に、Toll-like receptor （TLR）

を介して病原微生物を認識し、自然免疫が活性するプロセスの解明は大きな進

歩となった。エンドトキシンショックは昔からよく用いられる敗血症性ショッ

クモデルであるが、グラム陰性菌のエンドトキシンであるリポポリサッカライ

ド（LPS）は TLR4 によって認識され、過剰な炎症反応を惹起することが明らか

になっている 12。そして、これらのメカニズムの解明は敗血症に対する新しい治

療ターゲットの可能性を示し、多くの治療法が提案されている。 

敗血症の治療法は、抗菌薬の投与や感染源のコントロールなど感染症に対す

る治療や輸液と昇圧剤を用いた循環不全に対する治療、呼吸不全に対する人工

呼吸管理などを中心とした集中治療が行われるが、確立した治療プロトコール

はない 13-16。さらに、病態生理に基づいて、全身性炎症に対する免疫学的アプロ

ーチや播種性血管内凝固症に対する血液学的アプローチ、急性腎障害に対する
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急性血液浄化療法（腎代替療法）などが提案されているが、未だ有効性は示され

てはいない。今後敗血症のアウトカムを改善させるには、新しい治療ターゲット

を探索するだけではなく、治療ターゲットに見合った治療戦略を構築していく

必要がある 2。 
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１．２．中枢神経系による炎症反応制御機構 

近年中枢神経系による炎症反応制御機構が明らかになっている。炎症反応制

御機構の経路としては、神経内分泌（視床下部-下垂体-副腎系）と自律神経系が

知られている 17。視床下部-下垂体-副腎系による制御では、最終的に副腎から抗

炎症効果を持つ糖質コルチコイドの分泌が促進される。自律神経系による制御

は複雑ではあるが、副交感神経系の最終神経伝達物質であるアセチルコリンが α

７ニコチン性アセチルコリン受容体を介してマクロファージに直接作用し活性

を抑制することが知られている 18。さらに、交感神経系も、脾神経を経由して最

終神経伝達物質であるノルアドレナリンが脾臓において β２アドレナリン受容

体を介して T 細胞に作用し、T 細胞からのアセチルコリン放出を促進すること

によってマクロファージの活性を抑制する 19。 

ラットの敗血症モデルを用いて脳の活性化部位を探索した研究の結果では、

視床下部 -下垂体 -副腎系など神経内分泌に関わる神経核である室傍核

（Periventricular nucleus：PVN）、副交感神経系（迷走神経）の神経核である孤束

核（Nucleus of solitary tract：NTS）と背側迷走神経運動核（Dorsal motor nucleus of 

vagus nerve：DMNX）、交感神経節前繊維に投射している延髄吻側腹外側野

（Rostral ventrolateral medulla：RVLM）の神経活性が上昇している 20。これらの

神経の活性化は、全身性炎症に対する中枢神経系の防御反応と考えられる。実際
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迷走神経を刺激すると、敗血症モデルラットの生存率が改善する 21。また、RVLM

の C1 神経を特異的に活性化させると、腎虚血によって誘導された腎臓の炎症に

対して抗炎症効果を示す 22。このように、中枢神経系は敗血症だけではなく炎症

性疾患に対する治療ターゲットとしての可能性がある。 
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１．３．オレキシン 

 オレキシンは、２種類のオーファン G 蛋白共役型受容体（OX1R および OX2R）

に対するリガンドとして発見された２種類の生理活性ペプチド（オレキシン A

およびオレキシン B）であり、共通の前駆体（プレプロオレキシン）から生成さ

れる 23。オーファン受容体から内因性の生理活性物質を探す方法は”Reverse 

pharmacology（逆薬理学）”と呼ばれるが、オレキシンはこの手法で同定された初

めての生理活性ペプチドである。オレキシンは視床下部外側野（Lateral 

hypothalamus：LH）に限局して存在する神経（オレキシン神経）で産生され、脳

室内投与によって摂食量を増加させることから、当初、摂食行動を制御する神経

ペプチドとして注目された 23。その後、ノックアウトマウスの研究や犬の研究か

ら、オレキシン系の欠損が睡眠覚醒障害ナルコレプシーの原因であることが明

らかになり、オレキシンによる睡眠覚醒制御に注目が集まった 24, 25。オレキシン

神経は脳全体に投射しているが、視床下部内では摂食行動の制御に関わる弓状

核などに密に投射し、視床下部外では睡眠覚醒の制御に関わるノルアドレナリ

ン作動性神経の起始核である青斑核（Locus coeruleus：LC）、セロトニン作動性

神経の起始核である縫線核、ヒスタミン作動性神経の起始核である結節乳頭核

（Tuberomammillary nucleus：TMN）、橋のコリン作動性神経の起始核である外背

側被蓋核と橋脚被蓋核に密に投射している 26。 
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オレキシンの機能として、睡眠覚醒および摂食行動の制御が有名であるが、意

欲などの精神機能 27 や肥満などの代謝機能 28 などにも関わっており、睡眠覚醒

障害、摂食障害のみならず、うつ病や生活習慣病への臨床応用が期待されている。

その中でも、我々は、オレキシンによる神経内分泌と自律神経系の制御に注目し

た。オレキシンを脳室内投与すると、視床下部-下垂体-副腎系と交感神経系が活

性化することが知られている 27。これは、オレキシンによる中枢性炎症反応制御

の可能性を示唆させる。 

オレキシンをターゲットとした創薬を考えた場合、オレキシン自体は中枢神

経系に作用し、さらに通常血液脳関門を通過できないため 29、薬理効果を得るに

は中枢神経系に作用させるためのなんらかの方法が必要である。例えば、血液脳

関門を通過する低分子量化合物の開発である。近年低分子量オレキシン受容体

拮抗薬が開発され、睡眠導入薬として臨床応用されている 30。しかし、オレキシ

ン受容体作動薬については現在開発を進めているが、未だ臨床応用には至って

いない。ここで我々が治療対象としている敗血症では、全身性炎症によって血液

脳関門の機能が障害を受けており、ペプチドであるオレキシンでも血液脳関門

を通過できるかもしれないと予想した。 
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２．目的 

 本研究の目的は、敗血症性ショックに対するオレキシンによる治療効果を検

証することである。さらに、全身性炎症に伴う血液脳関門の機能障害よるオレキ

シンの脳への移行性を検討し、より臨床的意義の大きい末梢投与での治療効果

を検証する。敗血症性ショックのモデルとしては、致死量の LPS 注射によるエ

ンドトキシンショックマウスを用いる。 

  



11 
 

３．方法 

実験動物 

C57BL/6J を遺伝的バックグラウンドとして２つの遺伝子型（OX1R-/-;OX2R-/-およ

び野生型のホモ接合マウス）の 8~10 週齢の雄マウスを無作為に実験群に割り当

てた。実験マウスは個別ケージで飼い、特定の病原体のない条件下（Specific-

pathogen free：SPF）、周囲温度 23±1 ℃、12 時間：12 時間の明暗スケジュールで

管理した。 

 

溶液調整 

リポポリサッカライド（LPS：大腸菌由来リポポリサッカライド 055：B5、Sigma）

は、生理食塩水（大塚）に溶解し、1 mg/ml に調整した。 ヒトオレキシン A（OXA、

ペプチド研究所）は、生理食塩水に溶解し、実験ごとに濃度は調整した。 リン

酸塩緩衝生理食塩水（PBS）はリン酸緩衝生理食塩粉末（0.01 mol/l、pH 7.2-7.4、

和光）から、リン酸緩衝液（PB）はリン酸緩衝剤粉末（1/15 mol/l、pH 7.4、和光 ）

から作成した。 パラホルムアルデヒド（PFA、ナカライ）は、PBS に溶解し、

4％（w/w）に調整した。Clozapine N-oxide（CNO、Sigma）を生理食塩水に溶解

し、5 mg/ml に調整した。この CNO 溶液を各実験用の溶液に添加することによ

って再調整した。 
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マウスにおける LPS 誘導エンドトキシンショックモデル 

マウスにエンドトキシンショックを誘発するために、ZT10.5（暗期開始 1.5 時間

前）に LPS（10 mg/kg）を腹腔内（IP）注射した。 

 

手術 

オレキシンの中枢投与の効果を調べるために、ガイドカニューラを左側脳室に

取り付けた。体温および心拍数を 10 分毎にモニターするために、テレメトリプ

ローブ（TA11TA-F10、Data Science International）を皮下に埋め込んだ。 マウス

は手術後 1 週間回復させた。 

 

エンドトキシンショックにおける生存率実験 

エンドトキシンショックマウスの生存率に対する末梢投与したオレキシンの

予防効果を調べるために、浸透圧ポンプ（Alzet、Durect）を麻酔下で皮下に埋め

込んだ。ポンプには、200 μl の生理食塩水に溶解した 1 mg の OXA（または、対

照として 200 μl の生理食塩水）があらかじめ注入されており、ポンプの埋め込

みと同時に 8 μl/時間の速度で投与を開始した。 

末梢投与したオレキシンの治療効果を調べるために、プログラム可能なマイ
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クロインフュージョンポンプ（iPRECIO、Primetech）を麻酔下で皮下に埋め込ん

だ。ポンプには、100 μl の生理食塩水に溶解した 1 mg の OXA（または、対照と

して 100 μl の生理食塩水）が注入されており、LPS 注射の 30 分後に 8 μl/時間の

速度で投与を開始した。このポンプは外部スケジューラによってワイヤレスで

制御され、投与スケジュールは iPRECIO 管理ソフトウェア ver1.1 でプログラム

した。翌日、OXA（1 mg の OXA を 100 μl の生理食塩水に溶解）または 100 μl

の生理食塩水を iPRECIO に補充した。 

中枢投与したオレキシンの効果を調べるために、まず LPS 注射の 30 分前に麻

酔下で 3 μl の生理食塩水に溶解した 0.06 mg の OXA（または、対照として 3 μl

の生理食塩水）を 5 分間でガイドカニューラを通して脳室内（ICV）投与し、輸

液として 200 μl の生理食塩水を含む浸透圧ポンプを皮下に埋め込み、8 μl/時間

の速度で投与を開始した。 さらに、LPS 注射と同時に、0.02 mg/μl の OXA を 0.5 

μl/時間の速度で 24 時間 ICV 投与を開始した。 

保温（オレキシンを投与したマウスと同程度）の効果を調べるために、LPS 注

射と同時に 24 時間 30 ℃のヒートパッドでマウスを加温した。 

全ての生存率実験において、LPS 注射後の 7 日間、体温をモニターした。主評

価項目として生存率、副評価項目として LPS 注射の 24 時間後での体温を評価し

た。観察は 7 日後または死亡により中止した。生存率と体温の関係は、様々な体
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温値での偽陽性率（X 軸：1-特異度）に対する真の陽性率（Y 軸：感度）をプロ

ットする受信者動作特性曲線（Receiver operating characteristic curve：ROC 曲線）

によって表した。 ROC 曲線は曲線下面積（Area under the curve：AUC）によっ

て評価し、最適なカットオフ値を決定した。サンプルサイズは、以下の前提で計

算した。 許容誤差は 0.05、検出力は 0.8、2 日目の対照群の生存率は 0.2、7 日目

の治療群の予想生存率は 0.6〜0.9 とした。すべての実験マウスは、除外なしに

データサンプルとして使用した。 

 

血液脳関門透過性の検討 

体温をモニターしながら、LPS または生理食塩水を注射したマウスに[125I]OXA

を 106 cpm で IP 投与した。 [125I]OXA 投与の 2 時間後に脳を取り出し、放射線

レベルを γ-カウンターで測定した。 次に、脳を 4％PFA 中で一晩固定後、1 mm

の冠状切片をイメージングプレート（Bas-SR 2040、Fuji Film）に 5 日間焼き付

け、その後 BAS-2500（Fuji Film）で現像した。 

 

サイトカイン/ケモカイン、カテコールアミン、コルチコステロンの測定 

エンドトキシンショックにおける血液および組織のサンプリング。 

エンドトキシンショックマウスにおけるサイトカイン産生に対するオレキシン
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の効果を調べるために、体温をモニターしながら、LPS 注射の 4 時間後または

22 時間後に麻酔下で血液および脳を採取した。ヘパリンまたは EDTA-2Na を含

む 27G 針（Terumo）を用いて左心室から血液を採取し、3,000 rpm で 15 分間遠

心分離した。上清を血漿または血清として用いた。取り出した脳は液体窒素中で

凍結させ、-80℃で保存した。 

脳組織からのタンパク質抽出。 

全脳を秤量し、体積の５倍量の抽出緩衝液（Tris-HCl:20 mM、NaCl :0.15 M、0.05％

Tween-20、プロテアーゼ阻害剤カクテル）中で破砕し、均質化した。試料は 4 ℃

で 10 分間遠心分離（1,000 g）し、上清を除去した。2 回目の遠心分離（20,000 g、

4 ℃で 40 分間）の後、上清をタンパク質抽出サンプルとして用いた。全てのサ

ンプルについて、タンパク質量を BCA タンパク質アッセイキット（Thermo 

Scientific）で定量した。 

サイトカイン/ケモカインの測定。 

サイトカイン/ケモカインは、マルチプレックスキット（Millipore）を用いて測定

した。血漿サンプルは、アッセイ緩衝液で 1：2 に希釈した。脳サンプル抽出液

は、250 μg のタンパク質を使用した。 25 μl の試料および標準液を、各ウェルに

2〜8 ℃で一晩、抗体を含むマイクロスフェアとともにインキュベートした。次

に、マイクロスフェアの表面上の検体を、ビオチン化抗体のカクテルによって検
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出し、ストレプトアビジン-フィコエリトリンの結合後、レポーター蛍光シグナ

ルを Luminex 200 reader（Millipore）で測定した。 

カテコールアミンとコルチコステロンの測定。 

血清カテコールアミンおよび血漿コルチコステロンの測定は SRL に外注した。 

 

培養腹腔マクロファージにおけるサイトカイン mRNA レベルの測定 

マウス腹腔マクロファージは、1.5 ml のチオグリコレート（2.4 g/100 ml、BD 

Biosciences）を IP 注射して、5 日後に PBS で腹腔洗浄して採取した。細胞懸濁

液におけるマクロファージの純度は 95％以上であった。マクロファージ（実験

条件当たり 5×106/ウェル）を組織培養プレートに一晩付着させた後、OXA（10-

9,10-7 M）の存在下または非存在下、37 ℃で 6 時間、LPS（50 ng/ml）を含有する

10％FBS/DMEM 中でインキュベートした。次に培養上清をサンプリングし、

RNeasy（Qiagen）を用いて全 RNA を精製した。Interluekine-6（IL-6）、IL-17、

Interferon-γ（IFN-γ）、Tumor Necrosis Factor-α（TNF-α）の発現レベルを、以下の

プライマーを用いて QPCR によって測定した： 

IL-6 は 5'-CACAGAGGATACCACTCCCAACA-3 'と 

5'-TCCACGATTTCCCAGAGAACA-3'、 

IL-17 は 5'-GAAGGCCCTCAGACTACCTCAA 3 'と 
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5'-TCATGTGGTGGTCCAGCTTTC-3'、 

IFN-γ は 5'-CGCCTATCTTCGGGATGAATC3 'と 

5'-CCAACCGATACTCCATGAAAATG-3'、 

TNF-α は 5'-GGCCTCCCTCTCATCAGTTC-3 'と 

5'-GACAAGGTACAACCCATCGGC-3'である。 

 

エンドトキシンショックにおけるオレキシンの一過性応答 

末梢投与したオレキシンの一過性の効果を調べるために、LPS または生理食塩

水注射の 13.5 時間後に、100 μl の生理食塩水中に溶解した 0.1 mg（30 nmol）の

OXA（または、対照として 100 μl の生理食塩水）を IP ボーラス投与した。 中

枢投与したオレキシンの一過性の効果を調べるために、LPS 注射の 13.5 時間後

に 6 μl の生理食塩水に溶解した 0.01 mg（3 nmol）の OXA（または、対照として

6 μl の生理食塩水）を 5 分間で ICV 投与した。 体温および心拍数は、オレキシ

ン投与後 6 時間測定した。 

 

免疫組織化学 

LPS または生理食塩水注射の 13.5 時間後に、100 μl の生理食塩水に溶解した 0.1 

mg（30 nmol）の OXA（または、対照として 100 μl の生理食塩水）を IP ボーラ
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ス投与した。OXA または生理食塩水投与の 1.5 時間後、ペントバルビタールナ

トリウム（50 mg/kg IP）で麻酔し、まず PBS で灌流し、その後 4％PFA で灌流固

定した。脳を頭蓋骨から取り出し、4％PFA でさらに一晩固定後、沈降するまで

30％ショ糖液（PB に溶解）に浸した。Optimal Cutting Temperature Compound（O.C.T. 

Compound、Sakura Finetek）中に脳を凍結させた後、クライオスタット（Leica）

を用いて脳を 40 μm の厚さで連続的に切り出した。すべての切片は、ウサギ抗

Fos 抗体（1：10,000、RRID：AB_2314421）で一晩インキュベート（4 ℃）した。

一次抗体のインキュベート後、二次抗体としてビオチン化抗ウサギ IgG 抗体（1：

200、RRID：AB_2313606）で 1.5 時間インキュベートし、アビジン-ビオチン複

合体（ABC 溶液、Vector Labs）に 30 分間浸した。免疫反応性生成物の検出は、

ニッケルと H2O2 を加えたジアミノベンジジン（DAB、Vector Labs）を用いて Fos

陽性細胞の核を暗黒色で標識した。さらに、神経細胞の神経化学的特徴を同定す

るために、Fos の染色後、縫線核はヤギ抗 5HT 抗体（1：5,000、RRID：AB_572262）

で、結節乳頭核（TMN）はウサギ抗 HDC 抗体（1：1,000、RRID：AB_1002154）

で、視床下部外側野（LH）はヤギ抗オレキシン A 抗体（1：50、RRID：AB_653610）

で、インキュベート（4 ℃）した。一次抗体のインキュベート後、二次抗体とし

て各ビオチン化抗体（抗ヤギ IgG 抗体（1：200; RRID：AB_2336123）、抗ウサギ

IgG 抗体（1：200、RRID：AB_2313606））で 1.5 時間インキュベートし、 ABC
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溶液に 30 分間浸した。免疫反応性生成物の検出は、ニッケルを加えない DAB を

用いて神経化学的特徴を示す細胞の細胞質を薄い褐色で標識した。最後に、切片

をスライド上に載せ、空気乾燥、脱水、封入した。核標識細胞（Fos 陽性細胞）

と細胞質標識細胞は、LSM700 顕微鏡（Zeiss）で撮影した写真を用いて、3 人の

観察者によって盲検した。細胞質標識細胞および二重標識細胞を各領域の切片

で数え、細胞質標識細胞中の二重標識細胞の割合を評価した。 

 

抑制性 DREADD 実験 

DREADD による延髄縫線核セロトニン作動性神経の抑制の電気生理学的検証 

6 週齢の ePet-Cre マウスをイソフルランで麻酔し、定位固定手術台（Kopf）に固

定した。体温は、フィードバック制御加熱パッドを用いて維持した。延髄縫線核

全体へ発現させるために、1 μl の AAV8-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry を２カ所に

0.05 μl/分の速度でガラス毛細管用いてマイクロインジェクションした。定位座

標は、（前後：-5.5 mm、中外側：-0.0 mm、背腹：-6.1 mm）および（前後：-6.8 

mm、中外側：0.0 mm、 背腹：-6.0 mm）であった。 

8 週齢になったマイクロインジェクションしたマウスからすばやく脳を取り出

し、脳の冠状スライス（200 μm）を氷冷したカッティング溶液（KCl 2.5 mM、

NaH2PO4 1.25 mM、MgCl2 5 mM、CaCl2 0.5 mM、NaHCO3 26 mM、グルコース 11 



20 
 

mM、スクロース 210 mM、pH 7.4）中で作成した。スライスは、室温で維持し

た酸素化人工脳脊髄液（aCSF; NaCl 125 mM、KCl 2.5 mM、NaH2PO4 1.25 mM、

MgCl2 1 mM、CaCl2 2 mM、NaHCO3 26 mM、グルコース 11 mM、pH 7.4）中で 30

分間インキュベートした後、チャンバー内を室温で維持した酸素化 aCSF 中で灌

流（2 ml/分）させながら記録した。パッチ電極は、ピペット溶液（K-グルコン酸

塩 125 mM、KCl 10 mM、MgATP 4 mM、Hepes 10 mM、Na-GTP 0.3 mM、

Phosphocreatine-Na2 8 mM、EGTA 0.5 mM、pH 7.2）で満たした。パッチクランプ

記録には、Multiclamp 700B（Molecular Devices）を用いた。Digidata1322A インタ

ーフェース（Molecular Devices）を用いてシグナルをデジタル化し、Clampex 10.2

（Molecular Devices）を用いてシグナルを取得した。シグナルを 20 kHz でロー

パスフィルタリングし、40 kHz でデジタル化した。ホールセル記録はカレント

クランプモードで行い、Clampfit 9.0（Molecular Devices）を用いてデータを分析

した。抑制性 DREADD 実験のために、hM4Di を発現した神経細胞を mCherry の

蛍光によって同定し、自然発火を示す神経細胞のみを選択した。 aCSF で 5 分

間のベースラインを記録し、続いて aCSF で調整した 100 μM の CNO を 2 分間

灌流投与し、その後 aCSF でウォッシュアウトした。 

DREADD による延髄縫線核セロトニン作動性神経の抑制によるエンドトキシン

ショックにおけるオレキシンの一過性応答 
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6〜8 週齢のマウス（ePet-Cre および同腹野生型）の延髄縫線核に、AAV8-hSyn-

DIO-hM4Di-mCherry をマイクロインジェクションした。実験後、mCherry および

5HT の免疫組織化学によって、延髄縫線核における hM4Di 発現の局在を可視化

した。ウイルスのマイクロインジェクションの 2 週間後、体温を記録するため

にテレメトリプローブをマウスの皮下に埋め込み、 1 週間回復させた。LPS 注

射の 13.5 時間後に、CNO（4.5 mg/kg）または生理食塩水を IP 注射した。 CNO

注射の 1.5 時間後に、100 μl の生理食塩水に溶解した 0.1 mg（30 nmol）の OXA

を IP ボーラス投与した。体温は、オレキシン投与後 6 時間測定した。 

 

統計分析 

全ての統計分析は PRISM Ver.6.0（RRID：SCR_002798）を使用した。生存率は

Kaplan-Meier 曲線で表し、生存曲線の比較は Mantel Cox log-rank 検定を行った。 

全ての値は平均±標準誤差（mean±s.e.m）で表した。 2 群の比較は、unpaired student 

t 検定を行った。 2 つ以上の群の比較は、1-way ANOVA で分析後、個々の平均

を Bonferroni 検定で比較した。 時系列データの比較は、2-way ANOVA で分析

後、個々の平均を Bonferroni 検定で比較した。 差は、p<0.05 の場合有意である

とみなした。 
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４．結果 

末梢投与したオレキシンがエンドトキシンショックマウスの生存率を改善する 

オレキシンは、通常血液脳関門を通過しない 29。 しかし、驚くべきことに、

致死量の LPS 注射（70〜90％のマウスが死亡、10 mg/kg IP）の 30 分前に、オレ

キシン A（OXA、1 mg/マウス/24 時間）の皮下（SC）投与を開始した結果、エ

ンドトキシンショックマウスの生存率が劇的に改善した（Figure 1A）。 オレキ

シン受容体欠損（OX1R-/-;OX2R-/-）マウスでは、この効果は見られなかった（Figure 

1B）。 さらに、LPS 注射の 30 分後に OXA（2 mg/マウス/24 時間）の SC 投与を

開始した結果でも、生存率および生存時間が有意に改善した（Figure 1C）。興味

深いことに、オレキシンは最初の 24 時間しか投与されなかったが、生命維持効

果は数日間持続していた。 
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オレキシンはエンドトキシンショックマウスのサイトカイン産生を抑制する 

LPS は、全身に過剰なサイトカイン産生を誘発し、炎症反応をさらに増幅する

12。そこで、エンドトキシンショックマウスの末梢血中の 32 種類のサイトカイ

ンレベルを測定した。 LPS はほとんどのサイトカインのレベルを増加させたが、

OXA（1 mg/マウス/24 時間）の SC 投与の結果、LPS 注射の 4 時間後および 22

時間後に、多数のサイトカインの増加を有意に抑制していた（Figure 3）。同時に、

LPS 注射の 4 時間後および 22 時間後に、LPS によって誘導された低体温も改善

していた（Figure 4）。エンドトキシンショックの初期において、特に活性化マク

ロファージによって産生されるサイトカイン（例えば、Tumor Necrosis Factor-α

（TNF-α）、Macrophage Inflammatory Protein-1α（MIP-1α または CCL3）、MIP-1β

（CCL4））のレベルが有意に減少していた。後期では、マクロファージおよび/

またはリンパ球によって産生されるより多くのサイトカインのレベルが有意に

減少していたが、そのうち Interferon-γ（IFN-γ）および Interluekin-17（IL-17）が

特に著しく減少していた。 LPS の代わりに生理食塩水を注射した健常マウスで

は、末梢投与した OXA は末梢血中のサイトカインレベルに影響を与えなかった

（Figure 3）。中枢神経系の炎症状態を調べるために、LPS 注射したマウスの脳に

おいて同じ 32 種類のサイトカインレベルを測定した。 LPS は脳においてほと

んどのサイトカインレベルを増加させたが、末梢投与した OXA は LPS 注射の 4
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時間後および 22 時間後の脳内の特定のサイトカイン、特にミクログリア由来の

ケモカイン（例えば、MIP-1α/1β）の増加を有意に抑制していた（Figure 5）。 

エンドトキシンショックにおける過剰なサイトカイン産生は、主に LPS によ

って活性化されたマクロファージに起因する 12, 31。我々の結果から、オレキシン

が、中枢神経系を介して、またはマクロファージへの直接作用によって、マクロ

ファージの活性化を調節している可能性が示唆される。 後者の可能性を調べる

ために、野生型またはオレキシン受容体欠損マウスから腹腔マクロファージを

調製し、OXA（1 nM および 100 nM）の存在下または非存在下で、LPS によって

マクロファージを活性化した。OXA の非存在下で野生型およびオレキシン受容

体欠損マウス由来のマクロファージの IL-17、IFN-γ、IL-6、TNF-α mRNA レベル

は LPS 添加後に増加したが、OXA（1 nM および 100 nM）の存在下でも LPS に

よるこれらの mRNA の増加に影響を与えなかった。結果として、マクロファー

ジに対するオレキシンの直接作用の証拠は見出せなかった（Figure 6）。 

次に、オレキシンによる中枢神経系を介した抗炎症効果の末梢組織でのエフ

ェクターとして、カテコールアミンおよびコルチコステロンが媒介している可

能性が考えられる 17。LPS 注射したマウスの末梢血中のノルエピネフリンは、健

常マウスと比較して、有意に減少していた（Figure 2A）。 OXA は、LPS 注射し

たマウスおいてエピネフリンを増加させ、LPS によるノルエピネフリンの低下
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を部分的に抑制していた（Figure 1D）。 LPS 注射したマウスの末梢血中のコル

チコステロンは、健常マウスと比較して有意に増加していた（Figure 2B）。OXA

は、LPS 注射したマウスにおけるコルチコステロンの増加をさらに増強してい

た（Figure 1E）。これらの結果から、エンドトキシンショックマウスにおいて末

梢投与したオレキシンによって中枢性炎症反応制御機構が働いた可能性が考え

られた。 
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末梢投与したオレキシンは直接中枢神経系に作用する 

末梢投与したオレキシンは健康状態では血液脳関門を通過しない 29。しかし、

健常マウスと比較して、エンドトキシンショックマウスでは IP 投与した

[125I]OXA の脳への取り込みが有意に増加していた（Figure 7A、B）。この結果は、

末梢投与したオレキシンが全身性炎症下で脳内に移行することを示している。 

次に、オレキシンの中枢投与による生存率の改善効果を調べた。低用量（0.3 

mg/マウス/24 時間）の OXA を中枢（ICV）投与した結果、エンドトキシンショ

ックマウスの生存率が改善した（Figure 7C）。一方、この低用量の OXA の末梢

（SC）投与では、生存率の改善は見られなかった（Figure 7C）。興味深いことに、

ここでもまた、オレキシンは最初の 24 時間しか投与されなかったが、生命維持

効果は数日間持続していた。さらに、LPS 注射後初期におけるオレキシンの中枢

投与による抗炎症効果を調べた。 OXA（0.1 mg/マウス/4 時間）の ICV 投与によ

って、LPS 注射の 4 時間後の末梢血中の MIP-1α のレベルの増加を有意に抑制

し、MIP-1β、TNF-α のレベルの増加を抑制する傾向を示した（Figure 7D）。同時

に、ICV投与したOXA は、LPSによって誘導された低体温も改善していた（Figure 

8）。これらの結果は、オレキシンが中枢神経系に直接作用することによって、エ

ンドトキシンショックマウスの生存率が改善したことを示している。 
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オレキシンはエンドトキシンショックマウスの生存予後予測因子である体温お

よび心拍数を改善する 

齧歯類 32 およびヒト 33 において、低体温は敗血症における炎症の重篤度の重

要な指標となっている。そこで、エンドトキシンショックマウスの生存率と体温

の相関を調べた。オレキシンを投与したマウスの体温は、生理食塩水を投与した

マウスの体温よりも高く保たれていた（Figure 9A）。さらに、生存したマウスは、

死亡したマウスと比較して、LPS 注射の 24 時間後の体温が有意に高かった

（Figure 9B）。受信者動作特性（ROC）曲線より、体温 28.5 ℃のカットオフ値で

最適の感度と特異度が与えられえた（Figure 9C）。これは、LPS 注射の 24 時間後

の体温がエンドトキシンショックマウスの生存予後予測因子になることを示し

ている。しかし、体温の維持がエンドトキシンショックの生存改善の唯一の原因

であることを必ずしも意味しない。実際に、オレキシンを投与したマウスと同程

度にヒートパッド上で温めただけでは、エンドトキシンショックマウスの生存

率は改善しなかった（Figure 10）。 

心血管機能（例えば、心拍数や血圧）の評価は、エンドトキシンショックの重

症度の評価として重要である。そこで、エンドトキシンショックマウスに対して、

ボーラス投与した OXA の体温および心拍数に対する効果を調べた。 OXA を

ICV 投与したマウスの体温および心拍数は、生理食塩水を ICV 投与したマウス
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と比較して、3 時間有意に高く保たれていた（Figure 9D、E）。野生型マウスでは

OXA（0.1 mg/マウス）の IP 投与によって生理食塩水の IP 投与に比べて体温

（Figure 9F、G）および心拍数（Figure 9H、I）が一過性に上昇したが、オレキシ

ン受容体欠損マウスではこの一過性の上昇は見られなかった。これは、オレキシ

ンによるこの一過性の体温および心拍数上昇効果がオレキシン受容体を介して

いることを示している。対照として、健康な野生型マウスでは、OXA の IP 投与

によって体温および心拍数に影響を与えなかった（Figure 11A-D）。 
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エンドトキシンショックマウスの中枢神経系におけるオレキシンの標的部位 

エンドトキシンショックマウスの中枢神経系におけるオレキシンの生命維持

効果の標的部位を明らかにするために、生存率改善効果のサロゲージ・マーカー

としてオレキシンによる一過性の体温上昇効果に焦点を当てた。縫線核は、延髄

および中脳の領域に別々に存在する。延髄縫線核は、健常ラットにおいてオレキ

シンをマイクロインジェクションすることによって体温が上昇する部位として

報告されている 34。延髄縫線核の淡蒼縫線核および大縫線核（Raphe 

Pallidus/Raphe Magnus：RPa/RMg）において OXA によって活性化したセロトニ

ン作動性神経の割合を抗 Fos 抗体と抗 5HT 抗体を用いた二重染色によって評価

した（Figure 12A）。エンドトキシンショックの野生型マウスでは、生理食塩水投

与と比較して、OXA 投与後の RPa/RMg における Fos 陽性セロトニン作動性神

経の割合が有意に増加していた（Figure 12B）。この Fos 発現誘導は、エンドトキ

シンショックのオレキシン受容体欠損マウス（Figure 12B）または健常野生型マ

ウス（Figure 12C）では見られなかった。中脳縫線核の背側縫線核背側部および

腹側部（Dorsal part of Dorsal raphe/Ventrolateral part of Dorsal Raphe：DRD/DRVL）

は、体温上昇によって活性化する温度センサであるという報告がある 35。エンド

トキシンショックの野生型マウスでは、OXA 投与によって DRD/DRVL におけ

るセロトニン作動性神経の Fos 活性が有意に増加していた（Figure 13A-C）。中
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枢神経系における主なオレキシン神経投射部位を系統的に調べたが、OXA 投与

によって Fos 活性が有意に変化した他の領域は見出せなかった（Figure 13D-H）。

副交感神経系（迷走神経）の神経核である孤束核（Nucleus of solitary tract：NTS）

と背側迷走神経運動核（Dorsal motor nucleus of vagus nerve：DMNX）、交感神経

節前繊維に投射している延髄吻側腹外側野（Rostral ventrolateral medulla：RVLM）

の神経細胞は LPS 注射後に活性化する 20。また、コルチコトロピン放出ホルモ

ンによる青斑核（Locus coeruleus：LC）の活性化が、末梢リンパ球に対する免疫

抑制効果を示すことが報告されている 36。これらの神経細胞が、オレキシン系と

は独立して、LPS 注射後に活性化することを確認した（Figure 14）。エンドトキ

シンショックマウスにおいて、オレキシンの末梢投与によって、オレキシン受容

体依存的にセロトニン作動性の体温調節系が活性化したと結論づけた。 
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延髄縫線核は、エンドトキシンショックマウスに対するオレキシンによる体温

上昇効果において重要である 

組織学的探索の結果から、エンドトキシンショックマウスにおいてオレキシ

ンの体温上昇効果の標的部位候補として延髄縫線核を見出した。エンドトキシ

ンショックマウスのオレキシンによる体温上昇効果において延髄縫線核セロト

ニン作動性神経の活性が重要かどうかを調べるために、薬理遺伝学的手法を用

いて延髄縫線核セロトニン作動性神経の活動を特異的に阻害した（Figure 5D）。

神経特異的ヒトシナプシンプロモーターの制御下で、mCherry と結合した hM4Di

を Cre 依存的に発現する組換えアデノ随伴ウイルス（AAV8-hSyn-DIO-hM4Di-

mCherry）を、セロトニン作動性神経特異的に Cre を発現する ePet-Cre トランス

ジェニックマウスの延髄縫線核にマイクロインジェクションした。抗 5HT 抗体

を用いた免疫組織化学によって、セロトニン作動性神経における hM4Di-

mCherrey の発現を評価した（Figure 5E）。 hM4Di-mCherry 陽性神経の 89％がセ

ロトニン作動性神経であった。さらに、電気生理学的分析によってセロトニン作

動性神経に発現した hM4Di の機能を確認した。 CNO（100 μM）は、延髄縫線

核における mCherry 陽性神経の自然発火を減少させた（Figure 5F、G）。ここで、

エンドトキシンショックマウスにおいて、CNO によって延髄縫線核セロトニン

作動性神経の活動を抑制した時に、オレキシンによる体温上昇効果が抑制され
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るかどうかを調べた。AAV8-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry をマイクロインジェクシ

ョンした ePet-Cre トランスジェニックマウスにおいて、CNO（4.5 mg/kg）は LPS

注射後の OXA による体温上昇を有意に抑制した（Figure 5H、I）。 一方で、AAV8-

hSyn-DIO-hM4Di-mCherryをマイクロインジェクションした同腹野生型マウスに

おいて、CNOはLPS注射後のOXAによる体温上昇に影響を与えなかった（Figure 

5H、I）。 
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５．考察 

５．１．投与方法とオレキシン受容体作動薬 

我々は、敗血症の病態を逆手にとって末梢投与したオレキシンを脳内へデリ

バリーすることに成功した。臨床現場において脳内に直接薬物を投与すること

は現実的に難しさがあるため、その臨床的意義は大きい。しかし、直接脳内に投

与した場合、末梢投与では効果がない低濃度でも効果を示したことから、オレキ

シンをいかに効率的に脳内で作用させるかが重要であると考えられる。我々の

研究機構では、末梢投与で脳内に移行する低分子量オレキシン受容体作動薬の

開発を推し進めており、オレキシン２型受容体作動薬 YNT-185 を発見し 37、マ

ウスへの末梢投与によって覚醒効果およびナルコレプシー様症状改善効果を示

すことを報告した 38。今後低分子量オレキシン受容体作動薬の開発が進めば、よ

り効果的にオレキシン系の活性を薬理学的にコントロールすることができるよ

うになるかもしれない。 
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５．２．敗血症モデルおよび敗血症性ショックモデル 

我々は、敗血症性ショックモデルとしてエンドトキシンショックマウスを用

いた。エンドトキシンショックでは、直接感染症を引き起こすわけではないが、

グラム陰性桿菌の細胞壁の構成成分である LPS がエンドトキシンとして働き、

TLR4 によって認識されることがトリガーとなって全身性炎症が惹起され、致死

性のショック状態に陥る 12。近年では、腸内の細菌を腹腔に感染させることによ

って全身性炎症が惹起される盲腸結紮穿刺（cecal ligation and puncture：CLP）が

敗血症モデルのゴールデンスタンダードとして用いられているが、LPS による

エンドトキシンショックは昔からよく研究されてきた敗血症性ショックモデル

であり、全身性炎症モデルとしてもしばしば用いられ、全身性炎症による致死的

なショックモデルとしては簡便で有用なモデルであると考えている。しかし、臨

床応用を考えた場合、より臨床に近い感染症からの敗血症モデルでの検証が必

要であるかもしれない。また、臨床現場では、細菌性だけではなく、ウイルス性

や真菌性の敗血症もしばしば問題となり、現在ではウイルス性や真菌性の敗血

症モデルも存在する。細菌性、ウイルス性、真菌性の敗血症は、全身性炎症を惹

起するメカニズムや臓器を障害するメカニズムはそれぞれ異なる。しかし、オレ

キシンによる治療法は、中枢神経系を介することによって、発端となる病原微生

物には依存せずに、全身性炎症を含む全身状態の悪化に対して包括的にアプロ
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ーチすることができる可能性があると考えている。 

一方で、齧歯類の敗血症モデルで有効性が示された治療法が実際の患者での

臨床試験ではことごとく失敗に終わっている現状から、齧歯類の敗血症モデル

とヒトの敗血症では病態が異なるという指摘もある 39。臨床応用を考えた場合、

他の動物種での検証も必要であるかもしれない。ヒトにより近種の霊長類での

検証は、非常に有効であると考えられる。 
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５．３．作用機序 

本研究において、オレキシンによる中枢神経系を介した敗血症性ショックに

対する治療効果について、その作用機序は十分に解明されたとはいえない。しか

し、本研究の結果から、オレキシンの投与によって、１）コルチコステロンが増

加する、２）カテコールアミンが増加する、３）サイトカインの増加を抑制する、

４）標的部位候補の１つとして延髄縫線核セロトニン作動性神経が活性化する

ことを見出した。 

コルチコステロンやカテコールアミンは、中枢性炎症反応制御における末梢

組織でのエフェクターであり 17、コルチコステロンやカテコールアミンの増加

によって抗炎症効果や生存率改善効果も説明ができるかもしれない。実際糖質

コルチコイドやカテコールアミンの全身投与は、敗血症の治療としてしばしば

用いられ、部分的には有効性がある 13。しかし、その副作用は大きく、むしろ害

となることもしばしばある。実際ラットでのカテコールアミンの全身投与によ

る生存率の改善効果は、オレキシンによる改善効果より弱い 40。中枢神経系によ

る統制と神経からの局所の分泌が、主作用をより効果的にして、副作用を最小限

にした可能性が考えられる。 

敗血症における延髄縫線核の役割を示した研究報告は今までにない。近年神

経科学の発展により、薬理遺伝学的手法や光遺伝学的手法を用いて特定の神経
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細胞の活動を制御することが可能になっている。そして、この数年、特定の中枢

性神経細胞と末梢免疫系との連関を示した研究がいくつか報告されている。一

つは、報酬系の重要な神経核である腹側被蓋野のドーパミン作動性神経を活性

化することによって、末梢免疫系が活性化するという報告である 41。もう一つ

は、RVLM の C1 神経を活性化することによって、腎虚血によって誘発した腎臓

の炎症に対して抗炎症効果を示すという報告である 22。直近では、前脳基底部の

コリン作動性神経を活性化することによって、敗血症モデルの全身性炎症に対

して抗炎症効果を示すという報告である 42。同様にして、我々も、薬理遺伝学的

手法を用いて延髄縫線核セロトニン作動性神経の活動を抑制した時に、オレキ

シンによる体温上昇効果が消失することを示した。しかし、敗血症における延髄

縫線核の役割を直接示すには、延髄縫線核セロトニン作動性神経の活性化によ

る全身性炎症や生存率への効果を調べる必要がある。また、薬理遺伝学的手法や

光遺伝学的手法以外にも、オレキシンを延髄縫線核へマイクロインジェクショ

ンすることによって、オレキシンによる延髄縫線核への直接的な薬理効果を示

すことができるかもしれない。とはいえ、延髄縫線核は、体温上昇効果を指標に

オレキシン神経の主な投射部位の活性化を探索した結果見出された標的部位候

補の１つであり、先入観なしに生存率改善効果や抗炎症効果を指標に全脳で活

性化した神経細胞を探索する必要があるかもしれない。さらに、神経科学の発展
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により、活性化した神経細胞について入力先と出力先の神経細胞を標識するこ

とが可能となっている。この技術を用いることによって、敗血症において活性化

される神経ネットワークを同定し、その神経ネットワークにおけるオレキシン

の作用を明らかにすることができるかもしれない。 
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６．総括 

本研究は、末梢投与したオレキシンが敗血症性ショックモデルの１つである

エンドトキシンショックマウスの生存率を改善することを示した。通常オレキ

シンの薬理効果を得るには脳内へ直接投与する必要があるため、末梢投与によ

って治療効果が得られたことの臨床的意義は大きい。敗血症は、未だ致死率の高

い疾患であり、臨床応用が期待される。 

しかし、作用機序については、未だ十分に明らかになっておらず、最新の神経

科学的手法を用いて解明を進めている。また、臨床応用を考えた場合、他の敗血

症モデルでの検討や他の動物種での検証が必要であり、現在霊長類での検証を

始めている。 
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７．図表 

 
Figure 1. Effects of peripherally administered orexin-A (OXA) on survival in mice 
with endotoxin shock.  
(A) Kaplan-Meier survival curves of wild-type mice subcutaneously (SC) administered 
with saline or orexin-A (OXA; 1 mg/mouse/24 h) 30 min before lipopolysaccharide 
(LPS; 10 mg/kg) injection (each group n=10). (B) Kaplan-Meier survival curves of 
OX1R-/-;OX2R-/- (OXRKO) mice SC-administered with saline or OXA (1 mg/mouse/24 
h) 30 min before LPS injection (each group n=7). (C) Kaplan-Meier survival curves of 
wild-type mice SC-administered with saline or OXA (2 mg/mouse/24 h) 30 min after 
LPS injection (each group n=10). (D, E) Effect of OXA treatment on the levels of 
catecholamines (D) in the serum and corticosterone (E) in the plasma from LPS-injected 
mice, compared to saline treatment (each group n=3–5, *p<0.05). Data are presented as 
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mean±s.e.m. Statistical significance assessed by Mantel Cox log-rank test (A–C) and 
unpaired t-test (D, E). Data are replicated in at least three independent experiments. n.s., 
not significant 
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Figure 2. Serum catecholamines (A) and plasma corticosterone (B) levels at 22 h 
after LPS injection.  
Norepinephrine level in the serum decreased and corticosterone level in the plasma 
increased at 22 h after LPS injection (22H-LPS), compared to saline injection (22H-Sal) 
(each group n=3–5, *P<0.05, **P<0.01). 
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Figure 3. Effects of peripherally administered OXA on cytokine production in mice 
with endotoxin shock.  
Effects of OXA treatment on the levels of 32 cytokines in serum at 4 h and 22 h after 
injection of LPS (LPS-OXA) or saline (Sal-OXA), compared to saline treatment (LPS-
Sal, Sal-Sal) (each group n=8, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). OXA (1 mg/mouse/24 
h) started to be SC-administered at 30 min before LPS injection. Statistical significance 
assessed by 2-way ANOVA coupled to Bonferroni’s test. Data are replicated in at least 
three independent experiments. 
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Figure 4. Effects of SC-infused OXA on body temperature at 4 h or at 22 h after 
LPS injection.  
The changes of body temperature at 4 h or 22 h after LPS injection by SC 
administration of OXA (1 mg/mouse/24 h, LPS-OXA), compared to saline 
administration (LPS-Sal) (each group n=8, ***P<0.001, **P<0.01). 
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Figure 5. Effects of SC-infused OXA on cytokine production in brain at 4 h or at 22 
h after LPS injection. 
LPS increased most cytokines in all samples assayed. SC administration of OXA 
(1 mg/mouse/24 h, LPS-OXA) for 4 h or 22 h decreased several cytokine levels in the 
brain from LPS-injected mice, compared to saline SC administration (LPS-Sal) (each 
group n=8, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 
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Figure 6. Effects of OXA on expressions of IL-6 (A), TNF-α (B), IL-17 (C), and 
IFN-γ (D) mRNA in cultured peritoneal macrophages from wild-type and OXRKO 
mice.  
Hypoxanthine phosphoribosyl transferase-1 (HPRT) was used as internal control (each 
group n=6). 
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Figure 7. Direct action of OXA on the CNS in mice with endotoxin shock.  
(A) [125I]OXA-autoradiography of 1-mm coronal brain sections from control (saline) 
and endotoxin shock (LPS) mice. The brains were removed without perfusion at 2 h 
after intraperitoneal (IP) administration of [125I]OXA, and were fixed in 4% PFA 
overnight. The sections were exposed to imaging plates for 5 days, and then scanned by 
BAS-2500 (Fuji Film). (B) The levels of radioactivity in the whole brain from LPS- or 
saline-injected mice at 2 h after IP administration of [125I]OXA (each group n=4, 
***p<0.001). (C) Kaplan-Meier survival curves of wild-type mice 
intracerebroventricularly (ICV, upper; saline: n=8, OXA: n=7) or subcutaneously (SC, 
lower; each group n=7) administered with saline or OXA (0.3 mg/mouse/24 h) before 
LPS injection. (D) Effects of ICV-administered OXA on the levels of MIP-1α, MIP-1β, 
TNF-α and IL-6 in serum at 4 h after LPS injection (LPS-OXA), compared to saline 
treatment (LPS-Sal) (each group n=8, *p<0.05). OXA administration (0.1 mg/mouse/4 
h) started 30 min before LPS injection. Data are presented as mean±s.e.m. Statistical 
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significance assessed by unpaired t-test (B), Mantel Cox log-rank test (C), and 2-way 
ANOVA coupled to Bonferroni’s test (D). Data are replicated in at least three 
independent experiments. 
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Figure 8. Effects of ICV-infused OXA on body temperature at 4 h after LPS 
injection.  
The changes of body temperature at 4 h after LPS injection by ICV administration of 
OXA (0.3 mg/mouse/24 h, LPS-OXA), compared to saline administration (LPS-Sal) 
(each group n=8, **P<0.01). 
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Figure 9. Effects of OXA on body temperature and heart rate in mice with 
endotoxin shock.  
(A) The changes in body temperature of LPS-injected mice treated with OXA (1 
mg/mouse/24 h) or saline (each group n=10). (B) The correlation between the survival 
and body temperature in mice with endotoxin shock (Survivor n=12, Non-survivor n=8, 
***p<0.001). (C) Receiver operating characteristic (ROC) curve between survival and 
body temperature in mice with endotoxin shock. AUC: area under the curve. (D, E) 
Transient effects of bolus ICV-injected OXA (Wild-type_OXA) or saline (Wild-
type_Sal) on body temperature (D) and heart rate (E) in LPS-injected wild-type mice 
(each group n=4, *P<0.05). (F, H) Transient effects of bolus IP-injected OXA on body 
temperature (F) and heart rate (H) in mice with endotoxin shock. (G, I) IP injection of 
OXA (Wild-type_OXA) but not saline (Wild-type_Sal) increased body temperature (G) 
and heart rate (I) transiently in LPS-injected wild-type mice, but not in LPS-injected 
OXRKO mice (OXRKO_OXA) (each group n=4, **P<0.01, ***P<0.001). Statistical 
significance assessed by unpaired t-test (B), 2-way ANOVA (D, E), and 1-way ANOVA 
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coupled to Bonferroni’s test (G, I). Data are replicated in at least three independent 
experiments. 
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Figure 10. Effects of whole-body warming with a heat pad on body temperature 
(upper) and survival rate (lower) in mice with endotoxin shock.  
Warming elevated body temperature at 24 h after LPS injection, but did not improve 
survival of mice with endotoxin shock, compared to room temperature exposure (each 
group n=4, *P<0.05). 
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Figure 11. Transient effects of IP-injected OXA on body temperature and heart 
rate in healthy wild-type mice injected with saline (A, B, C, D) or in OX1R-/- 
(OX1RKO) and OX2R-/- (OX2RKO) mice with endotoxin shock (E, F, G, H).  
IP injection of OXA had no effects on body temperature and heart rate in healthy wild-
type mice. In OX2RKO mice, transient effects of OXA on body temperature and heart 
rate in endotoxin shock were canceled. In OX1RKO mice, the transient effect of OXA 
on body temperature in endotoxin shock was significantly potentiated. (each group n=4, 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 
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Figure 12. Thermogenic effect of OXA in mice with endotoxin shock through 
medullary raphe serotonergic neurons.  
(A) IP-administered OXA (LPS-OXA, right) but not saline (LPS-Sal, left) activated 
serotonergic neurons in raphe pallidus nucleus and raphe magnus nucleus (RPa/RMg) in 
LPS-injected wild-type mice by immunohistochemistry using anti-c-fos and anti-5HT 
antibodies. Black arrows indicate double positive cells and white arrows indicate 5HT-
single positive cells. (B, C) IP-administration of OXA significantly activated serotonergic 
neurons in RPa/RMg of LPS-injected wild-type mice, compared to saline administration 
(each group n=4, *P<0.05) (B). There was no significant difference in activities of 
serotonergic neurons in RPa/RMg between saline and OXA administration in healthy 
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wild-type mice (B) or in OXRKO mice with endotoxin shock (C). Statistical significance 
assessed by unpaired t-test. Scale bar: 100 μm. (D) Scheme illustrating chemogenetic 
experiments (See also main text). (E) Immunostaining in medullary raphe with antibody 
to 5HT (green; left), fluorescence of mCherry (red; middle). (F) A typical patch-clamped 
mCherry-positive neuron in medullary raphe of ePet-Cre mice. White broken lines show 
the pipette. (G) Typical change in the spontaneous firing rate of mCherry-positive neuron 
after CNO (100 μM) application. (H, I) CNO (4.5 mg/kg body weight) (ePet-Cre CNO) 
but not saline (ePet-Cre Sal) attenuated the increase of body temperature under endotoxin 
shock by OXA in ePet-Cre mice injected with virus, but not in wild-type littermate mice 
(Wild-type CNO) injected with virus (each group n=5–7, **P<0.01, ***P<0.001). 
Statistical significance assessed by 1-way ANOVA coupled to Bonferroni’s test. Data are 
replicated in at least three independent experiments. 
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Figure 13. Systematic survey of orexin’s targets in the CNS of mice with endotoxin 
shock.  
(A) Typical photographs of double staining for c-fos and 5HT in DRD/DRVL from 
LPS-injected mice treated with saline (LPS-Sal, left) or OXA (LPS-OXA, right). (B, C) 
The percentage of c-fos positive serotonergic neurons in DRD/DRVL from LPS-injected 
mice treated with saline or OXA, form saline-injected normal mice treated with saline 
or OXA (B) and from LPS-injected OXRKO mice treated with saline or OXA (C). (D, 
E) The percentage of c-fos positive serotonergic neurons in DRV/DRI (D) and in MnR 
(E) from LPS-injected mice treated with saline or OXA and from normal mice treated 
with saline or OXA. (F) The percentage of c-fos positive orexin neurons in LH from 
LPS-injected mice treated with saline or OXA and from normal mice treated with saline 
or OXA. (G, H) The percentage of c-fos positive noradrenergic neurons in LC (G) and 
histaminergic neurons in TMN (H) from LPS-injected mice treated with saline or OXA 
and from normal mice treated with saline or OXA. (B–H each group n=4, **P<0.01). 
DRD: dorsal raphe nucleus, dorsal part; DRVL: dorsal raphe nucleus, ventrolateral part, 
DRV: dorsal raphe nucleus, ventral part, DRI: dorsal raphe nucleus, interfascicular part, 
LH: lateral hypothalamus, LC: locus coeruleus, TMN: tuberomammillary nucleus. 
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Figure 14. Activation of neurons in the LC, RVLM, NTS and DMNX at 3 h after 
LPS injection in wild-type (A) or OXRKO (B) mice.  
Typical photographs of Fos staining in LC (left), RVLM (middle), NTS and DMNX 
(right) from wild-type mice or OXRKO mice injected with saline or LPS. LC: locus 
coeruleus. RVLM: rostral ventrolateral medulla. NTS: nucleus tractus solitaries. 
DMNX: dorsal motor nucleus of the vagus. 
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