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研究成果の概要（和文）：申請者らは敗血症性ショックモデルマウスに神経ペプチドであるオレキシンを末梢投
与すると、全身性炎症状態で障害を受けた血液脳関門を通過し、中枢作用によりバイタルサイン（体温と心拍
数）を回復することを見出した。また、オレキシンの生存率の改善効果に伴いカテコールアミンとコルチコステ
ロンが増加し、炎症性サイトカインが減少することを見出した。オレキシンの標的部位の一つとして延髄縫線核
セロトニンニューロンを同定した。オレキシンの効果は延髄縫線核セロトニンニューロンへの抑制性DREADDを用
いた介入で抑制され、延髄縫線核セロトニンニューロンへの興奮性DREADDによる介入でバイタルサインの回復が
見られた。

研究成果の概要（英文）：Sepsis is a systemic inflammatory response to infection and can lead to a 
life-threating medical emergency requiring intensive care. We found that peripheral administration 
of orexin penetrates the blood brain barrier and improves the survival of mice with 
lipopolysaccharide induced endotoxin shock. Orexin restored body temperature and cardiovascular 
function and decreased excessive cytokine production in mice under endotoxin shock. We detected 
serotonergic neurons in medullary raphe as the central target region of orexin. Then we confirmed 
that the inhibition of these neurons by inhibitory DREADD suppressed the orexin's thermoregulatory 
effect in mice with endotoxin shock. Furthermore, activation of serotonergic neurons helped restore 
body temperature and potentiated cardiovascular function in ePET1-Cre/FloxhM3 mice with septic 
shock. We concluded that peripheral administration of orexin activated the serotonergic system and 
helps the mice to survive and recover from septic shock.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症の治療法の開発は重要な課題である。敗血症治療は、感染症に対する感染管理と、ショックに対する循環
管理を中心とした末梢からのアプローチによるもので、未だに有効性は示されていない。オレキシンによる中枢
神経系を標的とした治療法は、これらの病態に対して包括的にアプローチできる可能性がある。また既存の治療
法とは作用部位が根本的に異なるために、既知の治療法との併用による相加・相乗効果が期待できる。さらに、
オレキシンの標的部位としてのセロトニンニューロンの役割が解明されれば、新たな治療法開発へと繋がる。ま
た、開発中の低分子量オレキシン受容体作動薬が新たな敗血症治療薬となる可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1.研究開始当初の背景 
 
敗血症は、細菌による感染を発端として、細菌が産生するエンドトキシンなどの毒素が全身に
広がり、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篤化
し、死亡率も増加する。主な臓器障害は急性循環不全、血液凝固異常である播種性血管内凝固
症候群（DIC）、急性呼吸不全、急性腎・肝障害、敗血症関連脳症などがある。世界では年間 2700
万人が敗血症に羅患し、そのうち 800 万人が死亡する。日本においても年間約 30万人が敗血症
に羅患し、20～40％が死に至る。敗血症の治療法は、感染症に対する抗菌薬、ステロイド、循
環不全に対する輸液、昇圧剤投与などが行われるが、死亡率改善を示すエビデンスを持つ治療
法はなく、有効な治療法の開発が強く望まれていた。近年、神経内分泌（視床下部-下垂体-副
腎系）と自律神経系などの中枢神経系による炎症反応制御機構が明らかにされてきた。オレキ
シンは睡眠・覚醒や摂食行動を制御する神経ペプチドとして発見されたが、神経内分泌系（視
床下部-下垂体-副腎系）や自律神経系を活性化することから、中枢性炎症反応制御作用を持つ
ことが示唆されている。我々は予備的実験で、敗血症性モデルマウスにオレキシンを末梢投与
すると、全身性炎症状態で障害を受けた血液脳関門を通過し、中枢作用によりバイタルサイン
を安定化し、生存率を改善する効果を発見した。さらにオレキシンの標的部位の一つとして延
髄縫線核セロトニンニューロンを同定した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では敗血症性モデルマウスを用いて、オレキシンによる予防・治療効果のメカニズムを
解明する 

 
1） オレキシンの中枢性作用の検証 
2） オレキシンの脳内標的部位の検証 
3） DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs)を用いた薬

理遺伝学的方法によりオレキシンの効果の検証 
4） 抗炎症作用（炎症性サイトカインに対する効果・カテコールアミン、コルチコステロ

ンに対する効果） 
 
３．研究の方法 
オレキシンの中枢性作用の検証 

 
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。オレキシンの中枢投与の効果を調べるためには、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。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。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。 
 
1） オレキシンの脳内標的部位の検証 
 
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）を腹腔内投与した。OXA または生理食塩水
投与の1.5時間後4％PFAで灌流固定した。脳の凍結切片は、ウサギ抗Fos抗体で一晩反応（4 ℃）
後、二次抗体のビオチン化抗ウサギ IgG 抗体で 1.5 時間反応し、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 抗体で反応（4 ℃）した。
二次抗体は抗ヤギ IgG 抗体を用いてさらに ABC 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。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。 
 
2） DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs)を用いた薬理遺

伝学的方法によりオレキシンの効果の検証 
 
DREADD による延髄縫線核セロトニン作動性ニューロン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 



 
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。さらに、ePET1-Cre
マウスと floxed-hM3Dq マウスを交配し、ダブルトランスジェニックマウスを作成し、同様に敗
血症性ショックを引き起こしたのち、CNO により体温上昇が見られるかを検討した。 
 
3） 抗炎症作用（炎症性サイトカインに対する効果・カテコールアミン、コルチコステロンに

対する効果 
1.と同様のマウスモデルでオレキシン投与後 4時間、22 時間後で採血し、マルチプレックスに
てサイトカイン、ケモカインレベルを測定した。 
 
４．研究成果 
 
敗血症性ショックモデルマウスに神経ペプチドであるオレキシンを末梢投与すると、オレキシン
が全身性炎症状態で障害を受けた血液脳関門を通過しバイタルサイン（体温と心拍数）を回復す
ることを見出した。この効果はオレキシンの脳室内投与によっても確認されたことから、オレキ
シンの中枢を介する作用であることが考えられた。神経活動の指標であるFosを用いた免疫組織
学的手法による探索の結果、オレキシンによる体温の回復作用には延髄縫線核セロトニンニュー
ロンが活性化されることが重要であることがわかった（Ogawa, Irukayama-Tomobe, eLife, 2016)。
さらに延髄縫線核にウィルスをインジェクションする技術を確立し、アデノ随伴ウィルス（AAV）
ベクターを用いて抑制性（hM4Di)DREADD(Designer Receptors Exclusively Activated by 
Designer Drugs) を発現させた場合に、オレキシンの体温上昇作用が消失することを確認した。
次にePET1-Creマウスとfloxed-hM3Dqマウスを交配し、ダブルトランスジェニックマウスを作成
した。このマウスに敗血症性ショックを起こした後、CNO投与によりセロトニンニューロンを興
奮させた結果、低下した体温の回復が認めされた。今後はこのマウスに敗血症を引き起こし、延
髄縫線核セロトニンニューロンを興奮させた場合に、生存率を改善できるかどうかを検討してい
く。また、オレキシンの生存率の改善効果に伴いカテコールアミンとコルチコステロンが増加し、
炎症性サイトカインが減少することを見出した。このことからオレキシンの生存率改善には抗炎
症作用も関連しているのではないかと考えられた。 
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