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結論

腸管粘膜は表皮と同様に外界との挽点に位置しており,機械的,化学的刺激や無

数の外来抗原,細菌等の異物に曝されている。そのため,腸管は厚い粘液層で覆われ

非特異的バリアを形成している。この粘液の主成分は高分子糖タンパク質であるムチ

ンであり,主として腸杯細胞から分泌される。また腸管からは免疫グロプリンの一種

であるイムノグロブリンA(i―unoJobulinA,IgA)が分泌されており,その役割は

細菌出来毒素,ウイルス,ア レルゲンの中和や,腸内細菌と結合・凝集することで細

菌の腸管粘膜への接着を防ぐなど多岐に渡つている。さらにIgAとムチンは腸内細菌

と共にバイオフィルムを形成し,病原性細菌等の腸管粘膜への接着を防いでいる 1'2)。

これらのパリアを超えて粘膜中へ侵入した細菌や異物に対しては,腸管免疫系の働き

により,免疫応答が誘導される。一方で腸管腔内には栄養素や乳酸菌やビフィズス菌

などの無害な菌も存在しており,これらに対しては免疫応答を無視する,いわゆる免

疫寛容が成立している。この免疫寛容は制御性 T細胞 tCD4t∞25増細胞)から分泌

される抑制性または抗炎症性サイトカインと呼ばれるIL‐ 10や TGF‐ βにより誘導され

る
3、 これらのサイトカインはIgA分泌にも関係しており,抗体のサブタイプをアレ

ルギー反応型のIJではなく免疫寛容型のIgAへとクラススイッチする応答を誘導す

る●。このように腸管はムチン,I鼻 といつたバリアにくわえ腸管免疫系により複合

的に守られている。

フラクトオリゴ糖 thctooligo―harides,FOS)やイヌリンに代表されるイヌリ

ン型フルクタンはβ2‐ 1フルクトースポリマーの還元末端にグルコースが 1分子結合

した構造のオリゴ多糖であり,天然にはチコリーやニンニク等の幅広い植物中に貯蔵

炭水化物として存在するほか,人工的にスクロースにフルクトシルトランスフェラー

ゼを反応させることでも合成されている
5ゝ このフルクトースポリマーのβ2‐1結合は

哺乳動物の膵消化酵素や膜消化酵素では分解されないため,摂取したフルクタンは小

腸を通過し,大腸へと流入する。大腸においてこれらアルクタンは腸内細菌の発酵基

質として利用され,短鎖脂肪酸 飾 山血 fawacidS,SCFAl,乳酸,コハク酸等の

有機酸へと変換され,大腸内pHの低下に寄与するほか, in shでの結腸灌流試験の

結果から,脚 A,特にル酪酸には迷走神経の刺激を介したムチン分泌促進作用が報
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告されているm。 また,フルクタンは¨ 瀞 やらル創蹴力中 の良好な発酵基質

となり増殖を刺激し
9'り
,同時に大腸内聰A分泌量を高めることが知られているH'餞ゝ

フルクタン摂取時に誘導されるこれらの乳酸産生菌は小腸ノくイエル板細胞と共培養し

たときIgAの分泌を誘導するほか,マウスヘの経口投与試験の結果から小腸洗浄液中

のIgA濃度を増加させることが報告されている
B'崎
。しかし,小腸内IgAの大半は胆

汁に由来することから1⊃,アルクタンの主たる作用部位である大腸でのIgA分泌量の

解析とその作用機序の解明こそが重要であると考えられる。

ところで,Robedoidら 10はヒト結賜由来の腸内細菌を用いた れ動
"発
酵試験

において,フルクタンの重合度 ldegreeOfpolperintion,DP)が DPく10の場合,DP210

に比べて発酵速度が2倍速いことを報告している。この知見は低 DPの方が腸内細菌

への基質 (単糖)の供給速度が速いことを意味しており,供給量によっては発酵基質

としての C/N ttLイ ンバランスを引き起こし,発酵産物は平L酸やコハク酸に偏りSCFA

産生量は減少すると考えられる
Ⅳ'Rこれらの有機酸は解離度が高く lpKa<4.5),

SCFAと異なり腸管からの吸収速度が遅いため大腸内に蓄積し,大腸内pHは極度に

低下する
1"。 hね加 瀞やみル制疵胸咄などの乳酸産生菌は強酸性環境下においても

増殖可能であるが
鋤
'2り,_般に他の菌種では増殖は抑制され,その結果,SCFA産生

量は益々抑制されると考えられる。したがって,アルクタンのDPは発酵速度を介し

て有機酸パタンや腸内フローラ,引いては腸管バリア機能に関与するムチン及びI鼻

分泌量に影響を及ぼすと考えられる。

本研究ではDPの異なるアルクタンをラットに摂取させたときの大腸バリア機能

に及ぼす影響について大腸内IgAおよびムチンに焦J点をあて解析し,次いで大腸内I鼻

及びムチン濃度の上昇が炎症聯 患 価伽― atolybowel dsease,BD)の予防に果

たす役割について明らかにすることを目的とした。第 1章ではDPの異なるアルクタ

ン摂取時の盲腸内IgA分泌量の変動について,盲腸内発酵パタン,腸内細菌叢 (特に

乳酸産生菌),盲腸粘膜固有層中理鼻plaSmace11の観J点から解析を行うとともに,IgA

分解速度を測定することで分解速度の観点からも解析を行つた。また,盲腸粘膜固有

層 CD4+T細胞を分離し,CD3/CD28共刺激下で培養し,そのサイトカインプロファイ

ルを解析することで,フルクタンの腸管免疫系に及ぼす影響についても詳細に検討し

1,
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た。第2章ではDPの異なるフルクタン摂取時の盲腸内ムチン分泌量の変動について

分泌要因 (SCFA,ル鷺

『

解 発現量,杯細胞勤 から解析するとともに,ムチン分解

酵素活性を測定することで分解速度の側からもムチン量を解析した。また,ムチンは

分子種以外に糖鎖種によって中性,シアロまたは硫酸ムチンに分類され 2υ,なかでも

硫酸ムチンは粕性が高く,腸内細菌による分解に抵抗性を示すことから2つバリア機能

にも重要な役害Jを示すと考えられる。したがって,本章ではDPの変化がこれらムチ

ン糖鎖種に及ぼす影響について,組織学的,分子生物学的手法を用いて解析した

クローン病や潰場性大腸炎に代表される自己免疫疾患であるIBDの病因は未だ明

確でないが,遺伝的因子に加え,腸内環境因子 (食事,腸内細菌 ,免疫機構の破綻,

異常が絡み合って発症すると考えられる。この疾患の特徴は寛解と再燃を繰り返すこ

とで,炎症の再発には腸内細菌の透過が強く係わつている2→。フルクタン摂取は大腸

バリア機能を増強し,また腸管免疫系を修飾することで透過細菌に対する寛容を誘導

し,炎症の抑制に繋がるのではないかと考えられる。したがって,第 3章,第 4章お

よび第5章ではIBDの動物実験モデルとしてトリニトロベンゼンスルホン酸

ftrinitrOLunesulfonicacid,n輻 S)誘発大腸炎を作成し,本モデルに対するアルク

タン摂取の効果を評価した。このモデルは急性期において恥硼sと溶媒であるエタノ

ールの同時投与による腐食作用に端を発し,細菌やエンドトキシンの透過により増強

される急麟 症像を示し,慢性期において恥嶋Sによリハプテン化された菌体タンパ

クや自己粘膜タンパクに対する免疫応答により炎症が持続する慢性炎症像を示すモデ

ルと考えられている。第 3章では腸管バリア機能の観点から急麟 症に対する抑制効

果の評価を行い,第 4章では慢性炎症に対する治癒促進効果の評価を行つた。また第

5章ではより臨床を反映する大腸炎モデルとして恥硼s誘発再発大腸炎モデルを作成

し,本モデルの免疫学的特徴付けを行った。
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第 1章

イヌリン型フルクタンの重合度が盲腸内IE鼻量に及ぼす影響
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第1節  緒論

腸管は消化・吸収の場であると同時に腸内細菌をはじめとする種々の異物に対す

る生体防御を司る免疫器官でもある。この腸管免疫系は病原性細菌やその他の異物に

対しては免疫応答,食事タンパク質や常在腸内細菌に対しては免疫寛容を誘導してい

る。さらに免疫グロブリンの一種であるIBAを分泌し,細菌由来毒素,ウイスルやア

レルゲンの中和や畑菌の粘膜上皮への付着を阻止することで腸管を保護している。

IgAは粘膜固有層中に存在するI♂LplaSmace11により二量体として合成され,腸上皮

細胞基底部に存在する多量体免疫グロプリン受容体 lplperic hmmoJObdhreceptor,

PI駅)と結合し, トランスサイトーシスにより管腔側へ輸送される
25ゝ

先に述べたようにフルクタンは小腸で消化吸収されず,大腸において,腸内細菌

の発酵基質として利用され, SCFA,乳酸やコハク酸等の有機酸へと変換されるほか,

I醐oら
“
瀞 や り渤み臨留ね等の乳酸産生菌の増殖を刺激するプレバイオティクスと

して知られている
9'0。 これら乳酸産生菌は加ッj加 や れッおり確掴投与調 での結

果から腸管免疫系を修飾しIEA分泌を誘導することが小腸組織で報告されている
3't

しかし,実際にアルクタンを摂取させたときの大腸内の乳酸産生菌数の変化とIgA分

泌および腸管免疫修飾との関連性を明確に示した報告はない。また大腸内のIBA量は

大腸からの分泌量のほ力ヽこ小腸や胆汁由来の流入量や,腸内細菌による分解量のバラ

ンスによつて決まるが,フルクタンの摂取がこれらの流入量や分解量に及ぼす影響に

ついては十分に検討されていない。

本試験では,イヌリン型フルクタンのDPカミ盲腸内聰鼻量に及ぼす影響について

盲腸内発酵パタン,腸内細菌叢 (特に乳酸産生菌),盲腸粘膜固有層 II鼻 JaSmacell比 ,

IgA分解速度から解析するとともに盲腸粘膜固有層からCD4+T細胞を分離し

CD3/CD28共刺激下で培養を行いそのサイトカインプロファイルについても解析した。
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第 節   実験方法

2.1制

劇験に用いたフルクタンは平均DPが DP4,DP8,DP16お よび DP23のもので,

DP4 卸}%1‐kestOse,460/O nysto"および 10%1‐iβJ漁加hanosyl nysto‖ )は明治製

菓欄 (メ イオリゴP,東京)から購入した 2oo DP23は DPの範囲が DP10J“ の混合物

であるラフテリンαP (Tienen, Beu血Jを用いた 2つ。DP8 fDP3-13)お よび DP16

tDP5■0)は Bacilllls sp.217C口H由来の新規 β‐フルクトシダーゼを用いた酵素合成に

より調製されたものを
2η
,フジ日本精糖側 (静岡)から供与された。フルクタンの平

均 DPは Tosoh SK― Gel G3000PWXL 000× 7.8-)ゲル浸透クロマ トグラフィー用カ

ラムを装着したHPLCにより分析し2η〕フルクタンのDP分布は高性能陰イオン交換

クロマ トグラフィー IHPAEC,DX‐ 500,D10NEX,東京)により分析した 2η 帆部鵬

1)。

2.2 動物実験

7週齢の SpDe‐Dawley(SD)系雄ラット (日本エスエルシー 側,浜松)を用

い,室温 23圭 2°C,相対湿度 45～ 55%,12時間の明暗周期 (700に点灯)の条件下,

ステンレス製ケージ内で個別飼育した。ラットは搬入後,飼育室に目れさせるために

標準飼料で 3日間予備飼育を行つた。標準飼料は,IN口 76組成を基本とし,65。25%

コーンスターチ,250/0カゼイン,5%コーンオイル,3,5%ミ ネラル混合物,1%ビタミ

ン混合物,0。25%酒石酸コリンで構成されたものを用いた駒。予備飼育後,体重を基

準に群分けを行い,試験飼料のいずれかを水道水とともに自由摂取させた。飼育期間

中,毎朝体重および飼料摂取量を記録した。なお,すべての動物実験は,静岡大学動

物実験管理委員会において定められた「動物実験に関する指針」に則つて実施した。

実験 1 40匹のラット (体重 232‐264g)を 5群 (1群 8匹)に分け,対照飼料 (標準

試料と同一)または対照飼料中のスターチとの置換でアルクタンを夫 6々0/0添加したフ

ルクタン飼料を与え 15日 間飼育した。飼育開始 12‐ 14日 目にかけて回収した糞便は,

10倍量のリン酸緩衝生理食塩水 lphosphatebferedsaline,PBS,pH 7.2,プ ロテアー

ゼ阻害剤 tComplmo,Roche,USAlを 1銘Q00記 の割合で含む)で均一化し,遠



心分離 (15,000 X g,4° C,30分)後の上清をIョ生の測定まで ‐80°Cで保存した。

試験終了後,小腸および盲腸を摘出し,F鴫内容物は小腸内を氷冷PBS lpH7.2)15 mL

十空気 20 mLでフラッシュすることで回収した。回収した内容物はPBSで 15 mLに

定容した後,1.5 mLをサンプリングし,遠心分離を行い (10,000 X g,4°C,10分)

上清をしヽの測定まで ‐80°Cで保存した。盲腸は全重量を測定後,切り開いて内容物

をポリプロピレン製の容器に回収し,窒素ガス気流下で均一化した。ここから直ちに

内容物 50‐100 mgを 1.5mL容マイクロチュープに粋り取り,lmMジチオスレイトー

ル,0,01%Tw馴帥 を含む滅菌PBS(染色用バッファー)1五Lを力日えボルテックス

ミキサーで3分間撹拌し,アローサイトメーターによる菌数測定のため解剖終了まで

氷中で保存した。また盲腸内容物 200 mgを 1.5 mL容マイクロチュープに秤り取り,

等量の蒸留水を加えペレットミキサーで均一化した後,コンパクトpHメ ータ (脚堀

場製作所,東京)で pHを測定した。有機酸測定用には盲腸内容物 150 mgを 1.5 mL

容マイクロチューブに粋り取り,測定まで ‐80°Cで保存した。IgA演1定用には盲腸内

容物 100 mgを 1.5mL容マイクロチュープに粋り取り,これに 0.5%Tween20,0.02M

アジ化ナトリウム を含む PBS ITⅥ∝劇BS,pH7.4)l mLを 加え均一化した。これ

を遠心分離し (15,000 X g,4° C,30分),回収した上清をIE鼻 の測定まで ‥80°Cで

保存した。またIBrAについては同時に分解速度の測定も行つた。内容物を 100mgずつ

3本の115mL容マイクロチュープに分注し,脱気蒸留水 500 μLを加え均一化した後

37°Cで 0,1,3時間インキュベートした。反応終了後 1%Twelen20,0.04Mアジ化ナ

トリウム を含む三倍濃縮 PBS 500 μLを加え,遠心分離し(15,000 X g,4°C,30分),

その上清中の I〔鼻を測定した。残りの内容物はリアルタイムPcRによるl直o3arlirFli

とらル観覆瘤物量の測定のために‐80°Cで保存した。盲腸組織は2分割し,一方は液

体窒素により直ちに凍結後,OCT compound(サ クラファインテックジャパン,東京)

で包埋し凍結プロックを作成した。もう一方はフローサイトメトリーにより粘膜固有

層単核球 (lminaprOpria mononuclearcells,LPMC)中 のIgAメasma Cell比を求めた。

実験2囀 匹のラット (体重240253g)を 5群 (1群 8匹)に分け,実験.1と同様の
試験群で 15日 間飼育した。試験終了後盲腸を摘出し,盲腸組織から粘膜固有層中

α】打細胞を分離し,CD3/CD28共刺激による培養を行つた。

よ
　
　
　
く
　
　
　
ハ
　
　
ヽ
ｒ



1

2.3盲腸内容物中細菌数の測定

総菌数の測定は解剖当日に行つた。染色用バッファーで均一化した盲腸内容物は

遠心分離し(700 X g,4°C,1分間),その上清900ル を再度遠心分離することで (6,000
Xg,4°C,3分間),細菌画分を沈殿として回収した。細菌画分は染色用バッファー 1

mLを加え懸濁させ,遠心分離

“

,000× g,4°C,3分間)する洗浄作業を3回繰り返

した後,最終的に染色用バッファー l mLで再懸濁させた。この細菌懸濁液を染色用
バッファーで10,o00倍希釈した後,5山4の SヽぽOBC thvitrOgen,USA)lμ  (終
濃度5mO,l mymLの ヨウ化プロピジウム (同仁化学研究所,熊刺 2 μL(終濃
度2μ」mL)および内部標準として蛍光ビーズ(FlowCheck,l X 106/mL,Becl― COulter,

USA)50 μLをカロえ (終濃度 5X104/mL)室温,遮光下で 15分間静置した。これを
フローサイ トメーター fEPICSuXL,R咄枷mCOdterlに供し,ディスクリミネーター

は側方散乱光 (SSC)を 1.0に設定した。swoBcの 蛍光の検出には検出波長が 505‐ 545
nmのフィルター lFLl)を ,PIの蛍光の検出には検出波長が 605‐635 nmのフィルタ

ー fFL3)をそれぞれ用いた。FL1/FL3パネルにおいて Slぽo Bc陽性の細胞集団を生

細胞, PI陽性の細胞集団を死菌,二重陽性の細胞集団を損傷菌としてゲー トで区切

つた lFu鵬 2)。 生菌,死菌,損傷菌の和を総菌カウントとしてカウント数が20,000

を超えた時点で解析を手動で終了させた。総菌数はFlow Checkビーズのカウント数

との比から,次の式で求めた。

総菌数/mL=((総菌カウント)/(ビーズカゥント))x5X104× (希釈倍率 :10,000)

2.4有機酸の測定

有機酸 (酢酸,プロピオン酸,ル酪酸,コハク酸および乳酸)は,分離用カラム

(X卜102H,側島津製作所)および電気伝導度検出器 (mloA,脚島津製作所)
を備えた高速液体クロマトグラフ fLC‐ 10AD,榊島津製作所)を用いて内部標準法で

測定したRす なわち 1.5 mL容マイクロチューブに 150 mg前後を正確に粋り取つ
た盲腸内容物に対し,全量が o.53と なるように蒸留水を加えた後,内部標準として

10 mM水酸化ナトリウム溶液で調製したクロトン酸溶液 0.3町ル)を 0.5 mL加え

●
　

　

い
　
　
ヽ
ド



“
　

　

ｈ

　

ヽ
・

た。これをポリトロンホモジナイザー (Hηloo,MEMATICA,胸山証hJを 用
いて均一化 伸C,30秒)した後,15,000 X g,4°Cで 15分間遠心分離し,上清 0.5

mLを 1.5 mL容マイクロチュープに移 した。これに等量のクロロホルムを加えボル

テックスミキサーで 1分間撹拌した後,15,000 X g,4°Cで 15分間遠心分離した。
この上層 (水相)をフィルター濾過 rDISMIC,13CP045AN,ア ドバンテック東洋閉,

東京)した後,分析に供した。

2.5 1EAの測定

Grewalら の方法
2め
を一部改変した ELISA法で測定した。すなわち,50 mM炭

酸緩衝液rpH9.5)で 5μymLに調製したマウス抗ラットIgA抗体 (CLONEMARA‐ 1

puriied,コスモバイオ 脚,東京)を 96ウェルマイクロプレー ト lNuncイ ムノプレ

ー ト,Mhxisott F96,Nalge rlllnc intemiOnal,USAlに 100 μL/wellカロえ 4°Cで一晩

放置した。PBs lpH7,4)でプレー トを 6回洗浄した後, 1%ウシ血清アルブミン

lbvine田剛m albmin,BSAlを含む PBS ttSA‐PBS,pH 7.4)を用いて非特異的結

合に対してプロッキング処理を行つた。PBsでプレー トを 6回洗浄した後,0.1%

BSA‐PBSで 1000‐ 7.8125 nymLの範囲の希釈系列を調製した標品(ラ ット骨髄 IgA,

Z〕medLaboFatOries,INC,USA)お よび PBsで希釈した検体 (小腸内容物および糞,

100倍 :盲腸内容物,500倍)を各ウェルに 50 μL入れ,4°Cで一晩放置した。PBsで

プレートを 7回洗浄した後,1%BSA‐PBSで 2μ」mLとなるように調製したホース

ラディッシュペルオキシダーゼ 仙B範dsh perOxldase,HRP)標 識マウス抗ラット IgA

抗体 lCLONED癬駅キ2 PEROXIDASE,コ スモバイオ 側)溶液を 50 Fwen加え,

室温で 2時間反応させた。PBsでプレー トを 8回洗浄した後, ひフェニレンジア

ミンタブレット 0馴鼻 錠,SIGM晟組DHCH,us鱒 を含む 15 mMク エン酸‐リン

酸緩衝液 (1伽.5 mL,pH 5.0)に 30%H2026 μL加えた発色試薬を 100 μL/wellカロ

え,遮光下で 5‐7分問反応させた。これに反応停止液 (2N硫酸)を 100 μL/well加え

た後,マイクロプレー トリーダー

"hH 680,Bio‐

Rad,USAlで 490 nIIIの吸光度

を測定した。測定は全て 2連で行つた。なお,サンプルは希釈前に遠心分離を行い

(12,000Xg,4℃ ,30分間),その上清を希釈に用いた。
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2.6  糸田直百DN アルタイムPcRに

b`溜bb“たrJα 量の測定

一定量サンプリングした盲腸内容物 (30‐50m」 は,滅菌 PBS lmLを加え懸濁

させた後,遠心分離 (700 X g,4℃,1分間)を行つた。この上清900出 を再度遠心

分離することで (10,000 X g,4°C,10分間),その沈殿を細菌画分として回収した。
細菌DNAの抽出にはISOPLANT(ニッポンジーン,東京)を使用し,添付の説明書

に従い抽出した。細菌画分にSdution I CSDS溶液)300ル をカロえよく懸濁させた後,

3olution I(塩化ベン減■叡ω 150匹 を加え50℃ ,15分間反応させた。次いで Sol■ion

Ⅲ (酢酸ナトリウム翻 150 μLを加え氷中で15分間放置後,遠心分離 (12,000 X g,

4℃,15分間)を行つた。水相 40011Lを回収し,l mLのエタノール (‐30℃)を加

え混合し,直ちに遠心分離 (12,000 X g,4℃ ,10分間)を行い,細菌DNAを沈殿と

して回収した。細菌DNAは 70%エタノールでリンスした後,乾燥させ付属のトリス
_EDTA緩衝液 (硼)50 μLに溶解させた。抽出したDNAの純度は260/280 mmの吸

光度を測定することで算出し,260/2801.11の吸光度比 1.6‐ 1.9を被検可能な許容範囲と

した。

蜘 o麟勝 および Fttb臨伴iα の定量には 16SrDNAを標的としたリアルタイ

ムPcR法を用いた。各菌種特異的なプライマーは以下のものを用いた;hゎら″瀞 助,

TGGAAACAGRTGCTAATACCG(sensc),GTCCATTGTGGAAGATrCCC tantisensc);

3Ju昴口蝕『r滋
3o, TcGCGTCYGGTGTGAAAG (sellsc), cCACAT CCAGCRTCCAC

tantisense)

リアルタイムPcRには Liま£ycler(sT300,ロ シュuSAlを使用し,一検体あた

りSYBRPremixEx TaqⅡ (タカラバイオ)10匹,5μMのプライマー溶液 (sense,antisense,

終濃度 0.2 μhO各 0.8出,滅菌 MilliQ水 6.4 μLを混合した master IIllxを 作成し,20

μLガラスキャピラリに 18 μL力日え,さ らに細菌 DNAサンプル 2 μLを加え測定し

た。95°C,10秒間の初期熱変性後,PCRは熱変陸 05°C,5秒間),アニーリン分

伸長反応 [1銀轟∝瀞

“

5°C,10秒間):鉤憾動悧貯ね (64°C,10秒間)]を 1サイク

10
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ルとし,40サイクル行つた。PCR終了後,反応産物は融解曲線分析により解析した。

本試験では既知濃度の DNAを用いた標準曲線による絶対定量を行つており,標品と

して北海道大学 園山慶准教授から割譲されたmOb“ iirJu解げ加需JCM 1717お よび

B≠あbttri3脚 Jθ昭辮:DCM20219由来の 16SrDNAを用いた。

2.7盲腸粘膜固有層中IgA plasm cellの 免疫染色

凍結切片は凍結プロックから4脚n厚で薄切し,アミノシラン lAPS)コートス

ライドグラス (マツナミ,東京)上に貼り付け,37℃ で30分間乾燥させた。その後,

Cyto触だppem mbiOsdence)を切片上に滴下し,湿箱内で固定処理を行つた (室

温,30分間)。 切片は2.5%ヤギ血清を含むPBS(プロッキングバッファー)でプロ

ッキングした後 (室温,30分間),PBSで希釈したマウス抗ラットIgA抗体 (10μ」mL,

MARA‐ 1,AbD Serotm,UK1 80 μLを滴下し反応させ (室温,1時間),次いでプロ

ッキングバッファーで希釈したAl囲■uor 488標識ヤギ抗マウスIgG抗体鬱OμymL,

hvitrogen,USA)80 μLを滴下し室温で 1時間反応させた。その後切片はプロッキン

グバッファーで希釈したビオチン標識マウス抗ラットCD45R(10 μymL,ⅢS24,

eBloscience,usA)80 μLを滴下し反応させ (室温,1時間),次いで Alexa Πuor 546

標識ストレプトアビジン 4PBSで 200倍希釈,hvitrogen1 80 μLを滴下し室温で30分

間反応させた。また各反応の間には,0.05%Ъ爾》20PBS twashb‐erl中に2分間 X

3回浸漬させる洗浄作業を挟んだし最終的に切片はVECTASHIELD wi■ DAPI(Vector

labomtories,PAFbOr叫ま,UKlで封入し,蛍光顕微鏡 lBX60,オリンパス,東京)

下でIgA plaslna celの観察を行つた 佃3鵬 3J。

2.8ヱFTサイ Lメ トリーによる盲腸粘膜固有層 Itt dasma cen比の解析
5nlm角程度に細切した盲腸組織は,10 mMジチオスレイトールを含むハンクス

平衡塩溶液 m血ピ balancod salt sol■ioFl,HBSS,Ca,Mg不含,フェノールレッド含

稀 50 mL中で 2X10分間 (室励 ,l mMEDTA含有HBSS50 mL中で3X30分

間 07°C)攪拌することで,粘液および上皮細胞を除去した。次いでRPMI‐1640中で

組織に残存するⅡ

「

Aを洗い流した後,1.5 mymLコ ラゲナーゼ (細胞分離用, 200

レ
　
　
　
■

ヤ
　

　

臀
　

　

、
　

　

．
　

　

・
　

　

“
　

　

ｈ

　
　
Ａ
一



ン

ト

レ

Ｆ

」

卜

Ｐ

ト

ド

レ

い
　　　・　　　　ピ　　　ヤ　　　　い　　　・

r,

unirmg,和光純薬脚,大阪)および 100/。 ウシ胎児血清 榛du対鵬 serLIn,FBS)を

含む RPMI‐1640 20 mL中で 37°C,30分間 X2回撹拌し問質系組織を消化した。その

後,細胞濾過器 (池本理化,東京)を用い上清を回収し,遠心分離 (300 X g,4°C,

5分間)により沈殿を日ヽ輌Cと して回収した。LPMCは 20/OFBS/PBS 10mLに懸濁さ

せ,遠心分離 000 X g,4° C,5分間)により残存するコラゲナーゼを洗い流した。こ

の操作を2回繰り返した後,LPMCは 20/OFBS/PBS5 mLに再懸濁させ, トリバンブル

ー染色により宙abilけ を測定した ←93%)。 LPMC(lX10%ells)に対し2%mS,

0.05°/ONR3を含むPBSで希釈した F「C標識抗ラット砲A抗体 (5 μymL,… 1,

AbD Serotec)およびPE標識抗ラットCD45R抗体 (5 μymL,ⅢS24,BD biosc撤鵬 )

のカクテル 50 μLを加え氷冷,遮光下で 1時間反応させた。抗体染色した細胞はプロ

ーサイ トメーター lEPICS‐XL,BcclmanCoulterlに供し,utCD45RI°
W釘~の
細胞集

団をIgA plasma cemと定義した
3り
佃3鵬 3‐b)。

2.9 α耳守細胞の分離と培養

CD4対 細胞は採取量が少ないため,各群 2検体を一つにまとめて調製を行つた。

盲腸組織から上記と同様にLPMCを分離し,これを40%Percoll(GE heal■― Ld,

BuclcinuShire,uK1 8 mLに 懸濁させ,700/OPercol1 2 mLの 上に重層 し遠心分離し

た (760 X g,20°C,20分間)。 400/0/70%Perooll境界面の粘膜固有層リンパ球 tamina

pro「nalpphocyte,PL)を 回収し,磁気細胞分離装置 (lmpdc cen sorting,MACS)

によりαM増 細胞を精製した功。LPL lX107 cenSに対し,0.5%BSA,2%Ⅱ)TAを含

む PBS IMACShttr,フ ィルター滅菌済み)で希釈したビオチン標識抗体カクテル

(抗ラット顆粒球 (5μ」mL,HIS48, eBloscience, USAl,抗 ラットNKWlA(5

μymL,10/78,BDЫ osciences),抗 ラットCD45R(5μ」mL,HIS24,cBio"ience),

抗ラットRTlB(10 μymL,0獅,BD bbsciences)お よび抗ラットCD8α (10μ理由t,

OX‐8,BD biosciences)100 μLを力日え 4°Cで 30分間反応させた。その後 MACSbFer

5 mLを加え遠心分離 (300 X g,4℃,5分間)し,上清を捨て余剰な抗体を洗い流し,

次いで細胞は MACSb湖け で希釈した磁気ビーズ欄識抗ビオチン抗体 

“

倍希釈 ,

MiltenyBio籠〕Geman1 100μ Lを加え 4°Cで 15分間反応させた。その後 MACSbFer

■
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5 mLを加え遠心分離 (300 Xg,4℃ ,5分間)し,細胞はMACSb‐erl mLに再懸濁

させMACSカラム (LSカ ラム,Miltny Biotc)に通した。MACSカ ラムはMACSbFer

3 mLを流し平衡化させた後,細胞懸濁液を流し,次いでMACS httIを 3mL X 3

回を流し,抗体標識された細胞 lB細胞,抗原提示細胞,マクロファージ,顆粒球お

よびNK細胞)はカラムに保持させて,CD4打細胞を分離した。分離した□‖打細

胞は遠心分離後 000Xg,4℃ ,5分間),oomplete medm(10%Π 3S,5011M2‐メル

カプトエタノール,50 ШMd peniciminお よび 50μ〔典i Streptomycmを含む

Ⅲ珈訃1640)l mLに再懸濁した。このうちの一部 (lX105cellS)は 20/OFBS,0.05%NN3

を含む PBStpH7.2)で希釈したΠTC標識マウス抗ラットCD3抗体 (2 μJmL,G4.18,

BD Ыosch鵬),PE標識マウス抗ラットCD4抗体 (5μ」mL,OX35,BDbioscience)

のカクテル 50 μLを加え氷冷,遮光下で 1時間反応させた後,フローサイ トメーター

によって純度の測定に用いた (>70%,Five4)。 残りの細胞は,滅菌 PBSで希釈し

た抗ラットCD3抗体 (10μ」mL,04.18,BD biosciencc)50μ 1/wellを加え 4°Cで一晩

コーティングした後,滅菌 PBSでウェルを3回洗浄した 96ウェルプレー ト

tCostaro3595,Co― g,USAlに 2X105cenゴ loo μLの害J合で加え,次いで oomplete

m轟urrlで希釈した抗ラットCD28抗体 (lμ」mL,JJ219,BD blo"ience)を 100「/Well

を加え 50/OC02,37・Cの条件下で 72時間培養を行つた。培養終了後上清を回収し,サ

イ トカインの測定ま,30°Cで保存した。

2.10培養上清中サイトカイン濃度の五J立

サイ トカイン に‖,6,10および
「

Nf)濃度はBDONIAEHSAset lBD

Biosciences,CA,USA)を 用い,添付の説明書に従い測定した。

2.11統計処理

結果は平均値と標準誤差 (等分散)または中央値と範囲 (不等分散)で示した。

各データはBattett検定により分散の均一性を確認した後,群間の差の検定を一元配

置分散分析 fANOVAl後 ,Tukey‐Kmmer協前で行った。不等分散を示すデータにつ

いては対数変換後,再度 Bardett検定を行い,等分散の場合は上記に示した解析を行い,
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不等分散の場合はMkal‐Wallis検定を行い,群間に有意差が認められた場合は対照

群との間でKohogorov‐Smimov欄幅ample t載 を行つた。いずれの統計結果も,危険

率が5%未満のとき,有意とみなした。

第3節   結果

難 1

試験期間中の飼料摂取量は,対照群に比べ全フルクタン群で有意に低下し,この

傾向は体重増加量にも反映されたが群間に差は認められなかった。盲腸組織重量は対

照群に比べ全フルクタン群で有意に増加し,内容物量は対照群に比べDP4,DP8お よ

びDP23で有意に増加し,DP16群で増力日傾向を示した 同 。08)。 また,盲腸内pHは

対照群に比べ全フルクタン群で有意に低下した (Table l)。 盲腸内SCFA濃度 (酢酸,

プロピオン酸,ル酪酸の総和)は DP8,DP16お よびDP23群で対照群に比べ304%
の増加が認められたが群間で有意差は認められなかった。ル酪酸濃度は対照群に比ベ

DP8,DP16お よびDP23群で有意に増加した。乳酸およびコハク酸濃度は低DP側で

高値を示し,対照群に比べ乳酸濃度はDP4,DP8お よびDP16群で,コハタ酸濃度は

DP4群で有意に増加した (Table l)。 また盲腸内SCFA量は濃度と同様に中‐高DP側

で高値を示し,対照群に比べDP8群で有意に増加した。酢酸量はDP23群,プロピオ

ン酸量はDP4およびDP8群,ル酪酸量は全アルクタン群で対照群に比べ有意に増加し,

認e酪酸量はDP8で最高値を示した。乳酸量は濃度と同様の傾向を示し全フルクタン群

で有意に増加し,コハク酸量は対照群に比べDP4,DP8,DP23群で有意な増加を示し

た (Table l)。

小腸内IE鼻量は群間で差が認められなかった。盲腸内IgAは濃度,量ともに対照

群に比べDP4,DP8,DP16群で有意な増加が認められ,DP4群で最高値を示した。糞

中IgA濃度はフルクタン群間内では盲腸内IgA濃度の挙動とよく似ているが,対照群

に比べDP16およびDP23群で有意な低値を示した。糞中IgA量では対照群に比べDP23

群で有意な低下を示した い3騰 5)。

16SrDNAを標的としたリアルタイムPcRによって分析した盲腸内容物 lgあたり

の加ヵb“勝数は対照群に比べ全フルクタン群で有意に増加し,特に低DP側のDP4,

卜

Ｆ

卜

Ｐ

，

ド

・

い

・

Ｆ
　
　
　
，
　
　
■

ｒ

　

　

ｒ
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DP3群で顕著であつた。一方,ι舜制蹴力巾数は対照群に比べDP8,DP16,DP123群

で有意に増加した tFu鵬 6)。 また盲腸内容物 lgあたりの細菌数は対照群に比べDP4

群で有意に低下しており,このときすべてのフルクタン摂取群で生菌率の有意な低下

と死菌率の有意な上昇が認められた (Table 2)。

盲腸LPMCに対するIJttlaSma糸田胞比は対照群に比べDP4,DP8,DP16群で有

意な高値を示し,DP8群で最高値を示した lTble3)。

盲月易内IgAの分解はフルクタン摂取により抑制され,盲腸内容物中を37℃で培養

開始したときの各群のIgA濃度を 100と したとき,培養 3時間後の相対変化率は対照

群で74%の低下であつたのに対し,DP4群,49%:DP8群,28%;DP16群 ,20/0:DP23

群,15%の低下であつた o嚢鵬ゝ

葺調R2

CD4打細胞の培養の結果,IFN‐ γでは対照群に比べDI14群で有意な増加,DP16,

劇陀3群で有意な低下を示し,IL‐ 10ではDP4群でのみ有意な増加を示した。またDP4

群のこれらサイトカインに対する増力日は対照群に比べFtt γで3倍,L‐10で 1.8倍

であつた。IL‐4は対照群との間で有意差は認められないが,フルクタン群間内におい

てDP4群でDP23群に対し有意な高値を示した。L6は群間で差は認められなかった

Ci3鵬 8)。

第 節  考察

本試験ではDPの異なるフルクタンの発酵パタンの差異をより明確にするため,

それぞれ許容量上限の60/0を飼料に添加した。その結果,盲腸内の発酵は発酵速度が

速いと予測される低DP側では乳酸発酵を呈し,発酵速度が緩やかと予測される高DP

側ではSCFA量の増加が認められた。このときのI曲b“昴 数は乳酸濃度の変イヒとよ

く一致しており,低 DP側で顕著に増加していた。従来,腸内細菌は基質として単糖

を菌体内に取り込むと考えられていたが,最近,Iacゎら″lirJliは DP2またはDP3まで

のフルクタンを直接菌体内に取り込み代謝すると報告されている33ゝ したがって,発

酵速度 (資化速度)の差異に加え,低 DP側では高DP側に比べて1曲3銀に対す

15
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る選択的誘導能
3oが
強く作用したと考えられる。一方,従来の報告からFOS(本試験

で用いたDP4と 同一)にはヒト,マウスやラットにおいて切憾動脚″れを増加させる

ことが知られている35■■本試験において,ら帥 b醐鮮tα 数はDP4では対照群に比ベ

僅力■こ増加しているものの,有意差は認められず,高 DP側でのみ有意に増加してい

た。本試験において盲腸内bル観放ヵ巾 数はhヵレ 励 数に比べ少ないのに対し(対

照群で 1ん0以下),ヒ トでは¨ 励 よりら弾あb∝lFiaが優勢とされている。ま

たN_ら ηは同じ系統のマウスであっても繁殖業者のコロニーが異なれば,腸内
細菌叢も異なり,難消イレ性糖質 (ラフィノース)を摂取させたときの発酵が異なるこ

とを報告している。したがつて,本試験で使用したラット盲腸内に定着している

b脚抽gたrた の絶対数が少ないため,DP4 1FOS)摂取によるbttbaCttrね 誘導能が

弱かったと考えられた。フルクタン摂取により盲腸内容物中lgあたりの勧
“
瀞 お

よびb舜制蹴力巾数は増加していたにもかかわらず,総細菌数の増加は認められなか

つた。またこのとき,フルクタン摂取により生菌率は対照群に比べ有意に低下し,死

菌率が有意に増加していた。フルクタン摂取は盲腸内pHを有意に低下させる。多く

の細菌 (特に至適pHが中性付近の酵素を持つタンパク分解細菌など)は低pH条件下

で生育できないのに対し
3り

,乳酸産生菌は低pH条件下でも耐性を示すため20,2o,フ

ルクタン摂取により芋L酸産生菌は増加するが,総菌数に占める生菌率は低下したもの

と考えられた。

次いでイヌリン型フルクタンのDP変化が盲腸内IgA分泌量に及ぼす影響につい

て解析した。その結果,盲腸内IBVAは濃度・量ともに低DP側で顕著な増加を示した。

このとき盲腸内IgA濃度は乳酸濃度および¨ 瀞数と強い有意な正の相関 ←s.

:直oレ瀞,同.97,PCO,01:vs,乳 酸,同。93,‥ .03)を示したが, らFあb“たFね 数

やプローサイ トメーターにより測定した総菌数とは有意な相関を示さなかった lvs`

み脚 b配たria,F-0.14,P―-0.81:vs.細菌数,日 .28,P=0.65)。 従来,乳酸産生菌

投与によるIgA分泌促進作用は小腸での知見であるのに対し
口'鴫,FOSや synerw(ォ

リゴフルクトースとイヌリンの混合物)等のフルクタン摂取によるIgA分泌促進作用

は大腸 (糞および割励 での知見であり
H'0,こ
れまで大腸におけるIgA分泌メカニ

ズムと乳酸産生菌との関連性は不明確であつた。本試験結果から,フルクタン摂取に

16



, ト

1:

r

J つヽ

よる盲腸内IgA分泌促進作用は小腸での知見と同様に乳酸産生菌,特にい 沸特

異的に誘導された結果であると考えられた。また理鼻にはパイエル板を介しT細胞依

存的に産生された抗原特異`性と親不P性の高いIgAと ,粘膜固有層中の樹状細胞を介し

T細胞非依存的に産生された抗原非特異的で親和性の低いIgAが存在するが0,上述

のようにアルクタン摂取時の盲腸内砲A分泌は¨ 瀞数に依存していることから,

このIgAは T細胞依存的に誘導されたものと推定された。また,本試験では小腸内IgA

量 (小腸,胆汁由来)に変化が認められないことから,この盲腸内IgA濃度/量の増

加は盲腸での分泌促進あるいは分解抑制が関与すると考えられた。

フルクタン摂取により盲腸粘膜固有層中のIgA plttm cell比 は対照群に比べDP4,

DP8コ DP16群で増加するが,このとき最大値を示したのは盲腸内IgA量の結果と異な

り,DP8群であった。粘膜固有層で産生された聰ハはpIFに結合し管腔側に輸送さ

れるが,m可ザはpI駅 の産生をリト
“
〔瓢ateすることが報告されている

4、 本試験結果

からDP4の摂取は CD4打 細胞の IL申 10および IFNf分泌を高める。したがって,DP4

の摂取は IgA plasma細胞の増加に加え山呉 の産生を促進した結果,最も効果的にIgA

分泌を高めた可能性がある。

また,一般にしりまプロテアーゼによる分解を受けにくいとされているが 0,実

際にはじ蒻 sj鹿∫,∫″

`μ

¨ ,θb]″励卿 が分泌する理鼻prOteaseにより分解され

ることが報告されている
4345L本
試験において盲腸内IE鼻 の分解速度はフルクタン摂

取により抑制されたが,その傾向は高DP側でより顕著であった。この酵素の至適pH

は中性付近であり
4f■l,ァルクタン摂取では盲腸内pHの低下が認められることから,

IgA分解抑制は基本的にはpH低下によると推定される。しかしながら,上述の盲腸

内IgA濃度と乳酸および乳酸菌数との強い相関関係を見る限り,盲腸内IgA量に及ぼ

すフルクタンによる分解抑制の寄与は比較的小さいと考えられる。

以上をまとめると,DPの異なるイヌリン型フルクタン摂取時の盲腸内l鼻分泌

量はDP4,DP8群で顕著に増加し,この増加には1“Юb″ノJを介した腸管免疫の修飾

が推定された。またD‖ 群では盲腸粘膜固有層 I〔ハplaSma∝Ⅱの増加に加えCD4+T

細胞でのL‐ 10および
…
ザの分泌を促進させることが確認された。
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第2章

イヌリン型フルクタンの重合度が盲腸内ムチン量に及ぼす影響
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第1節  緒論

13Aと同様に腸管バリアを構成する主要な要素であるムチンは,腸管上皮を覆う

粘液の主成分として物理化学的バリアとしてだけでなく, IgAの リザバーとしても機

能している。ムチンは分子量300 kDa以上の高分子糖タンパク質であり,セリン,ス

レオニン,プロリンを主体としたアミノ酸の繰り返しドメインから構成されるコアタ
ンパク質にCaINAc,GlcNAc,Gal,Fuc,シ アル酸が10前後の糖鎖として結合したも

ので,いずれの糖鎖もコア部分にCaINAcを もち,セリン,ス レオニンの水酸基とひ

グリコシド結合をしている亀 腸管においてムチンは主にラ困剛包で合成・分泌されて

おり,ムチンをコードしていている遺伝子はヒトにおいて20種類報告されているが
働,ヒ ト同様ラットにおいても″鴫 ・大腸では分泌型ムチンである

“

性2と膜結合型

である鯛憾Jが主であり,杯細胞 (ル蹴2,“鷺3)および吸収上皮細胞 (レ鷺J)で発

現している
4つ
。

イヌリン型フルクタンをはじめとする発酵性食物繊維やレジスタントスターチ

は大腸において腸内細菌による発酵を受けSCFA等の有機酸へと変換されるが,加∫加

でのラット結鰤 実験の結果から,sCFA,特にル酪酸には迷走神経の刺激を介し

たムチン分泌促進作用が報告されている6t第 1章の結果よリアルクタンDPの変化
は発酵パタンに影響を及ぼす。DPの異なるフルクタンの摂取は,発酵パタンの変化

を介してムチン分泌量に影響を及ぼすと考えられる。

このムチン分泌量の増力熙こは,杯細胞数の増加と杯細胞あたりのムチン合成量の増

カロの二つの要素が関係する。また,大腸内ムチンは,分泌と同時に常に腸内細菌によ

る分解にも曝されており,さ らに胃,小腸由来のムチン流入量によっても左右される。

したがつて大腸内ムチン量は小腸からの流入量ならびに大腸での分泌量および分解量

のバランスによって決まると考えられる。

ところで,ムチンはその遺伝子型以外にも組織化学的に酸陛度の違いから,中性

ムチンと酸性ムチンに大別される。これらはムチンを構成する糖鎖種の違いによるも

のであり,酸性ムチンはシアル酸を多く含むシアロムチンと硫酸エステノL/fヒされた糖
を多く含む強酸性の硫酸ムチンに分類され

“
,これらの糖鎖の相違は溶液中でのムチ

ンの物性 ぐ粕性)に大きな違いをもたらし,硫酸ムチンの方がシアロムチンに比べ粘



性が高く,また腸内細菌のムチン分解酵素に対する抵抗性も強いと考えられている23ゝ

つまり硫酸ムチン量の増加はバリア機能の増強に寄与すると考えられる。先の研究で

はイヌリンやオリゴフラクトースの摂取は大腸における硫酸ムチンの割合を増加させ

ると報告されている50,現 しかしながら,これらの報告は組織染色像を元に推定され

たものであり,実際の盲腸内ムチンあたりの硫酸基量等の定量的解析は行われていな
い。

本章では,DPの異なるアルクタンをラットに摂取させたときの盲腸内ムチン量
に及ぼす影響について,分泌 (SCFA,ル物遺伝子発現量,杯糸剛包]卿 と分解 (糞ム

シナーゼ活性)の向向から解析を行うとともに,アルクタン摂取がムチン糖鎖種に及
ぼす影響 (3042‐の定量,硫酸転移酵素,シアル酸転移酵素の遺伝子発現,組織染色)
を解析することを目的とした。
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第 節  実験方法
2.1 実験試料

第 1章と同様のものを用いた。

2.2 実験動物および飼料組成

使用した飼料および飼育条件は第 1章に従つた。70匹のSD系雄ラット(体重226

～258」 は体重を基準に 1群 14匹の5群に分け,対照飼料または各フルクタン飼料

で15日 間飼育した。途中 10‐12日 目にかけて回収した糞はムチンの測定に,13およ

び 14日 目に回収した新鮮便はムシナーゼ活性の測定に用いた。試験終了後,小腸およ

び盲腸を摘出し,各内容物は第1章と同様に回収した。小腸内容物は凍結乾燥後,ム

チン量の測定に用い,盲腸内容物の一部はpHおよび有機酸の測定用に小分けし,残

りは凍結乾燥し,ムチン量の測定に用いた。盲腸組織は三分割し,一方は粘膜を回収

しリアルタイムPcRによるル蛯2,ルレJ,sialylmmsferase Sittc),sdfomnsfeme

(3総2,こdw4)mRNA発現量の解析に用い,他方は組織染色のためパラフィン
プロックの作成に用いた。組織は 100/0中性緩衝ホルマリンに 24時間浸漬後,70%

EtOHに一晩,80%EtOH,90%EtOH,95%EtOH,100%EtOH X 3に 各 2時間浸漬さ

せ脱水処理を行い,次いでキシレンに 30分間X3回浸漬させ透徹処理し,最後に 60°C

のパラフィンに30分間X2回浸漬した後包埋し,パラフィンプロックを作成した。

2.3 有機酸の演J定

第 1章と同様に行つた。

2.4 ムチン画分の調製

小腸内容物中ムチン画分の調製はLienらの方法に準じた
5η
。すなわち,凍結乾

燥した小腸内容物 lgあたり20 mLの 0.15M塩化ナトリウム溶液 (0.02Mアジ化ナ

トリウム含)を加えポリトロンホモジナイザーで均一化した溶液を遠心分離した

(20,000 X g,4° C,30分間)。 その上清を0.15M塩化ナトリウム溶液で一定量 (10‐ 15

mL)に定容し,これに2倍量の90%エタノール lEOHlを加え (終濃度60%),30℃
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I「 ヽ

で一晩静置後,遠心分離 0330Xg,4℃,10分間)により得られたEtOH沈殿画分を
ムチン画分とした。盲腸内容物および糞中ムチン画分の調製については

Boveeくh山山酬鶴 らの方法 5助を一部改変して行つた 5o。 盲腸内容物および糞の凍結

乾燥物200 mgに対し30倍量

“

m己)の PBS lpH7.4)を 加え900cで lo分間加熱し

細菌由来のグルコシダーゼを失活させ,続いて 37・Cで 90分間攪拌しムチンの可溶化
を促進した。その後ポリトロンホモジナイザーで均一化し,遠心分離後 (20,000 X g,
4°C,30分間)得られた上清のうち半量 O mL)を回収し,これに3倍量の 100%EtOH

を加え (終濃度75%)Jヽ腸内容物と同様に操作し,ムチン画分を得た。本画分中には

高DPのフルクタンが混入しており,以後の測定に干渉することが予備試験の結果か

ら明ら力■こなったため,ムチン画分は0,4M酢酸緩衝液 lpH4.8)2.5mLに 再溶解
させ,イヌリナーゼ lFructome KIN00040,2000u/g,NOVO)50出 を加え 60℃

で 6時間インキュベートすることでアルクタンを完全に分解した。これを再度エタノ
ール沈殿することで,ムチン画分を回収した。各ムチン画分は凍結乾燥後,小腸内容

物は5己,盲腸内容物および糞便は3 mLに蒸留水で定容した。

2,5 0結合性糖鎖当量の測定

ムチン量の指標としての0結合陛糖鎖当量の測定はcrOner&wemOreら の方
法に準じた55ゝ 蒸留水で適宜希釈した試料100 μLに対しアルカリ化2‐シアノアセト

アミド ●―cyanOacetal■ lde,2…CNA)i容液 0.15 MNaOHと 0.4M2CNAを 5:1の割
合で混合)120 μLを加え looOcで 30分間加熱した後,0,6Mホ ウ酸緩衝液 lpH8.0)
l mLを加え,蛍光光度計  IF‐2000, 日立製作所,東京)で 383 nmの蛍光強度を測
定した (励起光 336ml。 測定に際しては,光度計にガラスセルをセット後,10秒

後の蛍光強度を測定した。また,標準曲線は N‐アセチルガラクトサミン 0.156‐ 10

μymL)を用いて作成した。

2.6 RNA抽出およびリアルタイムPcR

各消化管粘膜 (50‐100mは l mLの RNAiso(タ カラバイオ,東京)中でホモ
ジネートし,これに0.2血Lのクロロホルムを加え攪拌し,室温で5分間放置した。
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遠心分離後 (12,000 x g, 4°C, 15分間)の上清に 0.5 mLのイソプロパノールを加

え室温で 10分間放置後,再び遠心分離 (12,000 x g, 4°C, lo分間)を行い,RNA
を沈殿として回収した。回収した RNAは 750/OEOHで洗浄後,ジエチルピロカーボ
ネー ト rdi       ,DEPC)処 理した Mil五_Q水 200 μLに溶解させた。RNA
濃度および純度は260/28011mの吸光度を測定することで算出した。RNAの逆転写反

応にはPrimeScriptRT ugentkit(タ カラバイオ)を使用し,37°C,15分間の条件下で

l μgの RNAを逆転写しcDNAを得た。リアルタイムPcRには LintCycler(ST300,
ロシュ)を使用し, ハゥスキーピング遺伝子には hypoxan■ine gnime phosphoribsyl

mnsferase 1 4HPRT‐ 1)を用いた。各遺伝子のプライマーとPCR条件は観光 4に示
した“
う%20出 ガラスキャピラリに SYBRPremixEx Taq Ⅱ (タカラバイオ)10饉,10

11Mのプライマー溶液 (sense,antisense,終濃度 0,4μ卜0各 0,8μ,滅菌 Mlli‐Q水
6.4 μLおよび cDNAサンプル 2 μLを加え測定した。95℃,1分間の初期変J陸後,PCR
は熱変性 05℃,5秒間),アニーリング,伸長反応を 1サイクルとし,40サイクル
行った。PcR終了後,反応産物は融解曲線分析により解析し,発現量の解析には比較
CT法を用いた 5均。

2:7 糞ムシナーゼ活性の測定

糞ムシナーゼ活性の測定はshimらの方法に準じた■酵索溶液には新鮮便に100

倍量のlo mMリ ン酪援衝液 rpH7.5)を加え均一化した懸濁液を用いた。基質にはブ

タ胃粘膜ムチンを用い,これを0.5%含むリン酸緩衝液 1,9 mLに酵素溶液 100 μLを加

え30°Cで 20分間反応させ,反応後溶液中の遊離還元糖量をSomOgゴ=Nelson法で測定

した61,6助。酵素溶液中の窒素量は町eldahl法で求め
6り
,酵素比活性は酵素溶液中窒素

l mg当 りの1分間における遊離還元糖量として示した。すなわち,ムシナーゼ活性は

ムチン糖鎖分解活性として表した。

2.8 過ヨウ素酔 シッフ は油如c ac6shiェ PAS)染色,高鉄ジアミトアルシアンブ

パラフィンプロックを薄切し4脚厚のパラフィン切片を作成後,キシレンフエ

．
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タノール (100%,90%X2,80%X2,70%)に よる脱パラフィン,水和処理を行った。

PAS染色はスライドを0.5蠅ヨウ素酸溶液 (10分間),シッフ試薬 (15分間)(和

光純薬,大阪),亜硫酸水 (3X3分間)の順に浸漬させ,ヘマトキシリンで対比染色

後脱水,封入した。PAS染色された細胞を総杯細胞として計測した。HD‐AB染色は

高鉄ジアミン溶液 fO.24%N,N‐ジメチル吼ロフェニレンジアミン,0.04%N,Iジメ

チ/L‐p‐フェニレンジアミン溶液 100 mLに 40%塩化鉄 (Ⅲ)溶液 4.2 mLを加え混合)

に21時間浸漬,流水洗浄を行った後,1%アルシアンブルーを含む 3%酌酸溶液tpH2.5)

に 1時間に浸漬し,その後透徹,封入処理を行つた。HID‐AB染色により,硫酸ムチ

ンに富む杯細胞をHD陽性細胞,シアロムチンに富む杯糸剛包をAB陽性細胞として計
演Iした。

2,9 盲腸ムチン画分中S04の定量

盲腸ムチンサンプルは50出 を 1.5 mLエッペンドルフチュープにサンプリング

し,遠心濃縮処理を行い ●0分間)完全に水分を蒸発させた後,MilI‐Q水で調製し

た4Mの塩酸 200 μLを加え,ヒートブロックを使用し,100°Cで 4時間加熱しムチン

をカロ水分解した。このとき,ヒートプロックの設定温度は HO°Cと し,エッペンドル

フチュープをセットしてからヒートプロックの電源を入れ,反応時間は温度計が

100°Cに達してから4時間とした。加水分解後,遠心濃縮処理を行い (1時間),塩

酸が完全に揮発していることを確認してから,加水分解物はMilL‐Q水 300 μLに再溶

解させ,再度遠JL濃縮処理を行つた (1.5時間)。 このMilh_Q水による加水分解物の

洗浄作業を合計で3回繰り返した後,最終的に加水分解物はMilli‐Q水 500 μLに溶解

させた。これをフィルターろ過 lDISMC, 13CP045AN, アドバンテック東洋m)

し,分析カラムとしてIOnPacAS17c4X250m,D10NEX,USA_Dを セットしたイオン

クロマトに供した。なお,本測定法は加水鋼 裂こ使用するムチン画分中のタンパク量

は盲腸ムチンの場合20-130 μyassay,Jヽ腸内ムチンでは240μ」aSSaryの範囲でのみ定

量性が確保されている。本試験ではサンプル 50 μLあたりのLow法“
)によるタンパ

ク定量値は 30‐50 μgの範囲にあった。
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第 1章と同様に行つた。

第3節  結果

試験期間中の飼料摂取量は対照群に比べ全フルクタン群で有意に低下し,体重増

加量も対照群に比べDP8,DP16およびDP23群で有意に低下した。盲腸組織重量は対

照群に比べ全フルクタン群で有意な高値を示し,内容物量においても同様の傾向を示

した。盲腸内pHは対照群に比べ全フルクタン群で有意な低下を示した (T由に5)。

これらの結果は第1章の試験結果を再現するものであった。

盲腸内有機酸濃度では,総 SCFA濃度は対照群に比べDP16群で有意な増加,DP4

群で有意な低下を示した。このうち,酢酸濃度では対照群に比べDP16およびDP23

群で有意な増加,DP4群で有意な低下,プロピオン酸濃度では対照群に比べ全フルク

タン群で有意な低下,認口酪酸濃度では対照群に比べDP4,DP8およびDP16群で有意
な増加が認められた。またコハク酸濃度は対照群に比べDP8およびDP23群で有意な

低下が認められ,乳酸濃度は対照群に比べ,DP4およびDP3群で有意な増加が認めら

れた。盲腸内有機酸量 (盲腸プールサイズ)では,総 SCFA量は対照群に比べDP8,

DP16およびDP23群で有意な増加が認められた。酢酸量はSCFA量と同様の傾向を示

し,ル酪酸量では対照群に比べDP4,DP8,DP16群で有意な増加が認められた。また
コハク酸量は対照群に比べDP4群で有意な増加を示し,乳酸量は濃度と同様の傾向を

示した (Table 5)。 以上の結果も第 1章の試験結果とほぼ一致していた。

小腸ムチン量は群間で差が認められず,盲腸では濃度,量ともに対照群に比べ全
フルクタン群で有意な増加を示し,濃度ではDP4群に比べDP8,DP16お よびDP23

群が有意に高い値を示した。また糞中ムチンは濃度,量ともに対照群に比べDP8,DP16

およびDP23群で有意な増加を示した lFu鵬 9)。 このとき盲腸粘膜ル惚2発現量は

対照群に比べDP4群で有意な低下を示し,加3は群間で差がなかった F嚇 10)。
盲腸組織染色の結果,ク リプト長は対照群に比べ全フルクタン群で有意に伸長したが,

クリプトあたりの杯細胞数は対照群との間で有意差は認められず,アルクタン群間内

ではDP4群に比べDP8,DP23群で有意な増加が認められた fTable6ゝ



盲腸ムチン糖鎖種の変化については,ムチンあたりのS04量が対照群に比べDP8,

DP16群で有意な低下,DP23群で低下傾向を示した 絆].08)fFutt H)。 このと

きの盲腸粘膜 G2おJ"発現量はDPに伴い低下し,DP8,DP16,DP23群で有意差が
認められ,こ磯 4は対照群に比べDP4で有意に低下した。一方,Si磁4c発現量はDP

に伴い上昇し,DP16,DP23群で対照群に比べ有意差が認められた 佃Fe12)。 ま

た,HID‐AB染色の結果,ク リプトあたりのHD堺田胞およびAB堺田胞数は群間で差は

認められなかった (Table 6,F尊鵬 13)

糞ムシナーゼ活陛は対照群に比べ全フルクタン群で同等に有意に低下していた

IFi即■ 14)。

第 節  考察

本試験においてDPの異なるアルクタン摂取により盲腸内ムチンは濃度,量とも
に対照群に比べ全アルクタン群で有意に増加し,特に濃度ではDP8,DP16,DP23群

はDP4群に対しても有意な高値を示した。このとき小腸内ムチン量で差がないことか

ら,アルクタン摂取による盲腸内ムチン濃度/量の増加は盲月易内での分泌促進または

分解抑制によると考えられた。

ムチン分泌促進にはムチン分泌細胞である杯細胞数あたりのムチン合成量の増

加と杯細胞数の増加が関係する。ムチン分泌促進要因として坂田ら助は結腸灌流試験

において生理的濃度のSCFA 00‐130mMl lこ ムチン分泌促進作用が認められるが,

乳酸およびコハク酸には効果がなかったことを報告している。一方,Barceloら 0は分

泌促進が認められたのは酢酸とJ7‐酪酸のみであったと報告している。本試験でも盲腸

内ムチン量はSCFA量と有意な正の相関を示すが (‖.96,P―-0,01),乳酸及びコハ

ク酸とは有意な相関を示さなかった Ivs,乳酸,F-0.06,日.92;vs,コ ハク酸,同 .lo,

H.87) 。

一方,ScFA濃度とムチン濃度との間に有意な相関は認められず←却,71,P―-0,17),

対照群を除いた場合にのみ相関傾向が認められた ←罰.91,H.o9)。 少なくともフ

ルクタン群間内でのムチン濃度/量の変動は,scFA濃度/量の変動を反映した結果
であると考えられた。一方,盲腸での主要ムチン分子種であるν加2の発現量はフル
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クタン摂取によっても上昇せず,むしろDP4では対照群に比べ有意に低下し,DPの

上昇とともに対照群レベルにまで回復する傾向を示した。このMuc2発現量とSCFA

濃度との間には正の相関傾向が認められた ←却.82,H.08)。 また,盲腸クリプト

あたりの杯細胞数は群間で差が認められなかった。以上の結果は,アルクタン摂取に

よる盲腸内ムチン濃度/量の増加はscFAを介した杯細胞からのムチン分泌のみでは

説明できないことを示している。

盲腸内ムチンは常に腸内細菌による効 利こ曝されているが,腸内細菌によるムチ

ン分解にはシアル酸 ひアセチルエステラーゼやグリコサルファターゼが律速になつ

ており,これらが作用した後,結合特異的なグリコシダーゼ活性が進む 65,的。単一の

細菌ではИЛ滋
…
麟棚」c加山 laが唯一すべての分解酵素活性を有していることが報

告されているが0,通常,ムチン分解はRI脚加θθ銘酬 ,Bad90Jル∫,3JヵbbαGたr滋 ,
CJ●JJrJ講1脚 などの知血劇culme"でのみ認められるR本 試験で測定したムシナーゼ
活性は上述の酵素が作用することで遊離した還元糖を測定した結果であるが,対照群

に比べ糞ムシナーゼ活性はフルクタン摂取により同等に有意な低下を示した。したが

つて,アルクタン摂取はムチンの分解抑制を介して,盲腸内ムチン濃度/量を上昇さ

せると考えられた。フルクタン摂取時の盲腸内pHの低下はムチン分解活性を持つ

B崚 oJルs,CraJJr励棚 等 の増殖 を抑 制す る と考 え られ た。

ムチンは遺伝子コードからの分類 (分子種)以外に,その構成糖の特徴から中性
ムチン,シアロムチン,硫酸ムチンに分類されるが 2り,硫酸ムチンは中性ムチン,シ

アロムチンに比べ高粕性を示し,腸内細菌による分化にも受けにくいことから動,細

菌の透過抑制等,腸粘膜のバリア機能の増強に繋がると考えられる。本試験において

ムチンあたりのSQ2‐量は対照群に比べDP8,DP16群で有意に低下し,Dn3群で低
下傾向を示した。また硫酸転移酵素であるGJJJSr2発現量は対照群に比べDP8,DP16,

DP23群で有意に低下し,3d3w4は対照群に比べDP4群で有意な低下を示した。一

方シアル酸転移酵素であるSiattc発現量は対照群に比べDP16,DP23群で有意な上昇

を示した。盲腸HD‐AB染色の結果,ク リプトあたりのHD堺剛包数は群間で有意な差

は認められなかった。これらの結果はいずれもフルクタン摂取によっても硫酸ムチン

は増加しないことを示している。
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以上をまとめると,フルクタン摂取による盲腸内ムチン濃度および量は中‐高DP

側 OP8,16,23)でのみ増加するが,この増力鍼こはscFAを介したムチン分泌促進

に加え,低 pHによるムシナーゼ活性の抑制が関与すると考えられた。また,アルク

タンの摂取はDPに係わらずムチン糖鎖には影響しないことが明ら力ヽこなった。

(11
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第 3章

イメリン型ファレクタンの急性期 ntts誘発大腸炎に対する予防効果
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第1節  緒論

本邦においてもクローン病や潰瘍陛大腸炎をはじめとするIBDは増加の一途を辿

つている。これらの病因は未だ不明な点が多いが,腸内細菌叢の異常および腸内細菌

に対する免疫寛容の破綻が指摘されている。BDの病態モデルとしては,■憾Sと

EtOHの同時注腸により炎症を誘発させる大腸炎モデルが汎用されている。このモデ

ルは恥硼SおよびEtOH自体の腐食作用に端を発し,腸内細菌の粘膜固有層へ暴露に

より炎症が増強され,また一部は■嘔Sによリハプテン化されたタンパクに対しIL‐ 12

産生が誘導され,Thl型の炎症を示すとされる
69判
ゝしかしながら,ラ ットにおいて,

恥硼S/EtOH投与から 1‐2週間後の炎症像は酢酸誘発大腸炎モデルと同様に非特異的

なもので免疫反応を介したものではないと考えられる
72D。

以前の研究ではTNBS誘発

大腸炎の急畦期の炎症程度は細菌の透過 lbacteridmns10cation,BT)と 同様にエンド

トキシンの流入量に比例することが報告されている
73,74D。
したがって,腸管バリア機

能の増強は本モデルの急性期に対する予防ないし防御に効果的に作用すると考えられ

る。

第1章および第2章の結果からDPの異なるイヌリン型アルクタンの摂取により,

盲腸内Iν牡濃度はDP4およびDP8群で,盲腸内ムチン濃度はDP8,DP16,DP23群

で有意な増力日を示すことが明らかである。ムチンとIBAはそれぞれが共役して腸内細

菌やエンドトキシンの透過に対する防御を担っていると考えられる。したがつてこの

両者がバランスよく増カロしているアルクタンとして本試験ではDP8を選択し,さ らに

陽性対照として既報で恥嶋S誘発大腸炎モデルでの予防効果が知られているDP47_5b

lFOSと 同一)を用いて急性期 D3S誘発大腸炎に対するDPの炎症抑制作用を比較

翻 した。
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第 節  実験方法

2.1 制

試験には第 1章で用いたフルクタンのうちDP4およびDP3を使用した。

2.2 実験動物

試験には8週齢の F344雄ラットを用い,第 1章と同じ飼育環境下で実験を行つ

た。ラットは予備飼育後,体重を基準に 3群 に分け,対照飼料,6%DP4飼料また

は 60/O DP8飼料のいずれかを水道水とともに自由摂取させ,以下の実験を行つた。詳

しい試験スケジュールはF尊鵬 15に記した。

劇験124匹のラット(体重 148‐ 169g)を 1群 8匹の3群に分け,各試験飼料で7日

間飼育した。試験終了後,盲腸を摘出した。摘出した盲腸から第 1章・第2章と同様

にして盲腸内容物中の pH,有機酸,IgAおよびムチン濃度を測定した。

実験242匹のラット (体重 149‐ 177g)を 1群 8匹の3群に分け,各試験飼料で 17

日間飼育した。試験開始7日 目にエーテル麻酔下でグリセリン注腸を行い,この 1時

間後に再びエーテル麻酔下で,50%エタノールに溶解した 恥BS溶液 (120 mg

n3S/mL)を肛門から 8omの部位に 0.25 mL投与することで大腸炎を誘発させた。

また,予備試験の結果から門脈へのエンドトキシン流入および 腸間膜リンパ節

価esentericlmphnOde nttN)へ の BTは炎症誘発から 3日後に最大となるため

lFu鵬 16),この時点で一部のラット (1群 6匹)からヘパリン処理したシリンジ

で無菌的に門脈血 3001正 を採血し,さ らに腸間膜からMLNを無菌的に摘出し,滅

菌生理食塩水を含んだ滅菌シャーレ中に移した。門脈血は滅菌済の 0.5 mL容マイク

ロチューブに移し,200 X g,4° C,10分間遠心分離し血漿を回収しエンドトキシン

の測定に用いた。 残りのラットは恥冊S投与から 10日後に解剖を行い,盲腸およ
び結腸を摘出した。摘出した盲腸については内容物の pH,有機酸,IgAおよびムチ

ン濃度を測定した。また,摘出した結腸は全長を測定した後,縦方向に切り開き,内

容物を除去した。その後,生理食塩水で洗浄し,キムタオル上で軽く水分を除いた後,

組織重量を測定した。次いで,組織障害部位の写真撮影を行い,Bellら
76Dの
基準に従

い,組織傷害の程度を0-10のスケールでスコア化した (Table 7)。 その後結腸は縦
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に三分割し,一方はミエロペルオキシダーゼ lmyeloperoxldase;MPO)活 性の測定に,

他方は組織切片を作成しPAS染色による組織観察に用いた。また,つ嶋S投与 6日

日から 10日 目にかけ,糞便を採取しし生およびムチンの測定に用いた。

2‐3 有機酸濃度の測定

第1章と同様に行つた。

2.41飢 の測定

第1章と同様に行つた。

2.5 ムチン画分の調製とo結合性当鎖当量の測定

第2章と同様に行つた。

2.6血漿エンドトキシン濃度の測定

門脈血中のエンドトキシンはリムルス試験
7⊃
に基づく比濁時間分析法により測

定した。前処理として 血漿は100出 を注射水 (大塚蒸留水,大塚製薬工場)900匹

の入つた乾熱滅菌済アルミキャップ付試験管に加えた後, 80°Cで 5分間反応させ,

血漿中のリポ多糖結合タンパクを不活性化させた。標品には標準エンドトキシン

Ccontol shndard帥山臨血,CSE,和光純薬 lulを用い注射水にて250-0,4883 pymLの

希釈系列を作成した。カブトガニ血球から抽出したLAL試薬 (limulus ameboct lⅣ 曲,

和光純薬 冊)100μ の入つたエンドトキシン測定用試験管 (和光純薬 棚)に標品

および前処理後の検体を 100出 カロえ軽く撹拌した後,直ちにトキシノメーター

日 ■000,和光純薬 欄)で分析した。なお,以上の操作で使用したピペットチップ

tep.ⅡPS Biopure,     はエンドトキシンフリーのものを用い,ガラス製品は

250°C,1時間乾熱滅菌を行Lったものを使用した。

エンドトキシンは LAL中の凝固酵素を活性化し,この酵素の働きにより LAL

中のコアギュローゲン (凝固性タンパク質)がコアギュリンに変換されゲノイヒする。

ゲノイヒ』郵甘に伴い試料の濁度は増加するため,ゲノ可脚 を透過光量の変化として捉
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え,一定の濁度を超えるまでの時間をゲノイヒ時間として測定する。ゲノ可ヒ時間と試料

中のエンドトキシン濃度の間には相関関係が成り立つので,ゲノ可L時間を測定するこ

とでエンドトキシンの定量を行うことができる。

1,7 MLNへの細菌透過量の測定

MLNへのBTは,MLNの組織懸濁液を逆培養することにより測定した。すな
わち,剥離した MLNは 2.O mL容マイクロチュープに移し,ヒ ビテンで滅菌した眼
科バサミを用いて良く細切した。これにブレインハートインフュージョンプロス (日

水製薬 榊,東京)500直Lを加えハンディポリトロンホモジナイザー lPT1200E,

… ・
m,Switedttdを用い均一化 (3秒 X3)した。この組織懸濁液 100μ

を 20 mLのブレインハートインフュージョン寒天培地 (日水製薬 側)に加え,コン

ラージ棒で均一に塗布した。1検体につき 2枚塗布し,この一方は好気培養用として

3プ Cで 48時間培養し,他方は嫌気培養用として嫌気パック (アネロメイトP,

日水製薬 脚)に入れ,37°Cで 72時間培養した。培養終了後,コ ロニー数を計測
した。

2.8結腸MPO活性

結腸組織からの MPOの抽出は Bradleyら の方法に準じて行つた 78ゝ すなわち,
結腸組織は 50 mLビーカーに移し,氷上で細切した後, 50 mLコニカルチュープに

移した。これに 0.5%ヘキサデシル トリメチルアンモニウム臭化物

転脚曲町hhettlttmttdu■ bromide,団眈B)を含む 50 mMリ ン酸緩衝液 tpH
6.0)を組織重量 50 mgに対して l mLの割合で加えた。次いでポリトロンホモジナ

イザーを用いて均一化 
“

°C, 15秒間)した後,0.5%頌S_リ ン酸緩衝液で 30 mL

に定容した。ここから 10 mLを採取し,凍結 t‐30°C)/融解後,超音波洗浄機を用
いて 2分間超音波処理を行った。この操作を 3回繰り返した後,これを遠沈管に移
し 20,000 X g,4°Cで 30分間遠心分離を行い,上清を回収した。これを 0.0005%H202,

0.167mymLo‐ジアニシジンジヒドロクロライド (Si『湖 を含む 50 mMリ ン酸緩衝

液 lpH6.0)2.9 mLの入つた石英セルに 100出 を加え直ちに撹拌した後,分光光度
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計にレートアッセイ用プログラムパック (冊 島津製作所)を装着し, 
“

O Ilmの吸

光度変化を 30秒間測定した。なお,活性値は分子吸光係数から以下の式を用いて算

出し,活性量は25°C,1分間当たりに酵素が1脚mlの H202を消費したときlUと し

た。

結腸組織重量あたりの MPO活性 伸)=吸光度 (」組3S/minl X反応液量 0.0
mL)//1子吸光係数 (H.3繊|ぃ1)/光路長 (1,O cln)/反応液中酵素量 0.lmL)閻

(lmin)x結腸ホモジネート液全量 ●0.OmL)

2,9統計処理

第 1章と同様に行つた。

第 節  結果

実験 1 試験期間中の飼料摂取量および体重増カロ量は対照群に比べ DP4および

DP8群で有意に低下した。盲腸組織重量および内容物重量は対照群に比べDP4および

DP8群でi有意に増加しており,盲腸内pHは対照群に比べDP4およびDP8群で有意に

低下した (Table 3)。 盲腸内プロピオン酸,ル酪酸および亭L酸濃度は群間で差が認め

られ,それぞれ DP4および DP3群で対照群に比べ有意な高値を示した。盲腸内ムチ

ン濃度は対照群に比べDP4およびDP8群で有意に増加し,DP8群で最高値を示した。

盲腸内IgA濃度は対照群に比べDP14およびDP8群で有意な増加を示した。

実験 2 つ憾S投与前の 1日 あたりの飼料摂取量および体重増加量は対照群に比
べDP4およびDP8群で有意に低く 佃g鵬 17‐a,b),■颯S投与から3日 間は,飼

料摂取量および体重は全群とも一様に低下し,その後徐々に回復していつた。恥嶋s

投与後 5‐ 10日 目にかけて,飼料摂取量は対照群に比べDP4およびDP8群で有意に増

加し,体重の回復にも反映されていた い3К 17‐a,b)。

■個S投与後 3日 目の門脈血中エンドトキシンは対照群では全検体で検出され,

その濃度は 6.9± 0,9 pymLであった。これに対し,DP4およびDP8群の検出率はそ

れぞれ 4/6と 1/6であり, さらにDP8群では対照群に比べ門脈血中エンドトキシン濃

度の有意な低下が認められた IFu鵬 18瑚 。MLNへのBTは対照群に比べDP4およ
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びDP8群で70%の有意な低下を示した 但岬 18ob)。

恥BS投与後 10日 目の結腸粘膜は対照群では組織傷害スコア,相対重量および
Ш 7f性のいずれの指標からも顕著な炎症を示した。対照群に比べ,組織傷害スコア

および相対重量ではDP4およびDP8群で有意な低下を示し,またMPO活性は DP8

群で有意に低下した (F尊鵬 19,F想鵬 20)。

恥硼S投与後であっても盲腸組織および内容物重量は,対照群に比べDP4および

DP8群で有意な高値を示し,内容物 pHは対照群に比べDP4およびDP8群で変動は

小さいが有意に低い値を示した (TabL 9)。 一方でn嶋S投与直前 (実験 1)に比ベ

盲腸内有機酸,ムチンおよびIgA濃度は群間で差は認められなかった。糞中IgA濃度

は群間で差は認められなかったが,糞中ムチン濃度は対照群に比べ DP8群で有意に

増加した (TabL 9)。 結腸炎症部位の組織像は対照群では粘膜への顆粒球の浸潤と杯

細胞数の減少が観察された。これに対しDP4および DP8群では杯細胞の形態学的特

徴から粘膜組織の回復が観察された lFu鵬 21‐■b,c)

知 節  考察

第1章,第 2章での結果と同様に本試験において恥硼s投与直前の盲腸内ムチン

濃度はDP8群で最高値を示し,DP4群においても対照群に対し有意な高値を示した(実

験 1)。 一方,盲腸内IBTA濃度はDP4,DP8群ともに同程度に増加し,対照群に比ベ

有意差が認められた (実験 1)。 DP4およびDP8を ntts投与前に7日間摂取するこ

とで,■颯S投与後 10日 目の炎症は結腸傷害スコア,相対重量および結腸MPO活性
のいずれの結果からも抑制されていた。さらにDttS投与後3日 目のBTは対照群に

比べDP4,DP8群で有意に減少しており,またDP8群では門脈血中エンドトキシン濃

度も有意に低下していた (実験2)。

n器S自体は腐食作用を示し,またエタノールにより粘膜が変性することで粘膜
バリアは破壊され,細菌やエンドトキシンと組織との接触顔度が増え,Llβ ,L‐6

や恥卜αといった炎症陛サイトヵィンが分泌され,炎症反応が増強される。本試験結

果は, Dtts誘発大腸炎の急酬 炎症の重症度はBTと全身性のエンドトキシン濃度

に比例するというGardinerらの報告
7oと
概ね一致する。事実,DP8の摂取により曲
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へのBTと同様に門脈血中エンドトキシン濃度は劇的に減少し,結腸MPO活性は有

意に抑制された。このDP8摂取による門脈血中エンドトキシン濃度の減少の詳細なメ

カニズムは不明であるが,Enssら
7"は
,上皮表面を覆うムチンは大腸菌との結合能を

有しており,エンドトキシンのmpperと して働くことを報告している。また,ムチン

層中のIgAは乳酸菌と接着することでバイオフィルムを形成し,エンドトキシン透過

に対する効果的バリアとして機能したと考えられる。本試験において恥個s投与直前

の盲腸内ムチン濃度はDP8群で最高値を示しており,このムチン濃度の増加が,DP4

を凌ぐDP3の優れたのエンドトキシン透過抑制作用に繋がったと考えられた。その他

の可能性として,フルクタン摂取による乳酸産生菌誘導能が挙げられる。」ル観放力咄

は管腔内のエンドトキシン濃度を低下させることが示されており
帥
'8り,またI臨ぬ蹴

はエンドトキシンと結合する可能性が示唆されている
82ゝ
第1章の結果より, DP8

は¨ 瀞 とうメめら″たr滋 の両者に対する誘導能を有することから,このことも

エンドトキシンの透過抑制に関与していると考えられる。

興味深いことに,恥硼s投与10日後ではDP4およびDP8摂取による盲腸SCFA,

乳酸,pH,ムチン及び IE鼻 に及ぼす有用性が完全に消失していた。これらの結果は

FOS動 で用いたDP4と 同一)を摂取させたラットで恥硼s投与7日後のPHの
低下,乳酸およびル酪酸量の増加を報告しているChetutらの結果均と異なっている。

この理由については不明であるが,フルクタンの投与方法が本試験では混餌であるの

に対しCherbIらは胃内強制投与であることが関係しているのかもしれない。いずれ

にせよ,本試験では恥ms投与 10日後にはフルクタン摂取による盲腸内SCFA,ムチ
ンおよびIgA濃度に及ぼす効果が消失しているにも関わらず炎症が抑制されていたこ

とから,本試験系において観察されたアルクタン摂取による抗炎症作用は恥輻S投与

後初期に起こるエンドトキシンの流入やBTを抑制する shield‐like erectによると考

えられた。

一般に大腸炎に対するこれらフルクタンの有用性を説明するメカニズムは2つ

あると考えられてきた。一つは腸内細菌叢の修飾であり,乳酸産生菌の選択的な増殖,

もう一つはScFA濃度の増加であるlL 34,75ゝ これに関してCherbutらはFOSの抗炎症

作用についてscFA量の増加よりむしろ励
“
勝 誘導能が主たるメカニズムである
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ことを示唆している
75ゝ
実際,第 1章の結果からDP4の摂取は1曲み

“
訪を増殖させ,

盲腸内IgA分泌を促進し,さ らに盲腸粘膜固有層 CD4崎細胞からの抗炎症サイトカイ

ンであるIL‐ 10分泌を高める。また,乳酸産生菌の増殖は大腸内のエンドトキシン源

であるグラム陰Ll■菌数を相対的に減少させると考えられるからである。しかし,本

試験結果はDP8摂取によるエンドトキシンの流入抑制効果は盲腸内ムチン濃度の増

加によるところが大きいことを示唆している。このムチン分泌促進にはSCFA,特に

r7‐酪酸の刺激が関与すると考えられた。事実,本試験および第2章の結果において盲

腸内ムチン濃度はSCFA特にル酪酸濃度と有意な正の相関を示している。

以上をまとめると,DP4およびDP8フルクタンの摂取には急性期恥BS誘発大腸

炎に対する予防効果が認められ,この効果にはエンドトキシンの流入およびMLNヘ

のBTの抑制が関与すると考えられた。またDP8ではDP4と比較してエンドトキシン

流入抑制が顕著であり,よ り強い抗炎症作用が認められたが,これには盲腸ムチン濃

度の増加が関与すると推定された。
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第4章

イメリン型フルクタン摂取による聯硼S誘発大腸炎モデルに対する治癒促進効果
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第1節  結論

第3章では,DP4およびDP3フルクタンの摂取は急性期での恥嶋S誘発大腸炎に

対する炎症抑制効果について検討した。その結果,フルクタン摂取による急性期での

炎症抑制効果はnBS投与前のパリア機能 (盲腸内IgAおよびムチン濃度)の増強に
よるn嶋S投与後の細菌およびエンドトキシンの透過抑制を介した予防効果であると

推定された。本章ではフルクタン摂取によるntts誘発大腸炎に対する治癒促進効果

に焦点を当て検討を行つた。

従来報告されているFOS等のオリゴ糖や:曲加 麟等の乳酸産生菌の摂取による

■佃IS誘発大腸炎に対する炎症抑制効果は,その殆どが恥輻S投与前にこれらを摂取

させることで認められた予防効果であつた
34,75,83,躍Lこれに対し恥嶋S投与後 (病態

成立後)に試験飼料を摂取させる治癒促進効果についての報告例は限られている。

Kemedyら 85)は ,ラ ットにおいてntts投与後に姉 ″励助
"漸

酬脚 とH――卜麦繊

維の混合物を7日間摂取させたところ,炎症抑制は認められなかったことを報告して

いる。これに関して,彼らはこの時点での評価は急性炎症が強すぎるために治癒促進

効果が得られなかったと述べている。■嶋S誘発大腸炎モデルは■BSと EtOH自体

の腐食作用による非特異的で強烈な急性炎症 (細菌やエンドトキシン透過による炎症

の増幅を伴う)と 恥個Sでハプテン化された菌体タンパクや粘膜タンパクに対する免

疫応答を伴う比較的緩やかな慢性炎症の二つの特徴をもち,急麟 症が恥ms投与後

1-2週間でピークを迎えその後,減弱するのに対し,免疫応答はn硼S投与後2週間

以降から顕著になり陶,これらが急圏 の非特異的炎症と重なり慢性炎症は■憾S投

与後 8週間後まで持続する切。したがってフルクタン摂取による恥硼S誘発大腸炎に

対する治癒促進効果を評価するためには急醐 に比べ炎症が緩やかな慢性期で行う必

要があると考えた。

本試験では, ■3s投与 9日後からフルクタン飼料を3週間摂取させ,慢性期で

の治癒促進効果について検討した。本試験ではつes投与9日後に群分けを行うため,

この時点での障害の程度を群間で均一にしておく必要がある。そこで予備試験として

■嶋S投与1週間後の炎症指標として大腸脱落上皮細胞とともに糞中に混入すると考

えられる好中球のマーカー酵素であるMPO活性または血清中の急性炎症性タンパク
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(α l‐acidJyCOprOteh, αAG)濃度の検討を行うことにした。また糞MPO活性につ

いてはアルクタン飼料による腸内細菌叢の変化自体がMPO活性に影響を及ぼすこと

があるか,否かについても検討した。

第 節  実験方法

2.1実験動物

試験には7週齢のSD系オスラットを用い,飼育条件は第 1章に従つた。ラット

は対照試料で1週間予備飼育後,第 4章と同様にして恥嶋Sん0%EtOH溶液を結腸内

に投与し大腸炎を誘発させた。

予備実験1  対照飼料を摂取させた8匹のラットに恥mS結腸内投与を施してから
8日 目に結腸および血清を採取し,組織中MPO活性および血清中αAG濃度の測定を

行つた。また糞MPO活性については■3S/EtOH投与後 6‐8日 目にかけて回収した糞

便を測定に用いた。

予備実験2  24匹のラットを一群 8匹の3群に分け,対照飼料,6%DP4または6%

DP3を添加した飼料のいずれかを摂取させ 1週間飼育した後,糞便を回収し糞MPO

活性の測定に用いた。

本実験  実験の詳細なスケジュールはF想‖22に記載した。対照飼料を摂取させた
‖ 匹のラットから■嶋S/EtOH投与後6,7,8,9日 目の糞便を回収し,MPO活性←7

日目)およびIgA(8'日 日)の測定に用いた。このときの糞MPO活性と体重を基準

に3群に分け対照飼糀 60/ODP4ま たは60/ODP8添加飼料 (試験飼料)のいずれかを与

え24日 間飼育した (対照飼料群は22匹,残りの飼料群は一群 11匹 )。 途中 1週間ご

とに3週間に渡り糞便を採取し,糞 MPO活性とIgAを測定した。また糞 I摯柱につい

ては恥esEtoH投与直前の糞も回収し測定に用いた。試験終了後,盲腸および結腸

を摘出し,盲腸からは内容物を回収し,有機酸,pHおよびIgAを測定し,結腸はMP0

活性の測定に用いた。なお,本試験では試験飼料の摂取開始時J点を試験開始0週 日と

した。

2.2糞 MPO活性の測定
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卜…       糞に対し10倍量のHTAB溶液を加え,ポ リトロンホモジナイザーで均一化後
,      仲C,30秒間),遠心分離を行い 00p00xg,4°C,15分間),その上清をMP0
・     サンプルとして用いた。MPo活性の測定は結腸MPO活陛の測定と同様に行い,測定

レ     は当日中に行つた。

・      2.3血清中αAGの測定
ト

ヶ       血清中αAGの測定にはαl‐acid」yCOprOthELISA kit(コ スモバイオ,東京)を
レ     使用し,添付の説明書に従い測定 した。
●

r     2,31飢 の測定

レ        第1章と同様に行つた。
|卜 ●

|卜     2.4有 機酸の測定
,       第1章と同様に行つた。
中

2.5結腸MPO活性の演1定
レ       第3章と同様に行つた。

「

「
    2,6統 計処理
|

P      第 1章と同様に行つた。
中

|・・P

I卜     第3節  結果
マ      予備実験1 ■ms投与 1週間後の結腸MPO活性と血清αAG濃度および糞MPO活
γ     性との相関を解析したところ,結腸MPO活性は血清αAG濃度とは相関せず,糞 MPO

活性との間に有意な正の相関を示した い罫鵬 23‐a,b)。

F●     予備実験2 フルクタンの摂取自体が糞MPOi貯性に影響を及ぼすことはなかった
い“     佃脚e23■)。
!ザ
¬

セ     本実験 糞MPO活性は対照群では全期間を通してほぼ一定であるのに対し,DP 4群
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では1週目で一過性の上昇を示すが,時間経過とともに低下し,3週日では対照群と

同程度にまで低下した。DP8群の糞MPO活性は試験試料摂取開始から上昇を示し,2

週目で最大に達し,3週日でも対照群に比べ高値 0却.07)を示していたIFu鵬 24‐al。

糞聰A濃度は■硼S投与前に比べ0週目で40%の低下を示した。それ以降の変化lま対

照群では1週 目に恥BS投与前と同程度に回復した後,試験終了時までほぼ一定であ

つた。これに対し,アルクタン摂取群では試験飼料摂取開始から対照群に比べ常に高

値を示し,DP14群では1および3週 目で増加傾向,DP8群では2および3週目で有意

な増加を示した lF尊鵬24■)。

試験試料摂取開始から試験終了時までの総飼料摂取量は,対照群に比べDP8群で

有意な低下が認められ,体重増加量も同様の傾向を示した (Table lo)。 試験終了時の

盲噸 量はDP4およびDP8群,内容物重量はDP4群で対照群に比べ有意に増加

した。盲腸内pHは対照群に比べDP4,DP8群で有意に低下した lTabL 10)。 盲腸内

SCFA濃度は対照群に比べDP4群でのみ有意な増加を示した。ル酪酸濃度はDP4,DP8

群で有意な増カロを示し,DP4群はDP8群に対しても有意な増加を示した。プロピオン

酸濃度は対照群に比べDP8群で有意な低下を示した。乳酸濃度は対照群に比べDP4

で有意な増加を示した ITable lo)。 盲腸内IE鼻 は濃度では群間で差1珊められなか

った (Table lo)。

結月射目対重量は対照群に比べDP8群でのみ有意に増加していた lF尊鵬 25J。

一方,結腸MPO活性は対照群に比べDP4群でのみ40%程度の有意な低下を示した。

“

ig贖〕25‐b)

翻 節  考薬

本調験は■BS大腸炎の慢性期におけるアルクタンの治癒促進効果を検討した

急陛期での評価結果から,TNBS投与前にアルクタンを摂取させると予防効果と治癒

促進効果との区別ができなくなると予測されたため,本試験では恥ES投与 9日後(病

態確立後)から試験飼料を与えた。その結果,治癒促進効果 (結腸MPO活性の低下)

はDP4群でのみ認められた。

解剖時の盲腸内SCFA濃度は恥硼S投与直前の結果と異なりDP4群で最高値を示
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し,特にDP4群のル酪酸濃度は対照群だけでなくDP8群に対しても有意な高い値を

示した。n嶋Sの投与は総好気性菌やグラム陰性菌の増殖 841と 鰤 抽鮒Jや

らメめら耐舒iaの減少
831を
伴う腸内細菌叢異常を呈することが報告されており,■冊S

投与を受けたラットではフルクタンの資化能力が低下していると考えられる。腸内細

菌がフルクタン等の多糖を発酵基質として利用する場合,基本的には単糖にまで分解

してから菌体内に取り込む。したがつて,資イ鮪ヒカが低下している状況下ではDP8に

比べDPの低いDP4の方が腸内細菌の基質として効果的に利用され易いのかもしれな

い。また,赫
“
麟はDPttP3までのフルクタンを直接菌体内に取り込み利用する

ことが可能と報告されている
33、 このようなDP4と DP3の資イヒ陛の相違が盲腸内″‐

酪酸濃度に反映されたと考えられた。事実,本試験においてDP8群の盲腸内総有機酸

量は対照群と同等であり,積極的な盲腸内発酵は認められない。また,DP4群での盲

腸内ル酪酸濃度の上昇を説明する別の可能性として,長期摂取時の発酵パタンの変化

が考えられる。LE Bla7yら
8RIは
,FOS IDP4と 同一)を長期摂取 (8週間)させると,

短期摂取時 0週間)に比べ乳酸濃度が低下し,一方でル酪酸濃度が上昇することを

報告している。これに関して彼らはFOSの長期摂取により腸内細菌叢が変化し,乳酸

を発酵基質としてル酪酸をはじめとするSCFAを産生する細菌が増加すると推定して

いる。近年,乳酸を発酵基質として利用し代謝産物としてル酪酸を産生する

J励磁 rJ棚加ル やИ朧剛 tttS解概 の存在が報告されている 8り。第 1‐3章までの結

果から,元来,DP4は DP8に比べ乳酸発酵を呈しやすい。したがって,本試験で認め

られたDP4摂取によるル酪酸濃度の上昇には,上記の乳酸代謝細菌の適応的増加も関

与しているのかもしれない。

ル酪酸は大腸上皮細胞の主要なエネルギー源であり,ηttS大腸炎ラットにおい

て 4・・酪酸注腸による組織修復作用りが報告されている。また,ル酪酸には抗炎症作用
9り
や恥藝αを始めとする炎症性サイトカインの発現を調節する核内転写因子である

NF‐ κBの発現抑制 9υなどの多彩な生理作用が報告されている。したがつて,本試験

で認められたDP4群の治癒促進効果はル酪酸による作用を介したものと推定される。

また,本章の緒論で述べたようにIP性期での炎症は減弱化された急隆炎症像にア

レルギー性腸炎が重なったものである。第 1章で示したように盲腸CD4+T細胞から
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抗炎症性 (抑制性)サイトカインであるIL‐ 10分泌を促進させるアルクタンはDP4の

みである。したがつて,DP4ではル酪酸による治癒促進効果に加え,ア レルギー性腸

炎に対する抑制効果が作用することで騰性期炎症に対し著効を示したと推定される。

予備訓験の結果から糞MPO活性は恥硼S投与後1週間目の結腸MPO活性と有

意な相関を示すため,これを本試験における試験期間中の炎症マーカーとして経時的

に測定した。その結果,興味深いことにアルクタン摂取により糞MPO活性の一過陛

の上昇が認められた。この糞MPO活陸の増加には先に述べたグラム陰性拝菌の増殖

に伴う盲腸内エンドトキシンプールの上昇が関与すると考えられる。したがつて,フ

ルクタン摂取開始から1■ 週間後では逆に炎症が悪化していると考えられ,DP4によ

る治癒促進効果の発現には少なくとも3週間以上の摂取期間を必要とすると考えられ

た。

以上をまとめると,p嶋S誘発大腸炎の慢性期における治癒促進効果はDP4群の

みで認められ,この効果にはル酪酸を介した組織修復作用に加え,腸管免疫の修飾が

関与すると考えられた。また,本効果の発現には少なくとも3週間以上の摂取期間が

必要であると考えられた。
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第 5章

恥硼S誘発再発大月毅 モデルの作成
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第1節  緒論

クローン病や費易性大腸炎に代表されるIBDはその特徴として炎症の寛角翠と再発

を繰り返すことで,慢性的経過を辿つていくことが知られている。本疾患は腸管免疫

機能の異常が根底に存在し,その再発には腸内細菌の透過が強く関与すると考えられ

る
2tこ
れまでにFOSなどのオリゴ糖類やI“Юb“瀞,叩め励 ね等の乳酸産生菌

摂取による炎症抑制効果がIBDの病態モデルである恥嶋S誘発大腸炎で報告されてき

た
34,75.83,料 ,%Lしかしながら,これらの評価のほとんどは恥器s投与後2週間以内の

急酬 で行われており, この時点での炎症像は炎症誘発後に免疫抑制作用を示すステ

ロイド剤であるdexamemsoneを投与しても,胸腺でT細胞の分化抑制は認められる

が,結腸組織傷害スコアに変化が認められないことから941,恥硼s/EtOH自体の腐食

作用に端を発したBTとエンドトキシンの流入により増幅される好中球を主体とした

急性炎症に過ぎない。この急圏 炎症に対してFOSや乳酸産生菌の炎症抑制効果が認

められるのは■嶋S投与前に摂取させて場合のみであり34)75,83,騨 ,9⊃,■憾s投与後に

摂取させても効果がないことから
8⊃
,これらの効果は予防効果であると考えられる。

これらの急囲 での評価は,IBDの特徴である炎症の再発に対する抑制効果 (寛解期

の延長)を評価するモデルとしては不適当である。 したがつて,再発抑制効果に焦点
をあて評価するためには実際の病態をより反映した炎症再発モデルが必要であると考

えた。本試験では恥聘Sの初回結腸内投与から5週間後に恥eSを静脈内に再投与す

ることで炎症を再発させる■憾S誘発再発大腸炎モデルを確立するとともに,本モデ

ルの免疫学的特徴付けを行つた。

第 節  実験方法

2.1実験動物

試験には7週齢のSD系雄ラットならびに8週齢のWistr系およびF34系雄ラ

ットを用い,飼育条件は第 1章に従い,水とともに標準飼料を自由摂取させた。■嶋S

の結腸内投与は第3章と同様に行つた。各実験の詳しいスケジュールはFive26に記

載した。

実験124匹のSDラ ット (体重 224‐240 gl,24匹の Wistarラ ット(体重 165‐182」
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および16匹のF3“ ラット (体重 180‐206 glは 1週間の予備飼育後,■個Sを結腸内

投与し炎症を誘発させた。その5週間後に各系統 8匹のラットに24時間ごとに計 3

回■蟷S/生理食塩水を尾静脈内投与し (5Щ非J,同数のラットには対照として生理
食塩水を同様に尾静脈内投与し,最終投与から24時間後に解剖し,結腸 MPO活陛を

測定した。さらにSDおよび WiJ肛 ラットについては残りの8匹に尾静脈内投与の代

わりにDBS/生理食塩水を腹腔内投与し(30myratl,投与から7日後に解割を行い,

結腸MPO活性を測定した。

実験2 20匹のSD系ラット櫛蓮 231‐240g)は 1週間予備飼育した後,■憾S/EtOH

を結腸内投与し炎症を誘発させた。炎症誘発から10日後に一部

“

匹)を解剖し,結

腸を摘出後,凍結プロックを作成し,T細胞および顆粒球の免疫染色を行つた。残り

のラットは炎症誘発から5週間後に実験 1と 同様にntty生理食塩水 (一群 8匹)ま

たは生理食塩水のみ(一群 8匹)を尾静脈内投与し,最終投与から24時間後に解剖し,

胃,空腸,回腸、盲腸,結腸および腎臓を摘出した。結腸は縦裂きし内容物を除いた

後,縦に三分割し,一方は凍結ブロック作成後,T細胞および顆粒球の免疫染色に,

他方はその他の組織とともにMPO活性の損J定に用いた。

実験3 18匹のSD系ラット鰤瞳 2X祀53Jは 1週間予備飼育した後,12匹は恥ES
/EtOHの結腸内投与により炎症を誘発させ,残りの6匹は生理食塩水を結腸内投与

する正常群とした。炎症誘発から5週間後,■嘔S再投与前に一部のラット (6匹 )

を解剖し,残り6匹は実験 1と同様に恥Bs/生理食塩水の静脈内投与終了から24時

間後に正常群とともに解剖し結腸を摘出した。結腸から粘膜固有層中CD4打細胞を分

離し,CD3/CD28共刺激下で培養を行い,培養上清中のサイトカイン M、 IL口2,

■4,IL-6,L‐ 10)を測定した。

2.2 MPO活性の測定

各組織中のMPo活性の測定は第3章に記載された結腸MPO活性の測定と同様に

行つた。

2.二 T細胞および顆粒球の免疫染色
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凍結切片の固定は第 1章のIgAメ劉mcenの染色と同様に行つた。T細胞の染色

では切片は 10 mMク エン酸緩衝液 lpH6.0)に浸漬し,100°C,20分間反応させ抗

原賦活化を行つた。次いで切片は10%H201BSを滴下し内因性ベルオキシダーゼの

クエンチングを行つた後 (室温,10分間), 2.5%ウマ血清 lVECTASTAINunived

JJlirc ABC kit,Vectorlabomtoly)でプロッキングを行つた (室温,30分間)。 その

後切片はPBSで希釈したマウス抗ラットCD3抗体(10μ」mL,G4,18,BD Ыoscience),

ビオチン化抗マウス/ウサギ抗体 lVECTASTAINunivemlJttABC kit,Vector

hbomtory),ア ビジン“ビオチン複合体 lavidin_biotinoomplex,ABC)試薬 lVECTASTAIN

universal]Jた ABC kit,Vector皿Π漱w)の順で滴下し,それぞれ室温で 1時間反応さ

せた。また各反応の間には,― hburerに よる洗浄作業 C3X2分間)を 挟ん凡 次

いで PIBSで 500倍希釈したテ トラメチルローダミン結合チラミドlPerkinEher,MAコ

USAlを滴下し,塾R,遮光下で 5分間反応させた後,Ⅷ山 bferで洗浄し OX2分

間),Ⅶ 朝「ASHIELD wi■ DAPI(VectorlttoratoFy)で封入 した。顆粒球の染色は,

切片を 2.5%ヤギ血清を含む PBS(プロッキングバッファー)でプロッキングした後

(室温,30分),PBSで希釈したマウス抗顆粒球抗体 (5 μymL,ⅢS24,eBlo"ience)

を滴下し室温で 1時間反応させた。mshb‐er中で切片を洗静後 (3X2分間), ブ

ロッキングバッファーで希釈したAl酬1■uor 546標識ストレプトアビジン (1:200,

hvitrogen,USAl を滴下し室温で1時間反応させ,最後にVECTASHIELD withDAPI

CVectorlaboratory)で 封入した。

星 _結腸粘膜固有層 CD4打 細胞の分離と培養

第1章の盲腸粘膜固有層 CD4打細胞と同様に分離,培養を行つた。ただし,培養

時間は 48時間で行った。

2.5サイトカインの測定

…
■,L4,卜 6および IL"10の測定は第 3章と同様のELISA setを使用した。

IL‐2の測定にはRaDsysms tt IMN,USA)の Rtt L-2 Duosetを用い,添付の説

明書に従い測定した。
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2.6統計処理

結果は平均値と標準誤差 (等分散)で示した。各データはBartl磁 検定により分

散の均一性を確認した後,再発群と対照群または正常群との間でSt祠mt'卜T“飩を行

い,危険率が5%未満のとき,有憶:とみなした。

第3節  結果

実験 1 試験の結果,結腸MPO活性の有意な上昇が認められたのは,sDラ ットの尾
静脈内投与群のみであった fFu鵬 27)。

実験2 nBS投与 10日後の急性期の結腸組織にはT細胞の集積は少なく,顆腱球の
集積が顕著に認められた lFu鵬 28)。 ■輻s投与から5週間後の生理食塩水を再投

与した対照群の結腸組織ではT細胞の集積は少なく,顆粒球の集積も認められなかっ

た 佃騨■28)。 これに対しnmsを再投与した再発群では明確なT細胞の集積が認
められ,急性期ほどではないが顆粒球の集積も認められた IFu鵬 28)。 また,■器s

再投与によるMPO活性の有意な上昇は結腸に限局されていた lFi即 29)。

実験3 恥eS再投与後の結腸 CD4打 細胞からのサイトカイン分泌は正常ラットなら
びに恥硼s再投与前に比べ,IFN‐ γ,L‐10,L‐2,L‐4,IL中6の全てが有意に上昇し

ていた lFi即腱30)。

翻 節  考察

本研究ではアルクタン摂取によるBD再発抑制を評価するための病態モデルと
してη轄S誘発再発大腸炎モデルの確立を目的とし,ラ ットの系統および恥嶋s再投

与経路について検討を行うとともにその免疫学的特徴付けを行つた。その結果,再発

はSDラ ットでのみ認められ,MPo活性は再投与経路を尾静脈内投与としたとき最も
強く誘導され,対照群に比べ約 3倍にまで上昇した。既報では Wistarラ ットにおいて

も再発モデルが確認されているのに対し
95,崎
,本試験ではWistarラ ットでの再発は確

認できなかった。このラット系統間での:醜着に対する感受性の違いが何に基づくもの

であるか不明であるが,元来,ntts大腸炎の程度が腸内細菌叢の相違によって変動

ヤ

r,.

■
“

■ 4
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することから
9助
,系統間の遺伝的な違いでなく,むしろ両系統間で定着している腸内

細菌叢の違いによると推定される。

また本再発モデルは■嶋s再投与時に結腸でのみ特異的に岬 活性が上昇する

こと,急出期と異なり結腸組織に T細胞の集積が認められることが明らかになった。
DmS誘発大腸炎モデルはラットではnms投与2週間以降でThlサイトカインであ
る剛 ザの発現上昇が認められ

8o,マ
ウスでは恥嶋s投与後7日 目の結腸α】打細胞

の CD3/CD28共剃激培養結果から,M_Y分泌ば誘導されるが,■2サイトカインで
あるIL‐4の分泌は誘導されないことから6り,_般に■1型の大腸炎モデルとされてい

る。しかしながら,このモデルの炎症像は慢圏 においても免疫反応を伴う炎症 (慢

性炎症)と 同時に免疫反応と無関係な非特異的炎症 (急性炎症)が重なっており,両

者の識別は困難であると考えられる。これに対し,動佃s再発大腸炎ではnms結腸
内投与5週間後の急性炎症がほぼ治まった状態でn憾s尾静脈内投与により炎症を再

発させているため,急麟 症の残像がないアレルギー`幽躾 モデルであると推定され

る。同様のモデルはこれまで2つの研究室から報告されているが税941,それらの免疫

学的解析は損帥 へのT細胞の集積や剛 ザ,L‐ lβ,L¨6およびL_lo創跡軌発現

上昇といった組織学的または遺伝子発現レベルの結果からしか行われていない乳 一

方,我々は再発前後の結腸粘膜固有層からCD4増 細胞を分離し,CD3/CD28共刺激を

行いタンパク質レベルでサイトカィンプロファイルを解析した。その結果,再発後ラ

ットでは Thl lL‐2,…ザ)および ■2サイトカィン lL4,L申6,IL‐ 10)の両者が
正常ラットならびに再発前ラットに比べ有意に増力日しており,本モデルは ■1,馳
免疫反応が組み合わさった腸管免疫異常を伴う再発大腸炎モデルであることが明らか

になった。

以上の結果よりDtts誘発再発大腸炎モデルは恥嶋s再投与により結腸特異的な

炎症を再発し, ■1,■2免疫反応が組み合わさった腸管免疫異常を伴うことが明ら

かとなった。現在本モデルを用いたアルクタン摂取による再発大腸炎抑制効果につい

て検討中である。
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本研究ではDPの異なるフルクタン IDP4,DP8,DP16,DP23)を ラットに摂取

させたときの大腸バリア機能に及ぼす影響について盲腸内IgAおよびムチン量に焦J点

を当て解析し,さ らにこれらの上昇がBDの予防に果たす役割について明ら力■こした。

DPの異なるフルクタン摂取時の盲腸内発酵パタンは発酵速度が速いと予測され

る低DP tt tDP4,DP8)で は乳酸発酵を呈し,発酵速度が緩やかだと予測される中‐

高DP側 いP8,DP16,DP23)ではSCFA産生量が増加した。このとき盲腸内IEA量

は低DP tt CDP4,DP8)で高値を示し,乳酸量および盲腸内赫 ″瀞数との間に高

い有意な相関が認められた。一方,盲腸内IgA量は b脚ら
“
絆iα数および総菌数との

間には有意な相関が認められなかつたことから,アルクタン摂取による盲腸内聰A分

泌促進は1曲b″動を介した免疫修飾によることが明らかとなった。また,DP4の摂

取は,盲腸IgAJasmaCellを 増加させるだけでなく,盲腸粘膜固有層中CD4打 細胞か

らのⅢ ザおよびL‐ 10分泌を促進させることが明らかとなつた。一方盲腸内ムチン

量は中‐高DP tt lDP8,DP16,DP23)で増加するが,この増力口にはSCFAを介した

分泌促進に加え,低pHによるムチン分解活性の抑制が関与することを明ら力Jこした。

また,アルクタン摂取はムチン糖鎖種に影響を及ぼさなかった。

フルクタン摂取による正D抑制効果を評価する目的でバリア機能の主要因である

ムチン,LA量をともに高めるDP8と ,既報で炎症抑制効果が示されているDP4を陽

性対照として用い,BD病態モデンである恥佃S誘発大腸炎に対する炎症抑制作用に

ついて解析を行つた。その結果,急酬 ではDP4およびDP3,慢性期ではDP4報

症抑制作用が認められ,この作用は急陛期では恥硼S投与前投与前の盲腸内ムチンお

よびI鼻濃度の上昇による恥ES投与3日後の細菌透過やエンドトキシンの流ス抑制

を介した予防効果であり,一方腱性期ではル酪酸産生上昇による組織修復作用を介し

た治癒促進効果であることを明ら力ヽこした。

また,これらアルクタンのIBDに対する予防および治癒促進効果に加え,BDの

特徴である再発に対する抑制効果を評価する目的で,臨床をより反映したn硼S誘発

再発大腸炎モデルを確立させ,その免疫学的特徴付けを行つた。その結果,本モデル

は,結腸特異的に炎症が再発し,T細胞の集積が認められ, Thl汀虚免疫応答が複雑

「ｒ
　
４
　
″
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に組み合わさつた大腸炎モデルであることを明ら力■こした。現在,本モデルを用いて

フルクタン摂取による再発抑制効果について解析中である。
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