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研究成果の概要（和文）：大腸上皮細胞は、一定時間の絶食中は増殖を停止するが、再摂食すると常在細菌叢由
来の乳酸により一過性の生理的過増殖状態となる。本研究では、肥満個体の大腸粘膜ではこの生理的応答の異常
のため大腸発癌リスクが高まっていることを見いだした。しかし、間歇的絶食期間の設置、乳酸の再摂食などの
介入により、炎症の抑制や粘膜修復を促進することができ、摂食行動によって大腸発癌リスクを避けることが可
能であることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Turnover of gastrointestinal epithelial cells arrests at fasting, while 
refeeding induces transient hyperproliferation by the action of lumenal lactate produced by 
commensal microbiota. In this study, we found that this physiological response of colonocytes to 
fasting-refeeding was disturbed in high fat diet-fed obese mice, which resulted in the increased 
risk of carcinogenesis. However, we also showed that manipulation of colonocyte turnover with 
delivery of lactate into the colon lumen and setting appropriate fasting period was able to reduce 
colonic inflammation, promote epithelial repair, and reduce the risk of carcinogenesis.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 絶食　乳酸　大腸　肥満
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 消化管粘膜組織は、絶⾷時は萎縮状態を維
持するが、経⼝摂取が始まると急速に肥⼤拡
張し、消化吸収能を⾼めてその形態と機能を
劇的に変化させる。しかしその分⼦機構は不
明の部分が多く残されている。また、肥満や
糖尿病は、摂⾷刺激に対する⾎糖・インスリ
ン分泌の応答異常が基本的な特徴であるに
もかかわらず、⾷物に対して最初に応答して
いるはずの消化管粘膜で、摂⾷応答の病的変
化があるかどうかが明らかにされていなか
った。⼀⽅、糖尿病、耐糖能異常、肥満患者
においては肝、胆管、膵臓、胃、⼤腸、乳腺、
尿路、⼦宮内膜など多くの悪性腫瘍のリスク
が⾼いことが、すでに疫学的に⽰されていた。
そのメカニズムとして⼀般的に想定されて
いたのは、全⾝における症候、すなわち 2 次
的⾼インスリン⾎症や IGF-1 の増加や軽度の
炎症の持続であり、癌の⺟地となる粘膜での
変化を想定した仮説は⼀般的ではなかった。
しかし、我々はすでに⾼脂肪⾷摂取による肥
満マウスの上部消化管で、⾷餌性脂肪酸によ
る上⽪細胞の直接的な障害と細胞分化異常
の誘導を⽰唆する変化を⾒いだしていた。こ
れらの結果から肥満個体の消化管上⽪細胞
では分化・増殖に何らかの異常を来している
ことのではないかと考えていた。 
 ⼀⽅、消化管の悪性腫瘍について、我々は、
以下の知⾒(Nat Commun; 4: 1654, 2013)より、
摂⾷応答としての上⽪細胞回転動態という
観点を重要視すべきであると提案していた。
マウスに 12 時間以上の絶⾷を⾏うと、⼤腸
上⽪細胞回転がほぼ完全に停⽌するが、その
後再摂⾷を開始すると、12-24 時間をピーク
として増殖細胞数が過剰となり、⾃由摂取し
ているマウスの約 3 倍まで増加する。この現
象は、再摂⾷時に増加する乳酸菌の⾷物繊維
発酵により産⽣される乳酸に依存していた。
また、餌を⾃由摂取しているマウスに発癌物
質アゾキシメタン(AOM)を投与すると、⼤腸
に前癌病変 aberrant crypt foci (ACF)が発⽣す
るが、AOM 投与後に絶⾷-再摂⾷を⾏うと、
ACF の形成は強く抑制され、ほとんど観察さ
れない。これは、絶⾷-再摂⾷に伴う⼤腸の劇
的な細胞回転の亢進が変異細胞を積極的に
排除する機構となっていると考えられた。⼀
⽅、腸内細菌を除去したマウスでは、絶⾷に
よる前癌病変抑制効果が全く⾒られない。こ
の結果から、腸内細菌と⾷物繊維の存在・絶
⾷期間と発癌物質への暴露のタイミングが、

⼤腸発癌頻度に多⼤な影響を与えているこ
とがわかった。さらに、腸内細菌を除去した
マウスでも乳酸の注腸により再摂⾷と同様
の細胞増殖と遺伝⼦発現を誘導できた。通常
⼤腸には乳酸産⽣菌が少ないことから、これ
らの結果は、乳酸菌をプロバイオティクスと
して⼤腸にデリバリーできれば⼤腸上⽪細
胞回転を⼈為的に変化させることが可能で
あることを⽰していた。しかしながら、乳酸
に依存する細胞増殖の機序については、当初
絶⾷後の上⽪細胞で再摂⾷刺激に乳酸が作
⽤して脂質代謝とエネルギー産⽣を増強す
ることを⾒いだしたにとどまり、そのメカニ
ズムの詳細は明らかになっていなかった。 
 乳酸産⽣能を持つ細菌がプロバイオティ
クスとして健康維持に有⽤であるという報
告が多数みられる⼀⽅、産⽣される乳酸その
ものの⽣物学的意義については、未だ明らか
にされていない部分が多い。その中で我々の
⾒いだしていた、再摂⾷状態にある上⽪細胞
における乳酸の細胞増殖促進作⽤は、乳酸菌
の健康増進効果メカニズム解明への新たな
切り⼝を⾒いだしたものであった。我々がマ
ウスの絶⾷・再摂⾷系で乳酸産⽣菌として同
定したのは、Lactobacillus murinus であったが、
別の乳酸菌 Bifidobacterium infantis を接種し
たノトバイオートマウスにおいても、再摂⾷
時の上⽪細胞増殖亢進を再現でき、乳酸の注
腸でも効果の⾒られたことは、菌種や菌体成
分より、乳酸そのものの持つ⽣物学的効果が
重要であることを明確に⽰していた。 
 様々な動物において間歇的に絶⾷を⾏う
と寿命が延⻑することが知られており、代謝
疾患の予防効果や腫瘍の増殖抑制がその要
因であるとされている。その際の消化管上⽪
の細胞動態の関与については報告がなかっ
たものの、我々の結果からは、絶⾷と乳酸に
依存する細胞動態変化によるメカニズムの
存在が強く⽰唆されていた。 
 以上のような知⾒から、我々は、【肥満や
糖尿病は、消化管上⽪細胞の代謝経路の異常
によって幹細胞・前駆細胞機能を修飾し、細
胞回転に病的な変化をもたらして癌の発⽣
⺟地形成につながる】という仮説を⽴てた。
そのメカニズムとしては、異常な摂⾷内容や
摂⾷⾏動によって、摂⾷応答としての細胞回
転が⽣理学的状態から逸脱し、遺伝⼦発現変
化を伴うエピジェネティックな変化や変異
の蓄積を伴う遺伝⼦発現変化の⻑期持続に
つながり、幹細胞・前駆細胞での異常な遺伝



⼦発現が固定化することによって発癌⺟地
を⽣みまた癌ニッチが形成されるのではな
いかと考えた。さらに、変異の蓄積やエピジ
ェネティックな変化による異常な遺伝⼦発
現の固定化を起こした細胞が、「絶⾷期間の
設置+乳酸の投与」という介⼊により積極的
に排除され、細胞回転がリセットされること
によって、発癌リスクを減じることができる
のではないかと予想した。 
 現代の先進国の⾷⽣活では、⼈類史上から
みても栄養豊富な⾷物へのアクセスが極め
て容易となっており、さらに調理済みの⾷事
が簡単に摂取できることから、⽇常⽣活の中
でも間歇的な絶⾷期間（例えば、⾷事と⾷事
のあいだの時間）が極端に少ない状況となっ
ている。我々は、これが肥満や糖尿病など代
謝症候群の増加につながっているだけでな
く、⼤腸発癌増加の⼀因になっているのでは
ないかと推察したのである。 
 
２．研究の⽬的 
 「消化管細胞動態における絶⾷−再摂⾷摂
⾷応答の破綻が代謝異常の発癌リスクの⼀
因である」という仮説を検証するため、本研
究の⽬的は以下に設定した。 
(1) 通常⾷／⾼脂肪⾷摂取マウスにおける絶
⾷−再摂⾷に対する消化管上⽪細胞の応答
の違いを、⼤腸細胞回転および遺伝⼦発現か
ら明らかにする。 
(2) その機構に乳酸をはじめとする腸内細菌
由来の有機酸がどのように関わるかを検証
する。 
(3) 絶⾷期間の設置や乳酸を含む有機酸投与
で細胞回転の修飾が可能かどうかを調べ、さ
らに腸炎モデル、発癌モデルにおいて、その
細胞回転の manipulation が beneficial な効果を
もたらすかどうかを試験する。 
(4) ヒトにおいても肥満、糖尿病患者を合併
した⼤腸癌組織及びその背景粘膜で⾼脂肪
⾷摂取マウスと同様な変化があるかどうか
を検証し、発癌⾼リスクとなる機序を理解す
る。 
 最終的には乳酸菌プロバイオティクスを含め
た摂⾷内容と絶⾷期間の設置など摂⾷⾏動
の適正化による発癌リスクの低下に役⽴つ
エビデンスを提供することを⽬標とした。 
 
３．	 研究の⽅法 
(1) ⾼脂肪⾷投与と絶⾷実験 
 C57BL/6 マウスを⽤い、⾼脂肪⾷摂取、間

歇的絶⾷、24-36 時間の絶⾷、乳酸の⼤腸内
投与などの群に分け、短期・⻑期飼育を⾏い、
体重、摂餌量をモニターするとともに、時間
経過を追って、脂肪組織量、⾎液⽣化学検査、
腸内細菌叢解析を⾏った。さらに、各組織の
免疫担当細胞のフローサイトメトリーによ
る解析、⼤腸上⽪細胞のソーティングによる
分離精製と網羅的遺伝⼦発現解析、その in 
silico パスウェイ解析などにより性状を調べ
た。また、各組織の免疫組織学により、細胞
回転動態、各種シグナル分⼦の発現を⽐較し
た。 
(2) ⼤腸上⽪細胞の ex vivo 三次元培養法の

開発と、有機酸の効果 
 ⾃由摂⾷あるいは絶⾷中のマウスより⼤
腸上⽪細胞を分離し、20% matrigel を含む
X-medium 中で、5% CO2、5% O2 atmosphere
の条件 96-half well plate を⽤いて培養した。
こ れ に 10 mM の lactate, butyrate ま た は
acetate を 4 ⽇毎に加え、13 ⽇間培養した。こ
の 培 養 系 に は ⼤ 腸 上 ⽪ の 増 殖 因 ⼦ で あ る
R-spondin, Wnt3A, Noggin などの supplements
を加えないため、オルガノイドは形成しない
が、培養４⽇⽬より、細胞塊状のコロニーを
形成し、１３⽇⽬にはそのコロニーも死滅す
る。このコロニーを毎⽇観察して数を算定し、
幹細胞/前駆細胞の⽣存と増殖を評価した。 
(3) マウス⼤腸炎・発癌モデル 
 ⼤腸炎は、3.5 %のデキストラン硫酸を飲⽔
内に加えて day 0 より day 5 まで投与し、day 8
に組織を採取した。組織学的解析のほか、⼤
腸の炎症性サイトカインは mRNA の定量を
⾏い、シグナル伝達経路については、⼤腸よ
りタンパク質を抽出し、ウェスタンブロッテ
ィングを⾏った。 
 ⼤腸発癌モデルとして、６週齢のマウスに
⼤腸発癌剤 AOM (10 mg/kg)の腹腔内投与を
７⽇ごとに５回繰り返した。絶⾷を施す際は、
絶⾷開始後 12 時間で AOM を投与し、さらに
24 時間の絶⾷の後再摂⾷させた。最終投与よ
り 7 ⽇後に⼤腸全⻑のホルマリン固定標本を
作成し、メチレンブルーで染⾊の後、実体顕
微鏡で前癌病変 aberrant crypt foci の数を算定
した。 
(4) ヒト検体の解析 
 胃、⼤腸、⾷道癌⼿術摘出検体のパラフィ
ン切⽚を利⽤し、その背景粘膜の免疫染⾊を
⾏い、ImageJ ソフトウェアを⽤いた画像解析
によって、各種栄養シグナルの定量化を⾏う
とともに、Ki67 タンパク質の検出によって、



細胞増殖状態を評価した。特に肥満/糖尿病を
合併する症例を収集し、これらの結果と臨床
情報との関連を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ⾼脂肪⾷による⽣理的絶⾷応答の消失 
マウスに絶⾷後再摂⾷時に⾼脂肪⾷を投与
したときの⼤腸細胞上⽪の動態を調べたと
ころ、⾼脂肪⾷の再摂⾷では通常⾷の摂⾷の
際にみられた⼤腸上⽪細胞の⼀過性過増殖
反応は誘導されない事がわかった。さらに、
通常⾷マウスで絶⾷を⾏なうと、分離した⼤
腸上⽪細胞はアノイキス耐性を獲得してい
るが、⾼脂肪⾷を⻑期摂取させたマウスでは
絶⾷しても耐性を獲得しにくい事がわかっ
た。肥満個体にみられる消化管上⽪細胞の変
化として重要であると考えられる。  
(2) 間歇的絶⾷による⾼脂肪⾷誘導代謝症

候群の抑制 
⾼脂肪⾷⻑期⾃由摂⾷群と、これに 36 時間
の間歇的絶⾷を週⼀回加えた群を⽐較した。
その結果、2 群間で実験期間を通して摂餌量
の差が認められなかったにもかかわらず、間
歇的絶⾷をおこなった群では体重増加が抑
制され体重は⾃由摂取群の 76-85%にとどま
った。また、投与開始後 20 週における間歇
的絶⾷群の肝重量は⾃由摂取群の 56%と有
意に低く、体脂肪重量も減少していた。⾁眼
的脂肪肝の発症は、⾃由摂取群での 100%に
対して間歇的絶⾷群では 20%と有意に低か
った。⾼脂肪⾷成分の⼀つである遊離脂肪酸
の消化管細胞への作⽤を in vitro で調べた所、
脂肪酸組成により細胞・ミトコンドリア傷害
性に差がある事を⾒出した。そこで in vivo で
の効果を検証するためさらに脂肪酸組成の
異なる⾼脂肪⾷を考案し、これをマウスに与
えた所、不飽和脂肪酸に富む餌では飽和脂肪
酸を主体とする餌を投与した群に⽐べて体
重増加が顕著であった。さらに、不飽和脂肪
酸⾼脂肪⾷では、絶⾷時も細胞増殖が継続し
ており、栄養シグナル分⼦のリン酸化も更新
するなど、絶⾷に対する応答に異常をきたし
ていることが明らかになった。そこでこれら
の餌の⻑期投与後のマウス⼤腸上⽪細胞を
分離し、トランスクリプトーム解析を⾏った。
その結果、⾼脂肪⾷では、⼀部の増殖因⼦や
幹細胞マーカー遺伝⼦の発現が⾼く、⾼脂肪
⾷における⼤腸上⽪細胞の遺伝⼦発現異常
が認められた。 
 また、免疫担当細胞の解析を⾏ったところ、
飽和脂肪酸⾷より不飽和脂肪酸⾷において、

脂肪組織の⾃然免疫担当細胞がより強く活
性化されていることがわかった。不飽和脂肪
酸⾷においては、消化管内及び⾎液中の酸化
ストレス指標も、より⾼くなっており、これ
が体重増加や代謝症候群をきたす原因の⼀
つと考えられた。さらに、腸内細菌叢解析の
の結果、群間の違いを認めたが、肝障害・腸
内酸化ストレス・短鎖脂肪酸・胆汁酸などと
の相関について統合的な解析を⾏うため、本
研究期間終了後も新たな課題として、発展的
に研究を継続している。 
(3) 乳酸の⼤腸上⽪細胞に対する影響 
 絶⾷後のマウス⼤腸上⽪細胞の三次元培
養において、乳酸、酪酸、酢酸の添加による
細胞⽣存率の違いをコロニー数算定により
調べたところ、乳酸添加でのみ細胞⽣存率が
コントロールに⽐べて上昇し、乳酸の特異的
作⽤が明らかになった。 In vivo において乳
酸が作⽤しているときの⼤腸上⽪細胞の遺
伝⼦発現を網羅的に⽐較し、パスウェイ解析
を⾏った所、Hypoxia-induced factor 1a 経路に
関わる遺伝⼦発現が認められ、この経路が活
性化されている事が⽰唆された。このシグナ
ル経路が乳酸の細胞増殖作⽤のメカニズム
の⼀部であることが⽰された。 
(4) 間歇的絶⾷及び⼤腸管腔内乳酸の⼤腸

炎及び⼤腸発癌モデルにおける効果 
 絶⾷―再摂⾷による⼤腸上⽪細胞増殖促
進作⽤の応⽤として、マウス DSS 腸炎の回復
期に 36 時間の絶⾷を施し、その後 36 時間の
再摂⾷後に⼤腸炎の評価を⾏った所、⾃由摂
取マウスに⽐較して絶⾷群では組織傷害の
程度が軽減しており、特に⼤腸上⽪細胞再⽣
の亢進と組織炎症性サイトカイン IL-1beta, 
IL-17, IL-6 の抑制が顕著であった。このよう
に、絶⾷—再摂⾷時の⼤腸上⽪細胞の増殖能
亢進を、腸炎での上⽪細胞修復時期に⼈為的
に⼀致させれば、傷害に対する修復も促進で
きることが明らかとなった。また、DSS 腸炎
モデルはもとより⾃然免疫の活性化がメカ
にズムの中⼼であるが、絶⾷により、過剰な
免疫応答特にインフラマソーム活性化が抑
制された結果、炎症が抑制されたと考えられ
る。 
 乳酸が上⽪細胞再⽣を促すというこれま
での成果に基づき、この DSS 腸炎+絶⾷の実
験系で、乳酸を⼤腸で遊離する餌乳酸化ハイ
アミロースを再摂⾷させたところ、炎症性サ
イトカインのさらなる低下と、潰瘍⾯積の低
下が認められた。また、絶⾷群のマウスでは、



Hif1α により誘導され細胞増殖や⾎管新⽣を
誘導する乳酸結合蛋⽩ NDRG3 の発現亢進が
認められた。このシグナル経路を介して乳酸
が直接上⽪細胞に作⽤し、傷害後の上⽪増
殖・修復を促進していると考えられる。 
 ⼀⽅、恒常的な乳酸の細胞増殖促進作⽤は、
⼤腸発癌を促進する可能性もあると予測し、
乳酸化ハイアミロース餌投与マウスで発癌
実験を⾏った。AOM の腹腔内投与による⼤
腸発癌モデルに、乳酸化ハイアミロース⾃由
摂取群、コントロールハイアミロース⾃由摂
取群、さらにこれらに間歇的絶⾷群を加えた
実験を⾏った結果、乳酸化ハイアミロース⾃
由摂取群で、前癌病変の総数は増加しなかっ
たものの、２個以上の陰窩よりなる adenoma
型の前癌病変が増加した（図１）。 

 
図１. AOM 投与による⼤腸前癌病変の数の乳酸ハ
イアミロース餌及び間歇的絶⾷による影響。上段、
aberrant crypt foci 総数/colon； 下段、adenoma
型 aberrant crypt foci の数/colon。Control, ハイア
ミロース餌； Lactate, 乳酸化ハイアミロース餌。
*P<0.05. 
コントロールアミロース飼料群では、２４時
間の絶⾷中にアゾキシメタンを投与するこ
とで（絶⾷群）前癌病変の数が顕著に減少し
たし、以前の結果が良く再現された。さらに
同様の間歇的絶⾷を施すことで、乳酸化ハイ
アミロース摂取による adenoma 型の前癌病変
も同様に減少させることができた（図１）。 
(5) ヒト組織における⼤腸粘膜の変化 
⾼脂肪⾷マウスの⼤腸上⽪細胞の解析の結

果、肥満マウスの⼤腸では絶⾷に対する細胞
動態の応答に異常を来していることがわか
ったので、ヒトの⼤腸粘膜でこのフェノタイ
プが⾒られるかどうか検証した。⼤腸癌⼿術
症例の摘出標本を⽤い、癌背景粘膜の免疫染
⾊結果を画像解析により定量化し、肥満・糖
尿病合併例と⾮合併例の間に差があるかな
ど、臨床情報との相関についての解析を⾏っ
た結果、⼤腸細胞増殖マーカーや栄養シグナ
ル分⼦の発現は、BMI、腹囲、⽪下脂肪量、
⾎中脂質などと正の相関が⾒られた。これら
の結果はヒトにおいても肥満と並⾏して、⼤
腸上⽪細胞の動態や栄養シグナル活性化状
態の異常をきたしていることを⽰している。  
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