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研究成果の概要（和文）：高脂肪食モデルマウスを用いて、高脂肪食摂取による腸管粘膜防御機能への影響を明
らかにした。高脂肪食マウス(HFD群)では、通常食マウスと比較して20週齢で有意な血糖値上昇がみられ、粘膜
固有層内のIgA形質細胞数の減少を認めた。超微形態解析では、HFD群の筋間神経叢内の軸索Varicosity内のシナ
プス小胞の減少がみられたが、SGLT阻害剤投与後は、シナプス集積と軸索側枝の形成を多数認めた。
高脂肪食摂取が腸管IgAの分布に影響を与えることとともに、腸管筋間神経叢内のVaricosityのシナプス動態異
常を惹起することに加えて、SGLT阻害剤が腸管筋間神経叢に保護的に作用する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a mouse hyperglycemia model using prolonged 
high-fat diet (HFD) ingestion, and analyzed the changes in the distribution of immunoglobulins in 
the lamina propria and the effect of an SGLT inhibitor (phlorizin) on neurons in the myenteric 
plexus. In HFD mice, a significant increase in the blood glucose level was observed at the age of 20
 weeks as compared with the normal diet mice. Furthermore, the number of IgA plasma cells decreased 
in the lamina propria. Compared to STD mice, those on a prolonged HFD had decreased varicosity 
number and smaller varicosity minor axis in the neurons of the myenteric plexus. In HFD mice, 
phlorizin treatment resulted in ameliorated hyperglycemia and increased synaptic vesicle of 
varicosities in the myenteric plexus. These results support the notion that nerve damage underlies 
diabetic symptoms of mucosal immune functions and dysmotility, and reveals adaptive enteric nerve 
system responses to the prolonged ingestion of a HFD.

研究分野：機能形態学
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１．研究開始当初の背景 
一般的に動物腸管は消化および吸収を主
に司り、日々膨大な量の食物を摂取し、分
解・吸収している。しかし、粘膜の脆弱性や
高浸透性といった特徴は、常に病原微生物に
よる感染や有害物質による病気などを起こ
しやすい。欧米型の高脂肪食の摂取では腸管
でのバリア機能の低下および透過性の亢進
することが報告されており、近年増加傾向で
ある肥満や糖尿病のインスリン抵抗性の一
因になっていると推測される[Sato J et al. 
Diabetes. 2014, 37(8):2343-2350.]。また、
血糖コントロール不良の糖尿病患者の下痢
や易感染性の要因として自律神経障害が主
として考えられているが、高血糖状態が腸管
免疫機能に何らかの影響を与えている可能
性は否定できない。さらに、新たな糖尿病治
療薬として SGLT 阻害薬など糖吸収に対する
薬剤が出てきているが、重症低血糖などの重
度の副作用の報告もいくつか出てきており、
腸管での吸収機構のメカニズムの解明が急
務である[SGLT2 阻害薬の適正使用に関する
Recommendation. 日本糖尿病学会. 2014]。
しかし、偏った食物摂取やこれらを標的とし
た吸収阻害薬が腸管吸収機能や免疫防御機
能にどのような影響を与えているか、形態学
的および免疫組織化学的解析は十分ではな
かった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞組織内の可溶性血清
蛋の保存が良好に行える生体内凍結技法を
用いて、小腸吸収上皮細胞の免疫組織化学的
解析および超微形態学的に解析を行い高脂
肪食摂取が腸管粘膜防御機能にどのような
影響を与えているか明らかにすることであ
る。さらに、糖吸収(SGLT)阻害薬であるフロ
リジン投与による腸管への影響を明らかに
し、肥満や糖尿病の予防やメカニズムの解明
することである。研究の目的を以下の 4点に
まとめた。 
(1) 高脂肪食摂取が小腸吸収上皮細胞にど
のような形態変化をもたらすか？ 

(2) 高脂肪食摂取が腸管吸収機構に変化は
みられるのか？ 

(3) 高脂肪食摂取が小腸粘膜のIgA分布に影
響を与えるか？ 

(4) 高脂肪食摂取が腸管蠕動運動にどのよ
うな影響を与えるか？ 

 
３．研究の方法 
(1) 高脂肪食摂取が小腸吸収上皮細胞にど
のような形態変化をもたらすか？ 
実験には 4 週から高脂肪食(60Kcal%fat、
Reseach Diets, inc.)の給餌を開始し、12-20
週間飼育期間されたマウス(C57BL/6J、HFD
群)を用いた。また、対照群として通常食で
飼育されたC57BL/6Jマウス(STD群)を使用し
た。試料作製は、生体内凍結技法(図 1)を用
いた。ネンブタール麻酔下 C57BL/6 マウスの

腸管を剖出し、腸管を開き管腔側を露出し、
その後イソペンタン-プロパン混合寒剤
(-193℃)を空腸管腔側(絨毛)より直接にか
けて生体内凍結を行った。凍結した試料を 2%
四酸化オスミウム含有アセトン中で凍結置
換固定し、エポン包埋する。形態学的解析に
は、トルイジンブルー染色を行い、厚切り切
片に対応した隣接超薄切片は、ウランと鉛の
電子染色後、電子顕微鏡(H-7500)で観察を行
った。光顕試料は、生体内凍結技法で摘出し
た試料を 2%パラフォルムアルデヒド含有ア
セトン中で凍結置換を行い、型のごとくパラ
フィン包埋した。 
 
(2) 高脂肪食摂取が腸管吸収機構に変化は
みられるのか？ 
ト レ ー サ ー と し て Horseradish 
peroxidase(HRP)をマウス管腔内に投与した
後、前述と同様の手順で試料を作製し、小腸
吸収上皮細胞への取り込みおよび通過を光
学顕微鏡および電子顕微鏡で観察した。 
 
(3) 高脂肪食摂取が小腸粘膜のIgA分布に影
響を与えるか？ 

 パラフィン包埋した試料を、ミクロトーム
を用いて 5µm 連続切片を作製した。形態学的
解析は HE 染色を用いた。免疫組織学的解析
は、各種一時抗体(IgA, J-chain, Igκ, IgG1, 
IgM, Albumin, PG9.5, Synaptophysin)を行
った後、さらにビオチン標識した二次抗体を
用い、ペルオキシダーゼ-アビジン-ビオチン
複合体(ABC)法後、Diaminobenzidine(DAB)発
色して光学顕微鏡で観察した。また、一部の
切片では、蛍光標識抗体を用いて蛍光多重染
色法を行い、蛍光顕微鏡および共焦点レーザ
ー顕微鏡(FV1000)を用いて観察を行った。 
 
(4) 高脂肪食摂取が腸管蠕動運動にどのよ
うな影響を与えるか？ 
腸管蠕動運動を調節する、筋間神経叢(ア
ウエルバッハ神経叢)の形態学的解析を行っ
た。上記 2群(STD 群、HFD 群)に SGLT 阻害薬
であるフロリジンを投与後、麻酔下で空腸の
管腔側を露出し、切り出した試料は 4%PFA、
1%グルタールアルデヒド(0.1MPB)および 1%
四酸化オスミウムによる浸漬固定を行った。
その後、アルコール脱水を行い型のごとくエ
ポン包埋する。形態学的解析には、トルイジ
ンブルー染色を行った厚切り切片に対応し
た超薄切片を電子染色後、電子顕微鏡にて観
察を行った。3 次元電子顕微鏡包埋試料を作
製後、シリアルブロックフェイス走査電子顕
微鏡(SBF-SEM, Carl Zeiss)で撮像した。そ
の後、ImageJ-Fiji により取得したスタック
画像(500～1000 枚)のキャリブレーションを
行い、Amira5、MIB、Fiji 等のソフトウェア
を使用して 3 次元再構築を行った。解析は、
光顕用パラフィン試料での免疫組織化学
(PGP9.5, Synaptophysin)と 3 次元再構築し
た筋間神経叢内における軸索の超微形態学



的解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) 高脂肪食摂取が小腸吸収上皮細胞にど
のような形態変化をもたらすか？ 

 HFD 群では、腸上皮細胞質内に電子密度が
高い小胞を多く認めた。一部の側部細胞膜領
域では、細胞間接着装置複合体より近位部で
も同様の小胞を多数認めた。一方、STD 群で
は側部膜ひだ咬合interdigitationは豊富に
認められたが、HFD 群で見られた小胞は認め
なかった。 
 
(2) 高脂肪食摂取が腸管吸収機構に変化は
みられるのか？ 
HRP 投与による吸収機構の実験では、光顕
による観察では、STD群およびHFD群ともに、
小腸吸収上皮細胞質内の頂上部において HRP
陽性像を認めた。しかし、高脂肪食マウスに
おいて高脂肪食摂取の影響と思われるエン
ドサイトーシスの分泌顆粒が、上皮細胞の頂
上部から基底部および腸上皮細胞間隙から
基底膜側にかけて多くみられたため、トレー
サーである HRP との判別が困難であった。実
験手法を変更し、空腹時でのHRP投与を行い、
再度データ取得を試みたが、安定的にデータ
を取得することができなかった。厚切り切片
による光顕観察と隣接する超薄切片による
電顕観察でデータを補完するなど、今後さら
なる解析方法を検討が必要となった。 
 
(3) 高脂肪食摂取が小腸粘膜のIgA分布に影
響を与えるか？ 

 STD 群では、粘膜固有層内の形質細胞およ
び小腸吸収上皮細胞質内にIgA免疫反応産物
を認めた(図 2、表 1)。特に、絨毛内の粘膜
固有層の基部から中部にかけて形質細胞が
多く分布することが明らかとなった。一方、
HFD 群では IgA 陽性の形質細胞は減少し、吸
収上皮細胞質内の顆粒は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(4) 高脂肪食摂取が腸管蠕動運動にどのよ
うな影響を与えるか？ 

 免疫組織化学的解析では、STD 群の筋間神
経叢内および筋層間の軸索に沿って顆粒状
の Synaptophysin 陽性像を豊富に認めた。一
方、HFD 群では Synaptophysin 免疫反応性は
弱く、筋間神経叢内の陽性像の減弱がみられ
た。しかし、HFD 群フロリジン投与後は筋間
神経叢内に顆粒状Synaptophysin陽性像を豊
富に認めた(図①)。SBF-SEM による 3 次元超
微形態解析では、STD 群は軸索の Varicosity
に多数のシナプス集積を認め、軸索からは複
数の側枝の形成を認めた。一方、HFD 群では
軸索はらせん状となり、軸索の Varicosity
内のシナプス集積はほとんどみられなかっ
た(図②)。HFD 群フロリジン投与後は、
Varicosity 内のシナプス集積とともに軸索
に多数の側枝の形成を認めた(図③)。腸管筋
間神経叢において高血糖状態が Varicosity
のシナプス動態の異常を惹起することに加
えて、SGLT 阻害剤が腸管筋間神経叢に保護的
に作用する可能性が示唆された。 
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