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研究成果の概要（和文）：　腸管粘膜バリア機能に影響を及ぼすことが知られている粘膜免疫応答と腸内細菌叢
とのクロストークに着目し、低出生体重児の腸管粘膜バリア機能を改善するための栄養法ならびにプロバイオテ
ィクス投与法について検討した。
　ヒト腸管粘膜T84細胞の培養を行い、tight-junction蛋白のmRNA発現量をリアルタイムPCRにて測定した。結果
は、pre-confluent状態のT84培養細胞にBifidobacterium CMを添加するとTJP1、CLDN1およびOCLNの発現が増加
し、特にCLDN3の増加が著明であった。さらにその発現の増加はTJP1においてCMの濃度依存性に増加した。

研究成果の概要（英文）：  We examined the effect of nutritional support and probiotics on the 
function of intestinal mucosal barrier function in low birth weight infants.
  The influence of probiotics, including Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, and 
Lactobacillus reuteri, on tight-junction function using T84 culture cells. The cells were studied at
 confluent, pre-confluent, and growing conditions. The mRNA expression of tight-junction proteins, 
such as TJP1, CLDN1, OCLN, and CLDN3 was evaluated.
  The mRNA expression of TJP1, CLDN1, and OCLN of pre-confluent and growing conditions was 
significantly lower than that at confluent condition. After addition of Bifidobacterium CM the 
expression of TJP1, CLDN1, and OCLN was increased, and especially CLDN3. Moreover, the TJP1 
expression was dose-dependently increased.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： バリア機能　腸管粘膜　プロバイオティクス　低出生体重児　脂肪酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　母乳栄養が低出生体重児の重症感染症やNECの予防に有効であることは臨床上経験されることであり、その機
序として母乳成分による抗菌作用や免疫賦活作用、さらには腸内細菌叢に及ぼす影響などが知られている。本研
究の結果を踏まえて、低出生体重児特に極低出生体重児に対する理想的な栄養法ならびにプロバイオティクス投
与法を実行することで、順調な栄養摂取のみならず、致死的にもなり得る疾病の予防や後の合併症の予防にもつ
ながると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

近年の新生児医療の充実により、低出生体重児の生命予後はたとえ 1500g 未満の極低出生体

重児であっても極めて良くなっている。最近では、インタクトサバイバルを目指した未熟児管理

が注目されており、消化管機能に関しての問題も盛んに議論されるようになっている。低出生体

重児では、消化吸収能、腸管運動、腸管免疫および腸管粘膜バリア機能はいずれも未成熟な状態

にあり、これらが児の栄養学的問題や腸内細菌叢の乱れと密接に関係している。さらに腸管粘膜

バリア機能の未熟性は、bacterial translocation（BT）を介しての敗血症や新生児壊死性腸炎

（necrotizing enterocolitis: NEC）などの発症、あるいは腸粘膜における透過性の亢進による

消化管アレルギーの発症にも関与していると考えられている。 

 腸管粘膜バリア機能は粘膜免疫応答と密接に関係していることが知られている。さらにこの

粘膜免疫応答は腸内細菌叢にも強く影響を受け、これらのクロストークは腸管粘膜バリア機能

の維持には必須と考えられている。極低出生体重児では分泌型IgA産生ならびにtight junction

機能の未熟性がそれぞれバリア機能の低下の原因となっている。私たちは Bifidobacterium 

breve（B.breve）の投与により低出生体重児の血清 TGF-β値が Smad7 の発現制御を介して増加

し、分泌型 IgA の産生増加に関与する可能性を報告している（Fujii T, Shimizu T, et.al. J 

Pediatr Gastroenterol Nutr. 2006;43:83-8）。他方、TGF-βは TNF-αの産生を抑制して tight 

junction 機能を改善させたり、tight junction 機能に影響を及ぼす occludin や clandin の発

現を亢進させることが知られているが、TGF-β を含有することが知られている母乳あるいはプ

ロバイオティクスが腸管免疫応答にどのような影響を与え、分泌型IgAの産生やtight junction

機能の改善に関与しているかは不明である。 

 母乳栄養が低出生体重児の重症感染症や NEC の予防に有効であることは臨床上経験されるこ

とであり、その機序として母乳成分による抗菌作用や免疫賦活作用、さらには腸内細菌叢に及ぼ

す影響などが知られているが、母乳栄養が粘膜バリア機能に及ぼす作用についての詳細な検討

は成されていない。動物実験において完全人工乳哺育が困難であることがその理由であったが、

私たちは麻布大学との共同研究により母乳哺育と人工乳哺育マウスにおける腸管粘膜免疫の差

を検討し（Sakaguchi K, Shimizu T, et.al. Pediatric Int, 2016 submitted）、現在腸内細菌

叢の相違の解析を行っているところである。また特に我が国の母乳に豊富に含まれ人工乳にも

添加されている docosahexaenoic acid（DHA）がラットの NEC モデルにおいて抗炎症性メディエ

ーターである PPAR-γ の発現を介して NEC の発症を防止することを報告している（Ohtsuka Y, 

Shimizu T, et.al. J Pediatr Surg. 2011;46:489-95）。 

さらに私たちは、低出生体重児を対象に B.breve の投与により NEC や重症感染症の予防が可能

であること（Satoh Y, Shimizu T, et al. Int J Probiotics Prebiotics. 2007;2:149-54）、

消化管機能の維持に必要である短鎖脂肪酸の産生に影響を及ぼすこと（Wang C, Shimizu T, et 

al. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007;44;252-7）などを報告してきたが、プロバイオティ

クスの投与と児の腸管粘膜バリア機能との関係にまでは至れていない。 

 

２．研究の目的 

低出生体重児に認められる消化管合併症や重症感染症の原因として、児の腸管粘膜バリア機

能の未熟性が重要と考えられている。しかしながらその未熟性を改善させたり代償する方法に

ついては国内外を問わず未だ十分な検討が成されていない。 

 そこで本研究では、腸管粘膜バリア機能に影響を及ぼすことが知られている粘膜免疫応答と

腸内細菌叢とのクロストークに着目し、低出生体重児の腸管粘膜バリア機能を改善するための



栄養法ならびにプロバイオティクス投与法について検討する。 

 本研究の結果を踏まえて、低出生体重児とくに極低出生体重児に対する理想的な栄養法なら

びにプロバイオティクス投与法を実行することで、順調な栄養摂取のみならず、致死的にも成り

得る疾病の予防や後の合併症の予防にもつながると考える。 

 

３．研究の方法 

① Pre-confluent 状態の T84 細胞を用いた腸粘膜バリア機能の検討 

ヒト大腸癌由来 T84 細胞を transwell 上で培養し、顕鏡法および volt-ohm meter による TEER

値から confluent 状態に達する前の 3 日間を pre-confluent 状態として、この期間で実験を行

う。また対照として confluent 状態でも同様の実験を行う。 

Pre-confluent 期間の 3日間で、培養液（管腔および基底側）に DHA、EPA、AA をそれぞれ 1、

5、10μg/ml となるように添加し、同様に B.breve、L.reuteri、L.brevis を 1×108CFU/mL とな

るように添加する。 

Volt-ohm meter を使用して TEER を pre-confluent 状態の 3 日間で測定し、permeability

（tight junction機能）の基礎値を調べ、さらにpermeability亢進作用を有するIFN-γ10ng/mL）

の基底側への添加による TEER 値の変化を検討する（金子，清水，他．第 30回日本小児栄養消化

器肝臓学会，2005）。また、管腔側から基底側の蛍光色素標識物質（fluorescein sulfonate: FS，

MW478 および FITC-dextran: FD-4, MW440）のクリアランスの基礎値および IFN-γ刺激によるク

リアランスの変化も同様に検討する。 

管腔および基底側の培養液中の TNF-α、IFN-γ、TGF-βを ELISA kit を用いて測定する。 

 

② 極低出生体重児における腸管粘膜バリア機能の検討 

順天堂大学附属順天堂医院 NICU に入院した出生体重 1500g 未満の極低出生体重児をインフォ

ームドコンセントを取得した後に対象とし、現在行っている出生日からの B.breve（109CFU/日）

投与に加え、生後 1 週目からの L.reuteri（109CFU/日）同時投与群、L.brevis（109CFU/日）同

時投与群、および B.breve のみの投与群の 3群に分け検討を行う。 

各群における腸管感染症、敗血症、NEC、アレルギー症状などの臨床症状と母乳摂取率、腸管

permeability、血中・便中細菌分析、便中 TNF-α、TGF-β、sIgA 値の結果との関係を検討する。

腸管 permeability はマンニトールおよびラクツロース経口負荷を行い、それぞれの尿中濃度を

HPLC にて測定し尿中排泄率から算出する。血中・便中細菌の分析は定量的 R-T PCR 法にて実施

し、便中 TNF-α、TGF-βの測定は各種 ELISA kit を用いて行う。 

臨床症状は、NICU 退院後も修正 36か月まで継続して観察し、入院中の母乳率や各種検査結果

と合わせ、修正 3、6、9、12、18、24、36 か月時に評価する。 

 

③人工乳哺育マウスを用いた腸管粘膜バリア機能の検討 

新生仔マウスを母乳哺育群と日齢 2 より細小チューブにて人工乳を経管投与する群（麻布大

学にて実施）とに分け、生後 2週および 5週目に解剖を行い小腸を採取する。 

採取した腸粘膜から mRNA を抽出し、cDNA を作成したのち DNA microarray assay を用い、TNF-

α、IFN-γ、TGF-β、IL-10、Smad、occuldin、clandin などの発現を網羅的に捉え、real time 

PCR 法を用いてその発現を確認し、母乳哺育群と人工乳哺育群とで比較を行う。 

人工乳群では人工乳に DHA(100mg/L)、AA（50mg/L）および両方を添加して投与した群と非添加

群の 4群での比較を行う。 



人工乳群の非添加群においては 108CFU/日の B.breve、L.reuteri、および L.brevis 投与なら

びに非投与の 4群での比較を行う。 

全ての群に於いて腸内細菌の分析を定量的 RT-PCR 法にて行う。 

 

④極低出生体重児における腸管粘膜バリア機能の検討 

順天堂大学附属順天堂医院 NICU に入院した出生体重 1500g 未満の極低出生体重児をインフォ

ームドコンセントを取得した後に対象とし、現在行っている出生日からの B.breve（109CFU/日）

投与に加え、生後 1 週目からの L.reuteri（109CFU/日）同時投与群、L.brevis（109CFU/日）同

時投与群、および B.breve のみの投与群の 3群に分け検討を行う。 

各群における腸管感染症、敗血症、NEC、アレルギー症状などの臨床症状と母乳摂取率、腸管

permeability、血中・便中細菌分析、便中 TNF-α、TGF-β、sIgA 値の結果との関係を検討する。

腸管 permeability はマンニトールおよびラクツロース経口負荷を行い、それぞれの尿中濃度を

HPLC にて測定し尿中排泄率から算出する。血中・便中細菌の分析は定量的 R-T PCR 法にて実施

し、便中 TNF-α、TGF-βの測定は各種 ELISA kit を用いて行う。 

臨床症状は、NICU 退院後も修正 36か月まで継続して観察し、入院中の母乳率や各種検査結果

と合わせ、修正 3、6、9、12、18、24、36 か月時に評価する。 

本検討は研究期間である 3年間を通して対象症例数を可能な限り増やして（目標 50 例）研究

を継続していく。 

 

４．研究成果 

ヒト腸管粘膜T84細胞をtranswell上で培養し、pre-confluentの状態でB.breve、L.reuteri、

L.brevis を添加して Trans-Epithelial Electrical Resistance (TEER)を測定し、permeability

の変化を検討した。 

Pre-confluent 状態で B.breve を添加し、３日後の顕微鏡を用いて cell integrity を評価し

たところ（図 1）、Control と 1×105CFU は、confluent の状態に達していなかったが、1×106CFU

と 1×107CFU では confluent 状態に達していた。 

 

図 1 顕微鏡下の cell integrity 評価 

 

また、TEER 値においても Control と 1×105CFU は、confluent の状態に達していなかったが、

1×106CFU では confluent 状態に達していた。 

Pre-confluent 状態で、B.Longun を添加し、2 日間と 4 日間後に jImage を用いて細胞の面積

を評価した結果を以下に示す。B.longum の添加により Area（％）が増加する傾向がみられた（表

１）。他方、TEER 値に関しては.B.longum の添加によって値の変化はみられなかった（表２）。 

 



表１ jImage による細胞面積の評価  表２ TEER 値の比較 

 Cells Count Area(%)   Cells Count TER 

1 (1x104) Control 64.6  1 Control 209 

2 (1x104) B.longum 300µL 70.5  2 1x105 CFU B.longum 211 

3 (1x105) Control 91.1  3 1x106 CFU B.longum 214 

4 (1x105) B.longum 600µL 99.3  4 1x107 CFU B.longum 215 

 

Bifidobacterium longum および breve、Lactobacillus reuteri および brevis を MRS Broth

にて 37℃で 2 日間培養したのち、1000×g 4℃で 1 分間遠心分離し、沈殿物を DMEM 培地にて

37℃で一晩培養した。その後 13.300×g 4℃で 10分間遠心分離した後、沈殿物をフィルター上

でろ過させて、それぞれの conditioned medium（CM）を 4℃で保存した。 

 ヒト腸管粘膜 T84 細胞の培養を行い、Confluent 状態、Pre-confluent 状態（confluent に達

する 1-2 日前）、Growing 状態（数日前）の 3種類の状態で probiotics の添加実験を行った。 

次にtiget-junction機能への影響を検討するために、tight-junction蛋白であるTJP1、CLDN1、

OCLN、CLDN3 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR にて測定した。 

 結果は、Confluent 状態に比し、Pre-confluent および Growing の状態では有意に TJP1、CLEN1

および OCLN の発現が低下していた（図 2）。 

 

図 2 各培養条件下での tight-junction 蛋白発現の比較 

 

次に Pre-confluent 状態の T84 培養細胞に Bifidobacterium CM を添加すると TJP1、CLDN1 お

よび OCLN の発現が増加し、特に CLDN3 の増加が著明であった（図 3）。さらにその発現の増加は

TJP1 において CMの濃度依存性を増加した（図 4）。 

   
図 3 Bifidobacterium CM 添加による    図 4 TJP1 発現における Bifidobacterium CM の 

tight-junction 蛋白発現の変化        濃度依存性 
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