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研究成果の概要（和文）：　実験動物としてC57black/6Jマウスを用い、DSS水を自由摂取させて潰瘍性大腸炎に
基づく炎症性腸疾患（IBD）モデルを作成した。治療薬候補として、大腸送達性を考慮したγPGA-亜鉛錯体を合
成した。
　無処置群と比較してIBD群の大腸上皮の炎症は、加齢と共に元来から炎症が観測された。IBD群で血漿中ALP活
性は加齢に伴い低下したが、大腸IAP活性は加齢に伴い上昇し、この原因は好中球の炎症組織内浸潤によるもの
であった。大腸組織の亜鉛含量が加齢に伴い低下し、IBD発症により更に消耗された事実から、モデルマウスに
γPGA-亜鉛錯体を連日経口投与したところ、IBDの諸症状は顕著に治癒された。

研究成果の概要（英文）：  Inflammatory bowel disease (IBD) model mice were produced by freely 
drinking water with 2% DSS using C57black/6J mice. As a candidate among new therapeutics, the γ
PGA-zinc complex was designed and synthesized for taking account of colon delivery after oral 
administration.
  As age of mice, inflammation in colon of IBD mice was increased in comparison with control mice 
where plasma ALP activity was decreased, while IAP activity in colon was increased by migration of 
neutrophil into inflammation sites. From results for both age-dependent decrease of zinc amounts in 
colon and its more consumption by pathogenesis of IBD, the poly γ-glutamic acid (γPGA)-zinc 
complex was synthesized and examined to be daily administered by oral gavage to IBD model mice, and 
thus several symptoms of IBD were found to become clearly improved and cured after treatments. 
Therefore, it was concluded that the γPGA-zinc complex was proposed as a new candidate of 
therapeutic agent for treatment of IBD.

研究分野： 医薬品分析化学

キーワード： 亜鉛要求酵素　亜鉛不足による代謝変動　加齢による炎症応答変動　亜鉛輸送機構　腸アルカリホスフ
ァターゼ　好中球浸潤　生命金属マーカー　γPGA-亜鉛錯体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　加齢に伴う代謝機能が炎症性腸疾患（IBD）の発症に関与する可能性を検証するため、標的分子として消化管
の亜鉛要求酵素であるintestinal alkaline phosphatase（IAP）に注目した。加齢と共に消化管組織の亜鉛レベ
ルが低下しIAP活性が低下するなら、上皮細胞から細胞外に漏出したATPや、腸内細菌から放出されたLPSがIAPに
よる分解を回避して管腔内を移動し大腸に集積することで炎症が発生する筈である。この作業仮説に基づいて、
大腸送達性のポリγグルタミン酸-亜鉛錯体による治療効果を疾患モデルマウスで種々検討し、改善効果を見出
した。本亜鉛錯体をIBDの治療薬候補として提案する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
加齢による現象は、全身における細胞機能の全般的な低下を特徴とし、これらの変化は最終的

に全身の恒常性に影響を及ぼす。DNA の物理的損傷と酸化ストレスによる組織障害は、あらゆ
る側面で加齢を促進する方向に寄与する。その中でも、酵素活性の低下に伴う代謝機能障害は、
少なくとも哺乳動物の加齢の一般的な特徴である。加齢により活性が低下する酵素群の中には、
補因子であるビタミンや活性中心に結合する生体必須金属（バイオメタル）の減衰が最大の要因
となっている場合があり、近年では、このような体内に微量にしか存在しない栄養素（マイクロ
ニュートリション）の重要性にも大きな注目が集まっている。 
代謝機能を除いて、見た目にも健康な老齢マウスにおける代謝変化の包括的評価が近年、詳細

に検討されており、若齢のマウスと 2 年齢のマウスの代謝パラメーターが比較された結果、老
化に伴う代謝機能の顕著な変化は肝臓と筋肉における糖代謝と脂肪酸代謝、および酸化還元恒
常性で見出された。これらの変化は、ビタミンであるカルニチンの減少および遊離脂肪酸レベル
の増加、ならびに血漿中の種々のアミノ酸の顕著な減少によって特徴づけられた。しかしながら、
既存の研究対象では、動物個体のインビボ表現型を説明するために、遺伝子発現、生化学的分析、
有機低分子の代謝産物を統合的に結びつける手法は取られているが、前述した微量なバイオメ
タルは全く考慮されていない。 
そこで、申請者はバイオマーカーとしての生体必須金属（バイオメタルマーカー）に注目し、

加齢に伴うバイオメタル分布（メタロバランス）の変動や破綻が、活性中心に金属元素を必要と
する酵素の活性低下と連動して代謝機能障害を引き起こす要因になりうるとの仮説を提案して
いる。これを検証するために、生体中の全金属元素を分析するメタロミクスの研究手法を病態解
析のツールとして導入し、がんを始めとする難治性疾患患者や炎症性疾患の実験動物から得た
血液、尿、糞便を生体試料として疾患メタロミクス解析の研究を実施してきた。これを実証、実
現できれば、リピドミクスとメタボロミクスにより見出される有機代謝産物とメタロミクスに
より見出される無機代謝産物に当たるバイオメタルの両側面から、より完全形に近い包括的評
価が可能となる。その結果として変動が見出された代謝産物は、加齢と健康維持のためのより高
精度のバイオマーカーとして役立つことになるはずである。 
 
２．研究の目的 
本申請の研究対象として、わが国における難治性疾患の 1 つであり、病因の確定が未完であ

ると共に、効果の高い治療法が確立されていない疾患である炎症性腸疾患（IBD）を取り上げた。
IBD には大きく分けてクローン病と潰瘍性大腸炎が存在するが、ヒトにおける病態を精密に模
倣できる実験モデル動物を確立できるかどうかの側面から、今回は潰瘍性大腸炎について調査
することとした。 
 加えて、ヒトにおける潰瘍性大腸炎の発症過程を、酵素活性の低下に伴う代謝機能障害と結び
つけて考察している研究例は過去にほとんど見当たらない。すなわち、加齢と共に変化する代謝
機能が、潰瘍性大腸炎の発症に大きく関与しているのではないか、との新たな仮説を立てた。そ
れを実証するための標的分子として、小腸から大腸まで消化管の広範囲に発現する亜鉛要求酵
素である intestinal alkaline phosphatase（IAP）に着目した。IAP はその名の由来通りにリン
酸エステルを無機リン酸に分解する活性を持つが、タンパク質構造中のアンカー部位を介して
消化管の上皮細胞膜上に固定されているため、肝臓から血液中に分泌され循環血液中を巡る
alkaline phosphatase（ALP）とは異なり、腸の部位ごとの酵素活性を反映し、腸内亜鉛レベル
に連動した酵素活性の増減が鋭敏に現れる。仮に、加齢と共に腸内亜鉛レベルが低下し IAP 活
性も低下するならば、上皮細胞の新陳代謝が速く、腸内細菌が共存する消化管組織では細胞外に
漏出した ATP や細菌由来のリポ多糖（LPS）が IAP による分解反応を回避して腸管腔内を小腸
側から大腸側へと移動し、最終的には大腸部位に集積することが想定される。ATP や LPS は細
胞外からそれぞれの受容体を介して作用する炎症惹起物質であるため、大腸管腔部位に蓄積し
た結果として、大腸の上皮細胞に炎症が発生することになる訳である。 
そこで、ヒトにおける潰瘍性大腸炎の発症過程を具体的に設定するための実験デザインとし

て、複数の異なる週令のマウスを用いて実験を行う事とした。最近の文献によると、マウスとヒ
トの生涯の比較研究がなされており、マウスがいつ頃に「老齢」となるのかが評価されている。
それによると、4-26 週令がヒトの若年層（20-30 歳）、40-60 週令がヒトの中年層（38-47 歳）、
78-104 週令がヒトの老年層（56-69 歳）に対応することが記されている。これにしたがって、
9、40 および 72 週令の C57black/6J マウスを購入し、1 週間の馴化後に 2%の DSS を含む飲料
水を 1 週間自由摂取させることにより潰瘍性大腸炎の実験モデル動物を作成した。この実験系
を用いて、疾患の病態解析およびメタロミクス解析を行った。 
 
３．研究の方法 
上記の過程を設定する実験デザインとして、複数の異なる週令のマウスを用いて実験を行っ

た。最近の文献から、マウスとヒトの生涯の比較研究がなされており、マウスがいつ頃に「老齢」
となるのかが評価されている。それによると、4-26 週令が若年層（20-30 歳）、40-60 週令が中



年層（38-47 歳）、78-104 週令が老年層（56-69 歳）に対応すると示されている。したがって、
9、40 および 72 週令の C57black/6J マウスを購入し、1 週間の馴化後に 2%の DSS を含む飲料水
を 1 週間自由摂取させることにより潰瘍性大腸炎の実験モデル動物を作成した。この実験系を
用いて、疾患の病態解析およびメタロミクス解析を行った。 
加えて、メタロバランスの恒常性正常化を治療概念とした医薬品開発を志向して亜鉛錯体製

剤の開発にも着手した。そこで、経口投与後の大腸送達特性を付与した高分子配位子による亜鉛
錯体として、分子量 40万のポリγグルタミン酸-亜鉛錯体（γPGA-亜鉛錯体）を合成し、その単
離精製と物性評価を完遂した。経口治療薬候補として、本亜鉛錯体による治療効果実験を各週令
のマウスで実施した。 
 
４．研究成果 
無処置群と比較して DSS 処置群で統計的な有意差が観測された項目を示す。体重減少（9, 72

週令）。DAI スコア増加（9, 72 週令で顕著、40 週令で軽微）。大腸長の短縮（9, 72 週令で顕著、
40 週令は不変）。大腸上皮組織染色の炎症評価（9週令で顕著、40週令で軽微、72 週令は不変で
元来から炎症が相当度みられる）。大腸 IAP 活性の上昇（9, 40 週令で軽微、72週令で顕著、ま
た無処置群では 9-40 週令で同レベルだが 72週令で低下）。血漿中 ALP 活性の低下（9, 40 週令
で顕著、72週令で軽微、また無処置群では 9週令から 40-72 週令で低下）。腸中亜鉛濃度の増加
（小腸上下部では 72週令で軽微、大腸では未変化）。血漿中亜鉛濃度の低下（9, 40 週令で明確、
72 週令で顕著、また無処置群では 9 週令から 40-72 週令で低下）。大腸中マンガン濃度の低下
（9, 40, 72 週令で明確）。大腸中銅濃度の低下（9, 40, 72 週令で明確、また無処置群でも 9→
40→72 週令で順次低下）。血漿中マンガン濃度の低下（9週令から 40-72 週令で軽微、また無処
置群でも同様）。血漿中銅濃度の上昇（9, 40, 72 週令で明確、また無処置群でも 9週令から 40-
72 週令で明確）。 
結果を要約すると、DSS 処置により惹起される潰瘍性大腸炎は 9週令で顕著、40週令では発症

しても軽微もしくは発症しない、72 週令は元来から炎症部位が相当度みられ不変であった。こ
れと連動する様に、大腸 IAP 活性は、無処置群の 9-40 週令から 72 週令で低下、IBD 群では 9-40
週令で軽微に上昇、72 週令で顕著に上昇した。一方で、血漿中 ALP 活性は、無処置群の 9 週令
から 40-72 週令で低下、IBD 群の 9-40 週令で顕著に低下、72週令で軽微に低下した。同様に、
血漿中亜鉛濃度は、無処置群の 9 週令から 40-72 週令で低下し、IBD 群の 9-40 週令で明確に低
下、72週令で顕著に低下した。これらは、DSS による消化管粘膜損傷後の腸内細菌侵入、その後
の白血球細胞による炎症応答反応が、加齢により変化することを示唆している。 
申請者が想定していた通りに、健常時の体内及び大腸内の亜鉛含量は加齢により低下し、体内

亜鉛は IBD 発症により更に消耗されたが、一方で申請者の予想に反して、IBD を発症した大腸内
の亜鉛含量は加齢によりむしろ増加し、大腸 IAP 活性も加齢により（すなわち炎症の増強に伴
い）上昇した。追加調査の結果、IBD 発症時においてのみ加齢により上昇する大腸 IAP 活性は、
大腸組織由来ではなく、炎症を惹起した上皮細胞の内部に浸潤した白血球細胞由来である可能
性を新たに見出した。加えて、IBD 発症時の便中においては顕著な IAP 活性が観測されることも
見出し、IBD 治療のバイオマーカーとしての可能性についても今後検討すべきと考えている。 
メタロミクス解析の結果から、当初に予想していた血中の亜鉛濃度の低下のみならず、大腸中

及び血漿中のマンガンの低下、大腸中の銅の低下と血漿中の銅の上昇（血漿中の亜鉛低下を裏付
けている）が、加齢や IBD 発症に伴って顕著に変動することが明らかとなった。マンガンは亜鉛
トランスポーターである Zip8 や Zip14 を介して大腸組織内に取り込まれ、ZnT1 を介して血中へ
と移行するため、亜鉛の大腸内輸送を反映している可能性が高い。また、銅は小腸内の亜鉛結合
タンパク質であるメタロチオネインにより強く結合するため、亜鉛の血中移行が低下した状況
下では銅の血中移行が上昇する。加えて、大腸内の銅も加齢や IBD 発症に伴って低下している。
一方、大腸中の亜鉛には変動が見られない。これらの事実を総括すると、加齢の状況下での IBD
発症に伴い、組織外から亜鉛（亜鉛要求酵素の IAP を含めて）のみが大腸内へと供給された可能
性が高い。 
そこで、メタロバランスの恒常性正常化を治療概念とした医薬品開発を志向して亜鉛錯体製

剤の開発に着手した。経口投与後の大腸送達特性を付与した高分子配位子による亜鉛錯体とし
て、分子量 40万のポリγグルタミン酸-亜鉛錯体（γPGA 亜鉛錯体）を合成し、その単離精製と
物性評価を完遂した。経口治療薬候補として、γPGA-亜鉛錯体による治療効果実験を各週令の
IBD モデルマウスに連日経口投与して検討したところ、IBD の諸症状は顕著に改善されることを
確認した。 
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