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研究成果の概要（和文）：生体内におけるヒスチジン欠乏状態は、透析を必要とするような糖尿

病腎症などの病態を悪化させるのみならず、褥瘡などの創傷治癒の遅延や、非ステロイド抗炎

症薬（NSAID）起因性消化管粘膜傷害の原因ともなりうる。本研究は，粘膜上皮修復機序にお

けるヒスチジンの機能性を明らかにすることを目的としている。ラット小腸上皮細胞による円

形上皮欠損モデルを用いて、各種アミノ酸を個別で欠落させた培養液を用い、修復速度の違い

を検討したところ、ヒスチジンが欠乏した状態において、小腸粘膜上皮の修復過程に著しい障

害をきたすことを見いだした。以上のことは、粘膜上皮修復機序において、必須アミノ酸であ

るヒスチジンが重要な役割をしていることを示しており、病的状態におけるヒスチジン欠乏が、

消化管粘膜障害を増悪させる可能性を示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）：The amino acid balance in the living body will lose a balance for 

various stresses under pathological condition. The aim of this study was to investigate the 

functional role of histidine which is the important amino acid in pathological conditions on 

wound healing using cultured rat intestinal epithelial cells (RIE). In the histidine lack 

culture medium and the Zero culture medium, the restitution speed of RIE showed delay 

remarkably. In MTT assay, compared with the Full culture medium, the cell proliferation 

after 24 hour incubation in the histidine lack culture medium was significantly decreased. 

In the histidine lack culture medium and the Zero culture medium, the expression of 

HSP70 and Cleaved Caspase-3 were increased, compared with the Full culture medium. It 

was suggested that the induction of heat shock protein, the induction of apoptosis and the 

reduction of growth factor were involved in the mechanisms of delayed wound healing by 

lack of histidine. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）アミノ酸は、タンパク質合成や、エネ
ルギー源の素材、生理活性物質の前駆体とし
て機能するほか、ホルモン分泌をうながした
り、自らシグナル分子として働き、代謝や細
胞機能を調節するなど、多様な機能を有して
いる栄養素である。また、その特性をもとに、
飼料、医療、サプリメント、化粧品などに応
用されている。また、近年この現代社会では、
美容・健康に対する人々の意識が向上し、ア
ミノ酸を含有する食品は頻繁に市場に出ま
わるようになるなど、美容・健康ブームが起
こっている。 

 

（2）アミノ酸は栄養素として重要であるが、
一般的な食生活をおくる日本人はタンパク
質由来のアミノ酸を充分に摂取している場
合が多く、特別な場合を除きさらなる摂取が
有効なのかは議論がある。ところが一旦病的
な状態になると、生体内のアミノ酸バランス
は様々なストレスでそのバランスを崩すこ
とになる。たとえば、糖尿病とも関連性が深
く、新たな国民病とまでもいわれ、今後増加
すると思われる慢性腎臓病（CKD）に関連し
た報告では、血中ヒスチジン濃度の低下が蛋
白崩壊、炎症惹起、酸化ストレスの増大に引
き続き、その予後までをも悪化させることが
示唆されている。また、外傷性ショックや、
周術期、熱傷などの身体的ストレスが、特に
血中ヒスチジン濃度を低下させ、さらに病態
を悪化させていると報告されている。 

 

２．研究の目的 

（1）臨床的には、血中ヒスチジン濃度の低
下をきたした透析を必要とするような糖尿
病腎症などの CKD 患者では、褥瘡治療や術
後の回復期において、創傷の治癒が際立って
遅延し、近年では難治性消化性潰瘍や、重篤
な小腸粘膜傷害による消化管出血も合併す
ることが多く、患者の生活の質（QOL）を著
しく阻害する要因にもなっている。また、近
年増加している非ステロイド性抗炎症薬に
よる消化管粘膜傷害での出血などで、死亡に
直結する病態に直面することも珍しくない。
また、これら創傷治癒の遅延機序は潜在的な
動脈硬化性病変や糖尿病にともなう酸化ス
トレスが関与しているともいわれている。 

 

（2）したがって、創傷治癒促進や、粘膜上
皮傷害の阻止は、患者の QOL を高めるため
に必須であり、臨床医学の現場でも決して軽
視されてはいけない視点である。そこで今回、
塩基性アミノ酸一種であるヒスチジンに注
目し、病的状態を反映すると考えられるヒス
チジン低下が粘膜上皮（RIE）の創傷修復に
及ぼす影響について検討した。 

 

３．研究の方法 

（1）円形上皮欠損の作製：培養した RIEが
80～90％コンフルエントになった状態を確
認してから作業を始めた。上皮欠損作成の 24
時間前に、FBSを含んでいない、全アミノ酸
添加培地（Full培地）、アミノ酸無添加培地
（Zero培地）、各種アミノ酸欠落培地に交換
し、インキュベーター内で培養した。培養後、
アスピレーターのチューブの先に 10μl用の
チップ（NEPTUNE）をつけ、これを手製の穴
あけ器にセットし、微小吸引によって細胞膜
に円形欠損を作成した。その後、培養液を除
去し、PBS(-)で 1回洗浄して、培地交換を行
った。円形欠損作製時を 0時間とし、3，6，
9，12時間後の欠損部位の面積を解析した。 
 
（2）細胞増殖測定（MTT Assay）：培養 RIE
のコンフルエント確認後、培養液を除去し、
PBS(-)を加えて細胞を洗浄し、そこにトリプ
シンを加え、インキュベーター内に５分間放
置して細胞を遊離させた。その後、適量の
DMEM培地で細胞を 50mlチューブに回収し、
1500rpm×5分間 20℃で遠心し、上清を除去
した後、適量の DMEM培地を加えてよく攪拌
した。ヘモサイトメーターで細胞数を数え、
9×104個/mlの濃度の細胞液になるように
DMEM培地で調製した。上記の細胞液を 96 
wellプレート（Greiner bio-one）の 1 well
につき 100μlずつ加え、インキュベーター
内で 24時間培養させた。その後、培養液を
除去し、PBS(-)で洗浄後、Full培地、Zero
培地、ヒスチジン欠落培地（⊿His培地）を
加えた。この時点を 0時間として、24時間培
養後、細胞増殖測定をした。測定には、Cell 
Counting Kit-8（同仁化学研究所）反応液
（CCK-8溶液）を使用した。反応液を 1well
につき 10μl加え、その直後を 0分として、
15分毎にマイクロプレートリーダー（Wallac 
1420 Multilabel/Luminescence Counter）で
450 nm、560 nmの吸光度を測定し、560 nm
をバックグラウンドとした [ 3 ] 。さらに、
上記と同様の操作で、⊿His培地にヒスチジ
ンを添加して、細胞増殖測定を行った。 
 
（3）ウエスタンブロット法：上記の RIEが
80～90％コンフルエントになった状態を確
認してから作業を始めた。まず、細胞を
PBS(-)で１回洗浄し、Full培地、Zero培地、
⊿His培地へ交換し、5％CO2、37℃のインキ
ュベーター内で 90分間前培養した。培養後、
複数の線状上皮欠損を作製した。線状上皮欠
損の作製は、ディッシュの縦・横 50回ずつ、
合計 100回の傷を、200μ用チップを用いて
つけた。上記の上皮欠損 RIEと、Ⅲ－1で正
常培養した上皮欠損のない RIEの培養液を除



 

 

去し、PBS(-)加えて細胞を洗浄し、そこにト
リプシンを加え、インキュベーター内に５分
間放置して細胞を遊離させた。その後、適量
の DMEM培地で細胞を 15mlチューブにそれぞ
れ回収し、1500rpm×5分間、20℃で遠心し、
上清を除去した後、1mlの PBS(-)を加えよく
攪拌し、1.5mlのエッペンチューブに移した。
そして、再度、1500rpm×5分間 4℃で遠心し、
上清を除去した。上記の回収した RIEのチュ
ーブに、氷冷 Whole cell Lysing Buffer（10ml
につきカクテルタブレット(Roche)1粒入り）
を 100μlずつ入れ、よく攪拌し、超音波破
砕機（アストラソン）にて、Amplitude:40、
Pulse-on Time:1秒、Pulse-off Time:3秒の
条件で３回破砕した。作業は全て氷上で行っ
た。タンパク測定のために、サンプルを蒸留
水で 20倍～40倍に希釈した。まず、BCA  
Protein Assay kit (PIERCE社)を使用し、
Albumin Standard(2mg/ml)を用いて、スタン
ダードを作製した。（表 3）その後 96 wellプ
レートに、スタンダード液と希釈したサンプ
ルを 10μlずつ入れた。次に、Protein Assay 
kitの Reagent Aと Reagent B液を 50:1の割
合でよく混ぜ合わせ反応液を作製し、プレー
トに 200μlずつ入れて 37℃で 30分間反応さ
せた。その後、マイクロプレートリーダーで
560 nmの吸光度を測定した [ 4 ,5 ] 。 
測定データより、タンパク濃度が 1mg/mlに
なるように、Whole cell Lysing Bufferで調
製した。はじめに、5×SDSバッファー 875
μlと 2－メルカプトエタノール（和光純薬）
125μlをよく混合した。このバッファーと上
記で調製したタンパク液を 4:1の割合になる
ように添加し、よく攪拌後 95℃5分間煮沸し
た。その後、泳動用ゲル（ミニプロティアン
TGXゲル 4-20％ BIO RAD）の各ウェルに 10
μgのタンパク液を注入し、泳動バッファー
中で 200V、35分間室温で泳動した。分子量
マーカーとして、エクセルラダーマーカー
（APRO）を用いた。次に、必要な枚数のメン
ブレン（PVDF、MILLIPORE社）を、1枚ずつ
容器に入れ、適量のメタノールに浸し、蒸留
水で洗浄後、ブロッティングバッファーに浸
し、振とう器で揺らしておいた。また、ブロ
ッティングに使用するろ紙も、必要枚数（1
枚のメンブレンにつき 6枚）を容器にいれ、
ブロッティングバッファーに浸し、振とう器
で揺らしておいた。泳動終了後ゲルを取り出
し、室温で、ブロッティングバッファーに 30
分間浸した。このゲルとメンブレンをブロッ
ティング装置(ATTO)、の電極版の上にセット
し、定電流（＊メンブレン 1枚につき 144mA）・
25分間室温でブロッティングした(電源装置
(ATTO  CROSSPOWER 150)使用）。終了後、メ
ンブレンを取り出し、ブロッキング用溶液に
浸して、室温で、20分間振とう器で揺らす操
作を 3回繰り返した。その後、メンブレンを

ハイブリダイゼーションバッグに入れ、そこ
に、Canget Signal Solution1（TOYOBO）で
希釈した一次抗体を加えて、気泡が入らない
ように密封し、4℃で一晩反応させた。一次
抗体は、Caspase-3（1:1000, Cell Signaling）、
TGF-β（1:500, Cell Signaling）、PCNA
（1:5000, Transduction Laboratories）、
PDGFR-β( 1:1000, SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY, INC.)を用いた。一晩反応後、
ブロッキング用溶液に浸して、室温で、20分
間振とうさせ、その後溶液を交換した。この
操作を 3回繰り返した。次に、メンブレンを
ハイブリダイゼーションバッグに入れ、
Canget Signal Solution2（TOYOBO）で 20000：
1に希釈した二次抗体を加えて、気泡が入ら
ないように密封し、室温で 90分間反応させ
た。二次抗体は、それぞれの一次抗体に適し
たものを用いた（Polyclonal  Goat 
Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP (DAKO)ま
たは Polyclonal  Goat Anti-Mouse 
Immunoglobulins/HRP (DAKO)）。反応後、メ
ンブレンを TBSTに浸し、20分間振とうさせ
た。これを 3回繰り返した。洗浄後、メンブ
レンを発色液（ECL Plus Western Blotting、
GE Healthcare）に浸した。（PDGFR-β, 
Caspase-3, PCNAは 2分間、TGF-βは 5分間）
反応後、ハイブリダイゼーションバックに入
れ、現像した。 
 
４．研究成果 
（1）上皮欠損における修復速度の検討：図 1
は、上皮損傷 12 時間後の欠損面積率を示し
ている。12 時間が経過すると、Full 培地に
対し、Zero培地、チロシン、ヒスチジン、ロ
イシンの欠落した培地において、修復が遅延
した。 
 

 

図 1 12時間後の欠損修復率 
 
（2）MTT Assay：ヒスチジン欠落培地におけ
る培養 24 時間後の細胞増殖は、Full 培地に
対し、抑制されていた。ヒスチジン欠落培地



 

 

へのヒスチジン添加による細胞増殖は、ヒス
チジン 10μMの添加で、Full培地と同程度の
増殖率を示した（図 2 ）。 

 

 

図 2 ヒスチジン添加による MTT Assay 
 
（3）ウエスタンブロット法による種々のタ
ンパク発現の解析：細胞遊走の促す働きをも
つ TGF-βは、Full 培地、Zero 培地、⊿His
培地の三群間において、65 kDaの位置にバン
ドが検出された。TGF-βの発現量は、三群間
ともに、傷つけ６時間後までは増加し、それ
以降は発現低下にむかう傾向がみられた。 
特に、ヒスチジン欠落時における TGF-βの発
現量は、前培養の時点で、Full培地に対しお
よそ 50％以下を示した（図 3）。  
アポトーシスの指標である Caspase-3 は、

Full培地、Zero培地、⊿His培地の三群間に
おいて、35 kDa、17 kDaの位置にバンドが検
出された。三群間の不活性型 Caspase-3の発
現量に差はなかった（図 11。 Cleaved 
Caspase-3の発現量は、Zero培地、ヒスチジ
ン欠落培地の二群間では、時間の進行ととも
に、発現が増加していくことが確認できた。 

 

 
図 3 TGF-βの発現量 

 
これに対し Full 培地では、６時間から９時
間の間に、活性型 Caspase-3の発現が徐々に
低下していく傾向がみられた。Zero培地、⊿
His 培地では、培養 12 時間、24 時間後も、

Cleaved Caspase-3 の発現がみられた。これ
に対し、Full培地では、極めて低い発現量を
示した（図 4）。 
 

 

図 4 活性型 Caspase-3の発現量 
 
 

 細胞の増殖期に発現される PCNAは、36 kDa
の位置にすべてのサンプルにバンドが検出
された。三群間とも、経時的に、発現は低下
していた。培養 24 時間後では、Full 培地に
対し、Zero培地と⊿His培地での発現はそれ
ぞれ 60％、40％抑制されていた。細胞増殖活
性をもたらす PDGFR-βは、180kDa の位置に
すべてのサンプルにバンドが検出された。三
群間とも、経時的に、PDGFR-βの発現は低下
していた。すでに、前培養の時点で、Full培
地に対し、Zero培地と⊿His培地での発現は
それぞれ 60％、40％抑制されており、培養
24時間後は、Zero培地と⊿His培地の PDGFR-
β発現量は、低値を示した（図 5）。 

 
図 5 PDGFR-βの発現量 
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