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研究成果の概要（和文）：腸粘膜バリアの慢性的な低下（leaky gut syndrome: LGS）は全身疾患の発症に深く
関与することが示唆されている。しかし、ヒトに使用可能で適切にLGSを評価する方法は確立していない。本研
究では、軽度、中等度、重度のLGSを呈するマウスモデルを確立し、これらを用いてLGSの新規診断指標（試薬
K）を確立した。また、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）とクローン病を誘発したマウスでは、発症初期の段階
でLGSが生じることが試薬Kによって判明した。特にクローン病の小腸ではLGS状態と炎症の両方に関連する内因
性因子の発現が増加しており、LGSがクローン病の発症に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic disruption of gut mucosal barrier let harmful molecules being 
absorbed and likely to cause systemic diseases. This increased permeability of gut mucosa is called 
leaky gut syndrome (LGS). However, diagnostic methods for LGS have not been established yet. It is 
mainly due to lacking animal model of LGS. We succeeded to establish mild, moderate, severe LGS 
model using mice, then we found promising reagent (named "reagent K") for evaluating LGS with these 
models. Reagent K could detect LGS occuring in non-alchoholic steatohepatitis (NASH) and Chrohn's 
diseases in mice at early stage of each disease. Especially, an intestinal mRNA, which closely 
involved both in inflammation and LGS, is upregulated in Chrohn's disease model mice. It suggests 
that LGS are involved in pathogenic mechanism of Chrohn's disease.

研究分野：腸粘膜透過性、アレルギー、口腔内細菌

キーワード： リーキーガットシンドローム　腸粘膜バリア　診断法　全身疾患
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１．研究開始当初の背景 

腸粘膜から吸収される分子の大きさは通
常 200 Da 程度であり、分子がそれよりも大
きくなるにつれて腸粘膜を通過しにくくな
る。この分子ふるいは外来異物に対するバリ
アとして機能しており、病原性微生物由来の
リポポリサッカライド (LPS)あるいは食物
抗原などの有害物質の吸収を防いでいる。し
たがって、腸粘膜のバリア機能が破綻すると、
通常腸粘膜を透過しない大きさの有害物質
が吸収されて全身循環にのり、腸管局所のみ
ならず全身的な障害をもたらす可能性があ
る。実際に、気管支喘息やⅠ型糖尿病の患者
では、腸粘膜の透過性が亢進することが報告
さ れ て い る （ Arch Dis Child. 2004, 
Diabetologia. 2006）。また、3歳未満の小児
では腸粘膜のバリア機能が未発達で、未消化
な食物由来のタンパク質が腸管を透過して
全身循環に移行し、それが抗原として認識さ
れることで食物アレルギーを発症する可能
性が考えられている。こうした慢性的な腸管
の透過性亢進は leaky gut syndrome (LGS)
と呼ばれており、すでに欧米では種々の疾患
を起こしうるリスクが高い疾患予備状態と
して認知されつつある。しかしながら、LGS
に特徴的な症状や、LGS の程度と相関するヒ
トでの検査値の変動が不明であるため、明確
な診断基準は確立されておらず、現状では
LGS の治療法の探索をはじめとする臨床研究
や疫学調査を進めることすら困難な状態で
ある。その一因として、①適切な LGSの動物
モデルが未だに確立されていない、②ヒトに
適用可能な LGSの適切な評価指標がないため
に、LGS 研究についての足掛かりとなる知見
を得る手だてがないことが挙げられる。そこ
で本研究では LGSモデルマウスを作製し、そ
れを用いて LGSの発症機序の解明と診断指標
の開発、ならびに全身疾患の発症における
LGSの関与について検討することとした。LGS
モデルの確立とその発生機序の一端が明ら
かになれば、将来的な治療標的の探索も可能
になると思われる。 
 
２．研究の目的 
以下の 3点を明らかにすることを目的に検

討を行った。 
 
1. LGSの発症条件（モデルマウスの作製） 
マウスに腸粘膜バリアを破綻させる負荷

をかけ、軽度、中等度、重度の LGS を引き起
こす条件について明らかにする。 
 
2. LGSを診断しうる指標の確立 
現在、ヒトでの暫定的な LGS の評価方法は

ラクツロース/マンニトール試験（L/M 試験）
だけであり、これが golden standard である。
しかし、ラクツロースは小分子（分子量 342）
であるため、LPS をはじめとする大きな分子
の漏出を判定するには無理がある。動物実験
では FITC-dextran（平均分子量 4000）が用

いられているが、安全性の面からヒトに投与
不可能であり、患者での腸粘膜バリア機能を
本当に反映するのか確認できない。そこで本
研究では、これらの問題を解消できる、ある
試薬（試薬 K）を新規指標候補として用いる
ことを発案し、その有用性を検討することと
した。試薬 K は健康食品として服用されてい
る糖の重合体で、分子量を変化させることが
でき、腸内細菌や生体内酵素で消化・分解さ
れない特性を有している。この試薬 Kを、①
で確立した軽度、中等度、重度の LGSモデル
マウスに投与し、試薬 Kが LGS状態を適切に
判定できるかを評価し、指標の確立を目指す。 

 

3. 全身疾患の発症における LGS の関連性の
解明 
試薬 Kを指標として種々の全身疾患の発症に
LGS がどのように関わるかを検討し、両者の
関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) LGSの発症条件（モデルマウスの作製） 
以下に示す 3つの条件を検討した。 
 
・NSAIDs+PPI の投与 
C57BL/6J マウスに aspirin (100 mg/kg 

p.o)と omeprazole (10 mg/kg i.p)を 1 日 2
回、6日間投与し、20時間の絶食、絶水後に
LGS状態の評価を行った。 
 
・ニワトリ卵白アルブミン（OVA）による食
物アレルギーの誘発 
Balb/cマウスに OVA水酸化アルミニウムゲ

ル(Alum)を腹腔内投与して感作し、感作成立
後に隔日で OVA (10 mg)を 4 回経口投与し、
さらにその 1 週間後に高容量の OVA (50 mg)
を LGS評価試薬とともに経口投与して食物ア
レルギー症状を惹起させた。なお、最後の OVA
投与の前日から 20時間の絶食、絶水後させ、
LGS状態の評価を行った。 
 
・小腸血流の遮断/再灌流 
20 時間の絶食、絶水後を行った C57BL/6J

マウスに LGS評価試薬を経口投与する。30分
後に麻酔下で開腹し、クリップを用いて小腸
に流れ込む血流を一定時間遮断し、その後再
灌流させた。 
 
(２) LGS 状態の評価 
L/M 試験、FITC-dextran、試薬 K によって

評価を行った。L/M 試験はラクツロース、マ
ンニトールを経口投与し、4 時間後に尿中濃
度を LC/MS にて測定し、比率を計算した。
FITC-dextranと試薬 Kについてはそれぞれ経
口投与 1 時間後に血中濃度を測定した。 
なお、L/M 試験は投与から測定までに時間が
かかることから、虚血再灌流ではプロトコー
ル上適用できないため、行わなかった。 ま
た、小腸組織を HE 染色して病理組織像を観
察した。 



(３) 試薬 K を用いた大腸における LGS 状態
の評価 

C57BL/6J マウスに 2.5％ デキストラン硫
酸ナトリウム（DSS）水溶液を 72時間自由飲
水させて大腸炎（軽度）を誘発させ、
FITC-dextran、試薬 Kを経口投与して 4時間
後に血中濃度を測定した。また、これらの評
価試薬を肛門から大腸に直接注入し、1 時間
後に血中濃度の測定を行った。なお、L/M 試
験は評価試薬が盲腸で分解するため、行わな
かった。また、組織を HE 染色して病理組織
像を観察した。 
 
(４) 全身疾患モデルにおける解析 
・NASHモデル 

NASH 誘発食（高脂肪、高コレステロール
食：D09100301）を自由に摂取させ、5週間後
に試薬 K投与 1時間後に試薬の血中濃度を測
定した。また、小腸と肝臓を HE 染色して病
理組織像を観察した。 
 
・クローン病モデル 
クローン病自然発症マウス（SAMPマウス）

のリンパ節より T 細胞を採取し、これを SCID
マウスの腹腔内に投与して小腸の炎症を誘
発した。病態が形成されるまでに 8 週間ほど
かかることから、試薬 Kの吸収量を 2週間ご
とに測定した。測定はそれぞれ試薬 K 投与 1
時間後に行った。試薬 Kの吸収量が増大し始
めるタイミングで小腸組織を採取し、HE 染色
による病理組織像の評価とマイクロアレイ
解析を行った。 
 
４．研究成果 
1. LGSモデルマウスの作成 

小 腸 か ら の FITC-dextran の 吸 収 は
ischemia 群で顕著に認められた。これと比較
して食物アレルギー群では吸収量はわずか
であり、NSAIDs+PPI 投与群ではまったく吸収
されなかった。一方、L/M 比はアレルギー群
と NSAIDs + PPI 投与群の両群で増加し、増
加率は、食物アレルギー群のほうがやや大き
かった。また、評価試薬の吸収が増大するに
つれて、病理組織像における小腸粘膜のダメ
ージが大きくなった。したがって、各条件が
誘発する LGSの程度は NSAIDs+PPI＜OVA誘発
食物アレルギー＜腸血流 ischemia となり、
それぞれ軽度、中等度、重度の LGS モデルと
して確立することができた。（右上図参照） 
 
2. LGSを診断する新規指標（試薬 K）の確立
と有用性の検証 
確立した 3つの LGSモデルに試薬 Kを投与

したところ、ischemia 群では顕著な吸収が認
められた。食物アレルギー群では有意な吸収
増加が認められたが、その程度はわずかであ
った。NSAIDs + PPI 投与群ではまったく吸収
されなかった。以上のこと試薬 Kの吸収量は
LGS の重症度が高くなるにつれて増大するこ
とから、試薬 Kは LGSの評価指標として有用

であることが示された。（右上図） 
また、DSS による大腸炎モデルに試薬 K を

投与したところ、病理組織像の変化が認めら
れなかったにもかかわらず、経口投与と注腸
の両条件において大腸からの吸収増大が認
め ら れ た 。 そ の 程 度 は 同 じ 条 件 で
FITC-dextran 投与した場合と同等であった。
したがって、試薬 K は大腸の LGS状態を大腸
のダメージが生じはじめる早期の段階で評
価できることが示された。（下図参照） 
 
3. 全身疾患の発症における LGS の関連性の
解明 
 非アルコール性脂肪肝炎（NASH）とクロー
ン病モデルマウスを用いて、各疾患の病態形
成と腸粘膜バリアの破綻との関連性を検討
した。その結果、いずれのモデルにおいても
症状（NASH: 肝臓の炎症、クローン病：小腸
の病変や下痢）が生じ始める前の段階で小腸
から吸収される試薬 Kの量が増大した。また、
クローン病モデルでは症状の発現に伴って
試薬 Kの吸収が増大し、吸収増大が起き始め
る段階で小腸内の種々の内因性因子が増加
していることが示された。このことから、腸
粘膜バリアの破綻がクローン病の発症に関
与する可能性が示唆された。 
 

 
 
4. 総括 
本研究の結果から、LGSは薬剤、食物抗原、

小腸の虚血、大腸炎が原因となって生じ、原
因によって誘発される LGSの程度がかなり異
なることが示唆された。また、LGS の新規診
断指標として確立した試薬 Kは①軽度から重
度までの LGSを広く評価できる②小腸だけで
なく大腸の LGS状態が評価できる③内視鏡で
は検出が難しい微視的な粘膜の障害に起因
する LGS 状態を評価することができる。とい
う点において LGSの指標として極めて有用で
あることが示された。特にヒトに適用可能な
大腸の評価指標はこれまでに開発されてお
らず、画期的な成果であると思われる。さら
に、試薬 Kによって LGSが全身疾患の発症過
程に関与する可能性が高いことが推察され
た。したがって、今後のさらなる検討によっ
て両者の因果関係や LGSが生じるメカニズム
を明らかにしていくことが重要である。それ
によって全身疾患の新たな治療標的や予知
予防に資する知見が提供できると思われる。 
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