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研究成果の概要（和文）：がん化学療法剤による下痢の重篤化や体重減少、組織学的に小腸絨毛の短縮や腺窩の
破壊を特徴とする腸炎に対する予防・治療法の確立を目指した研究である。食事から摂取でき、また生体内でも
合成されるグルタミン酸が、抗がん剤により増加する炎症性サイトカインの発現を抑制し、また小腸粘膜組織に
おける炎症の予防に有用である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish a preventive and therapeutic effect for 
intestinal mucositis. That is characterized by aggravation of diarrhea and body weight loss due to 
cancer chemotherapy agents, histological shortening of small intestinal villi and destruction of 
crypts. It has been known that glutamate, which can be taken from the diet and synthesized in the 
body, inhibited the expression of inflammatory cytokines increased by anticancer drugs, and may be 
useful for preventing intestinal inflammation.

研究分野： 消化器薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非必須アミノ酸のグルタミン酸は、生体内でも合成され、神経伝達などに関与していることが知られている。消
化管粘膜の機能調節・維持にグルタミン酸は関与しているものと考えられている。グルタミン酸が大腸において
細菌叢バランスを是正すること、またポリグルタミン酸（グルタミン酸のポリマー）の摂取により、善玉菌が増
えるという知見もあり、グルタミン酸の消化管における役割の解明は、消化管疾患の治療に応用する新たな可能
性を提案するものである。

※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 
 グルタミン酸は食餌性タンパク質の中で最も多く含有される非必須アミノ酸であり、生体内
でも合成され、神経伝達などに関与していることが知られている。一方、グルタミン酸はわが国
では古来より昆布などのうま味成分として知られており、食品添加物としても広く使用されて
いる。グルタミン酸は最も血中移行量が少ないアミノ酸であり、食餌中の含有量が多いにもかか
わらず、食餌の摂取によりグルタミン酸の血中濃度は変動しない。これはグルタミン酸が血中へ
の移行前に消化管内でその大部分が利用されているためであり、実際、ブタを用いた検討におい
て、食餌由来のグルタミン酸の 95%以上が消化管粘膜上皮での代謝エネルギー産生や他のアミ
ノ酸およびタンパク質の合成に利用されることが確認されている。したがって、グルタミン酸は
消化管粘膜局所において、その機能の調節・維持に関与しているものと推察される。これまでの
消化管機能との関連における基礎研究において、グルタミン酸が胃酸分泌を亢進すること、胃の
迷走神経を活性化すること、また十二指腸粘液分泌を亢進することにより粘液層の厚さを増大
させることなどが報告されている［Akiba Y et al. Am J Physiol., 297:G781-791,2009］。し
かし、グルタミン酸の消化管粘膜傷害に対する保護作用のメカニズムの詳細については明らか
ではない。近年は、グルタミンによる免疫増強作用や、腸内細菌叢バランスに影響を与えるとい
う報告もあり、これらの作用が消化管疾患において有用である可能性が高い。そこで本研究課題
では、グルタミン/グルタミン酸による消化管における新たな役割を解明し、難治性消化器疾患
の治療に応用可能かを検討した。 
 
２．研究の目的 
グルタミン/グルタミン酸の消化管に対する作用を解析し、消化管疾患の新たな治療ターゲット
分子を提案することを目的とした。特に、抗がん剤誘起性小腸炎の病態に対するグルタミン酸の
役割について解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物および薬物 

雄性 C57BL/6N マウス（20～25 g）を使用した。抗がん剤として 5-フルオロウラシル(5-
FU)を使用した。5-FU は生理食塩水に、グルタミン酸ナトリウムは滅菌水に溶解して使用
した。どちらも使用直前に調製し、0.1mL/10g の容量で腹腔内または経口投与した。 

(2) 5-FU 誘起腸炎の作製 
マウスに 5-FU(50 mg/kg)を 1日 1 回腹腔内に 6日間(day 0-5)投与し作製した。グルタミ
ン酸ナトリウム（500 および 1000 mg/kg）は、1日 2回、5-FU 投与 0.5 時間前と 8時間後
に経口投与した。5-FU の投与期間中、体重および下痢の程度を経日的に測定した。下痢の
程度は 0：正常な便、1：軟便、2：重度の軟便、3：下痢、4：酷い下痢の 5段階で評価し
た。5-FU 最終投与 24時間後にマウスを炭酸ガスで安楽死させた後、ただちに小腸を摘出
し、2％ホルマリン溶液を小腸内に 2ml 注入し、小腸ごと 2％ホルマリン溶液に 10 分間浸
し組織を軽く固定した。その後、10％ホルマリン溶液にて組織を固定後、パラフィン包埋
して 4µm の薄切切片を作製し、組織学的な評価を行った。すなわち、ヘマトキシリン＆エ
オジン染色を行い、光学顕微鏡下で小腸組織を観察し絨毛の長さと腺窩数および腺窩中の
細胞数を計測した。 

(3) ミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性の測定 
5-FU 最終投与 24時間後にマウスを炭酸ガスで安楽死させた後、ただちに小腸を摘出した。
氷冷した生理食塩水で小腸組織を洗浄した後 0.5 %の臭化ヘキサデシルトリメチルアンモ
ニウム液(pH 6.0)を含む 50 mM リン酸緩衝液中でホモジナイズし、凍結融解を 3回繰り返
した後、遠心分離後の上清をサンプルとし、o-ジアニシジン法で測定した。サンプルのタ
ンパク質含量は Pierce BCA Protein Assay Kit を用いて測定した。MPO 活性は次式に従
っ て 算 出 し た 。 MPO activity (nmol H O /min mg protein)= (OD/min) / (OD/min 
H O ) × mg protein 

(4) アポトーシスは TUNEL アッセイにより、また TNF-αmRNA 発現はリアルタイム RT-PCR 法に
より測定した。 

(5) 細胞生存率の測定 
ヒト腸管由来培養細胞株である Caco-2 および小腸上皮細胞株 IEC-6 を用いた。5.0×
103/well で 96well プレートに細胞を播種し、5-FU とグルタミン酸を 24 および 48 時間処
置した後、細胞生存率を WST-8 アッセイ法により測定した。 

 
４．研究成果 
(1) 5-FU による体重および下痢の程度の変化に対するグルタミン酸の効果 

5-FU 投与開始 4 日目から体重が徐々に減少した。グルタミン酸ナトリウム（500 および
1000 mg/kg）を併用投与した場合においても、5-FU 投与開始 4 日目から体重が徐々に減



少し対照群と比較して差はみられなかった。また 5-FU 投与により下痢の増悪が認められ
たが、グルタミン酸の併用投与による有意な改善は認められなかった。 

(2) 5-FU による組織学的変化に対するグ
ルタミン酸の効果 
5-FU 投与により小腸絨毛の長さは、無
処置のマウスの絨毛丈に比較して約
50%短縮していた。グルタミン酸ナト
リウムを併用投与した場合、5-FU 投与
開始 7日目において、グルタミン酸ナ
トリウム投与群の小腸絨毛丈は、5-FU
単独投与による短縮を有意に改善し
ていた（図 1）。 
5-FU 投与 24 時間後には TUNEL 陽性細
胞が発現するが、これをグルタミン酸
の３日間投与は抑制する傾向が見ら
れた。 

(3) 5-FU による MPO 活性の増大に対する
グルタミン酸の効果 
炎症の程度を示すMPO活性は、5-FU(50 
mg/kg)最終投与24時間後に増大した。
一方、グルタミン酸ナトリウムを併用
投与した場合、有意ではないものの
MPO 活性の増大を抑制した（図 2）。 

(4) グルタミン酸の細胞生存率に及ぼす影
響 
IEC-6 細胞にグルタミン酸を単独処置し
たが細胞増殖能に影響はなかった。一
方、IEC-6 細胞に 5-FU を処置した場合、
5-FU の濃度依存的に細胞増殖を抑制し
た。またリアルタイム PCR 法により TNF-
α mRNA の発現量を検討したところ、5-
FU 処置時間および濃度依存的に、TNF-α 
mRNA の発現は増加した。 
Caco-2 細胞にグルタミン酸を単独処置
したが、IEC-6 細胞を用いた検討と同様、
細胞増殖能に影響はなく、5-FU による
TNF-α mRNA の増加をグルタミン酸の前処置は抑制した。 
 
 
以上より、グルタミン酸が 5-FU 誘起性小腸炎の病態改善に関与することが示唆された。
体重減少や下痢に対して影響は与えないが、粘膜組織の変化に対して明らかな改善効果が
認められたことから、グルタミン酸による腸炎の保護作用は小腸組織のバリア機能に関わ
っていると考えられる。これは、グルタミン酸が生体内に多く存在する非必須アミノ酸で
あり、消化管粘膜上皮での代謝エネルギー産生やタンパク質合成に利用されることからも
推察される。この機構を明らかにすることで抗がん剤治療における生活の質（QOL）向上
を目指した予防・治療法の新たな手段を提供できると考える。 

 
図 1.5-FU およびグルタミン酸ナトリウム（MSG）投与に
よる組織学的変化. 

 

 
図 2.5-FU による炎症の増大に対するグルタミ
ン酸の効果. 
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