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研究成果の概要（和文）：LPS刺激によりTRAF6シグナルを介してマウス腸上皮細胞株からSLPIが誘導されること
を見出した。SLPIは、好中球エラスターゼ阻害活性を有し組織損傷に対する保護作用が示唆されているが、腸管
組織における生理的機能は不明である。そこで、SLPI欠損マウスのDSS誘導腸炎を解析したところ、変異マウス
の病態が悪化する事が明らかになった。また、偶然にも、アンピシリンとバンコマイシン２剤の抗生剤を経口投
与すると、腸内細菌叢と代謝物の変化、盲腸の肥大、腸管組織のバリア機能の低下および便潜血が起きることを
見出した。新たな薬剤起因性腸炎モデルの確立とその病態機序の解明に貢献した。

研究成果の概要（英文）：We found that LPS stimulation induced SLPI from mouse intestinal epithelial 
cell line via TRAF6 signal. SLPI has neutrophil elastase inhibitory activity and has been suggested 
to protect against tissue damage, but its physiological function in intestinal tissues is unknown. 
Analysis of DSS-induced colitis in SLPI-deficient mice revealed that the pathological condition of 
mutant mice was exacerbated. It was also found by chance that oral administration of two 
antibiotics, ampicillin and vancomycin, causes changes in the composition of intestinal microbiota 
and metabolites, an enlargement of the cecum, a defective intestinal tissue barrier function and 
fecal occult blood. In this study, we have established a new drug-induced enteritis model and 
elucidated its pathological mechanism.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： SLPI　腸炎　TRAF6　アンピシリン　バンコマイシン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌成分によって腸上皮細胞から誘導されるSLPIが、腸管組織における恒常性の維持に重要であることが遺伝子
改変マウスの解析から明らかになった。すなわち、SLPIはプロテアーゼ阻害活性により過剰な炎症反応で生じる
組織損傷に対して腸管組織を保護していることが示唆された。また、抗生物質投与後に各種腸炎が引きおこされ
ることが知られているが、マウスにアンピシリンとバンコマイシンを投与することで、腸内細菌叢の変化による
薬剤起因性腸炎が誘導されることを見出した。新たな腸炎モデルの確立とその病態機序の解明により、今後のヒ
ト腸疾患の予防法・治療法の開発に貢献するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景	
	
	 クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患(IBD)は、慢性的に炎症を起こす難治性腸疾
患であるがその原因は不明である。小腸陰窩の基底部に存在するパネート細胞は腸内細菌の
成分に応答しαディフェンシンなどの抗菌ペプチドを産生する。近年、抗菌ペプチドの異常
が腸内細菌叢の恒常性に破綻を来たし、様々な疾病の発症や病態形成に関与することが示唆
されている。	
	 細菌成分を認識する Toll 様受容体（TLR）4 とそのシグナル伝達分子である MyD88 が欠損
したマウスは、デキストラン硫酸塩(DSS)によって誘導される腸炎が増悪することが報告され
ている①。さらに、TLR4 のシグナル伝達分子である TRAF6 が腸上皮細胞特異的に欠損したマ
ウス（Villin-Cre:TRAF6flox/flox マウス）でも、DSS 誘導腸炎が増悪する②。これらの結果は、
腸内細菌叢が腸上皮細胞の TLR4 に認識されると MyD88 及び TRAF6 を介したシグナルが活性
化し、このシグナルが腸上皮細胞の恒常性の維持と組織損傷からの保護に働いていることを
示唆している。加えて、抗生物質投与後には、菌交代現象によって各種腸炎が引きおこされ
ることも知られている。しかし、腸内細菌叢と TLR シグナルが如何に腸炎を制御しているの
か、そのメカニズムは明らかではない。	
	 我々は、マウス腸上皮細胞株を LPS で刺激すると TRAF6 シグナルを介して抗菌ペプチドの
一種である secretory	leukocyte	protease	inhibitor	(SLPI)の著しい発現が誘導されるこ
とを見出した。SLPI は、肺、涙腺、性腺、皮膚等において分泌され、好中球エラスターゼ阻
害活性を有し、組織損傷に対する保護作用や抗菌ペプチドとしての機能が示唆されているが
生体内での詳細は不明である。これまでに、Tslp 欠損マウスでは SLPI の発現が低下し、DSS
誘導腸炎が悪化する事が報告されているが③、腸炎の病態制御に関する SLPI の直接的な証拠
は得られていない。一方、SLPI 欠損マウスを用いた生理的機能の解析は、呼吸器疾患に限定
されており、消化器における SLPI の生理的機能は未だ不明である。	

	
２．研究の目的	
	
	 そこで、研究開始当初において、SLPI の腸管組織での生理的機能と DSS 誘導腸炎における
病理学的機能を明らかにすることを研究の目的とした。そのため、SLPI 欠損マウスに抗生物
質や DSS を投与し腸炎を誘導してその病態を解析することとした。	

	
３．研究の方法	
	
（１）マウス	
SLPI 欠損マウスは大阪大学竹田潔博士より分与していただいた。遺伝的背景を均一にするた
め、大分大学動物実験施設において C57BL/6 系統マウスに 6 世代戻し交配した。遺伝子型は
尻尾の DNAを用いて PCR検定により決定した。全てのマウスは大分大学動物実験施設内の SPF
環境下で維持され、全ての動物実験は大分大学動物実験委員会の承認を得て実施した。	
	
（２）DSS 誘導腸炎	
8〜12 週齢の野生型及び SLPI 欠損マウスに 2.5%DSS を 7 日間自由飲水させ、腸炎を誘導し、
その後通常の水を 3 日間自由飲水させた。その間体重を毎日測定し、便の性状を観察した。
試験紙を用いて便潜血を検査した。最終日にマウスを安楽死させ、大腸および盲腸を摘出し、
その性状を観察した。腸管組織は、固定後、HE 染色、Ki65 免疫染色及び TUNEL 染色を行い観
察した。	
	
（３）抗生剤起因性腸炎	
8〜12 週齢のマウスにアンピシリン、バンコマイシン、メトロニダゾール、ネオマイシンを
様々な組み合わせで、24 時間ごとに、3 回、ゾンデを用いて経口投与した。最後の投与から
24 時間後に、腸管組織を摘出し、病理学的解析、遺伝子発現解析、腸内細菌叢及び腸内代謝
物の解析を行った。	
	
（４）遺伝子発現解析	
腸管組織より RNA を抽出し、炎症性サイトカイン、抗菌ペプチドの発現をリアルタイム PCR
法により測定した。	
	
（５）腸内細菌叢及び腸内代謝物の解析	
盲腸より内容物を回収し-80℃で保存した。盲腸内容物から DNA を抽出し、ライブラリを構築
し、次世代シーケンサーを用いた 16s	 rRNA	メタゲノム解析により腸内細菌叢を調べた。ま
た、盲腸内容物を GS/MS で分析し、腸内代謝物の変化を多変量解析ソフトウェア SIMCA を用
いて解析した。	



４．研究成果	

	
（１）SLPI の腸管組織における機能解明	
SLPI 欠損マウスに DSS を投与して腸炎を誘導しその病態を解析したところ、欠損マウスの著し
い体重減少と、腸炎の増悪化を観察した。さらに、SLPI 欠損マウスにおける DSS 誘導腸炎の免
疫組織化学的解析により、腸管組織内の好中球の増加と線維化の亢進が野生型マウスより顕著
であることが示された。また、腸管上皮細胞のアポトーシス亢進と腸管バリア機能の低下を認め
た。更に、腸内細菌叢を調べると、腸炎を誘導した SLPI 欠損マウスは善玉菌として知られる
Lactobacillales が野生型マウスよりも更に減少し、悪玉菌として知られる Bacteroides が増加
していることが明らかになった。以上の結果より、SLPI が腸管バリア機能と腸内細菌叢の維持
に働き、腸管組織を保護していることが示唆された。本研究は、論文作成に向け、さらなる解析
を継続している。	
	
（２）抗生剤起因性腸炎モデルの確立と病態解明	
	 過去の報告で、DSS 誘導腸炎は予め腸内細菌を除菌することで増悪することが示されている①。
そこで、マウスにアンピシリン、バンコ
マイシン、メトロニダゾール、ネオマイ
シンを経口投与したところ、DSS の投与
前に便潜血が全例で確認された。そこ
で、この薬剤起因性腸炎を解析するこ
ととした。4剤を 3 日間投与したマウス
は、すべて便潜血陽性で盲腸が肥大し
た。盲腸内容物は黒褐色に変色し、重量
は約 3 倍に増加した。この原因となる
抗生剤の特定を試みたところ、アンピ
シリンとバンコマイシンの 2 剤で十分
であることが明らかになった（図１）。更に盲腸内の代謝産物をガスクロマトグラフ質量分析計
で測定した所、グルタミン酸や酪酸といった腸管上皮のエネルギー源となる代謝産物が減少し

ていた（図２）。更に大腸上皮の ki-67 陽性細胞数が減少し
ており、細胞増殖の低下が判明した。また、TUNEL 陽性細胞
数が増加しており上皮細胞のアポトーシス亢進も示唆され
た。抗生物質による腸内細菌叢の変化をメタゲノム解析し
た所、酪酸を始めとした短鎖脂肪酸を産生する
Clostridiales が減少しており、これらの菌が減少する事
によって酪酸を始めとした腸管エネルギー物質の産生低下
が示唆された（図３）。さらに、酪酸はマクロファージ細胞
株 RAW267.4 において、LPS 刺激による炎症性サイトカイン
の mRNA 発現を抑制し、大腸癌細胞株	 CMT93 からの抗菌ペ
プチトドの mRNA 発現を促進した。この薬剤起因性腸炎モ

デルにグルタミン酸を投与したところ、便潜血は顕著に抑えられた（図１）。よってグルタミン
酸や酪酸が本腸炎
に重要な関わりが
あると考えられ
る。本研究により、
アンピシリンとバ
ンコマイシンの経
口 投 与 に よ り
Clostridiales が
減少し、その結果
グルタミン酸や短
鎖脂肪酸の代謝障害が引き起こされて、腸管ホメオスタシスが破綻することで薬剤起因性腸炎
が発症することが明らかとなった。本研究は、新たな薬剤起因性腸炎モデルの確立とその病態機
序の解明に貢献した。今後の腸疾患の研究とヒト腸疾患の予防法・治療法の開発に貢献するもの
と考えられる。	

本研究は、原著論文として Genes	and	Cells 誌に掲載された。	
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