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研究成果の概要： 

 小児期に認められる炎症性腸疾患の病態を検討する目的で、新生児期の仔ラット消化管の炎症性シグナ

ル分子の発現を検討した。また、n-3 系多価不飽和脂肪酸(n-3PUFA)や Probiotics の新生児期における役

割や抗炎症効果を検討する目的で、まず、未熟児ラットを用いた新生児壊死性腸炎(NEC)モデルを用い

n-3PUFA の消化管粘膜に与える効果を確認した。DHA や EPA などの n-3PUFA 投与群で NEC 発症の

頻度が抑えられ、IB-α/βの発現の減弱との関わりが確認された一方、抗炎症性分子である PPAR-γの発

現の増強を確認した。さらに、母ラットに n-3PUFA を投与することで炎症性分子である IB-α/βの発現

が減弱する一方、アポトーシスと関連のある caspase1, caspase12, granzyme B などの発現の増強を認め

た。また、炎症性プロスタグランジン産生に関わる PLA2 の発現の低下、炎症作用の強い PGD2 のレセ

プター分子である DP2 の発現の低下を認める一方、抗炎症作用のある PGE2 のレセプター分子である

EP3 の発現が増強するなど n-3PUFA の抗炎症作用が確認され、n-3PUFA 投与により小児炎症性腸疾患

を制御できる可能性が示唆された。同様に新生児期の仔ラットに Probiotics (B.breve)を投与した検討では

glutathione peroxidase 2、lipopolysaccharide binding protein、lipoprotein lipase などの炎症関連分子の発現の抑

制を確認し、その抗炎症効果が示唆された。潰瘍性大腸炎やクローン病などの炎症性腸疾患を対象とした

臨床検討では、急性期に Th2 サイトカインが著増すること、特に小児潰瘍性大腸炎の粘膜において、Th2

サイトカインに対しては GATA-3 が、また、Th1 サイトカインに対しては STAT4 の発現が増強しており、

それぞれのシグナル分子が病勢の増悪に深く関与している可能性が示唆された。 

 今回の検討より、小児期炎症性腸疾患において、新生児期より特定の炎症性シグナル分子の発現が、そ

の病態に関与していることが示唆された一方、その発現を n-3PUFA や Probiotics を用いて制御できる可

能性があることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 食物の消化活動をつかさどる小腸は、新生

児期に約 270cm を有し、生後急速に成長し 4

歳までに全長約 450～550cm と成人の長さに

達する。小腸粘膜には多数のリンパ球が存在

することから、小腸が免疫臓器であることが

知られている。消化管粘膜の表面は円柱上皮

細胞で覆われており、腸内細菌叢の助けをか

り、上皮細胞は消化管粘膜の防御能を高めた

り、炎症性腸疾患においては炎症性ケモカイ

ンを産生して粘膜内リンパ球を刺激し粘膜

障害を誘導したりと多彩な役割を演じてい

る。特に昨今は、Toll like receptor（TLR）の

解析が進み、腸内細菌叢とのクロストークの

解析が進められている。胎児期の腸管は無菌

状態であることから、新生児期・乳児期から

小児期にかけ、腸内細菌叢の変化にともない、

粘膜免疫機能にダイナミックな変化が起こ

っていると考えられるが十分な検討はなさ

れていない。 

 同様に、粘膜上皮細胞の機能と栄養との関

わりが指摘されている。n-3 系多価不飽和脂

肪酸（n-3PUFA）は、関節リウマチや炎症性

腸疾患などの慢性炎症性疾患の予防や治療

にも利用されるようになっているが、その新

生児期における役割や分子生物学的な検討

は 十 分 に は な さ れ て い な い 。 ま た 、 

Probiotics は、炎症性腸疾患などの慢性炎症性

疾患の予防や治療に利用されるようになっ

ているが、その新生児期における役割や分子

生物学的な検討も十分にはなされていない。 

 そこで本研究では、まず新生児期から小児

期にかけての粘膜免疫の発達を解析する目

的で、未熟仔ラットの腸管における各種シグ

ナル分子の発現を検討した。また、それらの

発現を、新生児壊死性腸炎（NEC）のモデ

ルラットを作成し、炎症の有無による変化

を検討する一方、その系を用い n-3PUFA や

Probiotics の粘膜免疫に与える影響を検討し

た。 

 さらに、潰瘍性大腸炎やクローン病などの

炎症性腸疾患を対象に臨床検討を行い、小児

科の立場から炎症性腸疾患の病態を検討し

た。 

 

２．研究の目的 

(1) 未熟仔ラットの腸管を用い各種炎症性お

よび抗炎症性シグナル伝達分子の発現を解

析する。また、未熟仔ラットを用いた NEC

のモデルを用い、前述の各分子の発現を、正

常と炎症を誘導した際とで比較し、NEC の発

症機序・病態を検討する。 

(2) 前述の分子に n-3PUFA や Probiotics など

が与える効果を解析し、その役割を検討する。 

(3) 小児期炎症性腸疾患として潰瘍性大腸炎

（UC）、クローン病（CD）などを対象に、前

述の各種シグナル分子の発現を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 未熟仔ラットを用いた検討：  

NEC モデルの作成：通常、未熟仔ラットは

21 日満期で出生するが、本研究においては在

胎 20 日の未熟仔ラットを用いる。未熟仔ラ

ットは妊娠ラットを麻酔下で帝王切開し出
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生させる。出生後、呼吸および体温管理を行

いつつ胃ゾンデを用いミルク注入を開始す

る。未熟仔ラットは温浴槽を用い、保温・保

湿に努め保育する。未熟仔ラットに強制栄養

を行う事で、生後 12 時間から 24 時間に血便

を認め、NEC の際に呈する症状を発現させる

事に成功した。この未熟仔ラットを用いた

NEC モデルを用い、下記のごとく組織学的、

免疫学的、分子生物学的解析を行い NEC の

病態を解析した。 

(2) 同時に n-3PUFA を用い、栄養学的影響を

検討する。 

(3) 同様に Probiotics (B.breve)を用い、その効

果を検討する。 

(4) 小児期炎症性腸疾患として潰瘍性大腸炎

（UC）とクローン病（CD）を対象に、活動

期と非活動期の血清サイトカイン値を確認

するとともに、粘膜における炎症性シグナル

分子の発現を前述の各種シグナル分子を中

心に real time PCR 法を用い検討した。 

 

① 組織学的検討：未熟仔ラットから腸管を

取り出し、ホルマリン固定後、HE 染色を行

い、病理学的解析を行う。 

② 免疫・分子生物学的解析：未熟仔ラット

から腸管を取り出し、mRNA を抽出し、cDNA

を作成した後、real time PCR法を用い、PPAR-

およびNFBのインヒビターである IκBα/βの

発現を検討する。また、DNA microarray assay

を用い、炎症性・抗炎症性シグナル分子の発

現を多角的に捉える。さらに、DNA microarray 

assay により強く関与が示唆された分子に対

し、real time PCR 法を用いその発現を検証す

る。同様の検討を臨床検体においても行った。 

③ 栄養学的解析：大豆を用いた通常の飼料、

DHA および EPA などの n-3PUFA を多く含ん

だ飼料で妊娠ラットを飼育し（Table 1）、そ

こから生まれた未熟仔ラットを用い、脂肪酸

組成の変化を分析し、その影響を確認する一

方、前述の解析を行い、母ラットに投与した

n-3PUFA の仔ラットにおける効果を検証す

る。 

 

４．研究成果 

(1) 未熟仔ラットを用いた検討： 

 NEC モデルの作成：在胎 20 日（21 日が満

期）に帝王切開にて出生させた仔ラットを用

いた。出生直後に 0.15ml のミルクを胃に注入

したところ、生後 24 時間後に肉眼的な消化

管出血を約 50％に確認した(Figure 1a, b)。病

理的には、粘膜の充血、杯細胞の増加、炎症

細胞浸潤などを確認した(Figure 2b, c, d)。 

 

Figure 1. 肉眼的所見 a & b: コントロール、

c & d: NEC 様所見 

Table 1. Compositon of test diet   

Group  Control DHA EPA 

Casein 20 20 20 

L-Cystein 0.3 0.3 0.3 

α-Cornstarch 13.2 13.2 13.2 

β-Cornstarch 39.8 39.8 39.8 

Sucrose 10 10 10 

Soybean oil 7 3.6 3.6 

DHA 0 3.4 0 

EPA 0 0 3.4 

Cellulose 5 5 5 

Mineral mixture* 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture ** 1 1 1 

Total amount (g) 100 100 100 

*following AIN-93G-MX. ** AIN-93-VX  

AIN: American Institute of Nutrition 
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Figure 2. 病理所見 a: コントロール、b: 充

血および浮腫、c & d: 炎症細胞浸潤、杯細胞

の増加 

 

a b

c d  

これらの炎症性変化を認めた腸管では、

NF-κB 関連因子の IB-α/β-mRNA および抗炎

症性因子の PPAR-γ-mRNA の発現が増強して

いた。 

 (2) n-3PUFA の影響の検討： 

 n-3PUFA の効果を検討する目的で、妊娠 7

～20 日の母ラットに、前述の大豆（コントロ

ール）、DHA、EPA をそれぞれ付加した餌を

与え、出生した仔ラットの消化管粘膜の変化

を検証した。その結果、DHA および EPA 群

で NEC 発症の頻度が抑えられ(Figure 3)、炎

症性分子である IB-α/β の発現が減弱する一

方、抗炎症性分子である PPAR-γ の発現がさ

らに増強していた(Figure 4)。 

 

Figure 3. NEC モデルにおける DHA および

EPA の効果（発症頻度の比較） 

 

 

Figure 4. NEC モデルにおける DHA および

EPA の効果（PPAR-γおよび IB-α/βの発現の

比較） 

 

 また、出生直後の各群の仔ラット小腸粘膜

における炎症関連分子の遺伝子発現を

microarray を用いて網羅的に解析した。その

結果、n-3PUFA 投与により炎症性分子である

IB-α/βの発現が減弱する一方、アポトーシス

と関連のある caspase1, caspase12, granzyme B

などの発現の増強を認めた(Figure 5)。 

 すなわちn-3PUFAは、非炎症時には IB-α/β

の発現を減弱させる一方、炎症細胞にアポト

ーシスを誘導することで、また、炎症が生じ

た際には PPAR-γ などの抗炎症性分子の発現

を促し、未熟児ラット小腸粘膜を炎症性変化
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から保護している可能性が示唆された。 

 

Figure 5. NEC モデルにおける DHA および

EPA の効果（Caspase 1, 12, granzyme B 発現の

比較） 

 
 

Figure 6. NEC モデルにおける DHA および

EPA の効果（EP3 および DP2 発現の比較） 

 また、炎症に重要なエイコサノイドの産生

に関わる PLA2 の発現の低下、炎症作用の強

い PGD2のレセプターであるDP2の発現の低

下を認める一方、抗炎症作用のある PGE2 の

レセプターであるEP3の発現が増強するなど

n-3PUFA の抗炎症作用が確認された(Figure 

6)。 

 以上の検討から、n-3PUFAを用いることで、

生体内の細胞は特定のシグナル伝達分子の

発現を調節し免疫応答を変化させているこ

とが証明された。特に n-3PUFA には、抗炎症

効果が期待され、小児炎症性腸疾患における

免疫応答を制御できる可能性が示唆された。 

 

(3) Probiotics による効果の検討： 

 Probiotics の新生児期における役割を検討

する目的で、出生直後の仔ラットに Probiotics 

である B.breve を投与した際の、消化管粘膜

における炎症性シグナル分子の発現を検討

した。出生直後から 2 週間、継続的に B.breve

を投与したものと投与していないものの腸

管粘膜よりmRNAを抽出し、cDNAを作成後、

microarray を用い、その遺伝子発現を網羅的

に検討した。その結果、下記表のごとく、各

種シグナル伝達分子の発現が抑制されるこ

とを確認し、Probiotics が持つ抗炎症効果との

関連が示唆された（Table 2）。 

 

 

(4) 小児期炎症性腸疾患を対象とした臨床検

討： 

 炎症性腸疾患を対象とした臨床検討では、

Th1 サイトカインと Th2 サイトカインのシグ

ナル伝達分子の発現をそれぞれ検討した。炎

症性腸疾患の急性期にTh2サイトカインが著

増することをしばしば経験する。まず、血清

サイトカイン値を測定したところ、活動期に

IL-4 や IL-6 値が更新しており、Th2 サイトカ

インが活動期の炎症性腸疾患に深く関与し

ている可能性が示唆された(Figure 7)。特に小

児潰瘍性大腸炎（UC）においては IL-4 のシ

グナル分子である GATA-3 および Th1 サイト

カインのシグナル分子である STAT-4 の発現

が増強していることが確認された(Figure 8)。

一方、小児クローン病（CD）においては、

GATA-3、T-bet、STAT-4、STAT-3 などの発現

Table 2.  Probiotics の効果（Fold change） 

Fold 

Change
gene description 

-1.50 lipoprotein lipase 

-1.65 tRNA nucleotidyl transferase, CCA-adding, 1

-2.07 glutathione peroxidase 2 

-2.31
chloride channel, calcium activated, family 

member 4 (CLCA4) 

-3.62 lipopolysaccharide binding protein 
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には有意差が認められなかったものの、

IL-23R の発現の有意な低下を確認しており、

特に小児 CD での Th17 などの関与が示唆さ

れた。 

 

Figure 7. 血清サイトカイン値 CD および

UC では、非活動期に比べ活動期に血清 IL-4

および IL-6 値が有意に増加していた。 

血清サイトカイン値の比較（CD）
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Figure 8. シグナル伝達分子の発現 UC では

GATA-3およびSTAT-4の発現が増強していた。 

 

 

(5) まとめ 

 今回の検討より、正常および炎症性腸疾患

の消化管粘膜において、すでに新生児期より

特定の炎症性シグナル分子の発現が認めら

れること、その発現が NEC など、特定の疾

患の病態に関与していることが示唆された。

さらに、それらの発現を n-3PUFA や

Probiotics を用いて制御し、炎症性腸疾患を

制御できる可能性があることが示唆された。 
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