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研究成果の概要： 
腸内細菌叢からの TLR を介した刺激の制御機構に異常が生じ、腸内環境の恒常性の維持に破

綻が生じていることを示し、腸内環境のコントロールを目的としたプロバイオティクスの投与

が有用性であることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎とクローン病に代表される炎
症性腸疾患の病因はいまだ不明である。 

近年、炎症性腸疾患と腸内細菌叢との関連

が明らかとなってきた。炎症性腸疾患が腸内

細菌叢の豊富に存在する回腸、大腸に好発す

ることから、腸内細菌叢に対する免疫応答の

異常が、慢性腸炎発症において重要な役割を

担っていると考えられている。 
炎症性腸疾患治療の基本は 5-アミノサル

チル酸製剤や副腎皮質ステロイドであった

が、最近の病態解明に伴い、白血球除去療

法・顆粒球吸着療法、シクロスポリン静注療

法、抗 TNFα抗体など有効な治療も開発され
ている。しかしながら、依然として種々の治

療法に抵抗する難治例や頻回に繰り返す症

例が存在することから、これら腸疾患の病

因・病態の解明とこれに基づく新しい治療法

の開発は急務である。 
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２．研究の目的 

腸管局所おける自然免疫の活性化機構に

おいて、Toll-like receptors (TLR)が重要

な役割を担っている。炎症性腸疾患では腸内

細菌叢からのTLRを介した刺激の制御機構に

異常が生じ、腸内環境の恒常性の維持に異常

が生じていると考えられる。TLR の刺激伝達

において myeloid differentiation protein 

(MyD88)はアダプター分子として必要な分子

である。そこで腸管局所における自然免疫 

(innate immunity) の活性化機構において中

心的役割を担っている。腸管局所における自

然免疫の活性化機構に重要な役割を担って

いる Toll-like receptors (TLR)のシグナル

の面から、炎症性腸疾患発症における TRL シ

グナルの関連性について解明する。 

ＴRL の解析から炎症性腸疾患では腸内細

菌叢からのTLRを介した刺激の制御機構に異

常が生じ、腸内環境の恒常性の維持に異常が

生じていることが判明すれば、腸内環境のコ

ントロールを目的とした予防的アプローチ

も成り立つ。その一つとして最近その有用性

が明らかとなってきたプロバイオティクス、

プレバイオティクスがあげられる。これらの

治療法は有害菌の増殖を抑制するだけでな

く、宿主の免疫力の増強作用や腸管機能の賦

活化作用を有する。炎症性腸疾患発症におけ

る腸内細菌の重要性から、新たな治療法とし

て腸内細菌叢を宿主に有益な方向へと是正

するプロバイオティクス、プレバイオティク

スの有用性について検討する。 

 

３．研究の方法 

（1）動物実験 

① 実験モデルの作成 

【実験材料ならびに実験方法】 

実験動物：8週齢 C57BL/6 雌性マウス 

使用薬物：Dextran sulfate sodium(DSS, 

和光純薬） 

DSS 大腸炎モデルの作成：3％DSS 溶解水を 7

日間飲水させ、8 日目より通常水に変更、

DDS 投与開始より 2 週間後、犠死し、全結

腸を摘出 

検討項目：飼料摂取量、体重変化、便性、下

血、摘出結腸の長さと病理組織像 

【実験結果】通常水を飲水させた C57BL/6 を

対象群とした。 

飼料摂取量：DDS 投与期間中、減り続けた。 

体重変化：DDS 投与直後より減少し、DDS 投

与終了後も 11日まで減少傾向にあった。 

下痢：DDS 投与 3 日目より認められ始め、4

日目には全てのマウスに下血を認めた。 

摘出結腸：長さは対象群に比べ短く、病理組

織像では炎症性細胞浸潤を伴った潰瘍や

びらんを認めた。 

 

② DDS 大腸炎に対するプロバイオティクス

の効果 

【実験材料ならびに実験方法】 

実験動物： C57BL/6 雌性 DDS 大腸炎マウス 

使用薬物：   Bifidobacterium breb, 

Lactobacillus casei 

プロバイオティクス投与モデル：上記薬物

（生菌数濃度 1×109 CFS/kg）懸濁液を DDS

投与前 3日間、1回/日経口投与した。 

検討項目：飼料摂取量、体重変化、便性、下

血、摘出結腸の長さと病理組織像 

【実験結果】 

プロバイオティクス投与により、下血を認め 

ず、結腸の短縮も認めなかった。 

 

③ TLR(Toll-like receptor)欠損マウスの

検討 

【実験材料ならびに実験方法】 

実験動物：TLR4 欠損マウス、C57BL/6 マウス 

使 用薬物： DDS, Bifidobacterium breb, 

Lactobacillus casei 



 

 

実験群の作成：DDS 投与 TLR4 欠損マウス（Ｔ

－群）、DDS+乳酸菌製剤投与 TLR（Tマウス

（T＋群）、DDS投与C57BL/6マウス（C－群）、

DDS+乳酸菌製剤投与 C57BL/6 マウス（C＋

群）の 4群 

検討項目：飼料摂取量、体重変化、便性、下

血、摘出結腸の長さと病理組織像 

【実験結果】 

T－群はＣ－群に比べ、早期に激しい下 

血を認め、粘膜組織の炎症細胞浸潤の程 

度も強かった。Ｔ＋群もＣ＋群も乳酸菌 

の投与によって症状の軽減を認めた。 

T＋群で結腸粘膜にTGF-β、IL-10の発現

の増強がみられた。 

 

（2）臨床的検討 

① 基礎的検討 

 ワンステップで RNAの抽出が可能な RNA結

合メンブレンをもちいて検体処理を試み、平

均 74.5μgという非常に高い収率でRNA を回

収することが可能であり、real time PCR で

の解析を行う上では十分な量のRNAと考えら

れた。この方法を用いることにより、バイオ

プシー検体でも十分 mRNA の解析が可能であ

ることが確認できた。消化管粘膜には多量の

常在細菌やウイルスが存在するため、実際に

human 由来の gene が detect 可能かどうかを

通常の RT-PCR にて確認し十分なバンドが得

られた。これにより回収した RNA は host と

しての human 由来の RNA も十分含まれている

ことを確認した。 

② 潰瘍性大腸炎患者の病態とプロバイオ

ティクス投与の効果 
【対象と方法】 
当科で治療中の潰瘍性大腸炎患者の便、粘 
膜生検組織を検体としてプロバイオティク

ス投与前後の変化を比較検討した。 
【結果】 

便培養：Bifidbacteria の減少、Bacteroides 

fragilis の検出を認めた。 

結腸粘膜：サイトカインプロファイルでは、

IFN-γの発現は、非特異性大腸炎では増強
を認めたが、潰瘍性大腸炎では正常粘膜よ

りは低かった。 
回腸嚢粘膜：回腸嚢炎の粘膜は正常粘膜

に比べ、TLR2, TLR4 の発現が高かった。

炎症を惹起していない回腸嚢でも正

常粘膜に比べ、TLR4 の発現が高かった。

乳酸菌製剤投与により短鎖脂肪酸の

増加が認められた。  
 
４．研究成果 

 潰瘍性大腸炎とクローン病に代表される

炎症性腸疾患の病因はいまだ不明である。腸

内細菌叢に対する免疫応答の異常が、慢性腸

炎発症において重要な役割を担っていると

考えられている。Toll-like receptors (TLR)

は、腸管局所おける自然免疫の活性化機構に

おいて重要な役割を担っている。炎症性腸疾

患では腸内細菌叢からのTLRを介した刺激の

制御機構に異常が生じ、腸内環境の恒常性の

維持に異常が生じていると考えられる。 

 活性化された TLR は、細胞内シグナル伝達

経路を介して、転写因子であるIRF や NF-κ

Bを活性化し、それぞれ IFN-α、IFN-βまた

は、IL-1、IL-6、IL-8 などサイトカインを誘

導し、獲得免疫、あるいは炎症を誘導する。

TLR-4 は、グラム陰性菌の糖タンパクで炎症

に関与するＬＰＳを認識する受容体である。

われわれの実験結果では、TLR-4 欠損マウス

において大腸炎症状が強かった。腸管の炎症

反応において TLR-4 は腸管上皮の維持、上皮

障害の防御の役割を担っていると思われる。

プロビオティクスの投与は、臨床症状の軽減

をもたらし、粘膜に抗炎症性サイトカイン

である TGF-β、IL-10 の発現の増強が認



 

 

めた。 

 潰瘍性大腸炎患者を対象とした臨床的検

討では、回腸嚢炎の粘膜は正常粘膜に比

べ、TLR2, TLR4 の発現が高かった。この

変化は、サイトカインのような炎症性メ

ディエーターの産生を誘導し、粘膜障害

を惹起しているものと思われた。動物実

験結果とあわせると、健常時は腸管上皮

と細菌が問題を起こすことなく共存し

ている。しかし、なんらかのストレスが

加わり IFN-αのような炎症性サイトカ

インが遊離されると、腸管粘膜の TLR-4

が増強し、その結果さらに炎症性メディ

エーターの産生を促し、粘膜障害、修復

障害を引き起こすと考えられる。プロバ

イオティクスの投与は、回腸嚢炎の改善

を認めたが、便細菌叢の変化、便中短鎖

脂肪酸の増加を示した。腸内細菌叢からの

TLR を介した刺激の制御機構に異常が生じ、

腸内環境の恒常性の維持に異常が生じてい

ることから腸内環境のコントロールを目的

としたプロバイオティクスの有用性が示さ

れた。最近の報告では、プロバイオティクス、

プレバイオティクスは有害菌の増殖を抑制

するだけでなく、宿主の免疫力の増強作用や

腸管機能の賦活化作用を有しするといわれ

ている。 
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