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研究成果の概要（和文）：小腸の粘膜障害に対する乳化剤の影響を、健常マウスおよび小腸炎モデルマウスを用
いて解析した。乳化剤polysorbate 80（P80）による腸内細菌叢の変化は大腸よりも小腸で大きく、小腸では硫
化水素産生菌P. mirabilisが増加することを見出した。P80は健常なマウスに対して消化管炎症を惹起しない
が、小腸炎モデルマウスでは小腸炎が増悪することを明らかにし、小腸炎の増悪にはP. mirabilisだけでなく複
数菌種の相互作用が関与することを示唆する結果を得た。またP80以外の乳化剤も腸内細菌叢の多様性に影響す
ること、乳化剤の種類により腸管粘膜バリア損傷の程度が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The effect of dietary emulsifiers on small-intestinal microbiota, which is 
important for gut immunity, has not been studied. We investigated the effect of a dietary 
emulsifier, polysorbate-80 (P80), on the small intestine in normal mice and Indomethacin-induced 
inflammation model mice. P80 reduced the microbiota diversity, especially in the small intestine 
rather than in the colon, in normal mice. And P80 increased the number of sulfide-producing 
Enterobacteriaceae in small-intestinal mucosa, which was identified as P. mirabilis. P80 alone did 
not cause small-intestinal injury of normal mice, but exacerbated indomethacin-induced intestinal 
lesions. We showed that P80 induced dysbiosis in the small intestine, leading to enhanced 
vulnerability of the small intestine to indomethacin-induced injury. Also, we showed that another 
kind of emulsifier ingestion changed diversity of the gut microbiota. However, degree of risk for 
gut damage varied by type of emulsifiers.

研究分野： 消化器免疫　

キーワード： 乳化剤　腸内細菌　炎症性腸疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の炎症性腸疾患患者数増加の一因として、乳化剤摂取量の増加が指摘されている。本研究において、乳化剤
摂取による腸内細菌叢の撹乱（dysbiosis）が小腸炎を起こしやすい環境を作っていること、また腸管粘膜バリ
ア損傷の程度は乳化剤の種類によって異なることを明らかにした。これらの成果は、今後の炎症性腸疾患の発症
予防や食事指導による治療につながることが期待でき、社会に貢献ができると考えている。

※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 
 日本における炎症性腸疾患患者数は 1970 年台から急増し始め、この 25 年で約 10 倍に増加
した。炎症性腸疾患発症の機序は明らかになっていないが、一因として食事や腸内細菌などの環
境的要因による消化管免疫調節機構の異常が考えられる。炎症性腸疾患の症状は食事療法や食
事制限により改善することが多いことから、食生活の変化が炎症性腸疾患患者数の増加に関与
していると推測できる。 
 近年、乳化剤の一つである polysorbate-80 (P80) が、IL10 遺伝子欠損マウスの腸内細菌叢に
変化をもたらし大腸炎を誘発することが報告された (Chassaing B et al. Nature 2015)。乳化剤
は親水基と親油基を持つ界面活性剤で、材料同士の乳化を容易にする添加物として多くの加工
食品に使用されており、我が国でも脂肪の摂取量増加に伴い乳化剤摂取量も増加している。食品
用乳化剤は安全性が確認され正式に認可されたものであるが、疫学的なデータから本邦におけ
る乳化剤の消費量とクローン病の罹患率が正の相関関係にあることが示されている(Roberts CL 
et al. J Crohns Colitis. 2013)。しかしこれらの直接的な因果関係を示すデータは報告されてい
ない。また、乳化剤が大腸炎を誘発すると報告されたが、小腸に対する乳化剤の影響については
分かっていない。 
 一方、脂肪食により胆汁の組成が変化することで腸管内の硫化水素産生菌が増加すること 
(Devkota S et al. Nature 2012)、硫化水素産生菌は自身が産生する硫化水素で腸粘液のジスル
フィド結合を分解し、薄くなった粘液層を通り抜け腸粘膜上皮に近づくこと(Ijssennagger N et 
al. Trends Mol Med 2016)が報告されている。また炎症性腸疾患患者の腸管内で硫化水素濃度が
増加していることも明らかになっているが、その原因は解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 加工食品用添加物の一つである乳化剤が、IL10 遺伝子欠損マウスにおいて腸内細菌叢を変化
させ大腸炎を引き起こすことが報告され、原因不明の難治性疾患である炎症性腸疾患の患者数
増加の一因であることが示唆された。食生活の西欧化で現代人が日常的に口にする乳化剤が、ど
のような機序で腸炎を誘発するのか解明し、加えて、より安全な乳化剤を探索することにより、
炎症性腸疾患の予防や治療に結びつけることが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 乳化剤による腸内細菌叢の変化 
 C57BL/6J マウスに乳化剤 polysorbate 80 (以下 P80)を 8 週間自由飲水で経口投与後、大腸あ
るいは小腸内容物を採取し、次世代シークエンサーを用いて 16S rDNA 配列解析をおこない、そ
れぞれコントロール群と P80 投与群の多様性の比較、および P80 により増加した菌の同定をお
こなった。 
 
(2) 乳化剤が消化管免疫および小腸炎におよぼす影響 
 C57BL/6J マウスに乳化剤 P80 を 8 週間自由飲水で経口投与した。小腸炎モデルは、P80 投与
後にインドメタシン（IND）を連続 2 日間腹腔内投与した。小腸組織をヘマトキシリン・エオジ
ン染色し、絨毛、陰窩の高さを測定し、小腸絨毛の萎縮を評価した。また、小腸組織から RNA を
抽出し、炎症関連因子の発現をリアルタイム PCR 法にて調べた。IL1βについては ELISA 法にて
評価した。腸管粘膜バリア障害の検出については、FITC 標識デキストラン 4 kDa を経口投与
した後に血中へ移行した FITC 濃度を測定し腸管透過性を評価した。 
 
(3) 乳化剤による小腸炎増悪と腸内細菌叢変化の関与 
① C57BL/6J マウスに乳化剤 P80 を自由飲水させ、6週間後にグラム陰性菌を減少させる目的で
抗菌薬（ネオマイシン）を追加し、P80 を計 8週間、抗菌薬を 2週間自由飲水させた。 
② 乳化剤 P80 を 8 週間自由飲水投与した C57BL/6J マウスの便を用いて糞便微生物移植（FMT）
をおこない、腸内細菌叢の変化が小腸炎の増悪に影響するか検討した。FMT は 7 日間連続でおこ
ない、FMT の 6 日目と 7 日目に IND を腹腔内投与した。 
③ 乳化剤 P80 を 8 週間自由飲水させたマウスの小腸粘膜から培養増殖した P. mirabilis を
C57BL/6J マウスに 1 日 1回 7日間連続で経口投与し、6日目と 7日目に IND を腹腔内投与した。 
 組織学的所見を組織学的スコアで評価し、小腸組織の炎症関連因子の発現をリアルタイム PCR
法にて調べた。IL1βについては ELISA 法にて評価した。 
 
(4) 乳化剤による自然リンパ球(ILC)の変化 
 C57BL/6J マウスに乳化剤 P80 を自由飲水で 8 週間経口投与した後 IND を腹腔内投与した。小
腸粘膜及び腸間膜リンパ節の ILC サブセットをフローサイトメトリーにて解析した。 



 
(5) 親水性親油性バランス（HLB）が異なる各乳化剤が腸管免疫におよぼす影響 
 親水性親油性バランス（HLB）の異なる 4種類の乳化剤 (P20, P65, P80, DATEM)を使用した。
C57BL/6J マウスに各乳化剤を 8 週間投与し、体重を２週間ごとに計測した。各乳化剤を８週間
投与した後、腸内細菌叢の変化を調べるために、腸管内容物を採取し 16S rDNA 配列を解析した。
また腸管粘膜バリアの障害を検出するため、各乳化剤投与マウスに対し FITC 標識デキストラン 
4 kDa を経口投与した後に血中へ移行した FITC 濃度を測定し腸管透過性を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 乳化剤による腸内細菌叢の変化 
 腸内細菌叢の変化は大腸よりも小腸で大きく、小腸では大腸に比べ個体内の多様性が低下し、
個体間でのばらつきが大きくなっていた。また、小腸で硫化水素産生菌の Proteus mirabilis（P. 
mirabilis）の増加が見られた。さらに、P80 を含んだ半固形培地で P. mirabilis の運動性の亢
進が確認された。乳化剤存在下では、P. mirabilis がより増殖しやすい環境に移動できること
が増加の一因であり、腸内細菌叢の撹乱（dysbiosis）につながったと考えられた。 
 
(2) 乳化剤が消化管免疫および小腸炎におよぼす影響 
 乳化剤 P80 単独投与マウスで小腸繊毛萎縮の傾向が見られたが、炎症性サイトカイン産生の
増加や腸管透過性の亢進は認められなかった。一方、小腸炎モデルマウスに P80 を投与すると、
腸管透過性の亢進は認められなかったが、組織学的スコアの増悪、炎症性サイトカイン IL1βの
増加が確認された。乳化剤は小腸炎に対する脆弱性を増悪させることが示唆された。 
 
(3) 乳化剤による小腸炎増悪と腸内細菌叢変化の関与 
 抗菌薬投与下では、乳化剤 P80 の有無による小腸の組織学的スコアおよび IL1β産生量の差は
見られず、P80 による小腸炎の増悪は再現されなかったことから、腸内細菌が小腸炎の増悪に関
与していると考えられた。 
 また、P80 投与で腸内細菌叢が変化したマウスの便を別のマウスに移植（FMT）したところ、
小腸の組織学的スコアおよび炎症性サイトカイン mRNA の発現は、健常マウスの便を FMT した群
と比べ有意な差を認めなかった。 
 P. mirabilis の経口投与においては、P. mirabilis 投与群と非投与群で、小腸の組織学的ス
コアに有意差を認めなかったが、小腸粘膜における炎症性サイトカインの mRNA 発現は、P. 
mirabilis の経口投与群で IL1β mRNA 発現に若干の増加傾向を認めた 
 
(4) 乳化剤による自然リンパ球(ILC)の変化 
 ILC は主要サイトカイン産生源として腸管免疫において重要な役割を果たしている。ILC に対
する乳化剤 P80 の影響を調べた。正常小腸粘膜では、3%存在していた ILC が、P80 投与により
4.4%まで増加した。また、腸管膜リンパ節では P80 投与で特に ILC１が有意に増加した。腸管膜
リンパ節における ILC１の増加は P80＋ND 投与群でさらに増加し、 IND 単独投与群よりも増加
した。腸管粘膜から流出するリンパ液中の ILC は、P80 投与群で２型および３型 ILC が増加して
おり、ILC の組成変化が腸管免疫異常の一因となっている可能性が示唆された。 
 
(5) 親水性親油性バランス（HLB）が異なる各乳化剤が腸管免疫におよぼす影響 
 乳化剤投与開始から 8 週間以内に、各乳化剤投与群の体重変化は乳化剤非投与のコントロー
ル群と比較して有意差はなかった。しかし、腸管透過性解析では、各乳化剤投与群の血清 FITC
デキストラン値はコントロール群と比較して増加する傾向が見られ、特に乳化剤 DATEM 投与群
では高値を示した。16S rDNA 配列解析の結果、乳化剤の種類ごとにクラスターが形成された。
また各種乳化剤を投与したマウスでは個体間の腸内細菌叢のばらつきがコントロール群に比べ
大きかった。 
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