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研究成果の概要（和文）： 
腹部症状の発現に関わる因子はこれまで明らかでなかったが、我々は逆流性食道炎ラットモデ

ルで腹部症状の指標としての自発運動量が減少し、痛みに関連する受容体や神経ペプチドが食

道や神経節で増加していることを明らかにした。またその機能を阻害することで腹部症状が回

復することを明らかにした。さらに食道上皮様扁平上皮細胞層を作成し、上皮細胞層のバリア

機能には表層細胞層が重要であり、細胞接着に関わるクローディン 4が重要であることを明ら

かにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Although the factors which were involved in the development of abdonominal symptoms had 
not been clear, we found that neuropeptides and those receptors were involved in the 
development of abdominal symptoms using rat esophagitis model. Furthermore, we 
established esophageal like stratified epithelial cell layer model and found that 
superficial layers were important for the epithelial barrier function and that claudin-4 
was involved in the barrier function. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) わが国では欧米諸国に比して胃潰瘍や
胃癌が多く、形態学を中心に消化管研究が進
んできたが、近年研究の対象は確実に機能的
領域へと広がりつつある。また国民自身の生
活の質（quality of life; QOL）への興味が
高まり、「腹部症状」に対する関心は急速に
高まりつつある。日常診療では腹部愁訴を訴

える患者は極めて多く、その多くは機能性の
症状であることが知られている。腹部症状発
現機序を理解することが、上腹部症状患者を、
正しく、そして科学的に治療できる第一歩で
あると考えられるが、残念ながら腹部症状発
現のメカニズムはほとんど解明されていな
い。 
(2) 1997 年の TRPV1 受容体が発見以来、痛
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みの分子科学が急速に進んできたが、その研
究対象のほとんどは体性痛で、持続する漠然
とした感覚である内臓痛発生メカニズムに
関する研究はほとんどない。 
(3) われわれは最近このモデルで、ラット
逆流症状が自発運動の減少として定量的に
評 価 で き る こ と を 見 い だ し た
(Neurogastroenterol Motil. 2009)。このモ
デルでは胸やけなどの逆流症状を食道表層
組織のみならず食道粘膜深層、さらには知覚
神経や筋層でのダイナミックな変化として
捕らえることが出来る。これまでの研究手法
から脱却した新たな観点からの症状発現メ
カニズムの研究である。また、われわれはこ
れまでラット胃の伸展誘発内臓痛モデルで、
脊髄後根神経節および消化管粘膜での知覚
神経での疼痛関連メディエーター、侵害受容
体の発現を研究してきた(Gastroenterology. 
2008, Gut. 2009)。 
 
２．研究の目的 
腹部症状発現メカニズムを逆流性食道炎の
動物モデルと in vitro 扁平上皮細胞層モデ
ルを用いて解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) ラット慢性酸型逆流性食道炎モデルは、
Omura らの方法（Scand J Gastroenterol, 
1999）を参考に作製する。 
(2)ラット慢性酸型逆流性食道炎モデルを用
いて食道から投射される後根神経節レベル
を同定する。次にこのレベルで神経炎症の指
標として substance P と CGRP あるいはレセ
プターである NK-1 レセプター、CGRP レセプ
ターの発現変化を蛍光免疫染色、Western 
blotting、real-time PCRで検討する。 
(3) Air liquid Interface (ALI)の系の確立 
ヒト気管上皮細胞（NHBE）を BEGM（CAMBREX、 
USA）と DMEMが 1対 1で混合された培養液を
用いて Air liquind Interface法で培養する。
インサートをラットテールコラーゲン、ファ
イブロネクチン、BSAでコートし、BEGM培養
液で NHBE を１日培養後、インサート上部の
培養液を抜き取り Air liquid interface 法
にて細胞を培養する。電気抵抗値と FSA（蛍
光色素）の透過性を測定することで培養細胞
間の透過性を測定し、細胞間結合の発達を確
認する。電子顕微鏡で細胞間接着構造を確認
する。またこの細胞系とヒト食道扁平上皮細
胞層との類似性を DNA array あるいは、サイ
トケラチン、タイト結合蛋白など種々蛋白の
発現パターンを検討することで確認する。食
道症状発現に関わりうる刺激（酸や胆汁酸な
ど）を上皮層の管腔側から投与することによ
り上皮間透過性の変化を検討する。また細胞
間透過性を制御する可能性のある薬剤を探
索する。 

４．研究成果 
(1) 疼痛関連受容体と神経ペプチドに関す
る検討 
これまでこの症状メカニズムに関与する因
子の検討はまったくなされていないことか
ら、われわれはこのモデルを用いて疼痛関連
受容体(ニューロキニン-1)と神経ペプチド
(タキキニン-1)の関与を検討した。慢性酸型
逆流性食道炎ラットで、術後 10 日に有意に
びらんを認めた。術後 10 日の食道粘膜でび
らん部と非びらん部に関わらずニューロキ
ニン-1 受容体の発現は有意に増加していた。
タキキニン-1 の mRNA 発現は非びらん部で有
意に上昇していた。慢性酸型逆流性食道炎ラ
ットで、自発運動量は有意に減少した。ニュ
ーロキニン-1受容体拮抗剤：L732、138 の投
与により自発運動量の減少は有意に抑制さ
れた。以上から逆流性食道炎の腹部症状発現
には NK-1 受容体とその関連神経ペプチドの
関 与 が 考 え ら れ た (Neurogastroenterol 
Motil, 2010)。 
(2)脊髄後根神経節および迷走下神経節にお
ける神経炎症 
ラット慢性酸型逆流性食道炎モデルを用

いて食道から投射される後根神経節レベル
は Th 8、Th 9、 Th 10 であることをまず同
定した。慢性酸型逆流性食道炎モデルにおい
て、このレベルでのサブスタンス P あるいは
CGRPの発現変化を検討し、これらの発現レベ
ルが有意に増加することを明らかにした。 
(3) ALIの系の確立 
ヒト気管上皮細胞（NHBE）を ALI法で培養す
ると、細胞が扁平上皮化し、食道粘膜様扁平
上皮細胞層を構築することが出来、DNA array
でその遺伝子発現パターンは、他の食道癌上
皮細胞株に比べてヒト食道粘膜上皮と非常
に類似していることを明らかにした。Real 
time PCR と Western blotting でタイト結合
蛋白の発現パターン（CLDN4）やサイトケラ
チン（CK4、CK13）発現パターンを確認する
と食道扁平上皮と同様であり、食道様扁平上
皮細胞層の in vitro モデルを作成すること
が可能となった。この細胞系で PPAR-delta
作動薬を用いると TEER 上昇を認め、食道粘
膜上皮のバリア機能強化に有用である可能
性が考えられた。レチノイン酸（ATRA）の投
与は、扁平上皮への分化を抑制し、バリア機
能強化を抑制した（ Am J Physiol Cell 
Physiol. 2011）。 
(4) ALI 培養扁平上皮細胞層を用いた上皮バ
リア機能評価 
酸や胆汁酸による食道上皮細胞層のバリア
機能変化を検討し、pH 2の酸あるいは酸性（pH 
3）下の胆汁酸（タウロコール酸あるいはグ
リココール酸）がバリア機能障害を起こすこ
とを明らかとした。また胆汁酸あるいは弱酸
（pH 3）のみではバリア機能障害が発生しな



いことを明らにした。 
 これまで食道上皮細胞間間隙拡大が GERD
症状発現と関係するとの報告から細胞間間
隙拡大によるバリア機能低下が想定されて
いたが、今回の検討で細胞間間隙の拡大は、
食道上皮基底層や有棘層で発生し、この部位
はバリア機能がないことを明らかとし、顆粒
層がバリア機能に重要であり、顆粒層には細
胞間間隙拡大がみられないことが明らかと
なった。すなわち食道扁平上皮層の細胞間間
隙拡大とバリア機能低下は別の現象である
ことが明らかとなった。またこのバリア機能
の制御には、タイト結合蛋白のクローディン
（CLDN）4が重要であることが in vitroの検
討で明らかとなり、ヒトにおいても逆流性食
道炎患者の食道扁平上皮細胞層の顆粒層で
CLDN4 の局在変化を認めた(Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol, 2011, Lab 
Invest，2012)。 
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