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第１章 諸言  

 

第１節 本邦における加工食品と食品添加物 

戦後、我が国の食生活は大きく変化し、「食の欧米化」が急速に進んできた。

また、家族構成やライフスタイルの変化により、加工食品の需要が高まってき

た。加工食品とは食品に何らかの加工を施したもので、水産練り製品、肉加工

品、乳加工品、嗜好食品、調味料、菓子類、冷凍食品、レトルト食品、缶詰食

品、インスタント食品など、多岐にわたる [1]。 

食品の加工技術の進歩に伴い、加工食品が更に普及し、その消費量は年々増

加してきており、農林水産省によると、2010 年の時点で全世帯の食料支出に

おける加工食品の占める割合はすでに 50%を超えている [2]。 

加工食品の消費量増加の一方で、食品添加物の危険性は広く認識されるよう

になり、厚生労働省は食品添加物の安全性を充分に検討したうえで、食品衛生

法に基づいてその使用を認めている。食品添加物は古くから我々の生活に取り

込まれていたものから、近年になって化学的に合成されたものまで、様々な種

類が使用されているが、厚生労働省ではマーケットバスケット方式による食品

添加物の摂取量を調査しており、各食品添加物の摂取量が安全上問題ないこと

を確認している [3]。 

 

第２節 乳化剤とは 

食品添加物は食品衛生法施行原則に従い表示されており、保存料・甘味料・

着色料のように用途別に記載する場合や、乳化剤・香料・調味料のように物

質名の代わりに種類を示す一括名で記載する場合などがある。 

乳化剤はその名のとおり、「乳化」作用を目的に使用される物質の一括名で

あり、複数の物質が含まれる場合がある。「乳化」とは水と油のような性質が
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異なる物質同士を混ぜ合わせる作用のことであり、乳化剤は食品中に含まれ

る界面活性剤とほぼ同義である。 

乳化剤は「乳化」以外にも、起泡・消泡・分散・浸透などの作用を有してお

り、様々な加工食品に使用されている。水中油滴型 （O/W 型）・油中水滴型 

（W/O 型）のように水と油のどちらに浸透しやすいかで分類されたり、大豆

レシチンのような天然のものと、人工的に合成されたものかによって分類さ

れたりすることもあるが、それぞれの親油基と親水基に用いられる物質で分

類されるのが一般的である。 

 

第３節 ポリソルベート類 （polysorbates） 

  乳化剤には様々な種類があり、本邦における消費量ではグリセリン脂肪酸

エステルが最も多い。その他にも、ショ糖脂肪酸エステル・ソルビタン脂肪

酸エステルなどがあり、ポリソルベート類はソルビタン脂肪酸エステルにエ

チレンオキシドを反応させて作られた乳化剤である。 

米国では 1960 年代に使用が認可され、パンやサラダドレッシングなどの日

常に欠かせない食品にも使用されている。本邦でも 2008年に食品添加物とし

て認可され、コンビニエンスストア等で販売されているような気軽に手に入

る加工食品にも使用されている [4]。 

 

第４節 乳化剤消費と疾患 

「食の欧米化」と共に、我々の食生活は高カロリー・高脂肪食へと変化し、

糖尿病や脂肪肝などの生活習慣病が増加してきている。その他にも、食生活の

変化に伴い増加してきた疾患として炎症性腸疾患  （ Inflammatory bowel 

disease : IBD）が挙げられる。IBDの原因は不明であるが、高脂肪食・低線維

食との関連が指摘されている [5-7] 。 
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また、IBD の増加には乳化剤などの食品添加物の増加も関連していること

が疫学的なデータから疑われている。実際、本邦におけるクローン病の患者

数と乳化剤の消費の経時的変化をグラフにすると （図 1）のように正の相関

を示すが [8]、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。 

 

第５節 乳化剤と腸内細菌 

近年、IL10遺伝子欠損マウスにポリソルベート 80 （polysorbate 80 : P80）

を投与したところ腸内細菌叢を変化させ、大腸の粘液の菲薄化や大腸炎の誘

発に加え、メタボリックシンドロームや大腸がんのリスクになることが報告

された。しかも、アメリカ食品医薬品局 （Food and Drug Administration : FDA）

で認可されている低濃度で P80 を投与し、病原性が認められた [9, 10]。しか

し、遺伝的に腸炎に対する脆弱性がある個体ではなくても腸内細菌叢の変化

や腸炎を惹起させるのか、大腸以外の消化管への影響はどうか、P80 がどの

ように腸内細菌叢を変化させているのか、変化した腸内細菌叢と腸炎の関係

などの検討はされておらず、不明な点は多い。 

  

第６節 本検討における仮説と目的 

先述した様に乳化剤の消費量増加がクローン病の罹患率の増加と強く関連

しているとする疫学的な報告がされた [8]。クローン病は原因不明の疾患であ

るが、患者の腸内細菌は健常人とは異なる報告が数多くあり [11, 12]、抗生剤

や糞便移植が有効だった症例の存在 [13, 14]、リスク感受性遺伝子に腸内細菌

を認識する NOD2 遺伝子変異があることなど [15, 16]、様々な報告から腸内

細菌の撹乱（dysbiosis） が起こり、それに対する免疫細胞の異常な反応が病

態に深く関与すると想定されている。すなわち、乳化剤の消費量増加がクロ

ーン病を増加させた機序には腸内細菌叢の変化が関連している可能性が考え
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られる。さらに、メタボリックシンドロームの原因は以前より高脂肪食など

の栄養素の関与が指摘されてきたが [5]、近年、消化管の異常、特に粘膜の透

過性が亢進する（leaky gut）ことによって管腔内の腸内細菌の産生する病原毒

素が吸収され、血流を介して脂肪肝や動脈硬化などの全身疾患の原因となる

説がある [17]。この際、病原毒素の吸収部位としては、栄養素の吸収システ

ムを備える小腸の関与が大腸よりも強いと想定されている。すなわち、既報

で乳化剤により惹起されたメタボリックシンドロームは小腸の腸内細菌叢の

変化と関連している可能性が考えられる。 

そこで私は、乳化剤は既報のあった大腸だけでなく小腸にも影響を与え、

健康被害の原因となっているのではないかと仮説を立てた。特に、クローン

病にもメタボリックシンドロームにも共通の原因である腸内細菌が小腸でも

変化を受けているのではないかと考えた。 

一方で、消炎鎮痛剤として広く用いられている非ステロイド性抗炎症薬

（non-steroidal anti-inflammatory drugs : NSAIDs）による薬剤性の小腸炎 

（NSAIDs腸炎）が近年増加していると報告されている。増加の原因としては

カプセル内視鏡やバルーン内視鏡の発明により、小腸の観察ができるように

なったことに起因しているに過ぎないとの考え方もある一方で、小腸アフタ

や潰瘍は低用量アスピリン内服患者で 30-63.6% [18-20]、NSAIDs 長期内服患

者においては 29-68%に及ぶことが明らかにされており [21, 22]、高齢化社会

に伴い、これらの薬剤の使用量が増加していることが NSAIDs 腸炎の増加の

一因とも考えられる。NSAIDs腸炎の病態には腸内細菌の撹乱がその発生に重

要な役割を果たしていることが知られており、乳化剤による腸内細菌叢の変

化が、炎症を起こしやすい環境を作るのだとすれば、乳化剤摂取は NSAIDs腸

炎を悪化させる可能性があり、近年の NSAIDs 腸炎の増加の一因になりうる

と考えた。 
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 しかし、乳化剤が小腸に与える影響や、代表的な小腸炎である NSAIDs 腸

炎の関係についての報告は全くされていない。そこで、乳化剤が NSAIDs 腸

炎に与える影響についてインドメタシン（indomethacin : IND）腸炎モデルマ

ウスを用いて検討した。また、乳化剤による小腸の腸内細菌の変化を解析す

ることで、NSAIDs 腸炎のみならず、クローン病やメタボリックシンドローム

の病態に関わる腸内細菌の撹乱を解明する一助となると考えた。 
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第２章 乳化剤の経口投与がマウスの小腸に与える影響 

についての検討 

第２章 

第１節 目的 

 近年、乳化剤が大腸炎を誘発すると報告されたが [9]、乳化剤が小腸に対し、

どのような影響を与えるかについては知られていない。乳化剤が小腸に与え

る直接的な影響について既報にならい、FDAで使用が認められている低濃度

のポリソルベート 80 （Polysorbate80 : P80）とカルボキシメチルセルロース 

（Carboxymethyl cellulose : CMC）を用いてマウスで検討した [9]。 

 

第２節 方法 

第１項 動物と試薬 

8週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本 SLC、静岡）に対し、乳化剤として

1% w/v の P80（富士フイルム和光純薬、大阪）または 1% w/v の CMC（フ

ァンタジー、埼玉）を 8 週間自由飲水させた（図 2 A）。水、P80 もしくは

CMC を 8 週間自由飲水させたマウスを安楽死させた後に小腸を採取して、

組織学的所見、炎症性サイトカインの変化や透過性の変化について検討した。

実験は防衛医科大学校実験動物倫理委員会の承認を得て行った（承認番号 

15094）。マウスの飼育は防衛医科大学校実験動物使用に関するガイドライン

に従い、通常のマウス飼料および自由飲水にて行った。 

 

第２項 組織学的検討 

小腸の組織学的所見は採取した小腸の一部を 10%ホルマリンで固定後パ

ラフィン包埋、切片作成後ヘマトキシリン・エオジン染色し、絨毛（villous）、

陰窩（crypt）の高さを測定し、小腸絨毛の萎縮を villous / crypt 比（V/C ratio）
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として計測することで評価した[23, 24]。対照群（n = 3）、CMC 群（n = 3）、

P80 群（n = 3）での比較検討を行った。 

 

第３項 RNAの抽出および QRT‐PCR 法 

小腸における messenger ribonucleic acid （mRNA）の発現を reverse 

transcription （RT） -polymerase chain reaction （PCR）法にて評価した。回腸

末端より 10cm 口側で全層の小腸を採取し、RNAlater （Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）へ浸漬した後、-20°C で保管した。組織のホモ

ジナイズには MagNA Lyser （Roche, Basel, Switzerland）を 6,500 rpm・50秒

の条件で使用した。ホモジナイズ後は RNeasy Mini Kit （Qiagen, Hilden, 

Germany）を用いて RNA を抽出し、分光光度計 （Gene Quant; Pfizer, New 

York, NY, USA）で濃度を測定した後、そのうち 1.5 μLを DNAse・RNAse free

蒸留水 （Thermo Fisher Scientific）で希釈して 14 μLの水溶液を作成し、逆

転写反応に使用した。逆転写反応は RNA水溶液 14 μL、Random Primer 1.25μL 

（タカラバイオ、滋賀），SuperScript II Reverse Transcriptase 1μL （Thermo 

Fisher Scientific）、dNTP Mixture 0.625 μL （タカラバイオ）、RNasin 0.625 μL 

（Promega, Fitchburg, WI, USA）、DTT 2.5 μL （Thermo Fisher Scientific）、First 

Strand Buffer 5μL （Thermo Fisher Scientific）を混合した後、Gene Amp PCR 

System 9700 （Thermo Fisher Scientific）を使用して行った。反応条件は 25°C 

15 分、42°C 15 分、48°C 30 分、20°C 15 分とし、終了後に complementary 

deoxyribonucleic acid （cDNA）を得た。cDNAを得た後、QRT-PCR法を行っ

た。QRT-PCR 法のプライマープローブとして、mouse TNF-α （Mm00443258 : 

Applied Biosystems, Carlsbad, CA）、mouse IL-1β （Mm01336189 : Applied 

Biosystems）、mouse NLRP3 （Mm00840904 : Applied Biosystems）および mouse 

GAPDH（Mm4331182 : Applied Biosystems）を用いた。384-well プレートに 5 
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μl の PCR MasterMix （qPCR master mix plus; Eurogen，Seregno，Italy）、2 μl

の Taqmanプローブ（Applied Biosystems）及び 3μl（9ng）の作成した cDNA

を混和して PCR 反応を行った（反応条件：50℃2分、95℃10分の preincubation

の後、95℃15秒、60℃1分を 40サイクル）。結果は、⊿⊿Ct 法を用いて ABI 

Prism 7900 sequence detection system （Applied Biosystems）で解析した。 

 

第４項 ELISA 法による IL-1β の蛋白定量 

mRNAにより翻訳された Pro IL-1βはインフラマソーム構成蛋白の 1つで

ある NLRP3 により活性化された caspase-1 により切断され、成熟型 IL-1βと

して炎症の促進活性を発揮するため [25, 26]、IL-1β は ELISA 法による蛋白

定量も行った。対照群（n = 4）と P80 群（n = 6）から摘出した 2～3cm 長の

回腸末端組織を 1 mlの Cell Lysis Buffer 2 （R&D systems, Minneapolis, MN, 

USA）に浸し、ポリトロンでホモジナイズして蛋白溶解液を作成した。蛋白

溶解液の全蛋白量を Protein Standard II （BIO RAD, Hercules, CA, USA）を基

準とし、DC
TM

 Protein Assay （BIO RAD）を用いて計測した。また、IL-1βの

蛋白量を Quantikine ELISA kit mouse IL-1β/IL-1F2 （R&D systems）を用いて

計測し、単位蛋白あたりの IL-1β の蛋白量を定量的に計測した。計測にはマ

イクロプレートリーダー（Benchmark Plus; BIO RAD）を用いた。 

 

第５項 透過性の検討 

第 1項と同様に 8週間 P80 を自由飲水させたマウスを作成し、対照群（n 

= 8）と P80 群（n = 8）の 2群に分けた。6時間絶飲食させた後に、fluorescein 

isothiocyaneate-dextran:FITC-dextran （Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を

ゾンデを用いて経口投与した（1 匹あたり 600 mg/kg）。FITC-dextran 投与 1

時間後に全血を採取し、得られた全血を 3,000 rpm・5 分の条件で遠心にか
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け、血清を採取した。消化管粘膜より吸収された血清中の FITC-dextran を蛍

光プレートリーダーSpectraMax Gemini EM （Molecular Devices, San Jose, CA, 

USA）を用いて計測した。計測は 480～535nm の波長で行った。 

 

第６項 統計学的処理 

各データは平均値  ± 標準誤差で表した。 2 群間の比較には

Wilcox-Mann-Whitney検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果 

第１項 組織学的所見 

V/C ratio は対照群 3.61 ± 0.35、CMC 群 2.80 ± 0.11、P80 群 2.82 ± 0.32であ

り、CMC 群及び P80 群で低下傾向を示したが有意差を認めなかった（図

3 A）。 

 

第２項 炎症性サイトカイン及びインフラマソーム 

組織学的所見は CMCと P80 で、ほぼ同等に変化しており、小腸に与える

影響は乳化剤の種類による差はないと考え、以後の検討は乳化剤として P80

のみを使用した。対照群と P80 群とで、各 mRNA（TNFα、NLRP3、IL-1β）

の発現に有意差を認めなかった（n = 6）（図 3 B）。 

単位蛋白あたりの IL-1β の蛋白量は対照群 15.7 ± 2.34 pg / mg protein 

standard、P80 群 12.5 ± 1.5 pg / mg protein standard で有意差を認めなかった

（図 3 C）。 

 

第３項 小腸粘膜の透過性 

血清中の FITC-dextran の濃度は対照群 29.6 ± 4.1 μg/ ml、P80 群 23.0 ± 3.8 



 

10 

 

μg/ ml で有意差を認めなかった（図 3 D）。 

 

第４節 小括 

健康な個体への乳化剤の経口投与単独では小腸の粘膜障害は起きず、透過

性も亢進しなかった。 
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第３章 乳化剤の経口投与がマウスの腸内細菌叢に与える

影響についての検討 

 

第１節 目的 

腸内細菌はその多くが大腸に存在しており、大腸の腸内細菌が様々な疾患と

関連があることが報告されている [27]。近年、乳化剤による腸内細菌叢の変化

が、大腸炎を増悪させることが報告された [9]。小腸の腸内細菌は大腸と比べ

ると数は尐ないが、クローン病や NSAIDs 腸炎において小腸の腸内細菌が炎症

と関連し、病態に関与するとの報告もある[28-30]。そこで、乳化剤が小腸の腸

内細菌叢にも変化を起こしている可能性を考え、腸内細菌叢の変化を検討した。 

 

第２節 方法 

第１項 動物と試薬 

P80 を第 2章と同様に 8週間自由飲水させたマウスを作成した。 

 

第２項 小腸の腸内細菌の採取 

作成したマウスの回腸末端から10 cmの部位で1 cm長の小腸を採取した。

採取した小腸を 1 ml のバッファーに浸し、小腸粘膜に付着した腸内細菌を

4℃で保存した。また、腸内細菌の遺伝子解析用に新鮮な小腸内容物を採取

し－80℃で保存した。 

 

第３項 遺伝子学的な腸内細菌叢の解析  

既報を参考に処理を行った [31-33]。－80℃保存した小腸内容物から

QIAamp stool mini kit （Qiagen）を用いて腸内細菌の DNAを抽出した。16S 

rRNA遺伝子の可変領域 V4を標的とし、プライマー（Forward: 515F, Reverse: 
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806rcbc33~52）と TaKaRa Ex Taq （タカラバイオ、大阪）を用いて 16S rRNA

遺伝子領域を PCR 法により増幅した。増幅した腸内細菌の 16S rRNA 遺伝

子を Terminal Restriction Fragment Length Polymorphisms：T-RFLP 法を用い、

門レベルで解析した。T-RFLP 法による解析はミヤリサン製薬（株）に委託

した。また、次世代シーケンサーMiSeq （Illumina, Inc., San Diego, CA, USA）

を用い、腸内細菌叢の網羅的遺伝子解析を行い、その多様性を評価した。解

析は明治（株）に委託した。解析項目は一個体における多様性を意味する α

多様性の評価として Shanon index を用い、異なる個体間の同一群における多

様性を意味する β 多様性の評価として UniFrac 解析を用いた。UniFrac 解析

で得られた UniFrac距離（unweighted）及び UniFrac距離（weighted）に基づ

いた主座標分析（Principle coordinate analysis ; PCoA）により、異なる腸内細

菌叢間の全体構造の相違を視覚的に評価した。また、培養法で単離した黒色

のコロニーの菌種の同定はアクロモペプチターゼ（富士フイルム和光純薬）

で DNAを抽出し、PrimeSTAR HS DNA Polymerase （タカラバイオ）で 16S 

rDNAを PCR増幅した。ABI PRISM 3130 x1 Genetic Analyzer System （Applied 

Biosystems）を用いて、得られた PCR 産物の塩基配列を決定し、既報の配列

と比較した。解析はテクノスルガ・ラボ（株）に委託した。 

 

第４項 培養法による腸内細菌叢の解析 

DHL 培地（日水製薬、東京）・GAM 培地（日水製薬）を作成した。DHL

培地・GAM 培地はともに腸内細菌の選択培地である。DHL培地では大腸菌

などの乳糖・白糖を分解する菌が赤～桃色のコロニーを形成する。また、DHL

培地に含まれるクエン酸鉄アンモニウムと硫化水素が反応して硫化鉄をつ

くることで、硫化水素産生菌が黒色のコロニーを形成する。バッファー内で

保存した小腸をマイクロピペットの先端で組織を崩すように懸濁し、菌体浮
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遊液を作成した。菌体浮遊液をリン酸緩衝食塩水（phosphate buffered Saline : 

PBS）で 10、10
2、10

3、10
4、10

5倍に希釈し、各濃度 100μl の菌体浮遊液を

DHL培地及び GAM 培地に接種した。DHL培地は好気下で 24時間後、GAM

培地は嫌気下で 48時間後にコロニー数をカウントした。 

 

第５項 統計学的処理 

2 群間の比較には Wilcox-Mann-Whitney 検定を使用し、3 群間の比較には

Kruskal-Wallis 検定を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果   

第１項 遺伝子学的解析 

次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子解析では特定の菌種の増加傾向

は見られなかったが、α多様性を示す shanon index が極めて減尐しており（図

4 A）、個体内での多様性が低下していると考えられた。β 多様性については

pCoA で、対照群では狭い範囲に分布していたが、P80 群では幅広い領域に

分布し、有意に拡大していた。すなわち、多様性が低下し、個体間でばらつ

きの大きな菌叢構造となり、不安定な腸内細菌叢となった（図 4 B）。 

T-RFLP 法による門レベルの比較をすると、対照群では γ-Proteobacteria 門

が 12 ± 1%であったのに対し、P80 群では 17 ± 2%に増加していた。逆に

Bacteroides 門は対照群が 22 ± 2%であったのに対し、P80 群では 16 ± 2%と減

尐していた（図 4 C）。 

 

第２項 培養法 

γ-Proteobacteria 門の増加の結果を受けて、小腸粘膜内細菌叢の培養を腸

内細菌科の選択培地で実施した。GAM 培地では複数のコロニーが混在し、
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肉眼での識別が困難であった。DHL培地では赤色のコロニー（乳糖・白糖分

解菌）と黒色のコロニー（硫化水素産生菌）が明瞭に肉眼的に識別されたた

め（図 5 A）、DHL培地のみコロニーのカウントを行った。対照群では赤色

のコロニーのみを認め、黒色のコロニーを認めなかった。乳化剤投与群では

赤色のコロニーの数は減尐し、黒色のコロニーが赤色のコロニー以上に優勢

に分離され、極めて対照的なパターンを示した（図 5 A）。  

培養法で増加した黒色のコロニーを遺伝子解析したところ 16S rDNA 部

分塩基配列は Proteus mirabilis の基準株 JCM 1669
Tに対し相同率 99.6%の相

同性を示し、γ-Proreobacteria 門に属する Proteus mirabilis（P. mirabilis）と同

定された。 

 

第４節 小括 

小腸粘膜の腸内細菌を次世代シーケンサーによる遺伝子学的な解析をした

結果、乳化剤により腸内細菌の多様性が低下し、腸内細菌叢の撹乱を起こし

ていることが明らかとなった。T-RFLP 法による解析では γ-Proteobacteria門が

有意ではないが増加傾向にあった。小腸粘膜の腸内細菌を腸内細菌科の選択

培地で培養すると、対照群ではほとんど認めなかった硫化水素産生菌のコロ

ニーを多数認め、その菌は P. mirabilis と同定された。 
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第４章 乳化剤が Proteus mirabilis に与える影響について   

    の検討 

 

第１節 目的 

P. mirabilis は腸内細菌の 1種であり、常在菌であるが、一定の環境下で腸

炎を惹起することが報告されおり [34]、ヒトでは主に日和見感染として尿路

感染症を引き起こす菌としても知られている [35]。第 3 章では乳化剤の投与

により P. mirabilis が増加していた。Proteus 属は全周性の鞭毛をもち、運動性

が高いため、コロニーを形成しにくいことが特徴的な菌であり、その名の由

来ともなっている（ギリシャ神話における変身が得意な神「Proteus」が語源と

される）。乳化剤が P. mirabilis の増殖や、その代表的な特徴である運動性の高

さに与える影響について検討した。 

 

第２節 方法 

第１項 P. mirabilis の増殖能の検討 

各濃度の P80（10%、1%、0.1% w/v）を加えたハートインヒュージョン液

体培地（日水製薬）に小腸粘膜の培養で得られたコロニーから採取した P. 

mirabilis を加えて、37℃で振盪培養した。菌の増殖に伴い、徐々に液体培地

の透過性は低下するため、経時的にマイクロプレートリーダー（Benchmark 

Plus; BIO RAD）で吸光度（600nm）を計測することで、菌の増殖能の変化を

検討した。 

 

第２項 P. mirabilis の運動性の検討 

既報にならい、P. mirabilis の運動性をみるためにハートインヒュージョン

液体培地（日水製薬）に寒天を 1.0% w/v になるように添加して、半固形培



 

16 

 

地を作成した（通常の固形培地は 1.5% w/v）。半固形培地は P80 が 0.02% w/v

となるように加えたものも作成した [36]。 

半固形培地の中心に小腸粘膜の培養で得られたコロニーから採取した P. 

mirabilis を滅菌した竹串で点接種し、37℃で培養した。6 時間後、半固形培

地の表面に膜状に増殖した P. mirabilis の増殖範囲の長軸を計測し、P80 を含

まない培地を P80（-）群（n = 10）、P80 を含む培地を P80（+）群（n = 10）

として P. mirabilis の運動性の変化を評価した。比較として、E. coliも同様に

P80（-）群（n = 5）、P80（+）群（n = 5）で運動性の変化を評価した。 

 

第３項 統計学的処理 

各データは平均値  ± 標準誤差で表した。 2 群間の比較には 

Wilcox-Mann-Whitney検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果 

第１項 乳化剤が P. mirabilis の増殖能に与える影響 

液体培地に P. mirabilis を加えたものと、P80 を加えた液体培地に P. 

mirabilis を加えたもので吸光度に差はなく、P80 は P. mirabilis の増殖能を亢

進させなかった（図 6 A）。 

 

第２項 乳化剤が P. mirabilis の運動性に与える影響 

P. mirabilis の増殖範囲の長軸は、P80（-）群では 20.4 ± 2.5 mm で、P80

（+）群では 42.1 ± 2.8 mm であり、P80 を含んだ半固形培地で P. mirabilis

の運動性は有意に亢進していた（P80（-）群 vs. P80（+）群、p < 0.01）。

それに対し、E. coli の P80（-）群では増殖範囲の長軸が 10.0 ± 1.8 mm で、
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P80（+）群では 15.0 ± 1.3 mm と、P80 の添加による運動性の亢進は認めな

かった（P80（-）群 vs. P80（+）群、p = 0.054）（図 6 B）。 

 

第４節 小括 

  乳化剤はその直接的な作用により P. mirabilis を増加させているわけではな

いことが明らかとなった。マウスでの乳化剤による P. mirabilis の増加には生

体内での様々な要因が関係していると考えられるが、その一つとして乳化剤

が P. mirabilisの運動性を亢進させることで、P. mirabilisが、より増殖しやすい

環境に移動できる可能性が考えられた。 
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第５章 乳化剤による領内細菌叢の変化が NSAIDs腸炎に

与える影響 

 

第１節 目的                

第 2 章では健常な個体への乳化剤の投与は小腸炎を惹起しなかったが、第

3 章で乳化剤により、腸内細菌叢の撹乱が起きていることが明らかとなっ

た。腸内細菌叢の撹乱により小腸炎が増悪しやすい環境に変化していると仮

説を立て、インドメタシン腸炎モデルマウスを用いて検討した。 

 

第２節 方法                   

第１項 動物と試薬 

8 週齢の雄性 C57BL/6J マウスに水もしくは P80 を 8 週間飲ませた後に、

インドメタシン（Indomethacin ; IND、富士フイルム和光純薬）を 5 mg/kg/日

で連続 2 日間（計 10 mg/kg）腹腔内投与し、24 時間後に安楽死させて小腸

を採取した（図 2 B） [23]。 

 

第２項 潰瘍面積の計測 

安楽死を行う 30分前に 1%エバンスブルー（富士フイルム和光純薬）を

200 μl 静注し、摘出した全小腸に漏出したエバンスブルーによる青斑 

（blue spot）を IND により生じた潰瘍の面積として計測することで評価し

た [23, 24]。water + IND群（n = 4）、P80 + IND群（n = 4）の 2群に分け、

比較検討を行った。 

 

第３項 組織学的検討 

小腸の組織学的所見は採取した小腸の一部を 10%ホルマリンで固定後パ
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ラフィン包埋、切片作成後ヘマトキシリン・エオジン染色し、組織学的スコ

アで評価した。組織学的スコアは既報を参考に、grade 0 : 正常の粘膜及び絨

毛構造、grade 1 : 絨毛先端の上皮下の組織が脱落し空間の出現を認める、

grade 2 : 上皮下の空間が拡大し、粘膜固有層が肥厚する、grade 3 : 絨毛が短

縮し、先端の構造が破壊された絨毛も出現する、grade 4 : 多くの絨毛が短縮

し、陰窩の過形成を認める、grade 5 : 全ての絨毛が鈍化し、陰窩が細長くな

る、の 6 段階で粘膜筋板 1mm あたりの平均 grade を算出して評価した [24, 

37]。第 2項同様に water + IND群（n = 6）、P80 + IND群（n = 6）の 2群に分

け、比較検討を行った。 

 

第４項 RNAの抽出および QRT‐PCR 法 

第 2章第 3項同様に炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNA

を乳化剤の有無で water + IND 群（n = 6）、P80 + IND 群（n = 6）の 2 群に

分け、比較した。 

 

第５項 ELISA 法による IL-1β の蛋白定量 

第 2章第 4項と同様に IL-1β の蛋白定量を行い、乳化剤の有無で water + 

IND群（n = 6）、P80 + IND群（n = 6）の 2群に分け、比較した。 

 

第６項 透過性の検討 

第 2 章第 5 項と同様に FITC-dextran を用いて、小腸の透過性を water + 

IND群（n = 4）、P80 + IND群（n = 4）の 2群で比較した。 

 

第７項 統計学的処理 

 各データは平均値  ± 標準誤差で表した。 2 群間の比較には 
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Wilcox-Mann-Whitney検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果 

第１項 肉眼的所見及び組織学的所見                       

潰瘍面積はwater + IND群では 8.8 ± 3.0 mm
2に対し、P80 + IND群では 18.8 

± 5.5 mm
2であり、P80 による増悪傾向を認めたが、有意差は認めなかった

（water + IND 群 vs. P80 + IND群、p = 0.13）（図 7 A）。 

組織学的スコアは water + IND群の grade 2.2 ± 0.5に対し、P80 + IND 群で

は grade 4.0 ± 0.4 であり、IND投与下では P80 は有意に組織学的スコアを増

悪させた（water + IND群 vs. P80 + IND群、p < 0.05）（図 7 B）。 

 

第２項 炎症性サイトカイン及びインフラマソーム 

IND 投与下における P80 の有無で比較すると、water + IND 群に比し、

P80 + IND 群の各 mRNA の発現は増加傾向を示したが、有意差は認めなか

った（図 7 C）。 

単位蛋白あたりの IL-1β の蛋白定量は water + IND群 119.5 ± 17.6 pg / mg 

protein standard、P80 + IND 群 296.2 ± 40.6 pg / mg protein standard で P80 に

よる増加を有意に認めた（water + IND群 vs. P80 + IND群、p ＜ 0.05）（図

7 D）。 

 

第３項 小腸の透過性 

血清中の FITC-dextran 濃度を IND投与下における P80 の有無で比較する

と、water + IND 群 41.0 ± 6.1 μg/ ml、P80 + IND群 48.8 ± 5.4 μg/ ml で

あり、IND 投与下においても P80 は小腸の透過性を亢進させなかった（図

7 E）。 
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第４節 小括 

 乳化剤により IND 腸炎は増悪した。第 2 章において、健常個体に対し

て、乳化剤は消化管の炎症を惹起しなかったが、乳化剤は小腸炎に対する

脆弱性を増悪させていると考えられた。 
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第６章 乳化剤による NSAIDs 腸炎の増悪と腸内細菌叢の

変化の関連性についての検討  

 

第１節 目的 

P80 は腸内細菌叢の撹乱を起こしたが、それが小腸炎に対する脆弱性の原

因か単なる並存事象であるかを検討することを目的とした。その為、①抗菌

薬で腸内細菌を減尐させた際にも P80 の小腸炎に対する脆弱性が残存する

か、②P80 で変化した腸内細菌叢を移植して腸炎に対する脆弱性も移植でき

るかを検討した。 

 

第２節 方法 

第１項 乳化剤と抗菌薬を投与したマウスの作成 

前章までと同様に 8週齢の雄性 C57BL/6J マウスに水もしくは P80 を  

自由飲水させ、6 週間飲ませた時点で抗菌薬を追加し、水もしくは P80 を

計 8週間、抗菌薬を 2週間自由飲水させたマウスを作成した（図 2 C）。グ

ラム陰性菌を減尐させるために抗菌薬として 1 g/l のネオマイシン

（neomycin ; FRM, LKT Labs., St.Paul, MN, USA）を使用した [38]。INDの

投与及び検体の採取についても前章までと同様に行い、water + FRM + IND

群（n = 4）、P80 + FRM + IND群（n = 4）で比較した。 

 

第２項 糞便微生物移植（fecal microbiota transplantation : FMT） 

乳化剤を投与したマウスの便の FMT を行うことで、腸内細菌が変化

し、乳化剤を経口投与した際と同様に IND 腸炎が増悪するか検討した。

FMT に用いる菌としては小腸粘膜の腸内細菌は量が極めて尐なかったた

め、代わりに盲腸便を用いた。前章までと同様に 8週齢の雄性 C57BL/6J マ
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ウスに P80 を 8 週間飲ませ、安楽死させた後に盲腸便を採取した。採取し

た盲腸便 200 mg を 1500 μl の PBS で希釈した[39]。別のマウスにゾンデを

用いて、盲腸便を強制的に経口投与（1 日 1回 200μl）して FMT を行った

群を作成した。対照として健常のマウスの盲腸便の FMTを行った群も作成

した。7 日間連続して FMT を行い、それぞれの群の一部には FMT の開始

から 6 日目と 7 日目に 5 mg/kg の IND（計 10 mg/kg）を腹腔内投与した

（図 2 D）。IND 投与 24 時間後にマウスを安楽死させて検体を採取した。

健常のマウスの便を FMTした群を cont 便群（n = 4）、さらに IND を腹腔内

投与した群を cont 便 + IND群（n = 6）、P80 を飲ませたマウスの便を FMT

した群を P80 便群（n = 4）、さらに IND を腹腔内投与した群を P80 便 + 

IND群（n = 6）とした。 

 

第３項 インドメタシン腸炎の評価 

前章までと同様に組織学的所見を組織学的スコアで評価し、炎症性サイト

カイン及びインフラマソームを mRNA で比較した。第 1 項の抗菌薬を用い

た実験では ELISA 法による IL-1β の蛋白定量も行った。 

 

第４項 統計学的処理 

各データは平均値  ± 標準誤差で表した。 2 群間の比較には 

Wilcox-Mann-Whitney検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果 

第１項 抗菌薬投与後の変化 

抗菌薬投与下で IND 腸炎を誘導し、組織学的スコアを計測したが、water 

+ FRM + IND 群 grade 3.00 ± 0.41、P80 + FRM + IND群 grade 3.25 ± 0.25と
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FRM投与下では P80の有無による差は認めなかった（図 8 A）。 

また、IL-1β の蛋白量は、water + FRM + IND群 189.2 ± 67.7 pg / mg  

protein standard、P80 + FRM + IND 群 162.2 ± 40.5 pg / mg protein standard と

ほぼ同程度であり、FRM 投与下では P80の有無による差は認めなかった。

P80による組織学的所見の悪化や IL-1β の上昇はいずれも消失しており、腸

内細菌の変化の関与が考えられた（図 8 B）。 

 

第２項 乳化剤を投与したマウスの便の FMT 

組織学的スコアは cont 便群 grade 1.25 ± 0.25、P80 便群 grade 1.50 ±  

0.30、cont 便 + IND 群 grade 3.00 ± 0.26、P80 便 + IND 群 grade 3.12 ± 0.31

であり、P80 を投与したマウスの盲腸便を FMT した群と健常マウスの盲腸

便を FMT した群で有意差を認めなかった（図 9 A）。 

また、炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNA の発現も、

IND投与の有無に関わらず、P80 を投与したマウスの盲腸便を FMTした群

と健常マウスの盲腸便を FMTした群で有意差を認めなかった（図 9 B）。 

 

第４節 小括 

抗菌薬で腸内細菌を減尐させると、P80 による IND 腸炎の増悪は再現さ

れず、腸内細菌が IND 腸炎の増悪に関与していると考えられた。しかし、

P80 を投与したマウスの盲腸便を移植したマウスと健常群の盲腸便を移植し

たマウスとで IND腸炎に対する脆弱性に変化はなく、P80 の経口投与による

IND腸炎の増悪は再現されなかった。 
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第７章 Proteus mirabilis が NSAIDs 腸炎に与える影響 

についての検討 

 

第１節 目的 

抗菌薬の投与下で P80 の小腸炎に対する脆弱性が消失したため、腸内細菌 

叢の変化が関与していると考えられたが、FMTでは腸炎に対する脆弱性が再 

現できなかった。腸内細菌叢の変化が P80 の腸炎の脆弱性の病態に関与して

いるかさらに検討するため、P80 により小腸粘膜内で増加していた P. mirabilis

に焦点をあてた。P80 による IND腸炎の増悪が P. mirabilis をマウスに直接投

与することで再現されるか実験することで、P. mirabilis の増加が IND腸炎の

増悪に寄与しているかを検討した。 

 

第２節 方法 

第１項 動物 

 前章までと同様に 8週齢の雄性 C57BL/6J マウスを使用した。 

 

第２項 P. mirabilis の経口投与 

P80を 8週間自由飲水させたマウスの小腸粘膜の培養で得たコロニーから

P. mirabilis を採取し、ハートインヒュージョン液体培地（日水製薬）を用い

て、37℃で振盪培養した。増殖させた P. mirabilis を 5,000 rpm・10分の条件

で遠心をかけて P. mirabilisのペレットを作成した。PBSで希釈し、約 10
14個

/ml になるように調整した。ゾンデを用いて、調整した菌体浮遊液もしくは

PBS を強制的に 200μl 経口投与した。第 6 章の FMT 同様に 1 日 1 回 7 日間

連続して行い、一部のマウスには P. mirabilis もしくは PBS の経口投与開始

から 6日目と 7日目に 5 mg/kgの IND を腹腔内投与した（図 2 E）。IND投
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与 24 時間後にマウスを安楽死させて検体を採取し、PBS を経口投与した群

を PBS 群（n = 6）、さらに INDを腹腔内投与した群を PBS + IND 群（n = 6）、

P. mirabilis を経口投与した群を P. m 群（n = 6）、さらに IND を腹腔内投与し

た群を P. m + IND 群（n = 6）として 4群で比較した。 

 

第３項 インドメタシン腸炎の評価 

   前章までと同様に組織学的所見を組織学的スコアで評価し、炎症性サイ

トカイン及びインフラマソームを mRNAで比較した。 

 

第４項 統計学的処理 

 各データは平均値  ± 標準誤差で表した。 2 群間の比較には 

Wilcox-Mann-Whitney検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 

第３節 結果 

第１項 組織学的所見 

組織学的スコアは PBS 群 grade 1.27 ± 0.17、P. m 群 grade 1.40 ± 0.25、PBS 

+ IND群 grade 2.83 ± 0.31、P. m + IND群 grade 3.00 ± 0.32と P. mirabilis 投与

群と非投与群において、IND投与の有無に関わらず、両群に有意差を認めな

かった（図 10 A）。 

 

第 2項 炎症性サイトカイン及びインフラマソーム 

IND 投与による小腸粘膜の炎症性サイトカイン及びインフラマソームの

mRNAの発現は P. m群と PBS 群、P. m + IND 群と PBS + IND群とで有意差

を認めなかったが、P. mirabilis の経口投与群で IND 投与下では NLRP3 や

IL-1β に若干の増加傾向を認めた（図 10 B）。 
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第４節 小括 

  P. mirabilis の経口投与のみでは IND 腸炎の増悪に影響を与えなかった。乳

化剤による IND腸炎の増悪には複数の菌種の相互作用が関与している可能性

が考えられる。 
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第８章 考察 

既報による検討では、腸炎に対する脆弱性があるように遺伝子操作されたマ

ウスにおいて、乳化剤が腸内細菌叢の撹乱を起こし、大腸炎に対する脆弱性を亢

進させることが示されていた。今回の検討で、人に通常許容されている濃度の

P80 が健常な動物の小腸における腸内細菌叢の撹乱を惹起する事、小腸炎に対す

る脆弱性を亢進する事を明らかにし、また、抗菌薬の投与下では小腸炎に対する

脆弱性が消失していることから、腸内細菌叢の撹乱が小腸炎に対する脆弱性の

病態に関与していることを示した。一方で、小腸粘液内で通常では尐数しか存在

しない P. mirabilis が著増したものの、この菌が小腸炎に対する脆弱性の原因か

どうかは結論づけられなかった。 

P80 が引き起こす腸内細菌叢の変化として P. mirabilis の増加に注目したが、P. 

mirabilis の経口投与では IND腸炎の増悪を再現できなかった。P. mirabilis が病

態に関与している可能性を想定したのは P. mirabilis が大腸炎の悪化を惹起して

いる既報に基づく。Seo らは炎症を惹起する血中からリクルートしてきた単球系

細胞が腸内細菌に反応して NLRP3 インフラマソーム依存性 IL-1β 産生を介し

て消化管炎症を惹起すること、その際特に P. mirabilis が強力な作用を持つこと

を報告している [34]。その作用は大腸菌やシトロバクタ―をはるかにしのぎ、

サルモネラと比肩した。注目すべきは粘膜固有層に在住する単球系細胞にはそ

のような作用をきたさなかった事である。今回の検討では、IND 単独群に比較し

て乳化剤 + IND 群で IL-1β 蛋白質の増加を認めたものの、IND を投与していな

い乳化剤投与のみの群では P. mirabilis が小腸粘液内で増加したにも関わらず、

IL-1β や NLRP3 の増加を認めず、既報と一致しない結果を得た。  

この理由として 1つ目には、健常の腸管のような IL10高産生のマクロファー

ジが優位な炎症のない環境では P. mirabilis の炎症惹起作用がほとんど発揮され

ず、炎症下でリクルートしてくる CCR2 陽性のマクロファージが優位に浸潤す
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る環境でのみ発揮されるのであれば説明がつく。すなわち、今回行った IND 腸

炎モデルは極めて急性のモデルであり、CCR2 陽性の炎症惹起性マクロファージ

が浸潤するのに十分な時間がない環境だったので影響が軽微にとどまった可能

性がある。IL-1β や NLRP3 は FMTや P. mirabilis の負荷実験でも有意差こそ得ら

れなかったが上昇する傾向にはあり、慢性の小腸炎モデル等で CCR2 陽性のマ

クロファージが優位に浸潤する環境での検討を要すると思われた。臨床現場に

おいて NSAIDs 腸炎は慢性炎症であり、今回我々が用いたモデルマウスよりも P. 

mirabilis の影響が大きくなる可能性があり、早急に検討すべき課題と考える。第

2 の理由としては P. mirabilis の抗炎症活性が菌株ごとに異なる可能性が考えら

れる。P. mirabilis の NLRP3 インフラマソーム依存性 IL-1β 産生増加には菌中の

HpmA hemolysin 活性が必須と報告されている [34]。P. mirabilis は尿路感染の病

原菌であるが毒性は菌株によって様々で、その毒性の差は HpmA hemolysin 活性

に関連すると報告されている [35]。今回、購入したマウスに在住する P. mirabilis 

のHpmA hemolysin活性が既報の報告のマウスのものより低かった可能性が考え

られる。第 3の理由に大腸と小腸の差、特に粘液層の違いが考えられる。Okumura

らは大腸の分厚い粘液層に Ly6/ PLAUR domain containing 8（Lypd8）という分子

が存在し、P. mirabilisを初めとする鞭毛を有する菌の粘膜への侵入を防いでいる

こと、Lypd8 の低下している状況では P. mirabilis を初めとする鞭毛を有する菌

が病原性を有することを報告している [40]。したがって、大腸においては単球

系細胞への影響のみならず、粘液層への影響を考える必要がある。小腸では分厚

い粘液層のかわりに α-defensin の様な抗菌物質を生体が分泌することが知られ

ており、P. mirabilis との関与は今後検討の必要がある。 

緒言で述べたとおり、乳化剤はさまざまな物質の一括名であり、本研究で用い

た P80 は乳化剤の 1種に過ぎず、P80 が腸炎活動性に変化を与えたことは、P80

の物質固有の作用の可能性もあるが、乳化剤に普遍的に存在する作用が腸内細
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菌叢に変化を与えた可能性もある。乳化剤には「乳化」以外にもさまざまな性質

を有しており、本検討では乳化剤のどの作用が腸内細菌叢を変化させるのかは

解明できていない。たとえば、乳化剤の作用の一つに「静菌」作用がある。これ

も乳化剤が腸内細菌に与える影響の一つとして考えられるが、この「静菌」作用

はイオン化した乳化剤と菌体が電気的に引き合うことで生じると考えられてい

る。すなわち、イオン化する乳化剤とイオン化しない乳化剤とでは腸内細菌に与

える影響が異なる可能性がある。胆汁酸は強い乳化作用を有しており、脂肪の乳

化作用により消化吸収を助けている。いわば生体内の乳化剤といえる。近年、胆

汁酸には消化吸収以外の様々な作用があることが報告され、特に静菌・増殖作用

は注目されている。注目すべきは側鎖の代謝を体内で受けるが、それにより腸内

細菌への効果が変わることである。一次胆汁酸のタウロコール酸は C. difficileの

発芽を促進し、胆汁酸の 7 位脱水酸化反応を受けた二次胆汁酸は逆に増殖を抑

制すると報告されている [41]。一方で、この 7 位脱水酸化反応にもある種の腸

内細菌が関与しているとする報告や [42]、腸内細菌の産生する抗菌物質を胆汁

酸が産生阻害するという報告もされている [43]。今回、P80を液体培地に混入し

た実験では、直接の腸内細菌の増殖能への影響は示せなかった。しかし、半固形

培地において P. mirabilis の運動性を亢進させたことから、腸内細菌叢の撹乱に

至った可能性の 1つとして、乳化剤が P. mirabilisの運動性を亢進させることで、

P. mirabilis が、より増殖しやすい環境に移動したためではないかと考えた。Araki

らは DSS 大腸炎モデルを用い、DSS の大量な環境で P. mirabilis が増殖しやすい

と報告している [44]。また、Garett らは腸炎モデルで P. mirabilis が増殖したと

報告しているが [45]、いずれも機序については明らかにされていない。乳化剤

のみならず、胆汁酸、粘液層、免疫細胞、α-defensin を含めた P. mirabilis の増殖

機序の解明は、食生活の変化に伴う消化管炎症疾患やメタボリックシンドロー

ムの増加の病態解明に重要な知見を与えると考える。 
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P80 はソルビタン脂肪酸エステルにエチレンオキシドを反応させて作られる

が、生体内では膵のリパーゼにより、その 100%が加水分解されるとされている 

[4]。従って、消化管内では乳化剤はすでに「乳化」作用を失っている可能性があ

り、加水分解された親水基もしくは親油基そのものの効果の可能性も否定はで

きない。 

 乳化剤がどのようにして炎症を惹起しやすい腸内細菌環境を形成しているの

か明らかにすることができれば、本当の意味で安全な乳化剤が明らかになる可

能性があり、「乳化剤」としてひとくくりにして、その全てを危険な食品添加物

として認識するのは過剰かもしれない。 
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第９章 結論 

 乳化剤による腸内細菌の変化がインドメタシン腸炎を増悪させることが明ら

かとなった。 

乳化剤により、P. mirabilis が増加するなど腸内細菌の多様性が低下し、腸内

細菌叢の撹乱が起きることで腸炎を起こし易い環境に変化していると考えられ

た。 
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化器病学会総会（第 103 回，2017 年 4 月，東京）、日本小腸学会（第 55 回，

2017 年 10 月，京都）、GI research academy（2016 年 6 月，東京）、米国消化

器病学会大会 （2016 年 5月，サンディエゴ）（2017年 5月，シカゴ）（2018

年 5月，ワシントン D.C.）において発表した。 
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図 表 

 

 
 

 

 

 

図 1 日本における乳化剤の消費量とクローン病の罹患率の関係 

 乳化剤の消費量は経時的に増加しており、クローン病の罹患率と正の相関関

係にある。 

  

Journal of Crohn's and Colitis (2013) 7, 338–341 より引用 
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図 2 各章における動物モデル作成の模式図 

（A）第 2章  

乳化剤の単独投与による影響の検討。 

（B）第 5章 

Indomethacin（IND）投与下における乳化剤の影響の検討。 

（C）第 6章 第 2 節 第 1項 

抗菌薬を投与した際の water + IND群と P80 + IND群の比較。 

（D）第 6章 第 2節 第 2項 

健常マウスの便の fecal microbiota transplantation（FMT）と P80 を投与したマ

ウスの便の FMTの比較。 

（E）第 7章  

Proteus mirabilis（P. mirabilis）の経口投与による影響の検討。 
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図 3 乳化剤が小腸に与える直接的な影響 

（A）組織学的所見の比較 

V/C ratio は対照群 3.61 ± 0.35、CMC 群 2.80 ± 0.11（vs. 対照群、p = 0.21）、

P80 群 2.82 ± 0.32（vs. 対照群、p = 0.33）であり、CMC 群及び P80 群で若干の

低下を認めるものの、有意差を認めなかった（n = 3）。barは 200μm。 

（B）炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNAの比較 

 TNFα、NLRP3、IL-1βの全てにおいて、対照群と P80 群の mRNAの発現に

有意差を認めなかった（n = 6）。 

（C）IL-1β 蛋白定量の比較 

 単位蛋白あたりの IL-1β の蛋白量は対照群 15.7 ± 2.3 pg / mg protein standard、

P80群 12.5 ± 1.5 pg / mg protein standardであり、有意差を認めなかった（p = 0.25、

n = 6）。 

（D）透過性の比較 

 600 mg/kgの FITC-dextran を経口投与させてから 1時間後の血清中の

FITC-dextran の濃度は対照群 29.6 ± 4.1 μg/ml、P80 群 23.0 ± 3.8 μg/ml であり、

有意差を認めなかった（p = 0.26、n = 8）。 

 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検定

を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 
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図 4 遺伝子学的な腸内細菌叢の解析 

（A）Shannon index を用いた α多様性の比較 

 α 多様性を示す shanon index が極めて減尐しており、個体内での多様性が低

下していると考えられた（*p < 0.001、対照群（n = 4）vs. P80 群（n = 6））。 

（B）β 多様性の評価 

Principle coordinate analysis （PCoA）で対照群では狭い範囲に分布していたが、

P80群では幅広い領域に分布し、有意に拡大していた（*p < 0.01）。すなわち、多

様性が低下し、個体間でばらつきの大きな菌叢構造となり、不安定な腸内細菌叢

となった。対照群（n = 4）、P80 群（n = 6）。 

（C）Terminal Restriction Fragment Length Polymorphisms  (T-RFLP）法による門 

レベルの解析 

対照群では γ-Proteobacteria 門が12 ± 1%であったのに対し、P80群では17 ± 2%

に増加していた。逆に Bacteroides 門は対照群が 22 ± 2%であったのに対し、P80

群では 16 ± 2%と減尐していた。 

 

Aの統計にはWilcox-Mann-Whitney検定を使用し、Bの統計には Kruskal-Wallis

検定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 

 



 

46 

 

 

  



 

47 

 

図 5 培養法による腸内細菌叢の解析 

（A）DHL培地の肉眼的所見 

DHL培地では乳糖・白糖分解菌を示す赤色のコロニー（写真左）と硫化水素

産生菌を示す黒色のコロニー（写真右）が明瞭に肉眼的に識別された。 

（B）コロニー数の比較 

コロニーをカウントすると、対照群では赤色のコロニーのみ認め、黒色のコ

ロニーを認めなかった。P80 群では赤色のコロニーの数は減尐し、黒色のコロ

ニーが赤色のコロニー以上に優勢に分離された。 

 

B のデータは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検

定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 
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図 6 乳化剤が P. mirabilis に与える直接的な影響 

（A）乳化剤が P. mirabilis の増殖能に与える影響 

P80 を含んだ液体培地においても P. mirabilisの増殖能は変化しなかった。 

（B）乳化剤が P. mirabilis の運動性に与える影響 

P80 を含まない半固形培地（P80（-）群）では 6 時間後の P. mirabilis の増殖

範囲の長軸が 20.4 ± 2.5mm であったのに対し、P80 (0.02% w/v)を加えた半固形

培地（P80（+）群）では 42.1 ± 2.8 mm であり、P80（+）群で P. mirabilis の運

動性が有意に増加した（n = 10、*p < 0.01）。 

一方、Escherichia coli（E. coli）の P80（-）群では増殖範囲の長軸が 10.0 ± 1.8 

mm であったのに対し、P80（+）群では 15.0 ± 1.3 mm であり、P80の添加によ

り E. coli も運動性は亢進するものの、有意差は認めなかった（n = 5、p = 0.054）。 

 

B のデータは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検

定を使用し、p値 0.05未満を有意差ありとした。 
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図 7 乳化剤が IND腸炎に与える影響 

（A）潰瘍面積の比較 

全小腸のエバンスブルーが漏出した青斑の面積を潰瘍面積として計測すると、

water + IND 群 8.8 ± 3.0 mm
2に対し、P80 + IND 群では 18.8 ± 5.5 mm

2であり、

P80 による増悪傾向を認めたが、有意差は認めなかった（p = 0.13、n = 4）。 

（B）組織学的所見の比較 

組織学的スコアは water + IND群で grade 2.2 ± 0.5であったのに対し、P80 + 

IND群で grade 4.0 ± 0.4 であり、P80 + IND群で有意に増悪していた（*p ＜ 0.05、

n = 6）。barは 200 μm。 

（C）炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNAの比較 

 water + IND群に比し P80 + IND群で、TNFα、NLRP3、IL-1β の全てにおいて

mRNAの発現は増加傾向を認めたが、有意差は認めなかった（n = 6）。 

（D）IL-1β の蛋白定量 

 単位蛋白あたりの IL-1β の蛋白定量は water + IND群 119.5 ± 17.6 pg / mg  

protein standard、P80 + IND 群 296.2 ± 40.6 pg / mg protein standard であり、P80

による増加を有意に認めた（*p ＜ 0.05、n = 6）。 

（E）透過性の比較 

600mg/kgの FITC-dextranを経口投与させてから 1時間後の血清中の FITC-de

xtran の濃度は water + IND 群 41.0 ± 6.1 μg/ml、P80 + IND群 48.8 ± 5.4 μg/

ml であり、IND投与下においても有意差を認めなかった（p = 0.38、n = 4）。 

 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検定

を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 
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図 8 抗菌薬投与下における乳化剤が IND 腸炎に与える影響。 

（A）組織学的所見の比較 

ネオマイシン（neomycin ; FMR）を投与したwater + FRM + IND群と P80 + FRM 

+ IND 群で組織学的スコアに差はなく、P80 の経口投与でみられた IND 腸炎に

対する脆弱性は消失していた。barは 200 μm。 

（B）IL-1β の蛋白定量 

ネオマイシンの投与下では P80 による IL-1β の増加を認めなくなった。 

 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検定

を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 
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図 9 乳化剤を投与したマウスの便の FMT が IND腸炎に与える影響 

（A）組織学的所見の比較 

 組織学的スコアは健常マウスの便を FMT した群（cont 便群）と P80 を 8週間

飲ませたマウスの便を FMT した群（P80 便群）で有意差を認めなかった。IND

投与下においても cont 便 + IND群と P80 便 + IND群で有意差を認めなかった

（n = 4)。barは 200 μm。 

（B）炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNAの比較 

IND 投与の有無に関わらず、cont 便群に比し、P80 便群の各 mRNA の発現は

増加傾向にあったが、有意差を認めなかった（n = 6）。 

 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検定

を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 
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図 10 P. mirabilis の経口投与が IND腸炎に与える影響 

（A）組織学的所見の比較 

組織学的スコアは PBS 群 grade 1.27 ± 0.17、P. m 群 grade 1.40 ± 0.25、PBS + 

IND 群 grade 2.83 ± 0.31、P. m + IND群 grade 3.00 ± 0.32であり、PBS 群 vs. P. m

群および PBS + IND 群 vs. P. m + IND群でそれぞれ組織学的所見に有意差を認

めなかった。各群（n = 6）。barは 200 μm。 

（B）炎症性サイトカイン及びインフラマソームの mRNAの比較 

P. m 群と PBS 群で各 mRNAの発現に有意差を認めなかった（n = 6）。IND投

与下においても PBS + IND群と P. m + IND群で各mRNAの発現に有意差を認め

なかったが（n = 6）、NLRP3 と IL-1β は増加傾向を認めた。 

 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。統計には Wilcox-Mann-Whitney 検定

を使用し、p値 0.05 未満を有意差ありとした。 


