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研 究 目 的                     

 

 過敏性腸症候群(IBS)は、排便習慣の変化を伴う慢性腹痛を特徴とする機能性胃腸障害である。内

臓知覚過敏と腸管透過性の亢進がIBSの主要病態の一つとして捉えられている。 

 水回避ストレス(WAS)は、内臓知覚過敏と腸管透過性の亢進を誘導することが知られており、IBSの

動物モデルを作製する方法として一般的に受け入れられている1。我々は最近、IL-6、IL-1とTLR4がこ

れらの腸管機能変化に関与することを明らかにし、TLR4-サイトカインシグナルがIBSにおいて重要な

因子であることを示した2,3。 

 ブドウ種子抽出物(GSE)は、ワインなどの副産物として生成され、その中には抗酸化及び抗炎症作用

を有するプロアントシアニジンが多く含まれている。IL-10欠損大腸炎モデルの研究において、GSEは腸

における炎症性サイトカインの発現を阻害することが報告されている。さらに、肥満モデルにおいて、

GSEは炎症抑制及びタイトジャンクション(TJ)構造を維持し、腸管バリア保護作用を有することが示さ

れている。これらのことから、GSEはTLR4-サイトカインシグナルを抑制し、内臓知覚過敏と腸管透過

性の亢進を阻止すると想定し、検討を試みた。 

 

材 料 ・ 方 法                     

 

1. 反復WAS処置による内臓知覚過敏及び腸管透過性亢進に対するGSEの作用の検討  

 体重約300 gの雄性Sprague-Dawleyラットを用いた。WASは周囲に水を満たした中央のプラットフォ

ームにラットを１時間置くことで処置し、3日間連続で実施した。WASの最終処置の１日後、内臓知覚

は、ラットの大腸に伸展バルーンを挿入し、伸展時の痛みに伴う腹筋収縮を筋電図で測定することで評

価した。腸管透過性は、麻酔下に、近位大腸の2カ所（約4cm間隔）を結紮し、腸管ループを作成、こ

れに1.5%エバンスブルー1 mLを注入し、15分間に大腸に取り込まれた量を定量することで評価した。

また、サイトカイン及びTJタンパク質の評価のため、肛門側の結紮部位より下の組織を1 cm採取し

た。GSEの投与はWAS処置の１週間前から開始し、内臓知覚過敏評価の当日まで実施した。 
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2. Caco-2単層上皮細胞におけるサイトカイン処置による透過性亢進に対するGSEの作用の検討 

 Caco-2単層上皮細胞において、IL-6とIL-1を処置し細胞間透過性の増加を誘導した。GSEはサイト

カインと同時に処置した。また細胞を回収し、TJタンパク質の発現を評価した。 

 

成      績 

 

1. ブドウ種子抽出物は、WAS誘発性の内臓知覚過敏及び腸管透過性の亢進を阻止した 

 WASにより内臓知覚過敏が誘導され、GSEはこの反応を抑制した。さらにGSEはWASによる腸管透

過性の亢進を抑制した。 

 

2. ブドウ種子抽出物は、大腸の炎症性サイトカインとTLR4の増加を抑制し、TJタンパク質の発現を

改善させた 

 IL-6、IL-1の大腸での産生量はWASにより増加し、TLR4の発現量も増加した。GSE処置により、IL

-6とTLR4の発現は抑制された。 

TJ構造は腸管バリア機能において重要な役割を果たし、構成因子であるclaudin-3、claudin-7、ZO-1

は腸管バリア保護作用を示すマーカー、claudin-2は腸管バリア破綻に関与するマーカーとして知られ

ている。WASによりclaudin-2は増加し、claudin-3は減少した。GSEはclaudin-2の発現増加を顕著に抑制

した。ZO-1、claudin-7の発現はWASにより有意な変化はなかった。 

 さらに腸管透過性とその他パラメーター間の関係性を評価した。以前の報告と一致して、腸管透過

性と内臓知覚過敏に関連が認められた。興味深いことに、腸管透過性はIL-6、IL-1、TLR4及びclaudi

n-2と正の相関があった。 

 

3. ブドウ種子抽出物は、Caco-2細胞単層上皮における、サイトカイン誘導の透過性亢進を軽減した 

 我々は大腸におけるIL-6とIL-1の産生増加が、WASによる腸管透過性の亢進を促進したのではない

かと考え、Caco-2細胞単層上皮でのそれらのサイトカインの影響を検討した。その結果、サイトカイ

ン刺激により細胞間透過性が増加した。さらに、claudin-2の発現増加、及びclaudin-3とclaudin-7の発現

減少が認められた。GSEは上述した変化を有意に改善した。 

 

考       案 

  

 これまでの研究と同様に、WASを繰り返しラットに処置すると、内臓知覚過敏と大腸の透過性が亢

進することを確認した。過去の知見から、TLR4-サイトカインシグナルが大腸の機能変化を引き起こ

していると考えられている。実際に今回の研究でもサイトカインの上昇が認められた。またサイトカ

インはTJタンパク質の発現を変化させ、細胞間透過性を高めると報告されている。このことが今回のI

BS動物モデルにおける腸管バリア機能の破綻を説明するかもしれない。実際にWASによりclaudin-2の

発現が増加し、claudin-3の発現が減少した。中でもclaudin-2の発現は腸管透過性と正の相関があっ

た。したがって反復WAS誘導IBSモデルにおける腸管透過性の亢進には、特にclaudin-2の発現変化が

関与している可能性がある。 

 腸管バリア機能が弱まることで、腸内細菌などの体内への移行が増加し、腸管での炎症が誘導さ
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れ、この過程でLPSが放出されTLR4と結合し、サイトカインの産生が促進される。このことがTLR4-

サイトカインシグナルの増強になり、症状の悪循環につながっていると思われる。 

 GSEは抗炎症作用を有することが広く知られており、今回の研究においてもGSEはストレス処置後

のIL-6とTLR4の発現増加を抑制した。IL-6はclaudin-2の発現を増加させることにより腸管透過性を増

加させることが報告されている。GSEがWASによるclaudin-2の上昇を抑制する根底のメカニズムの1つ

として、サイトカイン産生阻害が寄与すると考えられる。またCaco-2細胞単層上皮での検討から、GS

Eがサイトカインによる細胞間透過性の亢進を阻止し、claudin-2の発現増加、及びclaudin-3とclaudin-7

の発現減少を阻害することを明らかにした。したがって我々の検討により、GSEは炎症性サイトカイ

ンの放出の抑制、及びサイトカインによるTJタンパク質の発現変化の阻害により、IBSの特徴的な症

状である内臓知覚過敏及び腸管バリアの破綻を阻止することが示唆される。 

 GSEの作用機序は今回の研究では十分に明らかにすることはできなかった。薬物誘発性大腸炎モデ

ルにおいて、ブドウ種子から抽出された純度95%以上のプロアントシアニジンは、大腸のサイトカイ

ン遺伝子の発現とNFBシグナルを阻害し、組織障害を改善することが知られている。また今回使用

したGSEには80%以上のプロアントシアニジンが含有されている。これらのことから、プロアントシ

アニジンによるNFBシグナルの抑制が作用機序の候補の1つとして考えられるが、これを明らかにす

るにはさらなる研究が必要である。 

 

結       論 

 

 GSEは慢性的なWASによって誘発されるTLR4-サイトカインシグナルを阻害し、TJ構造を維持す

ることにより、内臓知覚過敏と大腸の透過性亢進を阻止した。このことから、GSEはIBSの治療に

役立つ可能性があり、今後の臨床研究での有効性評価が期待される。  
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