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略語  
IBD inflammatory bowel disease  
VDR vitamin D receptor  
LCA lithocholic acid  
CDCA chenodeoxycholic acid; 
DSS dextran sodium sulfate 
DAI disease activity index 
CD Crohn’s disesase 
TNF-α tumor necrosis factor-α  
IFN-γ interferon-γ 
IL interleukin 
FXR farnesoid X receptor  
PXR pregnane X receptor 
UDCA ursodeoxycholic acid 
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第１章 概要 
炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)は、欧米を中心とした先進国で多い疾患

であったが、近年では生活習慣の変化によりアジア諸国においても急激な罹患率の上昇が
見られている。IBD の治療には分子標的薬が効果を示しており、長期予後は改善傾向にあ
る。しかし、内科的治療に抵抗性を示す難治例や高額な医療費といった問題が依然として
存在しており、病態の制御方法のさらなる開発が必要である。核内受容体の一種であるビ
タミン D 受容体(vitamin D receptor; VDR）は、活性型ビタミン D3（1α,25-
dihydroxyvitamin D3）の結合によって活性化することで標的遺伝子の転写発現に影響を与
え、生体のカルシウム代謝、細胞の増殖・分化、免疫・炎症反応などを調節する。VDR
は、小腸や大腸に高発現するが、腸粘膜の透過性、腸内細菌叢、免疫反応などを制御する
ことで、IBD の病態を抑制することが動物実験などから明らかになっている。胆汁酸であ
るリトコール酸(lithocholic acid; LCA)もまた、VDR の生体内リガンドである。LCA は、
一次胆汁酸であるケノデオキシコール酸(chenodeoxycholic acid; CDCA)が腸内で嫌気性細
菌に 7-脱ヒドロキシル化されることで生じる二次胆汁酸の一種である。デキストラン硫酸
ナトリウム(dextran sodium sulfate; DSS)を用いた大腸炎マウスモデルにおいて、活性型ビ
タミン D3 及びその誘導体の経口投与や LCA の腹腔内投与が DSS 誘導性大腸炎を抑制す
ると報告されている。しかし、胆汁酸経口投与による VDR の活性化の大腸炎に対する効
果についての報告はない。本研究では、DSS 誘導性大腸炎モデルマウスにおいて、LCA
或いはその前駆体である CDCA の経口投与を行い、大腸炎に対する抑制効果を示すかど
うかを検討した。 

7 週齢のオスの C57BL/6 マウスに 3%DSS 溶液を 6 日間自由飲水させたあと濾過滅菌水
に交換し、その 9 日後にサンプル回収を行った。DSS 投与の二日前からサンプル回収日前
日まで、活性型ビタミン D3、LCA 或いは CDCA を連日マウスに経口投与した。3%DSS
投与はマウスの体重を減少させたが、被験化合物投与による有意な変化は認められなかっ
た。一方、体重、便の性状変化、血便の有無から算出される disease activity index(DAI)ス
コアは DSS 投与によって上昇し、DSS 投与 5 日目、6 日目においていずれの化合物投与
でも DAI スコアを有意に減少させ、炎症増悪を遅延させた。胆汁酸による病態抑制効果を
より詳細に解析するため、3%DSS 溶液投与 6 日目に着目した。DSS 誘導性大腸炎モデル
マウスに対して、DSS 投与二日前よりサンプル回収日前日まで、LCA、CDCA を連日経
口投与した。DAI スコアは DSS 投与によって増加し、胆汁酸投与によって有意に減少し
た。組織学的検査の結果、DSS 投与は炎症スコアを上昇させ、LCA、CDCA の投与は炎
症スコアの増加に対して抑制傾向を示した。遺伝学的検査の結果、DSS 投与は炎症マーカ
ー遺伝子（Il6 など）の発現を増加させ、LCA、CDCA は一部の遺伝子の発現増加を有意
に抑制した。 

本研究より、LCA および CDCA の経口投与が DSS 誘導性大腸炎に対し、抑制効果を及
ぼすことを明らかにした。 
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第 2 章 緒言 
2-1 Inflammatory bowel disease 
 炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)とは、腸粘膜に炎症を生じる慢性炎症性
腸疾患のことである。その中でも直腸を中心に連続性・びまん性に粘膜の炎症をきたしび
らんを形成する潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis; UC)と、消化管全体に非連続性・全層性肉
芽種性炎症瘻孔を呈する Crohn’s 病（Crohn’s disesase; CD）の二つが一般的な IBD に分
類される。いずれも再発と寛解を繰り返す慢性疾患であり、臨床症状としては下痢や血
便、体重減少といった症状をきたすことが知られている 1)。疫学的に欧米を中心とした先
進国で多い疾患であったが、近年では生活習慣の欧米化に伴いアジア諸国においても急激
な罹患率の上昇が見られている 2,3)。 
 我が国においても、UC が 1975 年、CD が 1976 年にそれぞれ難病特定疾患に指定され
て以降、有病率は年々増加の一途をたどっており、患者数は平成 26 年の時点で、UC で
17 万人、CD で４万人を越えている 4)。いずれも比較的若年層に好発するが、UC が
20~60 代と幅広い年齢層に見られるのに対し、CD は 30~40 代の女性患者が大半を占める
とされている 5)。IBD は遺伝や食餌、感染といった環境因子などが関与して、腸内細菌叢
に変化が生じ、腸管免疫の過剰応答が誘引されることで腸管の炎症をきたす疾患であると
考えられているが、詳細な疾患発生の機序は未だ不明である 6,7)。 
 近年、免疫系の病態機能分子の同定とそれを標的とした治療法の開発などが進んでお
り、現在 IBD の治療には抗 tumor necrosis factor (TNF)-α抗体製剤などの生物学的製
剤、ステロイド、血球成分除去両方、免疫調節薬（AZA、6-MP）が用いられている(表
1)8)。特に抗 TNF-α製剤をはじめとした分子標的薬による治療は効果的であり、IBD の
長期予後は改善傾向にある 8,9)。その一方で内科的治療に抵抗性を示す難治例や、結腸異形
成からの癌化、皮膚疾患や関節炎などの腸管外疾患など多くの問題が依然として存在して
いる。また罹患率の上昇や高額な生物学的製剤の普及に伴い IBD の治療費は増加の傾向に
あり、さらなる病態の制御方法の開発が求められている 10,11)。 
 
2-2 薬剤誘導性の大腸炎モデルマウスを利用した IBD 研究 
 IBD モデルマウスは①上皮バリアを障害したモデル、②自然免疫系の異常によるモデ
ル、③過剰な T 細胞応答によるモデル、④制御性 T 細胞の不均衡によるモデル、⑤自然発
症モデルの 5 つに大きく分類される 12)。その中でも、デキストラン硫酸ナトリウム
(dextran sodium sulfate; DSS)を自由飲水によって投与することで UC に類似した病態を呈
する DSS 大腸炎モデルは、迅速性、単純性、再現性に優れ、操作も簡便であるため様々な
研究で用いられている 13)。DSS とは水溶性の硫酸化多糖で、腸粘膜上皮細胞の障害を誘導
する働きを持つ。それによって食餌抗原や腸内細菌が腸粘膜内に侵入し、免疫応答が誘導
されることで、下痢、血便、体重減少といった UC 様の症状を呈することができるとされ
ている 13,14)。多くの場合、C57BL/6 や BALB/c 雄マウスに 1~5%DSS 溶液を 5-10 日投与
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することで急性大腸炎を誘発する手法が用いられている 15)。その結果見られる肉眼的所見
としては盲腸から大腸にかけての出血と、大腸長の短縮が挙げられる。また組織学的に
は、腸粘膜の杯細胞の変化、上皮のびらん、粘膜内への炎症細胞の浸潤、陰窩の減少、ム
チンの減少といった UC に類似した所見が遠位結腸優位に見られる 14,15)。引き起こされる
炎症カスケードには TNF-αや interferon (IFN)-γ、interleukin(IL)-1β、IL-10、IL-22
などの増加が報告されている 15)。ヒトの UC に類似した病態を示す DSS 大腸炎モデルは
薬効評価や免疫応答のシグナル解析に適しており、IBD の病態を組織学的、免疫学的に解
明するにあたり非常に有用である。当研究室における先行研究でも、3%DSS 溶液を自由
飲水させたマウスで、上記と類似した大腸炎の所見を得ている 16）。 
 
2-3 Vitamin D receptor 

ビタミン D 受容体(vitamin D receptor; VDR）とは核内受容体の一種である。リガンド
である活性型ビタミン D3(1α,25-dihydroxyvitamin D3；カルシトリオールとも呼ばれ
る) が結合することで標的遺伝子の転写発現に影響を与え、生体のカルウム代謝、細胞の
増殖・分化、免疫・炎症反応などを調節する 17)。VDR の主たる生理作用は、小腸、骨、
腎臓におけるカルシウム代謝調節だが、その他の組織にも VDR は発現しており、カルシ
ウム代謝以外にも様々な機能を有することが近年明らかとなった 17)。VDR は小腸だけで
なく大腸にも高発現しており、腸粘膜の透過性、腸内細菌叢、免疫・炎症反応などの調節
も行っている 18)。CD 患者において、血中ビタミン D の欠乏状態がリスク因子であり、
IBD 全般においてもビタミン D 欠乏状態は IBD 症状を増悪させる 19)。また IBD 患者の腸
管上皮における VDR の低発現も報告されている 19)。DSS 大腸炎モデル動物に対しては
VDR の欠損が大腸炎を増悪させ 19,20）、ビタミン D 投与による VDR の活性化が IBD の病
態を抑制することが報告されている 21,22）。 
 
2-4 二次胆汁酸 lithocholic acid 
 胆汁酸は、肝臓においてコレステロールより生合成されて、胆汁の成分として分泌後、
胆嚢に蓄積される。脂質を摂取した際に、胆汁から総胆管を介して小腸に放出されること
で脂質を乳化し、その消化・吸収の補助を行う。肝臓においてコレステロールを原料に、
classical 経路を介して一次胆汁酸であるコール酸が、alternative 経路を介してケノデオキ
シコール酸(chenodeoxycholic acid; CDCA)が合成され、グリシンやタウリンの抱合体とし
て胆汁中に分泌される 23）。リトコール酸(lithocholic acid; LCA)とは、一次胆汁酸である
CDCA の抱合体が腸内嫌気性細菌によって、脱抱合及び 7 位の脱ヒドロキシル化をされる
ことで生じる二次胆汁酸の一種である。上部消化管に放出された一次胆汁酸は、食物の吸
収、腸内細菌による修飾を経て、回腸末端から再吸収され、肝臓に戻って再利用される。
これを腸肝循環と呼ぶ。総胆汁酸の 95％が再吸収されるのに対し、LCA のほとんどは腸
肝循環されず、便中に排泄される 24）。 
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胆汁酸は脂質の消化・吸収に寄与するだけでなく、核内受容体や G タンパク質結合型受
容体を活性化するシグナル分子としても機能する 25）。Farnesoid X receptor (FXR)は肝臓、
下部消化管にて一次胆汁酸や二次胆汁酸に応答し、新規の胆汁酸生合成を抑制する 26）。7 回
膜貫通型の  G タンパク質共役受容体である G-protein coupled bile acid receptor 1 
(GPBAR1)は、LCA やデオキシコール酸などの二次胆汁酸に応答しエネルギー代謝を調節
する 27,28)。また pregnane X receptor (PXR)は、LCA やデオキシコール酸などの二次胆汁酸
と結合することで、肝臓における生体異物代謝を誘導する 29)。VDR も LCA によって活性
化する 30,31）。食事や代謝異常により胆汁酸過剰となった場合、二次胆汁酸は VDR 及び PXR
によって生体異物代謝酵素や排泄トランスポーターを転写誘導し、過剰な胆汁酸の排泄促
進に働くと考えられている 30）。VDR のリガンドとしてはたらく胆汁酸は LCA と LCA 構
造を維持した類縁化合物、及び人工的な誘導体のみである 31,32）。しかし LCA の VDR 活性
化能は活性型ビタミン D3 の約 1 / 1,000 であり、腸内細菌が産生する LCA は下部消化管に
多く存在することから、VDR を介した LCA の生理機能についてはいまだ不明な点が多い
33）。 

先行研究においては、活性型ビタミン D3 の経口投与は上部小腸の VDR を主に活性化し
たが、LCA の経口投与では下部小腸の VDR が選択的に活性化された 34）。腸肝循環におけ
る再吸収の低さを踏まえ、LCA の生体内での VDR 活性化部位は下部小腸以降であること
が示唆された。 

最近、LCA 或いは ursodeoxycholic acid (UDCA)の腹腔内投与で、DSS 誘導性大腸炎を
抑制することも報告されているが、分子メカニズムは解析されていない 35,36）。胆汁酸経口
投与による VDR の活性化が大腸炎を抑制するかどうかについての報告はない。 
 
2-5 研究の目的 

本研究では、①VDR リガンドである LCA とその前駆物質である CDCA が、活性型ビタ
ミン D3 と同様の免疫・炎症調節作用を持つかどうか、②胆汁酸の経口投与によっても大腸
炎の炎症抑制効果が得られるかどうかを明らかにすることを目的として、DSS 誘導性の急
性大腸炎モデルを用いて、活性型ビタミン D3、LCA、CDCA の経口投与を行い、病態に対
する影響を比較・解析した。 
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第 3 章 実験方法 
 
3-1 動物実験の手続き 
 日本大学動物実験運営内規に則る手続きによって実験計画書が承認された後
（AP19MED066-1、AP20MED026-1）、日本大学動物実験マニュアルに従って動物実験を
行った。 
 
3-2 試薬 
 DSS(分子量: 36,000~50,000)は MP Biomedicals(Irvine、USA)、4%パラホルムアルデヒ
ド（PFA）、活性型ビタミン D3、コーン油は和光純薬工業株式会社(大阪、日本)、Power 
SYBR® Green は Thermo Fisher Scientific（Massachusetts、USA）、エタノール、2-プロパ
ノールは関東化学株式会社（東京、日本）、Agarose および Ethydium Bromide Solution は
Invitrogen (Massachusetts、USA)、Loading Dye、1kb DNA Ladder、ImProm-ⅡTM 
Reverse Transcriptase は Promega（Madison、USA）、Oligo(dT）15 Primer、Random 
Primer、dNTP mix および NucleoSpin® RNA Plus はタカラバイオ株式会社（滋賀、日
本）、LCA および CDCA は東京化成工業株式会社（東京、日本）より購入した。マウス飼
育用飼料 CE-2 は日本クレア（東京、日本）より購入した。 
 
3-3 マウスの飼育環境および観察方法 
 7 週齢のオスの C57BL/6 マウスを日本クレア株式会社より購入した。マウスの飼育室は
12 時間毎に明暗を切り替え、湿度は 23±1℃、湿度は 45~65%の設定とした。飼育ゲージ
には滅菌済みの木屑を詰め、飼育用の滅菌水および餌は自由摂取とした。またマウスを購
入後、4 日間を順化期間とした。 
 順化終了後、DSS 投与 2 日前(day-2)より連日体重、摂水量、摂餌量を測定し、糞の性
状を Day0 より観察した。糞は体重測定時にマウスの肛門を紙で刺激し、その都度採取し
た。体重の変動は day0 の体重で除することにより算出した。摂水量、摂餌量の変動は
day-1 から day0 にかけての 24 時間における摂取量でそれぞれ除することにより算出し
た。 
 
3-4 溶媒及び DSS 溶液の調製 
 滅菌水道水は、水道水を蒸気圧滅菌後、濾過滅菌した。DSS は滅菌水道水に溶解後、濾
過滅菌を行い、3%DSS 溶液を作成した。 
 
3-5 投与リガンドの調製 
 活性型ビタミン D3 はエタノールに溶解した 0.1 mM stock solution を調製し、500 
pmol/ml となるよう調整した。LCA、CDCA はコーン油とエタノールを混合した溶液（コ
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ーン油 95%、エタノール 5%）に混和し、30 mg/ml となるよう調製した。 
 
3-6 DSS 誘導性大腸炎モデルマウス実験 
実験１ 
 すべてのマウスは濾過滅菌水と CE-2 を自由摂取させ、4 日間馴化させた（図 1）。順化
開始から二日後、マウスを各ケージに振分け、表２に示す各条件にて連日リガンド投与を
行った（表 2）。飲料水交換の際に濾過滅菌水或いは 3%DSS 溶液に交換し、投与を開始し
た(Day0, 図 1)。3%DSS 溶液の投与から 6 日後(Day6)、すべての飲料水を濾過滅菌水に
交換した。DSS 投与開始から 15 日後に解剖し、大腸、肝臓、脾臓及び血漿を回収した。
摘出した大腸は長さを測定し、cold PBS にて腸内を洗浄後、重量を測定した。Onuki ら
37)の方法に準拠し、摘出した大腸の肛門から 1 cm までの部位を遺伝子解析用、その上部 1 
cm の部位を組織学的検査用として採取した。遺伝子解析用の大腸と肝臓は-80℃保存し
た。組織学的検査用の大腸と肝臓は 4%PFA で固定を行い、4℃保存した。その他のサン
プルは-80℃保存とした。各臓器の重量はサンプル回収日のマウスの体重で除することに
より重量比を算出し、各群間で比較した。 
 
実験 2 
 実験 1 で胆汁酸投与による DSS 誘導性大腸炎の抑制効果が顕著に見られた Day6 をサン
プル回収日として、実験 2 を行なった。実験前の条件は実験１と同様とし、各投与条件は
表 3 の通りとした。順化後、飲料水交換の際に、濾過滅菌水或いは 3%DSS 溶液に交換し
て投与を開始した(Day0, 図 1)。3%DSS 溶液の投与から 6 日後(Day6)に解剖し、大腸、
肝臓、脾臓及び血漿を回収した。 
 
3-7 大腸炎の評価 
 Kim らの方法に準拠し、マウスの(1)体重(1-5%の減少で 1、6-10%で 2、11-20%で 3、
>20%で 4)、(2)便の正常(軟便で 2、水様便で 4)、(3)血便の有無(便潜血陽性で 1、便潜血
陽性および血の付着で 2、肉眼的血便で 4)を評価の対象とし、disease activity index(DAI)
スコアの判定を行った(表 4)38)。  
 
3-8 大腸の組織学的検査 
 4%PFA にて固定した大腸組織を児玉真博士（東京医科歯科大学、東京山手メディカル
センター病理診断科)に依頼し、パラフィン包埋し、hematoxylin-eosin(H-E)染色標本およ
び alcian blue 染色を行った。炎症変化の評価は Zhao らの方法に準拠し行った 39)。①
Severity of inflammation では炎症性細胞浸潤、粘膜下組織の水腫、②Extent of injury では
腸陰窩および粘膜上皮の変化全般、③Crypt damage では腸陰窩の消失を対象として観察し
た。さらに上記のスコア対象の変化の範囲について④Precentage of tissue involved(1:0-
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25%、2:26-50%、3:51-75%、4:76-100%)を設け、①〜③のスコアに④の値を乗算し、そ
の値で比較を行った(表 5)。 
 
3-9 RNA 抽出・cDNA の合成、RT-PCR 
 凍結した大腸組織から、NucleoSpin® RNA Plus を用いて total RNA を抽出した。抽出
方法は取扱説明書に従った。得られた RNA は NanoDrop2000 （Thermo Fisher 
Scientific）、アガロースゲル電気泳動にて濃度・品質を確認した。逆転写反応による
cDNA 合成は、50μM Oligo(dT）15 Primer、50μM Random Prime および Improm-Ⅱ
TM Reverse Transcriptase を用い、GeneAmp® PCR System 9700 (Thermo Fisher 
Scientific) にて、取扱い説明書に記載の反応プロトコル（primer と RNA による
denaturing 5min の後、酵素混合液による annealing 25℃/5min、extension 42℃/60min、
incubation70℃/15min の 2 段階反応）に従った。 
 前述の方法で得られた cDNA 溶液と Power SYBR® Green (Thermo Fisher Scientific)、
各種遺伝子発現解析用プライマー（表 6）を用いて、Step One Plus™ リアルタイム PCR
システム（Thermo Fisher Scientific）による reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR)を行った。反応条件は、取扱説明書の反応プロトコル（preheat 95℃
/10min、denature 95℃/15sec、annealing および extension 60℃/15min 40cycle）に準拠
した。サンプル毎の cDNA 量及びその他条件のばらつきは、本研究にて内部標準遺伝子に
定めた Actb mRNA 由来 cDNA の増幅量で除することで補正した。 
 
3-10 ELISA 法 
 血漿 IL-6n の濃度は Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kit(R&D System)を用いて、
enzyme-linked immune sorbent assay(ELISA 法)にて測定した。実験プロトコルはキットに
付属された取り扱い説明書に準拠した。 
 
3-11 統計解析 
 全てのデータは平均値±標準誤差でしめした。統計学的解析ソフトウェアには Prism 
(Graph Pad)を用い、一元分散分析および Tukey 法による多重比較検定を行った。 
P<0.05 を統計学的に有意差ありと判定した。 
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第 4 章 結果 
  
4-1 実験 1: DSS 自由摂取、リガンド経口投与によるモデルマウスの 15 日間の経過観察 

VDR のリガンドである LCA が活性型ビタミン D3 と同様に DSS 誘導性大腸炎に対して
病態抑制効果を有するかどうかを検討した。LCA の前駆物質である CDCA の経口投与
は、糞便中の LCA 濃度を増加させるため 44)、CDCA の経口投与の影響も検討した。 

7 週齢の雄 C57BL/6 マウスに対し、連日 LCA、CDCA、活性型ビタミン D3 或いは溶媒
コントロールを経口投与し、3%DSS 或いは滅菌水を自由摂取させ、体重、摂餌量、摂水
量、糞の性状の変化を比較した（図 2-4）。DSS 投与から 6 日後(day6)に滅菌水に交換し、
更に 9 日後（day15）に全てのマウスを安楽死させ、サンプルを回収した。3%DSS 投与
は、4 日後(day4)、5 日後(day5)でマウスの体重減少が認められた（図 2A）。体重は day8
に最小値を示したあと増加傾向となり、day15 までには体重の改善が認められた。リガン
ド投与による体重変化は認めなかった（図 2B-E）。摂水量は経時的変化は認めなかった(図
3A)。また摂餌量は day-2 から day15 にかけ減少していく傾向はあったが、各群の間で明
らかな変化はなかった(図 3B)。糞の性状の指標である DAI スコアは、Ctrl+DSS 群におい
て、day4 から軟便による増加が認められ、day6 には血便のため更に増加し、day9 にピー
クとなった（図 4A）。一方 LCA、CDCA、活性型ビタミン D3 投与群では、DAI の増加の
遅延が認められた。リガンド投与による DAI スコアの遅延は day5 及び day6 に最も顕著
となり、有意なスコアの差が見られた（図 4B-D）。Day15 に回収した大腸の長さ、大腸、
肝臓及び脾臓の重量に有意な差は認められなかった（図 5A-D）。これらの結果から、
LCA、CDCA の経口投与も活性型ビタミン D3 と同様に大腸炎の症状を軽減することが示
唆された。 
 
 
4-2 実験 2：DSS 自由摂取による大腸炎モデルに対するリガンド経口投与の効果 
 実験 1 では、day15 で DSS 単独投与群の体重、DAI スコアは改善傾向となり、臓器重
量も各群のあいだに有意な差は認められなかった。そのため、リガンド投与によって DAI
スコアの増悪遅延が最も顕著となった day6 をサンプル回収日とし、LCA および CDCA の
病態抑制効果を検討した。7 週齢の雄 C57BL/6 マウスに対し、連日 LCA、CDCA、或い
は溶媒コントロールを経口投与し、3%DSS 或いは滅菌水を自由摂取させ、体重、摂餌
量、摂水量、糞の性状の変化を比較した（図 1）。DSS 投与から 6 日後(day6)に全てのマウ
スを安楽死させ、サンプルを回収した。 
 体重は実験 1 の結果と同様に、3%DSS 投与によって day4、day5 で減少が見られたが、
リガンド投与による有意な差は見られなかった（図 6A-D）。また、摂餌量、摂水量にも各
群の間に差は見られなかった（図 7A、B）。DAI スコアも実験 1 と同様に day4 に
Ctrl+DSS 群において便の性状変化による増加が認められる一方、LCA、CDCA 投与群で
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は増悪が遅延する傾向にあり、day6 で有意な差が認められた(図 8A、B)。 
 Day6 で回収した大腸の長さは、3%DSS 投与によって有意に短縮した（図 9A）。しかし
LCA、CDCA 投与による短縮の改善は認めなかった。大腸、肝臓、脾臓の重量に有意な差
は認められなかった（図 9B-D）。 
 DSS 腸炎による大腸の炎症状態を、組織学的検査にて評価した。H-E 染色による組織学
的評価では、0%DSS 投与群では明らかな炎症性変化は見られなかった(図 10A)。3%DSS
投与群では Ctrl+DSS 群で杯細胞の消失が観察されたが、LCA、CDCA 投与群では杯細胞
の変化は明らかではなかった(図 10A-F)。さらに Ctrl+DSS 群では腸粘膜内への炎症性細
胞の浸潤もわずかに認められた（図 10B）。alcian blue 染色では、DSS 投与群においてム
チンの減少が確認された（図 10G-L）。しかしムチンの減少に対するリガンド投与の影響
は見られなかった。Severity of inflammation スコア、Extent of injury スコアは Ctrl+DSS
群で上昇が認められた一方、LCA、CDCA 投与群ではスコアの上昇が見られなかった(図
10M、N)。また、Crypt damage スコアはいずれの群でも上昇が見られなかった（図 10 
O）。 
 DSS 腸炎の炎症状態および VDR の活性化について、遺伝子発現による評価を行った。
Day6 では、Ctrl 群で DSS 投与による Il6、Il17a、Ido1 の有意な発現の上昇が見られた
が、LCA 群では DSS 投与によるそれら発現上昇は見られず、CDCA 群では Il6 と Ido1 の
有意な発現上昇が見られなかった(図 11A、B、E)。また Il22、Ifng、Tnf、Vdr、
Cyp24A1、Foxp3 の mRNA 発現においては、3%DSS 投与および胆汁酸による有意な発現
の変化が見られなかった(図 11C、D、F-I)。 
 炎症マーカーとして血漿 IL-6 のタンパク質量を評価した。3%DSS 投与により IL-6 は
有意な増加を示した。LCA 群において、この変化が抑制される傾向であった (図 12)。 
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第 5 章 考察 
 
5-1 ビタミン D による DSS 腸炎抑制効果の確認 

ビタミン D による大腸炎の炎症抑制メカニズムとしては、ZO-1 や Occludin などのタ
イトジャンクションタンパク質の発現上昇による上皮バリアの機能の上昇や 40)、微生物叢
を介した RORγt/ FoxP3 +調節性 T 細胞の調整が報告されている 41)。腸炎モデルにおい
ては VDR が炎症性サイトカインである TNFαによって活性化された nuclear factor-kappa 
B (NF-ĸB)を抑制し、IKKβ を調整することで PUMA の働きを阻害することが知られて
いる 42,43)。実験１において、活性型ビタミン D3 の経口投与は、DSS 溶液摂取による DAI
スコアの経時的増加を遅延させた（図 4A-C）。この結果は、これまでの報告と矛盾しない
結果であった。 
 
5-2 LCA 及び前駆物質 CDCA による DSS 腸炎の抑制効果の検討 

胆汁酸経口投与による先行研究において、LCA 投与で肝臓及び血漿の総胆汁酸量の変化
がみられず、CDCA 投与で総胆汁酸量の著明な増加がみられた 51)。また、CDCA 経口投与
によって、CDCA の腸内細菌代謝産物である LCA の糞便中濃度が増加する 44)。主要な胆
汁酸の中で VDR 活性化作用のあるものは LCA のみであり 31)、内在性胆汁酸変化が VDR
の活性に影響を与えたことは考えにくい。しかし、他の胆汁酸受容体である FXR の活性化
による胆汁酸合成フィードバックメカニズムの影響の可能性は否定できない。本研究結果
の VDR 依存性について、VDR 欠損マウスを利用した解析を進めている。 

実験１、２において、LCA あるいは CDCA の経口投与は活性型ビタミン D3 の経口投与
と同様に DSS 依存性の DAI スコアの増加を遅延させた（図 4A-C、図 8A、B）。この結果
は、LCA、CDCA の経口投与が DSS 誘導性大腸炎を抑制することを示唆している。 

組織学的検査では、Ctrl+DSS 群において杯細胞の減少が確認されたが、LCA、CDCA 投
与群では杯細胞の変化は明らかではなかった（図 10B、D、E）。DSS 大腸炎では DSS が上
皮粘膜層に浸透することによってタイトジャンクションタンパク質の発現が低下し、上皮
バリアが傷害され、結果ムチンと杯細胞の減少が生じる 14)。本実験では胆汁酸投与が DSS
大腸炎における上皮傷害を抑制することが示唆された。 

大腸組織における炎症の指標である Il6 mRNA も DSS 投与で有意に増加したが、胆汁酸
投与で抑制された（図 11A）。これらの結果は胆汁酸 LCA 或いは CDCA の経口投与が DSS
誘導性大腸炎を軽減させることを示したものである。 
 
5-3 近年の報告と矛盾する点について 
①DSS 腸炎に対する胆汁酸の効果が部分的であった点について 

3%DSS 投与群において体重の低下を認めたものの、胆汁酸投与による有意な改善は得ら
れなかった(図 2A-E)。また実験 2 では DSS 投与によって大腸の有意な短縮が認められた
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が、胆汁酸投与による改善は得られなかった(図 9A)。DSS 誘導性大腸炎に対する胆汁酸の
腹腔内投与による効果として、IL6、TNFα、IFNγといった炎症性サイトカインの発現抑
制が報告されているが 35,36)、実験２では IL-6 以外のサイトカインに胆汁酸投与の影響は見
られなかった(図 11A-I)。また、血漿中の IL-6 タンパク質レベルにおいても、胆汁酸投与
による有意な変化は見られなかった（図 12）。こうした近年の報告と矛盾する結果を認めた
原因として、投与経路の違いが考えられる。本実験では胆汁酸を経口投与したが、LCA は
生体内での吸収効率が悪く、多くが消化管を通過したのち糞便に排出される 24)。つまり LCA
の効果は腸管内に限局しており、そのため腸管局所の Il6 の mRNA 発現は胆汁酸投与によ
って抑制されたにも関わらず、他の組織の影響も反映する血漿中の IL-6 タンパク質レベル
には影響が見られないという結果の乖離が生じたものと考えられた。または、大腸の Il6 
mRNA の変化が血漿 IL-6 の濃度変化に反映されるまで時間がかかる可能性がある。LCA
の組織・細胞選択性及び炎症マーカーの経時変化の詳細については今後の課題である。 

本研究では day6 にサンプル回収を行なっているが、Ward らなどの報告では day7~10
にサンプルを回収している 15、35、36)。組織学的検査でも、Ctrl+DSS(+)群における炎症ス
コアの上昇のみ認められた（図 10B、M-O）。よって、本実験で採用した day6 の段階は、
炎症の増悪初期に相当し、サンプル間の変化が乏しかったと考えられる。胆汁酸経口投与
やプロバイオティクスなどによる腸管内胆汁酸組成変化の IBD の慢性炎症モデルに対する
影響の解析が今後の課題である。 

 
②VDR 活性化マーカーの発現上昇が見られなかった点について 
 先述の通り LCA は VDR のリガンドである。しかし実験 2 では LCA、CDCA による
DSS 誘導性大腸炎の遅延効果が得られたにもかかわらず、Vdr mRNA と Cyp24A1 mRNA
の有意な発現上昇が見られなかった(図 11H、I)。先行研究において、LCA の経口投与か
ら 14 時間後に下部小腸において Cyp24a1 mRNA の有意な発現上昇が認められる 34)。実
験 2 では day5 に胆汁酸の最終経口投与を行い、サンプル回収は最終投与から 27 時間以上
経過した day6 に行われた。この時間の間に Vdr mRNA と Cyp24A1 mRNA の発現誘導の
ピークが過ぎた可能性が考えられる。また LCA は VDR のほか、FXR、PXR といった核
内受容体に対してもリガンドとしてはたらく。これら受容体を介した炎症性腸疾患に対す
る病態抑制効果についても様々な報告がある 45-48）。VDR 以外の受容体を介した効果であ
れば、Vdr mRNA、Cyp24a1 mRNA の誘導がかからなかった結果は矛盾しないのかもしれ
ない。 

また multiple drug resistance 1(MDR1）の発現は、腸粘膜から内腔への生体異物および
細菌毒素の流出を仲介することで、DSS 腸炎に抑制的に働くことが知られている 52)。
VDR の活性化は MDR1 の遺伝子発現を誘導するほか、LCA によって活性化される PXR
も MDR1 の発現を誘導する 53,54)。本実験でも VDR の活性化もしくは PXR の活性化によ
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って MDR1 が発現誘導され、DSS 腸炎が抑制された可能性はある。詳細なメカニズムの
解明には更なる検証が必要である。 
 
③LCA と腸管免疫の関係について 
 本実験では DSS 大腸炎に対する LCA の病態抑制効果が示唆された。しかし LCA は発
癌との関連が報告されており 49)、治療薬としての展望には課題が残る。一方で先にも述べ
た Ward らの報告では、LCA は DSS 大腸炎に対し病態抑制効果を示した 35)。Lajczak らは
LCA の投与は DSS 大腸炎に対し抑制的に働き、盲腸内の LCA を有意に上昇させたと報告
している 36)。LCA が腸管免疫に寄与していることはこれまでの研究でも明らかであり、
LCA の作用機序を検証していくことは、今後の炎症性腸疾患病態制御の発展に重要である
と考えられる。  



 15 

第 6 章 結語 
 

LCA 及び前駆物質 CDCA の経口投与は DSS 誘導性大腸炎に対して抑制的に働くことを
明らかにした。腸管内の LCA などの胆汁酸が、腸管の VDR などの胆汁酸受容体を介して
消化管内の環境調節に寄与することが示唆された。 
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第 10 章 図説 
 
図 1 実験 1、実験 2 スケジュール 
 実験 1:では表のようにマウスの群を構成し、Day-2 より Day14 までリガンドを連日経口
投与した。Day0 より濾過滅菌水あるいは 3%DSS 溶液に交換した。3%DSS 溶液の投与か
ら 6 日後、すべての飲料水を濾過滅菌水に交換した。DSS 投与開始から 15 日後に解剖し、
大腸、肝臓、脾臓及び血漿を回収した。実験 2:表 3 のようにマウスの群を構成し、Day-2 よ
り Day5 までリガンドを連日経口投与した。Day0 より濾過滅菌水あるいは 3%DSS 溶液に
交換した。3%DSS 溶液の投与から 6 日後(Day6)に解剖し、大腸、肝臓、脾臓及び血漿を回
収した。 
 
図 2 実験 1 におけるパラメータの比較 
(A) Ctrl+DSS(-)(n=5)、Ctrl+DSS(+)（n=6）、LCA+DSS(-)（n=4）、LCA+DSS(+)
（n=4）、CDCA+DSS(-)（n=5）、CDCA+DSS(+)（n=5）、VD+DSS(-)（n=5）、
VD+DSS(+)（n=5）各条件の体重変化(%)。(B)Ctrl 群、(C)LCA 投与群、(D)CDCA 投
与群、(E)VD 投与群における、DSS 投与による体重変化への影響(%)。濾過滅菌水、
3%DSS を投与したマウスに対し、それぞれリガンドを連日経口投与して体重変化を比較
した。値は Day0 の各群の平均体重を 100%とした。算出した値は平均値および標準偏差
で示し統計学的解析は Tukey 法による多重比較検定を行った(*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, n.s.: not significant)。 
 
図 3 実験 1 における摂水量および摂餌量の変化 
 濾過滅菌水、3%DSS を投与したマウスに対し、それぞれリガンドを連日経口投与して
Day-2 から Day15 の期間、(A)摂水量、(B)摂餌量を測定した。飼料および飲水は連日自
由摂取とした。値は前日の測定値からの変化量から算出し、平均値および標準偏差で示し
た。 
 
図 4 実験 1 における DAI スコア 
(A) Ctrl+DSS(+)、LCA+DSS(+)、CDCA+DSS(+)、VD+DSS(+)群における経時的
DAI スコア変化の比較。リガンド投与の効果が顕著であった(B)Day5 、(C)Day6、(D) 
Day9 における DAI スコアにおいて表の方法に則り DAI スコアを算出し、各群間で比較し
た。算出した値は平均値および標準偏差で示し統計学的解析は Tukey 法による多重比較検
定を行った(*p<0.05, **p<0.01, n.s.: not significant)。 
 
図 5 実験 1 における大腸の長さおよび各臓器の重量 
 Day15 にサンプル回収を行い、大腸の(A)長さ、(B)重量、(C)脾臓の重量、(D)肝臓の
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重量を測定した。各臓器の重量は Day15 のマウスの体重を徐することで重量比を算出し
た。値は平均値および標準偏差で示し統計学的解析は Tukey 法による多重比較検定を行っ
た(n.s.: not significant)。 
 
図 6 実験 2 における体重変化 
(A) DSS(-)、DSS(+)、LCA+DSS(-)、LCA+DSS(+)、CDCA+DSS(-)、
CDCA+DSS(+)各条件の体重変化。(B)Ctrl 群、(C)LCA 投与群、(D)CDCA 投与群にお
ける、DSS 投与による体重変化への影響(%)。濾過滅菌水 または 3%DSS を投与したマウ
スに対し、それぞれリガンドを連日経口投与して体重変化を比較した。値は Day0 の各群
の平均体重を 100%とした(n=6)。算出した値は平均値および標準偏差で示した。 
 
図 7 実験 2 における摂水量、摂餌量の変化 
 濾過滅菌水、3%DSS 溶液を投与したマウスに対し、それぞれリガンドを連日経口投与
して Day-2 から Day6 の期間、(A)摂水量、(B)摂餌量を測定した。飼料および飲水は連日
自由摂取とした。 
 
図８ 実験 2 における DAI スコア 
(A) DSS(+)、LCA+DSS(+)、CDCA+DSS(+)群における経時的 DAI スコア変化の比
較。(B)についても表４の方法に則り DAI スコアを算出し、各群間で比較した。算出した
値は平均値および標準偏差で示し統計学的解析は Tukey 法による多重比較検定を行った
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.: not significant)。 
 
 
図９ 実験 2 大腸の長さおよび各臓器の重量 
 Day6 にサンプル回収を行い、大腸の(A)長さ、(B)重量、(C)脾臓の重量、(D)肝臓の重
量を測定した。各臓器の重量は Day6 のマウスの体重を徐することで重量比を算出した。
値は平均値および標準偏差で示し統計学的解析は Tukey 法による多重比較検定を行った 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.: not significant)。 
 
 
図 10 DSS 投与 6 日目における組織学的所見と胆汁酸投与の効果 
(A)  DSS(-)群(H-E 染色) 
(B)  DSS(+)群(H-E 染色) 
(C)  LCA+DSS(-)群(H-E 染色) 
(D)  LCA+DSS(+)群(H-E 染色) 
(E)  CDCA+DSS(-)群(H-E 染色) 
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(F)  CDCA+DSS(+)群(H-E 染色) 
(G)  Ctrl+DSS(-)群(alcian blue 染色) 
(H)  Ctrl+DSS(+)群(alcian blue 染色) 
(I)  LCA+DSS(-)群(alcian blue 染色) 
(J)  LCA+DSS(+)群(alcian blue 染色) 
(K)  CDCA+DSS(-)群(alcian blue 染色) 
(L)  CDCA+DSS(+)群(alcian blue 染色) 
(M) Severity of inflammation 
(N) Extent of injury 
(O) Crypt damage 
 4%PFA にて固定した大腸組織をパラフィン包埋し、hematoxylin-eosin(H-E)染色標本お
よび alcian blue 染色を行った。(E-F)炎症変化の評価は Zhao らの方法に準拠し、各スコア
の値は precentage of tissue involved(1:0-25%、2:26-50%、3:51-75%、4:76-100%)を乗算
することで算出した(n=4)。値は平均値および標準偏差で示した。 

 
図１１ DSS 投与 6 日目における大腸組織の各種マーカー遺伝子群の mRNA 発現量
（relative expression） 
実験 2 で採取した大腸組織より RNA 抽出を行い、cDNA を合成し、RT-PCR にて測定し
た。各遺伝子に特異的なプライマーを用い、(A)Il6、(B)Il17a、(C)Il22、(D)Ifng、
(E)Tnf、(F)Ido1、(G)Foxp3、(H)Vdr、(I)Cyp24a1 の mRNA 発現量を評価した。値は平
均値および標準偏差で示し、統計学的解析は Tukey 法による多重比較検定を行った
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.: not significant)。 
 
図 12 DSS 投与 6 日目における血中 IL-6 タンパク質量 
 ELISA 法を用いて血漿の IL-6 を測定した。値は平均値および標準偏差で示し、統計学
的解析は Tukey 法による多重比較検定を行った(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.: not 
significant)。 
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