
36 浦上財団研究報告書Vol.10(2002)

食品成分による大腸炎関連疾患の予防

大 東 肇 ・*村 上 明

(京都大学大学院農学研究科食品生物科学専攻,*近畿大学生物理工学部)

1.は じ め に

現在,地 球上の総人口は60億とも言われるほど

に増加 し,そ れと同時に世界的な高齢化社会を迎

えている。そういった時代背景の大きな変化に伴

い,医 学 ・医療の関心は結核に代表される感染症

などから加齢に伴う疾病に向けられ,そ の発生要

因,病 態解明,早 期における診断 ・治療の研究開

発や予防対策についての研究が注目され始めてい

る。こうした疾病予防対策は社会全体の問題とし

てマスコミにも大きく取 り上げられ,一 般大衆の

強い興味を引く話題 となっている。

また,分 子生物学的,遺 伝学的研究が進み,そ

れらが医学に応用されるようになると,こ れまで

の集団を対象とした研究や平均的な有意差検定の

みを重視する統計論では遺伝子レベルでの個々の

診断・治療に対応することは困難になってきてお

り,患 者個人の遺伝子を精密に解析した個々の医

療が注目されている。しかし,遺 伝子は個体の先

天的な初期条件を決めているだけで,後 天的な生

活習慣に対 しては間接的な役割は認めるものの,

生活習慣に直接的に起因する個人別の生理活性や

生理機能の識別を行うことは困難である。今後,

病は環境に対する個体の不適応の結果によって起

こるものが中心 となり,そ れが生活習慣病である

と考えられる。疾患の発症や予後には,遺 伝的要

因,外 部環境要因,生 活習慣要因が関与しており,

なかでも生活習慣要因 としては,喫 煙 と肺がん,

肺気腫,動 物性脂肪の過剰と大腸がん,食 塩の過

剰摂取と脳卒中,肥 満 と糖尿病,飲 酒と肝硬変,

などが挙げられるが,逆 に生活習慣病は生活習慣

を改善することにより疾病の発症や進行を予防で

きることを意味する。

潰瘍性大腸炎(ulcerativecolitis:UC)は,

主として大腸粘膜を侵 し,び らん(潰 瘍の前段

階)や 潰瘍を形成するびまん性の原因不明の炎症

である。日本の患者数は6万 人を超え(2000年 特

定疾患医療受給者証交付件数),近 年では年間約

4千 人が発症 しており現在も増加を続けている。

世界的には欧米諸国を中心に,北 欧やアメリカの

白人,ユ ダヤ人に特に多く,世 界の全患者数約55

万人中32万人以上がアメリカにいると言われる。

現在,治 療法は薬物療法としてステロイド,免 疫

抑制剤,抗 生物質などが使用されているが,治 療

薬に大量のステロイドを使用することで骨がもろ

くなる大腿骨骨頭壊死や関節炎などが合併症とな

りやすい。多量の出血をし,輸 血でも間に合わな

い場合や,巨 大性結腸穿孔,も しくは癌化あるい

は再発をくり返す場合には外科的処置が必要 とな

る。そこで本研究では,UCを 予防,あ るいは治

療できる食品成分を究明することを目的とした。

2.実 験 方 法

UCを 抑 制 す る た め の 物 質 と し て,zerum-

bone(ZER)とnimesulide(NIM)に 着 目した

(図1)。ZERは,lipopolysaccharide(LPS)/

IFN一 γ刺 激マ ウス マ ク ロフ ァー ジRAW264.7

細 胞 系 でinduciblenitricoxidesynthase

(iNOS)やcyclooxygenase(COX)-2の 発 現,

nitricoxide(NO)やsuperoxide(02-)の 産生,
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zerumbone(ZER)nimesulide(NIM)

図1ZERとNIMの 化 学 構 造

さ らにprostaglandin(PG)E2やtumorne-

crosisfactor(TNF)一 αの放出を抑制 し,ま た

分化させた1・2)HL-60細胞系では,が んの転移に

関係するmatrixmetalloproteinase活 性を抑制

する。これらはいずれも炎症や発がんに関連した

バイオマーカーである3-8)。一方,NIMは 選択的

合成COX-2阻 害剤であり,現 在,臨 床試験によ

ってヒト大腸がんの予防効果が試されている期待

薬剤である。

図2に 示したように,ま ず1週 間予備飼育 し

たICRマ ウス雌7週 齢を,さ らに1週 間基礎条

件で飼育 した後,基 礎飼料と5%デ キス トラン硫

酸塩(DSS,炎 症惹起剤)水 道水を1週 間投与

する群(DSS群),基 礎飼料の代わりに,そ れぞ

れ0。1%ZER(ZER群),0.1%NIM(NIM

群),0.1%ZER+0.1%NIM(COM群)を 含

む飼料 と5%DSS水 道水を投与する群に分け飼

育 した。また,コ ントロールとして基礎条件で2

週間飼育する群(CTL群)も 設けた。上記の条

件で2週 間飼育し,飼 育前後の体重変化を測定し

た。その後,頸 椎脱臼法でと殺 し,採 取 した大腸

粘膜中の各種炎症関連パラメーター(ELISA法

により測定)と 大腸長(潰 瘍性大腸炎では,大 腸

長の短縮が見られる)を 測定し,さ らに組織学的

解析を行った。

3.結 果

3.1摂 餌量と摂水量

飼育中の水および餌は自由摂取とした。水は3

日に一度新しいものと取り替え,ま た餌は毎日減

少分を補充し,さ らに3日 に一度はすべて廃棄し

新しい もの と取 り替 えた。毎日,水 および餌の

減少量を測定 し,1匹1日 当たりの飲水量および

摂食量を求めた。マウス1匹 当たりの飲水量は

CTL群 では1日平均8.1gで 期間中ほぼ一定量を

示したが,他 の群ではDSS投 与3日 目,な いし

4日 目から飲水量の減少が見 られた。DSSを 投

与した4群 の間には有意な差は認められず,餌 に

混合 された各サンプルの効果を除けば,各 群とも

にほぼ同程度の潰瘍性大腸炎が誘導されると考え

られる。

摂食量 に関 しては,CTL群 では飼育期間中,

1日1匹 当た り平均5.4gで ほぼ一定量を摂食 し

ているのに対 して,他 の群ではDSS投 与開始4

日目から有意に減少 した。DSS投 与前の1週 間

図2DSS誘 発マウス潰瘍性大腸炎誘発試験法
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では,各 サンプル投与群に摂食量の差は見られな

かったことから,DSS投 与後の摂食量の減少は

潰瘍性大腸炎が誘導されたことによる消化器官の

機能低下および体力消耗によるものであると考え

られる。最終日では有意差は認められないが,

COM群 は,DSS群 と比べ摂食量の減少が緩和

される傾向が見られた。

3.2体 重および大腸長の変化

体重は,サ ンプル投与開始時 とDSS投 与開始

時,そ して解剖時の3回 測定を行った。DSS投

与開始までの1週 間では全群一様に1.7gの 体重

増加が見られた。続 く解剖までの6日 間でCTL

群では1.5gの 体重増加が見 られたが,他 の群で

はDSS投 与後6日 間で,一 様 に約5.6gの 体重

減少が確認 された。各サンプル投与による体重減

少の緩和効果には差がなかった。

また潰瘍性大腸炎では,大 腸長が減少すること

が 知 られて い る。図3に 示 すよ うにDSS群

(62.3mm)で は,CTL群(80.6mm)と 比 べて

23%の 有意な大腸の短縮が見 られた。一方,

COM群(69.9mm)で はDSS群 と比べ大腸の短

縮が42%有 意に緩和された。

3.3炎 症性サイトカインの変化

と殺したマウスから大腸を摘出し,か みそりで

採取 した粘膜をリン酸バ ッファー中でホモジナイ

ズした後,上 清中の各種炎症性サイ トカインのう

図3各 群マウスの大腸長

図4各 群マウスの大腸粘膜中のIL-1α(左)お よびIL-1β(右)レ ベル
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ち,IL-la,-1β およびTNF一 αをenzyme-lin-

kedimmunosorbentassay(ELISA)法 で定量

した。なお,ELISAに よる測定値はタンパク質

量で補正 した。

図4にIL-1α とIL-1Rの 産生量を示した。IL

-1αに関してはDSS群(114
.9pg/mg)でCTL

群(32.4pg/mg)と 比べ,3.5倍 の増加が見られ

たが,す べてのサンプル投与群で有意な抑制効果

は認められなかった。

IL-1β に関 して はDSS群(551.4pg/mg)で

CTL群(11.Opg/mg)と 比べ50倍 の増加が見 ら

れた。各 サンプル投与群 に関 しては,NIM群

(453.Opg/mg)で は若干の抑制傾向を示 したの

みであったが,ZER群(366.5pg/mg)で34%,

COM群(298.4pg/mg)で47%そ れぞれ有意 に

抑制し,COM群 でもっとも強い抑制効果が見ら

れた。

これまでの報告か ら,マ ウス潰瘍性大腸炎モデ

ルでは,DSS投 与により大腸粘膜中の炎症性サ

イトカインであるTNF一 αの産生量が増強され

ると考えられる。しかしながら今回の実験では,

DSS群(596.1pg/mg)で はCTL群(1289.5

pg/mg)と 比べて0.46倍 に減少すると言 う予想

外の結果となった(図5)。 また,ZER群(395.6

図5各 群マウスの大腸粘膜中のPGE2(左)お よびPGF2α

(右)レベル

pg/mg),NIM群(325.8pg/mg),COM群

(280.8pg/mg)に 関 して はDSS群 と比べ て,

TNF一 αの産生量に有意な減少が見られた。DSS

群のTNF一 αの産生量がCTL群 と比べ減少した

原因については不明である。

3.4PG類 の変化

炎症性 メディエーターで あるPGE2お よび

PGF2。 の定量 をサ イ トカイ ンの時 と同様 に

ELISA法 で行 った。図6にPGE2お よびPGF2,

の定量結果を示 した。PGE2に 関して,DSS群

図6各 群マウスの大腸粘膜中のTNF一 αレベル
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図7CTL群(左)とDSS群(右)の 大腸組織像

考えるが,更 なる解析が必要である。

3。5組 織学的解析

図7はCTL群 とDSS群 の大腸の組織写真で

ある。DSS群 で はCTL群 と対照的に,粘 膜 の

損傷や,潰 瘍の前段階であるびらん,浮 腫の形成

が確認できる。 これら大腸の組織標本写真につい

て,び らん ・潰瘍数,浮 腫形成,粘 膜再生変化の

三つの炎症関連パラメーターをスコア化しまとめ

た(図8)。 これ らは,ま だ解析匹数が少 ない

(n=5,6)た め有意差はない。びらん と潰瘍数は

DSS群(13)に 対 し,ZER群(8.2),NIM群

(6.8)で は減少が見られ,特 にCOM群(5.8)で

最も強い抑制効果が認められた。浮腫についても

DSS群(4)と 比べてZER(2.4),NIM群(2.6)

で抑制効果が見られ,ま たCOM群(1.6)で 最 も

強い抑制効果が見 られた。粘膜の再生変化につい

て もDSS群(1.2)に 対 し,ZER群(2.8),

NIM群(2.8)が 良いスコア示し,COM群(3.6)

で最も良好な再生変化が認められた。この三つの

パラメーターを総合すると,組 織学的評価では

COM群 が もっとも強い炎症抑制効果を持つ と考

えられる。

(29.4ng/mg)はCTL群(14.8ng/mg)と 比べ

2.0倍 に増加した。サンプル投与群では,ZER群

(18.8ng/mg)がDSS群 に対 して72%の 有意な

抑制活性を示 した。一方,COX-2選 択的阻害剤

であるNIM群 では予想に反して有意な抑制効果

が見 られなかった。

PGFzaに 関 して は,DSS群(31.7ng/mg)で

はCTL群(14.6ng/mg)と 比べて2.2倍 となっ

た が,ZER群(26.2ng/mg)とNIM群(26.7

ng/mg)で は抑制傾向が見られるものの有意差

はなくCOM群 では効果が見られなかった。

COX-2選 択的阻害剤であるNIMがPGsの 抑

制効果をほとんど示さなかった原因については,

投与量,投 与期聞に問題があったのではないかと

CγL群DSS群

図8各 群マウスの組織学的解析結果(左:び らん・潰瘍数,中:浮 腫,右;粘 膜再生変化)



食品成分による大腸炎関連疾患の予防 41

4.考 察

本研究では,大 腸がんのハイリスクモデルの一

っであるマウス潰瘍性大腸炎モデルにおいて,東

南アジア産食用植物ニガショウガの主成分である

ZERとCOX-2inhibitorで あるNIMの 抑制効

果を評価 した。

ZERは,IL-1β,PGE2,組 織学的パラメータ

ーを有意に抑制 し
,ま た作用機構の異なるNIM

と組み合わせることにより,大 腸長,IL-1β,組

織学的パラメーターに関して,そ れぞれ単独投与

群 よりも増強効果が認められた。

食用植物成分であるZERがinvivo系 でNIM

と同等,あ るいはそれ以上の炎症抑制効果を示し

た事実は,食 品成分による疾病の化学予防効果の

潜在能力を示唆するものである。また,本 研究で

示 されたZERとNIMの 組み合わせでの増強効

果 は相乗的であると考えられ,こ の効果はZER

がCOX-2のdenovo合 成を阻害するのに対し,

NIMはCOX-2活 性を阻害するとい う両者が相

異なる作用機序を持つためであると考えられる。

複数の物質を組み合わせた時の複合効果につい

ては,02一 産生系であるTPA刺 激分化HL-60細

胞 に対 して,02一 産 生抑制活性 を示すACAと

02　消去活性を持っsuperoxidedismutaseを,

あるいはNO産 生 系で あるLPS/IFN一 γ刺激

RAw264.7細 胞に対 して,iNos誘 導抑制物質

であるZERとiNos活 性阻害物質である1VG-

monomethyl-arginineacetateな ど,作 用機序

の異なる物質を組み合わせることにより,そ れぞ

れ単独投与時よりも効果が相乗的に高まるという

報告があり,ま た,食 品は多種多様な物質の混合

物であるという観点からも非常に興味深い。

COX-2inhibitorで あるNIMがPGsの 産生

を抑制しなかった原因については,投 与濃度や投

与期間などに再考の余地があり,さ らなる研究が

必要である。また,炎 症性サイ トカインである

TNF一 αがDSS投 与 により減少したという結果

はこれまでには報告されてないが,TNF一 αが炎

症性サイトカインの中で最も多 くの機能を持ち,

複雑な炎症過程の正と負,両 方のフィー ドバック

に関わってこれを制御しており,ま た急性炎症期

ではTNF一 αを抑制すると炎症は悪化するが,

慢性期にTNF一 αを無効化すると炎症は抑制さ

れるという報告 もあるなど9),TNF-aが 炎症の

時期 によって異なる複雑な炎症制御機構を持つこ

とと深い関係があると考えられる。DSSの 投与

濃度および投与期間,す なわち炎症時期に注目し

たメカニズムについてもさらなる研究が必要であ

ると考えられる。

今後更に,こ の系における他の食品および食品

成分,ま たは抗炎症剤などの活性評価とともに,

RT-PCR法 によるCOX-2mRNA発 現の解析や,

酸化 ストレスのマーカーとなる8-hydroxydeox-

yguanosineのELISA法 による定量など解析す

るパラメーターを増やし,複 数の物質の組み合わ

せによる複合効果や投与物質の代謝を含めた抑制

効果の発現メカニズムの解明などが期待される。

5.お わ り に

本研究では,用 いる試験系によっては合成薬剤

よりも食品成分の方が疾病予防効果が高いことを

示すことができた。がん,糖 尿病,動 脈硬化など

の生活習慣病は食生活に主要因があると言われ,

その予防策の確立は急務であると言える。今回の

研究結果を踏まえ,さ らに食品因子の可能性を探

求して行きたい。
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Gastrointestinalinflammationisrelatedtotheonsetofcertainlifestyle-related

diseases,includingcancer.Atpresent,non-steroidalanti-inflammatorydrugs

(NSAIDs)areusedaspracticaldrugsinhumans.Someundesiredsideeffects,however,

areknowntooccurinthegastrointestinaltractssuchasulceration.Thepresentstudy,

thus,attemptedtodiscoverandevaluateeffectiveanti-inflammatorycompounds

occurringinfooditems.Wehaveselectedzerumbone(ZER),asesquiterpenoidinthe

rhizomesofsubtropicalginger(ZingiberzerumbetSmith),fortestingitsefficacyin

dextransulfatesodium(DSS)-inducedulcerativecolitis(UC)inmicewiththeuseof

nimesulide(NIM),aselectivecyclooxygenase(COX)-2inhibitorforactivity-compar-

ison.ThemiceareexposedtoDSSataconcentrationof5%indrinkingwaterto

inflametheirlargebowels,andfedwith1,000ppmZER,1,000ppmNIM,or1,000ppm

ZER十1,000ppmNIM(combinationgroup:COM)for2weeks.Astheresults,ZER

significantlysuppressedformationofinterleukin(IL)-IR,prostaglandin(PG)Es,

ulceration,edema,andreproductionofmucusmembraneinthecolon.Ontheother

hand,NIMreducedthelevelofIL-IR,butnotPGE2,suggestingthatthenaturalfood

chemicalZERhasahigherpotencyformitigatinggastrointestinalinflammation.Inter-

estingly,weobservedthemostpotentsuppressiveeffectinCOM-group.Thatresults

maybereasonablebecauseZERandNIMhavedistinctmodeofactionmechanisms,i.

e.,ZERsuppressedthedenovosynthesisofCOX-2whileNIMselectivelyinhibitits

catalyticactivity.Ourresultssuggestthatthepotentialoffoodfactorsfortheirusefor

regulatingtheonsetoflifestyle-relateddiseaseswithhigherefficacyandlowertoxicity.


