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1.は じ め に

摂食 ・嚥下障害は,誤 嚥を引き起こし,高 齢者

の死亡原因にもなる肺炎を惹起する1)。特に,自

宅で肺炎を起こした高齢者の70%に みられる不

顕性誤嚥は,口 腔 ・咽頭内容物あるいは逆流した

胃内容物が気道に侵入しても,自 覚や他覚がない

ので問題である。誤嚥発生のメカニズムとして,

摂食 ・嚥下機能及び気管からの排出機能の低下あ

るいは異常が考えられる。誤嚥の防止対策 として,

初期段階ではデンプン,ゼ ラチンなどでとろみを

つけた食品の利用が進められ,最 終的には非経口

的栄養摂取法が選択されている。 しかし,こ れら

は対処療法であり,積 極的な予防法 ・治療法はな

いのが現状である。我々は,摂 食 ・嚥下障害及び

誤嚥の新規の薬学的 ・食品学的対応方法の確立を

最終目的に,ま ず,摂 食 ・嚥下障害及び誤嚥の発

生メカニズムの解明を試みている。

口腔,咽 頭,食 道組織が正常に機能することで,

正常な嚥下が行われる2)。正常な嚥下には,神 経

系の関与が広 く知られている。脳硬塞等で神経系

の一部に障害が発生すると,嚥 下が障害されるこ

とは良く知られている。このため,神 経系 を標的

とした摂食 ・嚥下機構は,良 く調べられている3)。

また,摂 食 ・嚥下障害者のためのリハビリテーシ

ョンは盛んに行われている。しかしながら,そ れ

以外の,摂 食 ・嚥下の研究はほとんど行われてい

ないのが現状である。とくに,口 腔,咽 頭の細胞

レベル ・遺伝子レベルの研究は,ほ とんど行われ

ていない。

本研究では,口 腔,咽 頭の細胞機能に着目し細

胞生物学的,遺 伝子工学的解析を行った。具体的

には遺伝子工学的手法でマウス咽頭から新たに見

出したIF5遺 伝子を標的遺伝子として,invivo

およびinvitYoの 解析を行い,口 腔 ・咽頭の機能

の解析を行った。また,香 辛料は,一 般に食品の

味や風味(2次 機能)を 高めるため用いられる。

さらに,香 辛料には様々な3次 機能つまり生理機

能への影響も良く知 られている41。特に,ト ウガ

ラシに含まれるカプサイシンやターメリックに含

まれるクルクミンには,多 彩な作用があることが

知られている。カプサイシンには神経系へ作用を

介した,摂 食 ・嚥下障害改善効果も報告されてい

る。そこで本研究では,カ プサイシンやクルクミ

ンのIF5遺 伝子発現調節を調べ,香 辛料の摂食 ・

嚥下障害改善効果を解明する端緒とした。

2.実 験 方 法

2.11F5遺 伝子 の クローニ ング

4週 齢 のC57BL/6Jマ ウス の咽頭か ら トリゾー

ル を 用 いRNAを 抽 出 し,SMART法 で

pcDNA3.1+を ベ ク ター とした発現cDNAラ イブ

ラ リー を構 築 した5}。1.5×107の 独 立 クロ ー ン

を 含 む,0.6～1.8kbの イ ン サ ー トを 含 ん だ

cDNAラ イブ ラ リー を用 い,マ ウス 咽頭 に特 異

的に発現 す る遺 伝子 を検索 した。標 的遺伝子 は シ

ング ルプラ イマ ーエ クステ ンシ ョン法 で シークエ

ンス を決定 した。遺伝 子配列 は コンピュー タを用

い常 法 に従 っ て解 析 した。 さ らに,GenBank,

EMBL,Swiss-Protデ ーターベ ース を用い た検索
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を行 った6・7)。

2.21F5遺 伝子 の組織 特異 的発現

6週 齢 のC57BL/6Jマ ウスか ら各 組織 を摘 出 し,

トリゾ ー ル を用 いRNAを 抽 出 した。 抽 出 した

RNAをSuperScriptHを 用 い逆 転写 し,常 法 に

従 ってPCRを 行 っ た。IF5プ ライマ ー は オー プ

ンリーデ ィ ングフ レー ムを含 む647bpを 含 む よ

うに 設 計 し た。 コ ン トロ ー ル と してGAPDH

(GAP)の オー プ ンリー デ ィング フレーム を含 む

871bpを 含 む よ う に設 計 した。PCRの 条 件 は

IF5遺 伝子 はア ニー リン グ温 度58℃,増 幅 回 数

30回,GAP遺 伝子 は アニー リ ング温 度58℃,増

幅 回数30回 で行 っ た。PCRはAmpTaqを もち

いABI9700で 行っ た6)。

さ らに4週 齢,10週 齢,48週 齢 の マウ スの 咽

頭 を用い,上 記の方 法でRT-PCRを 行 った。

2.3DBCI.2細 胞

上 皮細胞 基底 膜細胞株DBCI.2を 用い研 究 を行

っ た8)。37℃,5%CO2で5%FBSを 含 む

MCDBI53培 地(0.1mMethanolamine,0.1mM

phosphoethanolamine,10ng/mlEGF,5ng/ml

bFGF,5ug/mlinsulin,10,ug/mlbovine

pituitaryextract,50μg/mltransferrin含 有)

で培 養 した。 また,適 宜 細胞 伸展 装置NS-300を

使用 し,細 胞に メカニ カルス トレス を与 えた。 コ

ンフレ ン トに達 した細胞 は,無 血 清培地 で一昼 夜

培養 した。 その後,5,10,20nMの クル クミ ン

を含 む培地 で,2時 間培 養 し実験 に用 いた。 また,

2.5,5,10,20,40,80μg/mlの カ プサ イ シ ン

を含 む培地 で,2時 間培 養 し実験 に用 いた。

各香 辛料 成分 を作 用 させた細胞 とコン トロール

(エ タノー ル処理)の 細胞 か ら トリゾー ルを用 い

RNAを 抽 出後,逆 転 写 を 行 い,上 記 の 方 法 で

RT-PCRを 行っ た。た だ し,IF5の 増 幅 回数 のみ

38回 に変 更 した。

3.結 果と考察

マウス咽頭cDNAラ イブラリーか ら発見した

遺伝子をIF5と 名づけた(Fig.1)。 この遺伝子は

250ア ミノ酸 をコー ドしていた。推定分子量28

KDaで あった。またそのN端 にBTGド メイン

を持つことから,細 胞内あるいは核内に存在する

TOB/BTGフ ァミリーに属するタンパ ク質と考

えられた。この遺伝子群は細胞周期を調節する因

子 と考えられていることから,IF5も 細胞分化や

増殖を調整する因子の一つである可能性が高いと

考えられた。

IF5mRNAの 発現 をRT-PCR法 で調べた。6

週齢のC57BL/6Jマ ウスの各臓器を用いRT-PCR

を行った。その結果,IF5mRNAは マウスの咽頭,

喉頭などの組織に発現していた(Fig.2)。 しかし,

食道,腸,肝 臓などの組織ではまったく発現が検

出できなかった。このことから,IF5は 咽頭 ・喉

頭の細胞の機能に深く関与している可能性が考え

られた。IF5はTOB/BTGフ ァミリーに属す る

ことから,こ れらの組織特異的に細胞分化や細胞

増殖に関与する可能性が考えられた。

さらに,こ の遺伝子発現の咽頭における加齢に

よる影響を調べた。マウスは4週 齢で離乳 し,10

週齢でほぼ成熟する,ま た1年 から2年 が寿命と

いわれている。それぞれ4,10,48週 齢のマウ

ス咽頭を用いRT-PCRを 行った。4週 齢マウス

の咽頭では高発現していたIF5mRNAは10週 齢

から減少 し,48週 齢ではほとんど発現が観察で

きなかった(Fig.3)。 すなわち,加 齢により,咽

頭細胞でIF5の 発現が低下することから,IF5の

機能も低下している可能性が考えられた。ヒトに

おいて摂食 ・嚥下障害は,加 齢が一つの原因と考

えられている。加齢 によるIF5の 発現低下が,

摂食 ・嚥下障害の一つの原因である可能性 も考え

られた。
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Fig。lIF5のcDNA配 列 と ア ミ ノ酸 配 列

上記の結果から,IF5mRNAの 発現を保ち,

増加させることは,咽 頭細胞の機能を維持,回 復

させ,摂 食 ・嚥下障害の発生の予防 ・改善に役立

つ可能性が考えられる。そこで,ク ルクミンとカ

プサイシンに着目し,invitroの 解析 を行 った。

Invitro系 の実験で簡便に,実 験系を行うことが

可能となった。invitro系 はマウス咽頭上皮細胞

の性質を最も良く保存する細胞株である上皮細胞

基底膜細胞DBC1.2を 用いた(Fig.4)。 まず,上

皮細胞基底膜細胞DBCI.2に クルクミンを作用さ

せた。その結果,DBC1.2細 胞では,ク ルクミン

が5nMか ら濃度依存的にIF5mRNA量 を増加

させた(Fig.5)。 また,同 様にカプサイシンも

2.5μg/mlか ら濃 度 依 存 的 にDBCI.2のIF5

mRNA量 を増加させた(Fig.6)。

クルクミンはターメリックに含まれ,細 胞内シ

グナル伝達系(リ ン酸化カスケード)に 作用し,

Fig.2マ ウスの各組織のIF5mRNA発 現 Fig.3加 齢によるマウス咽頭のIF5mRNA発 現の減少
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Fig.4コ ンフレント状態の培養DBCL2細 胞

細胞増殖等を制御することも知られている。また,

肝臓癌の増殖を抑制するなど多彩な作用が知られ

ている。また,カ プサイシンはトウガラシに含ま

れ,受 容体を介し,神 経系を経て作用することが

知られている。とくに,カ プサイシンの発汗作用

やエネルギー代謝に関する研究は良く検討されて

いる。一方,カ プサイシンは受容体を介さない作

用機構の存在も指摘され,カ プサイシンの作用の

5～10%は 未知の作用機構を想定しなければ説

明ができないといわれている1・9)。

本研究においては,ク ルクミンやカプサイシン

Fig.5DBCI.2に お け る クル ク ミ ンに よ るIF5mRNA発 現 制 御

Fig.6DBCI.2に お け る カ プサ イ シ ンに よ るIF5mRNA発 現 制 御

のIF5mRNA誘 導機構は不明である。また,in

vivo(生 体)に おいて同様に,ク ルクミンやカプ

サイシンがIF5遺 伝子発現 を誘導するかは不明

である。また,実 際に,invivoで クルクミンや

カプサイシンの摂食 ・嚥下への影響を解析する必

要があると考えられる。今後,さ らに研究を継続

し,こ れらのことを明らかにする必要がある。

本研究において,こ れまでほとんど着手される

ことがなかった,咽 頭の細胞や遺伝子に着目し研

究することで,香 辛料(ク ルクミンやカプサイシ

ン)が 摂食 ・嚥下障害改善能を有している可能性

を示唆することができた。今後,さ らなる研究の

発展は,香 辛料を用いた,摂 食 ・嚥下障害の予防

法や治療法の確立に役立つと期待される。また,

香辛料のもつあらたな3次 機能の発見により,香

辛料の価値が高まった。
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EffectsofSpiceonSwallowingDisorders

HiroshiMano

(DepartmentofClinicalDieteticsandHumanNutritionFacultyofPharmaceuticalSciencesJosaiUniversity)

Dysphagia(difficultyinswallowing)isacomplexproblemthatmaybeclassifiedina

varietyofways.Itistheinabilitytoswallowanythingincludingtheirownsalivawithout

aspirating.Thetermdoesnotincludepain.Theprocessofswallowinginvolvesoral,

pharyngeal,andesophagealphases.Thefunctionsofcellsinoral,pharyngeal,and

esophagealtissuesonswallowingarenotwellknown.

Inthisstudy,IF5geneisclonedfrommousecDNAlibrary.IF5isexpressedinoraland

pharyngealtissues,butnotothertissues.ThelevelofIF5mRNAisdecreaseduringaging

inmouse.Moreover,IF5geneisexpressedinDBC1.2cell,epitheliumbasalcell.Thegene

regulationofIF5inDBC1.2byspiceisexamined.Curcuminandcapsaicinup-regulate

mRNAlevelsofIF5inDBC1.2.

ThesedatasuggestthatIF5mayoneofkeygenesinoralandpharyngealtissues.

Moreover,somespicessuchascurcuminandcapsaicin,maymaintainoralandpharyngeal

functions.Thesefindingsshedlightonnewfunctionsofspiceinfoods.


