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エ ン ドトキ シンシ ョックに対す る大麦の効果

吉 澤 み な子,篠 田 千 波1),

曾 谷 宮 子1),中 井 絵 美1)

要 旨

炎症性腸疾患(IBD)は 、大腸や小腸 の粘膜 に慢性の炎症や潰瘍 を引 き起 こす難治

性疾患であ り、我が国では、近年、患者数が増加 している。原因はまだ明 らかにされ

ていない ものの、遺伝的素因や環境因子の影響 と腸管免疫系の異常が関与 していると

考 えられ ている。IBD患 者 において は炎症性 サ イ トカイ ンであ るTNF一 α、IL-1、

IL-6が 、活動期 に増加す る傾向があ り、IBDの 寛解 にβ一(1→3)一グルカ ンを含有す

る大麦の効果が期待 されている。

本研究では、 リボ多糖(LPS)に よってエ ン ドトキシンシ ョックを誘導 させ、種 々

の炎症性サイ トカイ ンの分泌が促進 したマウスを用い、大麦の炎症性サイ トカインへ

の影響 について検討 した。

本研究の結果、TNF一 αはコントロール群、大麦群 ともにLPS投 与1時 間後 に最高

値 を示 し、IL-10は 大麦群で有意 に高値 を示 した。大麦を摂取す ることで、IFN一 γに

有意差 は認め られなかったものの、TNF一 αが上昇す ると、TNF一 αを抑制するために

IL-10が 上昇 し、それに伴 ってIFN一 γが上昇す るというサイ トカイ ンの相互作用が確

認で きた。

以上の ことから、今後 さらなる研 究を続 けることが必要であるが、大麦 には難治性

免疫疾患の寛解 に使用できる機能性食品 としての活用が期待 された。

キー ワー ド エ ン ド トキ シ ンシ ョ ック、大 麦 、炎症 性腸 疾患 、IL-10、
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1.は じめ に

炎 症性 腸 疾 患(lnflammatoryboweldisease:IBD)は 、 消 化 管 で あ る大腸 や小 腸

の粘膜 に慢 性 の炎症 や潰 瘍 を引 き起 こす疾 患 の総称 で 、寛解 と再 燃 を繰 り返 す難 治性

の疾 患 で あ る。IBDの 代 表 的疾 患 に は、 ク ロー ン病(Crohn'sdisease:CD)や1貴 瘍

性 大腸 炎(Ulcerativecolitis:UC)が あ り、原 因は まだ 明 らか にされ てい ない もの の、
し　　

遺伝的素 因や環境因子の影響 と腸管免疫系の異常が 関与 していると考えられている。

我が国では、CDやUCは 特定疾患に指定されているが、近年、患者数の増加が続い
の

てお り、CDは 約4万 人、UCは 約17万 人 と推計 されている。

これ までIBDの 原因や治療法 に関す る研究がお こなわれてお り、炎症性サイ トカ
4)5)6)

イ ンの増 加 が明 らか にされ、 ス テ ロイ ド製剤 や免 疫抑 制 剤、 抗TNF一 α抗体 製 剤 な ど

の治 療 法 が 選択 され て い る。 また、IBDに お い て は、 血 中 や大 腸 粘膜 で、腫 瘍 壊 死

因子一α(Tumornecrosisfactor一 α:TNF一 α)、イ ン ター ロイ キ ンー1β(lnterleukin-1β:

IL-1β)及 び イ ンター ロイ キ ンー6(Interleukin-6:IL-6)の よ うな炎症 性 サ イ トカ イ

ンは増 加 す る傾 向が あ る。IBDに お ける栄 養 療 法 で は、 高残 渣 食 は腸 管 運動 を充 進

し、腸 管安 静 が保 て ない危 険性 が ある こ とか ら、 一様 に食物 繊維 の 制限 や低残 渣 食が

7)

推奨 されている。 しか し、最近では、食物繊維の中で も水溶性で腸管刺激が少 ないぺ
　　 　ドユの

クチ ンの推奨や、食物繊維を多 く含む発芽大麦の有効性 も報告 されているが、明確 な

栄養療法は明 らかにされていない。大麦には水溶性食物繊維で、免疫賦活作用 を有す

るβ一(1→3)一グルカ ンを多 く含有 していることか ら、大麦摂取によ り各種免疫細胞が

活性化 され、IBDの 寛解に効果があるのではないかと考え られた。

よって本研究では、これ らの基礎研究 として、リボ多糖(Lipopolysaccharide:LPS)

によってエン ドトキシンシ ョックを誘導 させ、種々の炎症性サイ トカインの分泌が促

進 したマ ウスを用い、大麦の効果 について検討 したので報告する。

2.実 験材料および方法

2-1リ ボ 多糖 お よび大 麦粉 末

エ ン ドトキ シ ンシ ョックに は、大腸 菌 由 来のLPS(sigma,cat.no.L3024-5MG)を

使 用 した 。

実験試料である大麦粉末は、 ドラフ ト分級製粉精粒疾による歩留 まり75%の ものを

100メ ッシュ以下 に粉砕 して使用 した(イ トメン株式会社提供)。
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2-2大 麦粉末の水溶性食物繊維および β一(1→3)一グルカンの定量

食物繊維は、Scheme1に 示すように、酵素 ターマ ミル、 プロテアーゼ、β一アミロ
12)

グ ル コ シ ダー ゼ(シ グマ社 製)を 使 用 す るProsky法 を 用 い て 定量 を行 った。 また、

β一(1→3)一 グ ル カ ンは、Scheme2及 び 図1に 示 す よ うに β一(1→3)結 合 に 隣在 す る

β一(1→4)結 合 を リキ ナ ー ゼで 切 断 し、 そ の後 β一(1→3)結 合 を切 断 す る酵 素 で あ る
13,14)

β一(1→3)グ ル コシ ダー ゼ(日 本 バ イオ コ ン社)で 加 水 分解 を行 うMcCleary法 に よ

り遊 離 した グル コース をGlucoseB-TestWako(和 光 純薬K.K.製)を 用 い、505nm

で 測 定 し、McClearyの 計 算 法 に よ り求め た。

Scheme1.Determinationoftotaldietaryfiber

(Prosky-AOAC)

Sample1.Og

O.05M-Sodiumphosphatebuffer(pH6.0)100m1

0.2mlTermamyl(120L)

Incubate,90°C,15min.

PH7.5(0.275N-NaOH)

Pro七ease10mg

Incubate,60°C,60min.

PH4.5(0.325N-HC1)

0.3mlAmyloglucosidase

Incuba七e,60°C,30min.

SO1.

95%Ethanol510ml

ppt.

ppt.

Washwith78%Ethanol20ml

Washwith95%EthanollOmlIDF

WashwithAcetoneIOml

Dry,105°C,60min.

Washwith78%Ethanol20ml

Washwith95%EthanolIOml

WashwithAcetineIOml

Dry,105°C,60min

SDF*

SDF=SDF*‐(Ash十Protein)IDF=IDF*‐(Ash十Protein)
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Scheme2.McClearymethodforassayofβ 一(1→4),(1→3)-Glucan

Sample100mg

50%Ethanol1.Oml

20mMSodiumphosphatebuffer(ph6.5),5.Oml

StirusingaVortexmixer

Incubateinaboilingwaterbath

StirusingaVortexmixer

Cool,40°C

Lichenase(10U)inSodiumphosphatebuffer(ph6.5),0.2ml

Stir

Incubate,40°C,Ihr

Fillupto25mlwithdistilledwater

Centrifuge,5500rpmXIOmin,5°C

filtrate一
0.1ml(reaction) 0.1ml(blank)

0.lml

(3‐Glucosidase(0.2U)in

Acetatebuffer,0.lml

Incubate,40°C,15min

0.lml

50mMAcetatebuffer

(ph4.0),0.lml

(A)

GlucoseB‐testWako

reagent,3.Oml

Incubate,40°C,20min

505nmAbsorbance

LB)

GlucoseB‐testWako

reagent,3.Oml

Incubate,40°C,20min

505nmAbsorbance
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2-3実 験動物および飼料組成

動物実験 は、株式会社 紀和実験動物研究所 よ り購入 した体重70g前 後、5週 齢の

BALB/Cオ スマウスをコン トロール群 と大麦群に分 け、各群20匹 ずつ合計40匹 を使

用 した。マウスは温度23±1℃ 、湿度55±5%に 設定 し、照明は12時 間毎に自動的に明

暗(点 灯8:00～20:00)が 切 り替わる動物室で14日 問個別ケージを用いて飼育 した。

大麦群には表1に 示す ようにコン トロール飼料のβ化 コー ンスターチ とセルロース

パ ウダーの合計10%を 大麦粉 末に置 き換 えた飼料を用 い、それぞれ水 と均等に混和

し、半練 り状 とした ものを給餌 し、給水は水道水 を自由摂取 させ た。

2-4LPSに よ る実験 的 エ ン ドトキシ ンシ ョック

そ れぞ れの飼 料(表1)を マ ウス に2週 間投 与 し、体 重 と摂食 量 を測定 した。飼 育

後 、LPSを 生 理 食 塩 水 で100倍 に 希釈(10μg/ml)し て0.lmlを 腹 腔 内投 与 し、LPS

投 与0、1、3及 び6時 間後 に採 血 と肝臓 を採 取後 、 肝臓 は10%ホ ル マ リ ンを用 い て

固定 した。採 血 した血 液 は、12,000×g、5分 間、4℃ で遠心 分 離 し、-30℃ に て保

管 した。サ イ トカイ ンは酵 素 免 疫 測定 法(Biosource社)に てTNF一 α、 イ ン ター ロ

イ キ ンー10(Interleukin-10:IL-10)、 イ ンター フェ ロ ンーγ(Interferon一 γ:IFN一 γ)を 、

生 化 学検査 は、血糖 はム タ ロター ゼ ・GOD法(和 光純 薬 工業株 式 会社)、 中性 脂肪 は

グ リセ ロー ルー3一リ ン酸 オ キ シ ダー ゼ ・DAOS法(和 光 純 薬 工業 株 式 会社)、 総 コレ

ス テ ロー ル は コ レス テ ロ ー ルオ キ シ ダー ゼ ・DAOS法(和 光 純薬 工 業株 式 会 社)に

よ り定 量 を行 っ た。 また、LPS投 与 が臓 器 に及 ぼす 影 響 を確 認 す るた め、 ヘ マ トキ

表1.餌 の組成(%)

コ ン トロール群 大麦群

β 化 コ ー ンス タ ー チa)

α化 コ ー ン ス タ ー チb)

グ ラ ニ ュ ー 糖c)

ミル ク カ ゼ イ ンd)

精 製 大 豆 油e)

セ ル ロ ー ス パ ウ ダ ーf)

ミネ ラ ル ミ ッ ク ス9)

ビ タ ミ ン ミ ッ ク スh)

DL一 メ チ オ ニ ン')

重 酒 石 酸 コ リ ン」)

大 麦

46.57

15.50

10.00

14.00

11

5.00

3.50

1.00

1

0.25

41.57

15.50

10.00

14.00

11

111

3.50

1.00

1

0.25

10.00

a,b)オ リエ ンタル酵母 工業 株式 会社 、c)伊 藤忠 製糖 株 式会社 、d,e,f,g,h)

日本 ク レア株 式 会社/日 本配合 飼 料株 式会社 、1,j)和 光純薬 工業 株 式会社
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シリン ・エオシン染色によって肝臓組織の観察を行 った。

なお、本実験は 「研究機関等 における動物実験等の実施 に関す る基本指針」(平 成

18年 文部科学省)を 遵守 し、大阪府立大学動物実験委員会の承認 を受け実施 した。

2-5統 計処理

すべてのデー タは平均 ±標準偏差 で示 した。2群 問の検定 はF検 定 で等分散性 を

確 認 した後、t検 定 ま た はMann-Whitney検 定 を 行 っ た。統 計 解 析 は、SPSS

Statistics20(IBM)を 用い、ρ<0.05で 有意差 あ りと判定 した。

3.実 験結果および考察

3-1大 麦粉末の水溶性食物繊維 および β一(1→3)一グルカン含有量

大麦粉末 は、表2に 示 す ように水溶性食物繊維 は4.6%、 β一(1→3)一グル カ ンは

3.4%で あった。

3-2ラ ッ トの成長および摂食量

2週 間の飼育期間における、摂食量、初期体重、最終体重 を表3に 示 した。コン ト

ロール群および大麦群 ともに実験 開始 よ り順調 な成長を示 し、両群間に有意差 は認め

られなかった。

3-3LPSに よる実験的エン ドトキシンシ ョック

LPS投 与前である0時 間、投与後1時 間、3時 間、6時 間の血糖、血中中性脂肪

と総 コレステロールの値 をそれぞれ図2、 図3、 図4に 示 した。血糖値 はLPS投 与

表2.大 麦粉末中のβ一(1→3)一グ ルカンの収量と収率

サンプル 収量(9) 収率(%)
β一(1→3)一 グル

カ ンの収 量(g)

大麦粉

大麦粉中の
水溶性食物繊維

100.0

4.6

4

3

3

12

3.4

0.99

表3.摂 食量と体重の変化(g)

グル ープ 摂食量 初期体重 最終体重

コ ン トロール群

大 麦群

70.5±4.4

68.1±3.6

19.4±0.7

19.3±0.6

25.3±1.2

24.6±1.2
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前及び投与1時 間後では高い ものの、投与3時 間後及び6時 間後では空腹時の正常値

に戻 っていた。本研究ではLPS投 与前 に絶食 を行 なわなかったため、LPS投 与直前

まで摂食 していた と考え られた。 中性脂肪が コントロール群 に比べ大麦群で低値 を示

0136(時 間)

図3.LPS投 与 による血中中性脂肪の変化

0136(時 間)

図4.LPS投 与 による血中総 コレステロールの変化
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したが、 これはコン トロール群には含 まれていない大麦の水溶性食物繊維 による影響

と思われた。逆 に総 コレステロールでは大麦群 において高値 を示 したが、水溶性食物

繊維 にはコレステロール低下作用がある一方で、HDL一 コレステロールを増加 させ る
15)

効果 もあるため、その影響ではないか と考 えられた。 しか し、各項 目においてコン ト

ロール群および大麦群 ともに、有意差 は認め られなかった。

図5に 示 した よ うに、LPS投 与前 とLPS投 与6時 間後 の肝臓 の写真 におい て、

LPS投 与前では、血管内皮 が完全 な状態 で認 め られた。一方、投与6時 間後 では、

コン トロール群、大麦群のいずれ において も、血管内皮 は剥離 してお り、LPS投 与

での肝臓の炎症 にはコン トロール群、大麦群間に差 は認め られなかった。

サイ トカイ ンへの影響 として、TNF一 αの変化 を図6に 示 した。 コン トロール群 に

おいて若干高値 を示 した ものの有意差は認め られ なかった。TNF一 αは癌 を抑制す る

サイ トカイ ンであ るため、一見す ると大麦群 の方が低値 であることに違和感がある

が、TNF一 αは分泌上昇によ り、 自己免疫疾患や、 クロー ン病、潰瘍性大腸炎、敗血

症の悪化 を招 くとされている。そのため、現在ではクロー ン病や潰瘍性大腸炎の治療
16)

にはTNF一 α作用 を抑制す る 「抗TNF一 α抗体製剤」が使用 されてお り、大麦群 にお

いて低値であることか ら、大麦の抗TNF一 α抗体製剤 としての作用が示唆 された。

IL-10の 変化 を図7に 示 した。LPS投 与1時 間後において、大麦群が有意 に高値 を

示 した。IL-10は ヘ ル パ ーTリ ンパ 球2型(Th2)タ イ プのCD4+(clusterof
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differentiation4+)T細 胞 に由来する抗炎症性 サイ トカインの一つで、LPSやIFN一 γ

の刺激 により単球/マ クロファージか ら誘導 される炎症性サイ トカイ ン(IL-1、IL-6、

TNF一 α)の 産生を抑制する。 また、動物モデルにおいてエ ン ドトキ シン血症の致死

率 はIL-10投 与によ り改善 し、血中TNF一 α濃度が低下す る。IL-10遺 伝子のノ ックア

ウ トマウスでは、十二指腸、近位空腸及び近位大腸 に腸炎が発症 し、粘膜の過剰な増

生、壁肥厚、び らん形成、陰窩の拡大、腸管上皮細胞におけるMHCク ラスII抗 原発

現 の増強を認める。これ らの所見 は、IL-10の 欠失 により、腸 内細菌叢な どの通常抗

原に対する免疫応答の抑制が誘導 されず、慢性腸炎が惹起 されることを意味する。こ

れ らの働 きに着 目し、TNF一 α分泌 を抑制 し、炎症性腸疾患の寛解維持 に有用 とされ、
17)

近年多 くの研究がなされてお り、IL-10に よる治療が試みられている。

IFN一γの変化 を図8に 示 した。有 意差 は見 られなか った ものの、大麦群において

高値を示 した。IFN一 γは、Th2の 応答阻害 に関与す るため、IL-10上 昇後 に分泌が増

加す る傾 向にあ り、本研 究において も、時間の経過 とともに上昇 していた。IFN一 γ

の増加 により、マクロファージや他のインターフェロンの産生 を促進 し、細胞内の細
18)

菌や微生物殺傷能力 を高めていると考 えられる。

これ らのサイ トカインの変動 の結果か ら、大麦群 において、LPS投 与1時 間後に、
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IL-10が 有意に高値 を示 した。TNF一 αの上昇 によ り、それ らを抑制するためにIL-10

が上昇 し、それに伴ってIFN一 γが上昇する とい うサイ トカインの相互作用 を、大麦

群で顕著に確認することがで きた。

4.ま とめ

LPS投 与 によ り炎症が刺激 され、好 中球、マ クロファージの遊出 ・活性化、炎症

局所への集積が起 こることにより、マクロファー ジでのIL-10、TNFの 産生が促進

される。その後TNF一 αの急激な上昇が起 こ り、マクロファージでのIL-10、TNFの

産生 により、IL-10、IFNの 産生刺激 が促進され、INF一 γの急激 な上昇が起 こる。そ

れにより、IL-10に よるマ クロファー ジでのTNF産 生が抑制 され、TNF一 αの急激 な

低下が起 こる。本研究では、大麦 を摂取することで、 これ らの反応が起 こっているの

ではないかと考えられ、大麦が難治性免疫疾患の寛解に利用で きる機能性食品 として

の活用が期待 されるが、人体 における効果 を確認するためにはさらなる基礎研究 と臨

床研 究が必要である。
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