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研究成果の概要（和文）：本研究は、腸内細菌が体内（血液中）に侵入することを防ぐ腸管壁防

御機能を高血糖が傷害する可能性を内毒素血症モデルで検証した。短時間の高血糖持続でも腸

管壁透過性は亢進し、また高血糖が長時間（24 時間）持続すると腸間膜リンパ節の炎症性サイ

トカイン IL-1β、IL-6 の発現増強を来たすことを見出した。同時に免疫担当細胞リンパ球ヘル

パーT2 型細胞、制御性 T細胞の発現が亢進した。本研究結果は、臨床でよく遭遇するレベルの

高血糖が腸管壁防御機構ならびに腸管免疫機構に顕著な影響を及ぼすことを示している。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined if persistent hyperglycemia elicited 

alterations of gut barrier function in a critical ill model. Short-term hyperglycemia 

augmented gut mucosal permeability in an endotoxemic model, while long-term hyperglycemia 

for 24hr resulted in the up-regulation of inflammatory cytokines such as IL-1β and IL-6 

in mesenteric lymph nodes, and of T lymphocyte subset such as helper T2 and regulatory 

T cells in gut. The present study shed light on the significant effects of clinically 

relevant level of persistent hyperglycemia on gut barrier function and immune system in 

critical ill. 
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１．研究開始当初の背景 
 厳密な血糖管理が集中治療室入室患者の
予後を有意に改善するとの臨床試験結果の
報告(N Engl J Med 2001;345:1359)以来、急

性期重症患者における血糖制御の重要性が
注目された。基礎研究では、高血糖が活性酸
素を介して炎症性サイトカイン(TNF-, 
IL-1, IL-6)産生を増強することが明らかに
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され(Circulation 2002;106:2067）、また当
研究室では重症患者擬似モデルとして内毒
素血症ラットを用い、高血糖が及ぼす影響に
ついて検討した結果、高度高血糖(400-500 
mg/dl)は短時間(3 時間)であっても内毒素惹
起性の全身性炎症反応を増強し、腸管壁防御
機構が破綻すると共に、病原性細菌を含む腸
内環境を変化させる可能性を見出している
(Crit Care Med 2009;37:1024)。一方、敗血
症等の重症病態では、炎症性メディエーター
や微小循環障害により、腸管は構造的・機能
的に傷害され、腸内病原性細菌の増殖等の腸
内細菌叢異常や腸内環境の変化を来たす。そ
のため早期経腸栄養など腸管機能を保護す
る治療戦略が推奨されている。腸管壁防御機
能の低下は、腸内細菌種が生体内循環に移行
する bacterial translocation を惹起する誘
因となる。さらに腸管機能の恒常性維持に重
要な免疫機構である腸管関連リンパ組織
(Gut-Associated Lymphoid Tissue, GALT)が
急性期重症患者の炎症反応を賦活化・遷延化
させる増幅装置として作用する可能性が示
唆されている。しかし、高血糖が生体を侵襲
から防御する免疫機構として重要な腸内環
境及び腸管免疫機構に及ぼす影響について
明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、臨床で頻繁に遭遇するレ
ベルの中等度の高血糖(200-300 mg/dl)を長
時間(24 時間)にわたり維持した急性期重症
患者擬似ラットモデルを作成し、高血糖が腸
管壁防御機構ならびに腸内環境を修飾する
可能性について、以下の点に焦点を当てて探
求した。 
 
（1）長時間持続する中等度高血糖が腸管壁
防御機構に与える影響を探求するため、腸管
壁 透 過 性 の 評 価 な ら び に bacterial 
translocation を評価する。同時に腸内細菌
叢の変化ならびに有機酸等の腸内環境に及
ぼす影響を検証する。 
 
（2）中等度高血糖が長時間持続した場合の
腸管免疫機構に及ぼす影響を探求するため、
各腸管組織における炎症性サイトカイン
(TNF-, IL-1, IL-6 等)の発現状況を評価す
る。同時に腸管免疫の恒常性維持に必要不可
欠なヘルパーT 細胞に注目し、そのサブセッ
ト(Th1, Th2, Th17, regulatory T cell 等)
の分布を解析する。 
 
（3）上述の(1)(2)を明らかにした後、時間
的猶予があれば、プロバイオティクス投与に
よる腸内細菌叢の恒常性維持が高血糖によ
る影響に対する治療的・予防的効果を探求し、
同時に高血糖惹起敗血症モデルでの予防的

効果を探求する。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、上記項目の達成を目標に 3ヵ年
計画で行った。 
 
（１）初年度は、以前当研究室で確立した短
時間高度高血糖敗血症モデル(Crit Care Med 
2009;37:1024)を発展させ、段階的(正常血糖
群：90－120mg/dl、中等度高血糖群：200－
300mg/dl、高度高血糖群：400－500mg/dl)な
血糖領域での腸管壁防御機能への修飾を壁
透過性の点から評価する。同時に、ラットで
は維持が困難であった 24 時間高血糖持続モ
デルを確立し、その後の炎症反応や腸内環境
の評価に耐える安定したモデル作成を目指
した。 
 
① 短時間高血糖敗血症モデルの作成は以下

の手順で行った。Wistar 系ラット(200－
250g)を使用し、全身麻酔下に頸動静脈カ
テーテルを留置、回転式シーベルを装着
の上、持続輸液を継続しながら飼育ゲー
ジ内を自由に動けるモデルを作成した。
その後、無作為に対照群および内毒素血
症群(内毒素 4mg/kg を投与)の 2群に分
け、更に各々を正常血糖群(90-120 
mg/dl)、中等度高血糖群(200-300 mg/dl)、
高度高血糖群(400-500 mg/dl)の 3群に無
作為に割り付けた。各々の血糖領域を目
標に正常血糖群には生理食塩水、中等度
高血糖群には 20%ブドウ糖液、高度高血
糖群には40%ブドウ糖液を10ml/kg/hrで
持続投与した。実験終了 4時間の時点で
開腹後、回腸ループを作成し蛍光デキス
トラン(fluorescence-labeled dextran; 
FD4)を注入、一定時間後の血中への蛍光
デキストラン漏出から腸管壁透過性を評
価した。 

② 次に、24 時間持続可能な高血糖内毒素血
症モデルを作成した。目標血糖値は ICU
等で遭遇する臨床病態に近似させるため
に 200-300mg/dl とした。動静脈カテーテ
ル挿入処置後、対照群ならびに内毒素血
症群の 2群に無作為に割り付け、さらに
正常血糖群（生理食塩水投与）及び高血
糖群（ブドウ糖投与）のサブグループに
割り付けた（計 4群）。24時間を実験終
了時間とし内毒素血症群には内毒素 1㎎
/㎏を投与、高血糖群には適宜血糖値を測
定の上、20％-40％ブドウ糖液を調節し持
続投与した(10 ml/kg/hr)。また、時間経
過と共に動脈カテーテルより採血し、血
糖値を測定、輸液内容を変更の上、適宜
血糖値の調節を行った。 

 
（2）内毒素血症下における長時間高血糖負



 

 

荷モデルを用い、腸管免疫システムへの影響
を探求するため、各腸管組織における炎症性
サイトカイン(TNF-、IL-1、IL-6)の発現及
びヘルパーT細胞サブセット（Th1、Th2、Th17、
regulatory T cell）の分布を解析する。（1）
－①、②の方法で前処置及び無作為化後の 24
時間の時点で、小腸、大腸及び腸間膜リンパ
節を採取した。その後、各組織より mRNA を
抽出、real time PCR 法を用いて炎症性サイ
トカイン及びリンパ球サブセットの発現を
解析した。リンパ球サブセットの発現解析で
は各々の転写因子 Th1:Tbx21、Th2:Gata3、
Th17:Rorc、regulatory T cell:Foxp3 を標的
とした。 
 
（3）最終年度は高血糖による腸内細菌叢及
び腸内環境への修飾を検討する。また、時間
的猶予があればプロバイオティクス経口投
与等による腸内細菌叢の恒常性維持が、重症
病態での高血糖に伴う影響に対し治療的あ
るいは予防的効果があるか否かを探求する。 
 
① これまで同様、長時間高血糖敗血症モデ

ルを用いて 4 群に無作為化する。対照群
及び内毒素血症群において、24 時間の時
点で小腸及び大腸内容物を採取した後、
細菌の 16s ribosomal RNA を標的とした
real-time PCR 法にて腸内細菌叢の構成
を解析した。また腸管内容物の有機酸含
有量、pH を測定し腸内環境への影響を同
定する。同時に門脈血、動脈血及び腸間
膜 リ ン パ 節 を 採 取 し 、 bacterial 
translocation の有無を real time PCR
法にて半定量解析した。 

② プロバイオティクス投与による腸内細菌
叢の恒常性維持効果を探求する。具体的
には実験動物飼育中に、乳酸桿菌、ビフ
ィズス菌凍結乾燥菌末を 3-7 日間、連日
経口投与し腸内環境への菌の定着を図る。
本研究では非プロバイオティクス群及び
プロバイオティクス群の 2 群に割り付け、
その後内毒素血症及び長時間高血糖負荷
での予防的効果を探求するために、対照
群及び内毒素血症群、さらにこの 2 群を
正常血糖群と高血糖群の 2 群に無作為に
割り付け、24 時間後の腸内細菌叢、腸内
環境及び bacterial translocation への
影響を（3）－①と同様の方法で評価する。 

 
４．研究成果 
（1）短時間段階的高血糖モデルを目標とし
モデルの作成を行った。20-40％ブドウ糖液
を頸静脈持続投与することにより、正常血糖
群 ： 90-120mg/dl 、 中 等 度 高 血 糖 群 ：
200-300mg/dl、高度高血糖群：400-500mg/dl
の高血糖モデルを作成した。モデル作成後、
4 時間の時点で FD4 を用いた腸管壁透過性評

価を行った結果、高血糖の負荷は短時間であ
っても FD4 の血中漏出を惹起し、内毒素血症
では中等度高血糖（EMH 群）で対照群（CMH
群）と比較し腸管の透過性が亢進しているこ
とが明らかとなった（図 1）。 

図 1.短時間高血糖モデルにおける血中 FD4
濃度 *P<0.05 versus CN, #P<0.05 versus 
CMH. CN: Control with normoglycemia, CMH: 
Control with moderate hyperglycemia, CSH: 
Control with severe hyperglycemia, EN: 
Endotoxemia with normoglycemia, EMH: 
Endotoxemia with moderate hyperglycemia, 
ESH:Endotoxemia with sever hyperglycemia.  
 
（2）短時間高血糖が腸管壁透過性を亢進さ
せることを確認後、臨床病態により近似した
長時間維持可能な高血糖内毒素血症モデル
の確立法を検討した。一定量の糖液負荷では
高血糖状態を 24 時間安定して維持すること
が、げっ歯類では困難であった。そこで最終
的に、20-40％ブドウ糖液を目標血糖値範囲
内に合わせて適宜調節し、正常血糖群
90-120mg/dl、高血糖群 200-350mg/dl の 24
時間維持に成功した（図 2）。 

図 2.長時間高血糖モデルにおける血糖値の
推移.† P<0.01 versus CN, ‡ P<0.01 versus 
EN. CN: Control with normoglycemia, CH: 
Control with hyperglycemia, EN: Endotoxin 
with normoglycemia, EH: Endotoxin with 
hyperglycemia. 
 
（3） 長時間高血糖持続モデルを用いて、
GALT を中心とした腸管免疫システムにおけ
る炎症反応への影響を探求するため、小腸、
大腸及び腸間膜リンパ節(MLNs: mesenteric 
lymph nodes)における炎症性サイトカイン



 

 

TNF-α、 IL-1β、 IL-6 の mRNA 発現を
real-time PCR 法にて検討した。その結果、
小腸、大腸では、内毒素血症及び高血糖負荷
にも関わらず有意な発現を認めなかったが、
MLNsにおいて高血糖内毒素血症群で IL-1β、
IL-6 の有意な発現増加を認めた（図 3）。こ
の結果から長時間の高血糖持続は内毒素血
症病態において、MLNｓでの炎症反応を増悪
させる因子であることが明らかとなった。 

 
図 3.腸間膜リンパ節における炎症性サイト
カイン mRNA の発現. a) The expression of 
IL-1 beta mRNA, b) The expression of IL-6 
mRNA. CN: Control with normoglycemia, CH: 
Control with hyperglycemia, EN: Endotoxin 
with normoglycemia, EH: Endotoxin with 
hyperglycemia. 
 
（4）次に、腸管関連リンパ組織 GALT におけ
るヘルパーT 細胞に焦点を当て、そのサブセ
ット（Th1、Th2、Th17、regulatory T cell）
の転写因子に着目し、それらの分布発現を解
析した。その結果、Th1 細胞の転写因子であ
る Tbx21、Th2 細胞の Gata3 及び regulatory T
細胞の Foxp3 は小腸、大腸組織と比較し MLNs
で高値に発現していることを見出した。さら
に、内毒素血症及び長時間高血糖による MLNs
への効果を個別に発現解析したところ、Th2
細胞及び regulatory T 細胞が高血糖の単独
投与で有意に発現が増加していた（図 4）。一
方、Th17 細胞の発現に変化は認めず、Th1 は
有意差はないものの、内毒素血症群で増加傾
向にあった。本結果は持続する長時間高血糖

が、内毒素血症そのものより腸管免疫系に多
大な影響を与えていることを示唆している。 

図 4.長時間高血糖内毒素血症モデルの腸間
膜リンパ節における Th2、regulatory T 細胞
転写因子の発現. a) The expression of 
Gata3 (Th2 cell), b) The expression of 
Foxp3 (regulatory T cell). CN: Control 
with normoglycemia, CH:Control with 
hyperglycemia, EN:Endotoxin with 
normoglycemia, EH:Endotoxin with 
hyperglycemia. 
 
（5）高血糖の腸内細菌叢、腸内環境及び
bacterial translocation への影響を検討し
た。これまでに確立してきた長時間持続高血
糖内毒素血症モデルを使用し、現在、各測定
系における全ての標本採取を終え解析を開
始しているところである。本結果から、高血
糖の腸内細菌叢及び腸内環境への修飾が明
らかとなる。また、bacterial translocation
の解析により高血糖と腸管壁防御機構破綻
の関連が明らかになる見込みである。プロバ
イオティクスによる腸内細菌叢の恒常性維
持効果の検討は、23 年度で交付期間が終了と
なったため、将来的な課題としたい。 
 
本研究から、内毒素血症下における高血糖

は 200-300mg/dl という臨床的に頻繁に遭遇
する血糖領域でも、腸管透過性を亢進させる
ことが明らかとなった。また 200-300mg/dl
の血糖値が長時間持続する場合、内毒素血症
下の GALT を中心とした腸管免疫組織では、
高血糖が炎症性サイトカイン発現の増悪因
子であることが判明し、同時に、GALT の中で
も MLNs が中心的な役割を果たしていた。さ



 

 

らに、同部位ではヘルパーT 細胞の活発な発
現変化が見られ、高血糖そのものが腸管免疫
システムに強い影響を与えている可能性が
示唆された。これらの知見から、持続する高
血糖が腸管における炎症反応の賦活化並び
に腸管壁防御機構を修飾し、同時に Th2 及び
regulatory T細胞を中心とした腸管免疫担当
細胞の分化を促進している可能性が高く、高
血糖の腸管における修飾を明らかにした点
で、本研究の臨床的意義は高い。現在解析中
の腸内細菌叢、腸内環境への効果の結果を含
め、国際誌への論文投稿の準備を進めている。 
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