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序論  

 

アルギン酸ナトリウム (AL-Na) は海藻類から抽出される高分子の多糖類であり [1, 2]、食品

製造、医薬品、歯科材料として用いられてきた [3, 4]。この AL-Na は胃・十二指腸潰瘍、糜爛性

潰瘍および逆流性食道炎に対する治療薬アルロイドG の有効成分として知られる。AL-Na は直

鎖構造をしており、β-D- マンヌロン酸および α-L- グルロン酸を含む非イオン性のヘテロ多糖類で

ある。AL-Na のユニークな特徴として、酸性下や Ca、 Sr、 および Ba などの二価イオンや Fe 

(III) および Al などの三価イオンの存在によってゲルを形成することが知られている [5]。このア

ルギン酸ゲルは粘膜被覆、止血作用、創傷治癒などの様々な活性を示す。AL-Na が胃内に存在

すると、胃酸環境においてゲルを形成する。ゲル化した AL-Na は、胃粘膜を被覆して酸やペプシ

ンなどの攻撃因子から、胃粘膜を防御する [6]。また、アルギン酸は天然の止血材である。AL-Na 

はフィブリノーゲンを凝集させ、フィブリンポリマーを増加させることによって、止血作用を示すことが

報告されている [7]。さらに、AL-Na は血小板凝集促進作用を有することも報告されている [8]。こ

の粘膜被覆作用と止血作用によって、AL-Na は胃潰瘍などの胃粘膜疾患の治療薬として有用で

ある。 

加えて、非糜爛性胃食道逆流症  (NERD) にも効果があるという報告がなされている [9]。

制酸剤は一時的に胃酸を中和するのに対して、アルギン酸は消化管内において浮遊性のバリアと

なり、胃内容物と食道粘膜の接触を最小限にとどめることが可能となる [10]。AL-Na と制酸剤の

共投与は胃食道逆流症  (GERD) 患者における逆流性症状を緩和させる [11]。Tytgat および 

Nio は、GERD におけるAL-Na と制酸剤の共投与は、制酸剤単独投与と比較して治療効果が

優れており、特に重度の GERD 患者においても効果があったと報告している [12]。 

創傷治癒においてもアルギン酸は有用である [13, 14]。アルギン酸ゲルは創傷した皮膚に

おいて、コラーゲン合成を促進させ、創傷治癒過程における細胞増殖に貢献する [15]。アルギン

酸のドレッシングは、その止血効果により創傷における出血を改善する [16]。以上より、アルギン酸

により形成されたゲルは、外傷を伴うことなくドレッシングを除去できるという利点もあり、AL-Na が

創傷治癒に有用であることが報告されている [17]。 

これらの背景から、酸性環境下である上部消化管においては、AL-Na はゲルを形成して粘
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膜被覆を行い止血作用と創傷治癒作用を発揮するため、種々の粘膜病変の治療薬として有用で

ある。しかし、ゲル化していない AL-Na の作用については未だ不明である。Humphreys らは 

AL-Na は消化管に入ってもほとんど吸収されず糞便に排泄されることを報告している [18]。このこ

とから、AL-Na は上部消化管を通過した後、下部消化管においても作用を発揮している可能性が

考えられる。筆者らは胃酸の影響の少ない下部消化管における AL-Na の作用について検討する

ことにより、ゲル化していない AL-Na の薬理学的作用について評価した。 
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第1章 インドメタシン誘発消化管傷害に対するアルギン酸ナトリウムの効果の検討  

 

【緒言】 

解熱鎮痛薬として繁用されている non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) は副作用

として胃傷害をもたらすことが知られている。胃傷害のみならず、NSAIDs は小腸傷害をも惹起させ

る。長期間 NSAIDs を服用している患者では小腸において粘膜傷害、出血、糜爛および潰瘍が

起きることが報告されている [19-22]。ラットにおいても、最も一般的な NSAIDs であるインドメタシ

ンを投与することにより、胃腸傷害が誘発されることが知られており [23, 24]、これらは腸内細菌の

浸潤 [25]、好中球活性化 [26]、酸化ストレス [27] およびムチン減少 [28] が要因と考えられて

いる。 

プロトンポンプ阻害薬  (PPI) は NSAIDs 誘発胃傷害の有効な治療薬である[29]。しかし、PPI 

は胃酸抑制作用を示すため胃潰瘍には著効するが、小腸傷害は胃酸の影響を受けないため、

NSAIDs 誘発小腸傷害にはあまり影響がない [30, 31]。それどころか、PPI は胃酸を減少させるこ

とにより腸内細菌数が亢進するディスバイオーシス反応により NSAIDs 誘発小腸傷害を悪化させ

るという報告もある [32]。そのため、NSAIDs による胃傷害および小腸傷害どちらにも有効な治療

薬が求められている。粘膜防御薬の 1 つであるレバミピドは NSAIDs 誘発小腸傷害に対して有効

であることが報告されているが効果が不十分なケースもあるため [33、 34]、さらなる治療薬の開発

が望まれている。 

アルギン酸ナトリウム (AL-Na) は消化管を覆うことにより粘膜保護作用を示すため、胃や食道

における潰瘍や出血性疾患に対して非常に有効である [6, 35-37]。近年、AL-Na が非糜爛性胃

食道逆流症  (NERD) にも効果があるという報告がなされており [9]、AL-Na は食道および胃など

の上部消化管傷害に有効であることが考えられる。Humphreys らは AL-Na は消化管に入っても

ほとんど吸収されず糞便に排泄されることを報告している [18]。そのため、AL-Na は上部のみなら

ず下部消化管においても有効作用を発揮することが予測される。 

本研究では、NSAIDs の 1 つであるインドメタシンを用いて小腸傷害モデルを作製した。次い

で、AL-Na の小腸傷害への有用性を明らかにすることを目的として、ラットを用いた NSAIDs 誘
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発小腸傷害モデルに対する AL-Na の効果を検討した。 
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【実験材料ならびに実験方法】 

1. 実験動物  

実験には、雄性 Sprague–Dawley 系ラット (6 週齢、 160-200 g、日本エスエルシー、静岡) を

使用した。動物は、室温 24 ± 2°C、湿度 55 ± 15% の動物飼育室で、明暗サイクル (照明時間：

7:00-19:00) を一定に保ち、金網ケージの中で飼育した。ラットには実験以外の飼育期間中、飼料

および飲料水を自由に摂取させた。動物実験は「堺化学工業(株) 動物実験規則」および「堺化学

工業(株) 動物実験委員会要項」に基づいて計画しており、同委員会により承認を受けて実施し

た。 

 

2. 使用薬物  

実験に使用した薬物および試薬は、アルギン酸ナトリウム (AL-Na; 共成製薬、北海道)、低分

子アルギン酸ナトリウム (カイゲン、大阪)、 レバミピド (ムコスタ®; 大塚製薬、徳島)、およびインド

メタシン (和光純薬工業、大阪) である。AL-Na、低分子 AL-Na、インドメタシンは蒸留水に溶解

して使用した。レバミピドは 0.5% カルボキシメチルセルロースナトリウム (CMC; 和光純薬工業) 

溶液に懸濁して使用した。なお、今回用いた薬物の化学構造式を Fig. 1 に示した。 

AL-Na (Sodium Alginate) Rebamipide

Fig.1  Chemical structures of drugs used in this chapter
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3. 胃潰瘍モデルの作製  

胃潰瘍モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、ラットを絶食下で 18 時間隔離飼育し

た。インドメタシンを 0.5% CMC 溶液に懸濁し、2.5 mg/mL となるように調製した。その後、ラット用

経口ゾンデを使用して 10 mL/kg 経口投与した。なお、対照群には 0.5% CMC 溶液を同様に投
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与した。インドメタシン投与  6 時間後エーテルによりラットを到死させ、開腹し胃組織を摘出した。

2% ホルマリン溶液をシリンジにて 10 mL 注入し、10 分間浸透させて壁組織を固定した。その後、

大湾に沿って切り開き、出血性病変を画像解析ソフト Image J (National Institutes of Health) に

て解析し、面積を測定した。なお、モデル作製プロトコールを Fig. 2 に示した。 

 

4. 小腸傷害モデルの作製  

小腸傷害モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、ラットを非絶食下で 18 時間隔離飼

育した。インドメタシンを 0.5% CMC 溶液に懸濁し、1 mg/mL となるように調製した。その後、ラッ

ト用経口ゾンデを使用して 10 mL/kg 経口投与した。なお、対照群には 0.5% CMC 溶液を同

様に投与した。インドメタシン投与  24 時間後エーテルによりラットを到死させた。屠殺  30 分前

にエバンスブルー (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) を 1 mL 尾静脈より注射シリンジ

にて投与した。 

開腹し小腸組織を摘出した。その後、腸間膜付着部位に沿って切り開き、青変部位を画像解

析ソフト Image J にて解析し、面積を測定した。血液サンプルはエバンスブルー投与前にキャピラ

リーチューブを用いて眼窩より 0.1 mL 採取し、自動血球計数測定装置  (KX-21NV; シスメッ

クス、 神戸) により血球数を測定した。なお、モデル作製プロトコールを Fig. 2 に示した。 
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Fig.2  Scheme of animal models used in this chapter
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5. 被検薬投与  

被検薬は体重当たり 5 mL/kg となるように調製した。AL-Na (250 and 500 mg/kg)、 低分子 

AL-Na (500 mg/kg)、 レバミピド (100 mg/kg)、 および CMC-Na (250 mg/kg) はインドメタシン投

与の 30 分前および 6 時間後にラット用経口ゾンデを使用してそれぞれ経口投与した。なお、対

照群には蒸留水を同様に投与した。 

 

6. ミエロペルオキシダーゼ活性の測定  

採取した胃および小腸組織からミエロペルオキシダーゼ (MPO) 活性を測定した。エーテルに

よりラットを到死させ、胃および小腸組織を採取した。生理食塩液にてリンスした後、粘膜層をスパ

ーテルを用いてかき集め、重量測定後に pH 6.0 に調整した 0.5% ヘキサデシルトリメチル臭化

アンモニア (Sigma) 含有  50 mmol/L リン酸緩衝液とともにキュベットに入れ、ホモジナイズした。

その後、凍結解凍を 2 度繰り返し、4°C、20 min、 8,000 × g で遠心分離した。上清を MPO 

蛍光検出キット  (Assay Designs, NY, USA) にて測定した。蛍光強度の差をプレートリーダー 

(ARVOsx; Wallac, MA, USA) を用いて励起  545 nm、発光 590 nm で測定した。 
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7. 血管透過性の測定  

採取した回腸組織からエバンスブルーの血管透過性を測定した。回腸組織を 1N KOH (0.7 

mL) に 37°C で  24 時間浸漬した。アセトン-リン酸混液を加えて振盪し、組織を濾過してサンプ

ルを調製した。漏出色素量を分光光度計  (V-560; 日本分光、 東京 ) を用いて 620 nm で 30 

分間測定した。 

 

8. スーパーオキシドジスムターゼ、グルタチオンペルオキシダーゼおよびカタラーゼ活性の測

定  

採取した回腸組織から抗酸化活性を測定した。回腸組織を生理食塩液にてリンスした後、粘膜

層をスパーテルを用いてかき集め、重量測定後に pH 7.4 に調整した 5 mmol/L Tris-HCl 緩衝

液、 5 mmol/L EDTA および 1 mmol/L 2-メルカプトエタノール含有 50 mmol/L リン酸緩衝

液とともにキュベットに入れ、ホモジナイズした。4°C、20 min、 15、000 × g で遠心分離し、上清

の SOD 含有量をスーパーオキシドジスムターゼ ELISA キット (Northwest Life Science 

Specialties; WA、 USA) を用いて測定した。次いで、グルタチオンペルオキシダーゼ (GPx) 活性

をグルタチオンペルオキシダーゼアッセイキット (Northwest Life Science Specialties) で、カタラー

ゼ活性をカタラーゼ活性アッセイキット (BioVision、 CA、 USA) を用いて測定した。吸光度は 

450、 340 および 570 nm でプレートリーダー (iEMS reader MF; Labsystems, MA, USA) を用い

て測定した。 

 

9. ムチン量の測定  

採取した小腸内容物からムチン量を測定した。エーテルによりラットを到死させ、小腸組織を採

取した。小腸内容物は氷で冷やした  0.02 mol/L アジ化ナトリウム含有リン酸緩衝液 15 mL 

(pH 7.4) および等量の空気でフラッシュして回収し、凍結乾燥させた。凍結乾燥させたサ

ンプルは  0.02 mol/L アジ化ナトリウム含有  0.15 mol/L 塩化ナトリウムに  4°C 下で懸濁

し、1 分間ホモジナイズした後、4°C、30 min、 10,000 × g で遠心分離し、上清を得た。ムチ

ン  MUC2 量 は MUC2 Enzyme-linked immunosorbent アッセイキット  (USCN life science、 
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Hubei、 China) にて、プレートリーダー (ARVOsx) を用いて吸光度  450 nm で測定した。 

 

10. 腸内細菌数の測定  

採取した小腸粘膜から腸内細菌数を測定した。エーテルによりラットを到死させ、小腸組織を採

取した。生理食塩液にてリンスした後、粘膜層をスパーテルを用いてかき集め、重量測定後に組織  

100 mg あたりに PBS を 1mL 加えてホモジナイズし、血清培地と GAM (Gifu anaerobic 

medium) 培地に添加した。血清培地は好気下で 37°C、24 時間、GAM 培地はガスパック嫌気シ

ステム (Becton Dickinson, NJ, USA) を用いて嫌気下で 37°C、24 時間インキュベートした。両プ

レートより観察された細菌コロニー数を計測し、log CFU/g tissue として表記した。  

 

11. 病理学的評価  

病理学的評価を以下の手法で実施した。エーテルによりラットを到死させ、胃および小腸組織を

採取し、即座に 10% 中性ホルマリン緩衝液で固定した。その後、エタノールおよびキシレンで脱

水させ、パラフィン包埋処理した。切片は 3 µm でスライスし、hematoxylin-eosin (HE)、 periodic 

acid-Schiff (PAS)、および proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 染色を施した。 

 

12. 血中インドメタシン量の測定  

血中インドメタシン量を以下の手法で実施した。ラット用経口ゾンデを使用してインドメタシンを 

10 mg/kg 経口投与した。投与  1 時間後、血漿中のインドメタシン濃度を high-performance 

liquid chromatography (HPLC) を使用して測定した。HPLC システムは AS-2055 injector、  

UV-2070 検出器および  PU-2080 クロマトグラフポンプ  (日本分光)。を用いた。カラムは

逆相カラム  (4.6 mm × 250 mm、  3 µm、  ODS; Waters、 MA、  USA)、移動相はアセトニ

トリル-リン酸 (60:40 v/v)、 流動速度は 0.8 mL/min、クロマトグラムは波長 254 nm で測

定した。  

血液サンプルは 500 g、 20 min で遠心分離し、次いで  1,000 g、 20 min で遠心分離し

た。得られた血漿に内部標準として 5 µg/mL アセトニトリル含有メフェナム酸 (和光純薬

工業) を 0.15 mL 添加した。 脱タンパクは solid-phase extraction cartridge (Waters) を用い
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て行った。抽出物は N2 下 40 °C でエバポレートし上清  100 µL を移動相にて再蒸留して 

HPLC カラムに注入した。  

 

13. 統計処理  

実験データはすべて平均値±標準誤差  (S.E.M.) で示した。一元配置分散分析  (one-way 

ANOVA) の 後 、 2 群 間 の 比 較 に は  Student の  t 検 定 を 用 い 、 3 群 間 以 上 の 比 較 に は 

Dunnett 法を用いて解析を行った。対照群との統計的有意差を比較し、危険率  5% 未満の場

合を有意差ありと判定した。 
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【実験成績】 

1． インドメタシン誘発胃潰瘍モデルの胃傷害に対する薬物の効果  

HE 染色による組織学的評価を Fig. 3 A, B, C, D および E に示した。インドメタシン 25 

mg/kg を投与することにより、胃組織の胃上皮細胞の剥離および胃粘膜層の脱落が観察された。

一方、AL-Na 投与群はインドメタシンによる胃潰瘍が緩和された。また、レバミピドもインドメタシン

誘発胃潰瘍を改善した。 

胃損傷面積に対する薬物の効果を Fig. 3 F に示した。インドメタシン 25 mg/kg を投与するこ

とにより、胃腺全体に出血性損傷が観察された。一方、AL-Na 投与群は 250 mg/kg および 500 

mg/kg の用量で損傷面積の有意な減少が観察された。また、レバミピドも 100 mg/kg の用量でイ

ンドメタシン誘発胃潰瘍を有意に抑制した。MPO 活性の増加に対する薬物の効果を Fig. 3 G に

示した。インドメタシン 25 mg/kg を投与することにより、胃組織の MPO 活性増加が観察された。

一方、AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で MPO 活性の有意な減少が観察された。また、レ

バミピドも 100 mg/kg の用量で MPO 活性増加を有意に抑制した。 

 

2． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの小腸傷害に対する薬物の効果  

HE 染色による組織学的評価を Fig. 4 A, B, C, D および E に示した。インドメタシン 10 

mg/kg を投与することにより、小腸上皮細胞の剥離、潰瘍、粘膜固有層、粘膜下層、漿膜への炎

症性細胞の浸潤および陰窩の短小化が観察された。一方、AL-Na 投与群はインドメタシンによる

小腸傷害が抑制された。また、レバミピドもインドメタシン誘発小腸傷害を改善した。 

胃損傷面積に対する薬物の効果を Fig. 4 F に示した。インドメタシン 10 mg/kg を投与するこ

とにより、主に空腸および回腸に出血性損傷が観察された。一方、AL-Na 投与群は 500 mg/kg 

の用量で損傷面積の有意な減少が観察された。また、レバミピドも 100 mg/kg の用量でインドメタ

シン誘発小腸傷害を有意に抑制した。MPO 活性の増加に対する薬物の効果を Fig. 4 G に示し

た。インドメタシン 10 mg/kg を投与することにより、回腸組織の MPO 活性増加が観察された。一

方、AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で MPO 活性の有意な減少が観察された。また、レバミ

ピドも 100 mg/kg の用量で MPO 活性増加を有意に抑制した。 
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Fig. 3   Effects of drugs on indomethacin-induced gastric lesions

Animals were given indomethacin (IND) (25 mg/kg, po) and killed 6 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally at 30 min before administration of IND. (A) HE-stained 
microscopic observations of the rat gastric mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; (C) AL-Na (250 mg/kg); 
(D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The lesion areas and (G) MPO activity were measured. 
Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the Cont 
group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the IND group at P<0.05 and P<0.01, 
respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 3   Effects of drugs on indomethacin-induced gastric lesions

Animals were given indomethacin (IND) (25 mg/kg, po) and killed 6 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally at 30 min before administration of IND. (A) HE-stained 
microscopic observations of the rat gastric mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; (C) AL-Na (250 mg/kg); 
(D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The lesion areas and (G) MPO activity were measured. 
Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the Cont 
group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the IND group at P<0.05 and P<0.01, 
respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 4   Effects of drugs on indomethacin-induced small intestinal lesions

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, po) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. (A) 
HE-stained microscopic observations of the rat small intestinal mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; (C) 
AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The lesion areas and (G) MPO 
activity were measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly 
different from the Cont group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the IND group at 
P<0.05 and P<0.01, respectively (Dunnett’s test). 
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Fig. 4   Effects of drugs on indomethacin-induced small intestinal lesions

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, po) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. (A) 
HE-stained microscopic observations of the rat small intestinal mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; (C) 
AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The lesion areas and (G) MPO 
activity were measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly 
different from the Cont group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the IND group at 
P<0.05 and P<0.01, respectively (Dunnett’s test). 
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3． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの体重、摂餌量および糞便量に対する薬物の効果  

体重、摂餌量および糞便量に対する薬物の効果を Table. 1 に示した。インドメタシン 10 

mg/kg を投与することにより、体重、摂餌量および糞便量が減少した。 AL-Na 投与群は 500 

mg/kg の用量でこれらの症状を有意に抑制した。一方、レバミピド投与群には有意な差はみられな

かった。 

Differences of weigh change 24 h after indomethacin were measured. Data are presented
as the means ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the control group at 
P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the indomethacin group at 
P<0.05 and P<0.01, respectively (Dunnett’s test).

Table 1  Effects of drugs on loss of body weight, food intake 
and feces weight

change body change food change feces 

weight (g) intake(g/rat) weight (g/rat)

Control 7.5 ± 2.2 19.7 ± 1.4 6.3 ± 0.7 

Indomethacin -5.2 ± 5.8 ** 8.5 ± 2.6 ** 3.5 ± 0.6 **

AL- Na (250 mg/kg) 1.8 ± 7.6 15.1 ± 4.2 # 4.7 ± 1.2 

AL- Na (500 mg/kg) 7.5 ± 2.8 ## 19.2 ± 2.3 ## 5.8 ± 0.8 ##

Rebamipide (100 mg/kg) -1.2 ± 4.9 15.0 ± 3.1 5.0 ± 0.7 

 

4． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの貧血症状に対する薬物の効果  

貧血症状に対する薬物の効果を Fig. 5 に示した。インドメタシン 10 mg/kg を投与することによ

り、赤血球数、ヘモグロビンおよびヘマトクリット値の有意な減少が観察された。AL-Na 投与群は 

250 mg/kg および 500 mg/kg の用量でこれらの症状を有意に抑制した。一方、レバミピド投与群

には有意な差はみられなかった。 
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Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.), and blood samples were obtained 24 h later. AL-
Na (250 and 500 mg/kg) or rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h 
after administration of IND. (A) Erythrocyte, (B) haemoglobin, and (C) haematocrit. Each column and vertical 
bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the control (Cont) group at P<0.01 
(Student’s t-test). ##: Significantly different from the IND group at P<0.01 (Dunnett’s test). 

Fig. 5   Effects of drugs on indomethacin-induced anaemia
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5． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの小腸短縮に対する薬物の効果  

PCNA 染色による組織学的評価を Fig. 6 A, B, C, D および E に示した。インドメタシン 10 

mg/kg を投与することにより、陰窩中の PCNA 陽性細胞の減少および陰窩構想の崩壊が観察さ

れた。AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量でこれらの症状を緩和させた。一方、レバミピド投与群

には差はみられなかった。小腸短縮に対する薬物の効果を Fig. 6 F に示した。インドメタシン 10 

mg/kg を投与することにより、小腸長の短縮が観察された。AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量

で小腸長の短縮を有意に抑制した。一方、レバミピド投与群には有意な差はみられなかった。 

 

6． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの血管透過性および酸化ストレスに対する薬物の効果  

血管透過性に対する薬物の効果を Fig. 7 A に示した。インドメタシン 10 mg/kg を投与するこ

とにより、回腸組織の血管透過性が亢進した。一方、AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で血管

透過性亢進の有意な減少が観察された。また、レバミピドも 100 mg/kg の用量でインドメタシン誘

発血管透過性亢進を有意に抑制した。 

酸化ストレスに対する薬物の効果を Fig. 7 B, C および D に示した。インドメタシン 10 mg/kg

を投与することにより、回腸組織の SOD、GPx およびカタラーゼ活性が減少した。一方、AL-Na 

投与群は 500 mg/kg の用量で GPx およびカタラーゼ活性減少の有意な抑制が観察された。ま

た、レバミピドも 100 mg/kg の用量で GPx およびカタラーゼ活性減少を有意に抑制した。 

 

7． インドメタシン誘発小腸傷害モデルのムチン MUC2 量に対する薬物の効果  

PAS 染色による組織学的評価を Fig. 8 A, B, C, D および E に示した。インドメタシン 10 

mg/kg を投与することにより、杯細胞の枯渇が観察された。AL-Na 500 mg/kg 投与群およびレバミ

ピド投与群はこれらの症状を緩和させた。ムチン MUC2 量に対する薬物の効果を Fig. 8 F に示

した。インドメタシン 10 mg/kg を投与することにより、ムチン MUC2 タンパクの減少が観察された。

AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で MUC2 の減少を有意に抑制した。また、レバミピド投与

群は 100 mg/kg の用量で MUC2 の減少を有意に抑制した。 
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Fig. 6   Effects of drugs on indomethacin-induced atrophy

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. (A) 
Microscopic observations with PCNA positive cells of the rat ileal mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; 
(C) AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The small intestinal length was 
measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). *: Significantly different from the 
Cont group at P<0.05 (Student’s t-test). #: Significantly different from the IND group at P<0.05 (Dunnett’s test). 
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Fig. 6   Effects of drugs on indomethacin-induced atrophy

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. (A) 
Microscopic observations with PCNA positive cells of the rat ileal mucosa of the control (Cont) group; (B) IND; 
(C) AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The small intestinal length was 
measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). *: Significantly different from the 
Cont group at P<0.05 (Student’s t-test). #: Significantly different from the IND group at P<0.05 (Dunnett’s test). 
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Fig. 7   Effects of drugs on indomethacin-induced vascular
peameability and oxidative stress

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) or 
rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. (A) 
vascular permeability, (B) superdismdeoxidase content, (C) glutathione peroxidase activity, and (D) catalase 
activity were measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). *,**: Significantly 
different from the Cont group at P<0.05 and P<0.01, respectively (Student’s t-test). #, ##: Significantly different 
from the IND group at P<0.05 and P<0.01, respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 8   Effects of drugs on indomethacin-induced
mucin depletion in small intestine

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) 
or rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. 
(A) PAS-stained microscopic observations of the rat small intestinal mucosa of the control (Cont) group; (B) 
IND; (C) AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The mucin of the small 
intestine was measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: 
Significantly different from the Cont group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the 
IND group at P<0.01 and p<0.05, respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 8   Effects of drugs on indomethacin-induced
mucin depletion in small intestine

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. AL-Na (250 and 500 mg/kg) 
or rebamipide (Reb) (100 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration of IND. 
(A) PAS-stained microscopic observations of the rat small intestinal mucosa of the control (Cont) group; (B) 
IND; (C) AL-Na (250 mg/kg); (D) AL-Na (500 mg/kg); and (E) Reb (100 mg/kg). (F) The mucin of the small 
intestine was measured. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: 
Significantly different from the Cont group at P<0.01 (Student’s t-test). #,##: Significantly different from the 
IND group at P<0.01 and p<0.05, respectively (Dunnett’s test).

(mg/kg)

 



                               - 20 -

 

8． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの腸内細菌数に対する薬物の効果  

腸内細菌数に対する薬物の効果を Table. 2 に示した。インドメタシン 10 mg/kg を投与するこ

とにより、腸内細菌の粘膜層への浸潤が観察された。AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で腸内

細菌のコロニー数を有意に抑制した。また、レバミピド投与群は 100 mg/kg の用量で腸内細菌の

浸潤を有意に抑制した。 

Table 2  Effects of AL-Na on number of enterobacteria in ileal mucosa

number of animals
Total number of enterobacteria

log CFU/g tissue

Control 6 6.84 ± 0.44

Indomethacin 6 7.82 ± 0.42 **

AL- Na (250 mg/kg) 6 7.26 ± 0.53

AL- Na (500 mg/kg) 6 6.96 ± 0.83 #

Number of enterobacteria 24 h after indomethacin administration was counted. Data are 
presented as the means ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the control group at 
P<0.01 (Student’s t-test). #: Significantly different from the indomethacin group at P<0.05
(Dunnett’s test). 

 

 

9． 血中インドメタシン濃度に対する薬物の効果  

血中インドメタシン濃度に対する薬物の効果を Table. 3 に示した。いずれの薬物もインドメタシ

ンの吸収に関しては影響を及ぼさなかった。 
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Table 3  Influence of drugs on absorption of indometacin

number of animals
Serum indomethacin absorption

mg/mL

30.7 ± 7.3Indomethacin

32.5 ± 7.0AL- Na (250 mg/kg)

8 31.5 ± 5.8AL- Na (500 mg/kg)

8 31.5 ± 5.7

8

8

Rebamipide

Serum indomethacin concentration  1 h after indomethacin administration was counted. 
Data are presented as the means ± S.E.M. (n=8). 

 

 

10． インドメタシン誘発小腸傷害モデルの小腸傷害に対する低分子  AL-Na の効果  

小腸傷害に対する低分子 AL-Na の効果を Fig. 9 に示した。低分子 AL-Na (粘度 7.26 ± 0.6 

mPas) は AL-Na (360 ± 4.4 mPas) と同様に 500 mg/kg の用量でインドメタシン誘発小腸傷害を

有意に抑制した。また、血管透過性亢進反応に対しても有意に抑制した。一方、2.5% CMC-Na 

(376 ± 5.6 mPas) は有意な差はみとめられなかった。 
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Fig. 9   Effects of low molecular AL-Na on indomethacin-induced 
small intestinal lesions

Animals were given indomethacin (IND) (10 mg/kg, p.o.) and killed 24 h later. Original AL-Na (500 mg/kg), low 
AL-Na (500 mg/kg) or CMC-Na (250 mg/kg) was given orally twice at 30 min before and 6 h after administration 
of IND. (A) The lesion areas were measured. (B) The vascular permeability was measured. Each column and 
vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the control (Cont) group at 
P<0.01 (Student’s t-test). #, ##: Significantly different from the indomethacin group at P<0.05 and P<0.01, 
respectively (Dunnett’s test). 
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【考察】 

AL-Na は粘膜を覆うことによって、ペプシンや塩酸による上部消化管の粘膜損傷を保護する 

[6]。また、AL-Na は塩酸誘発胃潰瘍ラットにおいて、胃組織中のヘキソサミン含量を増加させる 

[38]。AL-Na の胃における粘膜保護作用を期待して、まず本実験では AL-Na のインドメタシン誘

発胃潰瘍モデルについて検討した。その結果、AL-Na はインドメタシンによる胃粘膜傷害を抑制し

た。次いで、インドメタシン誘発小腸傷害モデルに対する効果について検討し、AL-Na がインドメタ

シンによる小腸粘膜損傷、炎症性反応、酸化ストレスを抑制することが示された。また、AL-Na の

経口投与はラットのインドメタシンの吸収に影響を及ぼさなかった。そのため、AL-Na の胃腸傷害

抑制効果はインドメタシンの吸収阻害によるものではなく、上部消化管のみならず、小腸においても

粘膜保護作用を示すことが明らかとなった。胃潰瘍モデルでは AL-Na 250 mg/kg で有効な効果

を示したが、本用量では小腸傷害モデルでは効果は得られず、有意な効果を示す用量は  500 

mg/kg であった。そのため、小腸において粘膜保護作用を発揮するためには、より高用量が必要

であることが考えられる。 

インドメタシンを服用することにより腸管出血や慢性的な貧血となることが報告されている [18、 

39]。さらに、インドメタシンを投与することにより実験動物においてもヘモグロビン値が低下する 

[40]。本実験において、AL-Na はインドメタシンにより惹起されるヘモグロビン値の低下を抑制した。

一方、レバミピドは有意な差は示さなかった。醍醐らは AL-Na はフィブリノーゲンを凝集させ、フィ

ブリンポリマーを増加させることによって、AL-Na は止血作用を示すと報告している [6]。さらに、

AL-Na によって血小板凝集が促進されることも報告されており [7]、粘膜保護のみならず止血作

用を有することが AL-Na の利点と考えられる。また、小腸傷害モデル群では、小腸出血に由来す

ると考えられる黒色便がみられたが、AL-Na 投与群では通常の便と同様であった。本実験結果よ

り、AL-Na は胃のみならず、下部消化管においても粘膜保護作用および止血作用を示すことが明

らかとなった。 

次いで、AL-Na の小腸粘液に対する影響について着目した。インドメタシンをラットに投与する

ことにより小腸内の粘液層が減少することが報告されている [29]。加えて、NSAIDs 誘発小腸炎ラ

ットにおいて、粘 液 層 は治 癒 頻 度 に応 じて増 加 していく  [41 、  42]。そのため、粘 液 産 生 が 

NSAIDs 誘発消化管傷害において重要な役割を示すことが考えられる。粘膜層は消化管の物理
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的な防御機能を司っていることがよく知られている [43]。ムチンはグリコシル化した巨大な糖タンパ

クであり、セリンおよびスレオニンが O-結合糖鎖にて結合しており、粘液の主要な構造タンパクであ

る  [44]。Barcelo らは、AL-Na はラットの大腸においてムチンの分泌を促進すると報告している 

[45]。そのため、AL-Na によるムチン分泌誘導が AL-Na の NSAIDs 誘発小腸傷害の抑制作用

の主な作用機序であることが考えられる。 

ムチンは分泌型と膜型に分類される。MUC2、 MUC5AC、 MUC5B および MUC6 はゲル状

の分泌型ムチンタンパクである。その中でも、MUC2 は腸管の杯細胞から産生されるムチンにおい

て主要である [46]。胃潰瘍モデルにおいて、AL-Na は胃粘液を構成する糖タンパクであるヘキソ

サミンの産生を誘導する [38]。そのため、小腸においても AL-Na が粘液を産生させることが期待

される。本実験において、インドメタシン投与によって小腸の MUC2 は減少するが、AL-Na を投

与することによって MUC2 産生が増加することが明らかとなった。 

ムチンは腸管のバリア機能において重要であり、腸管を腸内細菌の浸潤から防御する [42, 47]。

この腸内細菌の浸潤は NSAIDs 誘発腸炎の主な病因として考えられている [24]。本実験におい

て、インドメタシン投与により、小腸組織内の腸内細菌の浸潤が増加したが、AL-Na は細菌浸潤を

抑制した。これらの知見から、AL-Na によるムチンの誘導が、小腸において腸内細菌の浸潤から

腸管を保護し、回腸組織の浸潤最近数を減弱させたと考えられる。 

佐藤らは、不溶性食物繊維はインドメタイン誘発小腸傷害に効果を示さないが、水溶性食物繊

維は有効であると報告している [48]。水溶性食物繊維の粘膜保護作用には粘度との高い相関が

認められる。AL-Na の NSAIDs 誘発小腸傷害の抑制作用における、粘度の影響を検討すること

を目的として、これまでの検討に用いた AL-Na と粘度が等しい CMC-Na と、粘度が低い低分子  

AL-Na の NSAIDs 誘発小腸傷害に対する効果について検討した。その結果、CMC-Na は効果

を示さなかったにも関わらず、低分子  AL-Na は NSAIDs 誘発小腸傷害を抑制した。そのため、

AL-Na による小腸の保護作用には粘度に依存せず、AL-Na 独特の構造が要因であることが考え

られる。Barcelo らは、ラット大腸において AL-Na はムチン分泌を促進するが、セルロースはムチン

分泌には影響を及ぼさないと報告している [45]。グルロン酸およびガラクツロン酸も同様にムチン

分泌を増加させていることから、AL-Na のムチン分泌作用には、ウロン酸の構造が重要ではないか

と推察している。本知見は、著者らの仮説と合致する。 
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以上の実験成績より、AL-Na は NSAIDs 誘発小腸傷害を抑制することが明らかとなった。さ

らに、その作用にはムチン分泌による腸内細菌の浸潤が深く関わると考えられる。そのため、

AL-Na は NSAIDs 誘発小腸傷害の有用な治療薬となりえることが示唆された。 
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第2章 炎症性腸疾患モデルに対するアルギン酸ナトリウムの効果の検討  

 

【緒言】 

炎症性腸疾患 (IBD) は腸管組織の炎症性疾病であり、潰瘍性大腸炎 (UC) とクローン病 

(CD) からなる。UC は病変が大腸に限定している一方、CD は消化管のどこにでも炎症を惹起さ

せる可能性がある。UC および CD ともに腸管における炎症により、腹痛、下痢、血便、下血、初

年、体重減少などの症状が引き起こされる [49]。どちらも、再燃と寛解を繰り返す難病である。

IBD の病因は未だ不明であるが [50]、遺伝的要因や、免疫システムの異常、炎症性反応の過

剰反応、腸内細菌叢の異常、環境因子、幼少時の感染などが影響していると考えられている 

[50-55]。 

IBD 患者は様々な消化管症状を呈するとともに、巨大結腸症  [56]、 腸管穿孔 [57]、 外科

的合併症 [58] などの多くの合併症によって、QOL が著しく低下する。これらの症状は長期に渡

る上、消化管の構造や機能は、時に不可逆的であり改善が難しい。QOL の低下に加えて、IBD 

患者は高い確率で大腸癌を伴う可能性がある [59]。 

実験動物による様々な IBD モデルが報告されている。デキストラン硫酸ナトリウム (DSS) はヘ

パリン様の多糖類であり、マウスやラットにおいて大腸の粘膜傷害を惹起する [60-62]。DSS は上

皮細胞に対して直接的な細胞毒性を示し、腸管リンパと上皮細胞の間に影響を及ぼし、DSS 誘

発腸炎はヒトにおける UC と相似する病態モデルとして知られている [60]。Morris らは 2、 4、 6- 

トリニトロベンゼンスルホン酸  (TNBS) エタノール溶液を直腸内に投与することによってもう 1 つの 

IBD 動物モデルを作成した [63]。TNBS モデルにおいて、エタノールが粘膜バリアを破壊するこ

とにより、TNBS とタンパク質が結びつくため、大腸細胞が変性するという仮説がある。活性化した

マクロファージや T 細胞により細胞の変性はもたらされ、ヒトの CD と同様の症状を呈する [64]。

DSS 腸炎は上皮細胞のバリア機能を崩す [65] のに対して、TNBS 腸炎はタンパク質をハプテン

化し [66]、遅発性の過敏症を発展させる。 

既存の IBD 治療薬としてアミノサリチル酸製造、ステロイド製剤および抗体医薬などが挙げら

れる。しかし、これらの薬物は効果の差が大きく、副作用や長期毒性が発生する [67]。そのため、
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代替となる治療法がもとめられている。 

前章において、AL-Na は小腸において粘膜保護作用を有し、その作用はムチン産生による粘

液分泌促進作用を介することが示唆された。また、AL-Na は吸収されにくいため、小腸通過後も

大腸において作用する可能性が考えられる。そのため、AL-Na の大腸組織における粘膜保護作

用および粘液産生作用が期待される。本研究では、AL-Na の IBD への有用性を明らかにするこ

とを目 的 として、マウスを用 いた  DSS 誘 発 大 腸 炎 および  TNBS 誘 発 大 腸 モデルに対 する 

AL-Na の効果を検討した。 
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【実験材料ならびに実験方法】 

1. 実験動物  

実験には、雄性 BALB/c 系マウス (8 週齢、18–22 g、日本エスエルシー、静岡) および雄性  

C57BL/6 系マウス (7 週齢、20–24 g、日本エスエルシー、静岡) を使用した。動物は、室温  24 ± 

2°C、湿度 55 ± 15% の動物飼育室で、明暗サイクル (照明時間：7:00-19:00) を一定に保ち、金

網ケージの中で飼育した。マウスには実験以外の飼育期間中は、飼料および飲料水を自由に摂

取させた。動物実験は「堺化学工業(株) 動物実験規則」および「堺化学工業(株) 動物実験委員

会要項」に基づいて計画しており、同委員会により承認を受けて実施した。 

 

2. 使用薬物  

実験に使用した薬物および試薬は、アルギン酸ナトリウム (AL-Na、共成製薬、北海道)、5-アミ

ノサリチル酸  (5-ASA; ペンタサ®; 杏林製薬、東京) およびプレドニゾロン (Sigma Aldrich Corp., 

St. Louis, MO, USA) である。AL-Na は蒸留水に溶解して使用した。5-ASA およびプレドニゾロン

は 0.5% カルボキシメチルセルロースナトリウム (CMC、和光純薬工業、大阪) 溶液に懸濁して使

用した。なお、今回用いた薬物の化学構造式を Fig. 10 に示した。 

5-ASA (Mesalazine) Prednisolone

Fig.10  Chemical structures of drugs used in this chapter
 

3. DSS 誘発大腸炎モデル (予防的効果の検討) の作製  

潰瘍性大腸炎モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、DSS (MW 36,000–50,000; 和

光純薬工業) を水道水に溶解し、4% (wt/vol) となるように調製した。その後、BALB/c マウスに 7 

日間飲水投与した。なお、対照群には水道水を同様に投与した。投与  7 日目に、エーテルにより
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マウスを到死させ、開腹し大腸組織を摘出して大腸長を測定した。なお、モデル作製プロトコール

を Fig. 11 に示した。 

被験薬は体重当たり 5 mL/kg となるように調製した。AL-Na (200 mg/kg および 500 mg/kg) 

および 5-ASA (100 mg/kg) は 1 日 1 回、Day 0 から Day 6 までマウス用経口ゾンデを使用し

てそれぞれ経口投与した。なお、対照群には蒸留水を同様に投与した。 

<DSS induced colitis for prophylactic evaluation>

Fig.11  Scheme of animal models used in this chapter

<TNBS induced colitis>

<DSS induced collitis for therapeutic evaluation>
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Drug

3% DSS
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5 DSS free water
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7

TNBS injection

 

4. DSS 誘発大腸炎モデル (治療的効果の検討) の作製  

潰瘍性大腸炎モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、DSS を水道水に溶解し、3% 

(wt/vol) となるように調製した。その後、C57BL/6 マウスに Day 0 から Day 5 まで飲水投与した。

その後、DSS が含まれていない水道水を Day 6 から Day 14 まで飲水させた。なお、対照群に

は水道水を試験期間中投与した。投与  14 日目に、エーテルによりマウスを到死させ、開腹し大

腸組織を摘出して大腸長を測定した。なお、モデル作製プロトコールを Fig. 11 に示した。 

被験薬は体重当たり 5 mL/kg となるように調製した。AL-Na (500 mg/kg および 1000 mg/kg) 

およびプレドニゾロン (10 mg/kg) は 1 日 1 回、Day 6 から Day 13 までマウス用経口ゾンデを
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使用してそれぞれ経口投与した。なお、対照群には蒸留水を同様に投与した。 

 

5. TNBS 誘発大腸炎モデルの作製  

潰瘍性大腸炎モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、1% TNBS (Sigma) 50% エタノ

ール含有生理食塩液を調製した。BALB/c マウスにペントバルビタール (40 mg/kg) を腹腔内投

与して麻酔を施した。その後、先端を切除したマウス用経口ゾンデを肛門より 4 cm 挿入し、TNBS 

溶液 100 μL を直腸内投与した。TNBS 注入後、マウスの尾を持ち上げて 30 秒間懸垂させて、

TNBS 溶液が漏れるのを防いだ。コントロール群には 50% エタノール含有生理食塩液を直腸内

投与し、同様に 30 秒間懸垂させた。投与 7 日目に、エーテルによりマウスを到死させ、開腹し大

腸組織および脾臓組織を摘出して、大腸長、大腸重量および脾臓重量を測定した。なお、モデル

作製プロトコールを Fig. 11 に示した。 

被験薬は体重当たり 5 mL/kg となるように調製した。AL-Na (500 mg/kg) およびプレドニゾロン 

(10 mg/kg) は 1 日 1 回、Day 0 から Day 6 までマウス用経口ゾンデを使用してそれぞれ経口

投与した。なお、対照群には蒸留水を同様に投与した。 

 

6. Disease Activity Index (DAI) の評価  

生存率および体重変化は連日評価した。実験期間中、極端に衰弱となるか瀕死となる、

もしくは体重が試験開始時より 20% 以上も減少したマウスは安楽死させた。  

DAI は  Vasina V ら  [68] らの方法により行った。即ち、下痢スコア  (0, 通常便; 1, や

や軟便; 2, 軟便; 3, 水様性便)、 血便スコア  (0, 通常色便; 1, 血液が付着した便; 2, 肛門に

まで血液が付着; 3, 肛門から尾にまで血液が付着)、および体重減少スコア (0, 変化なし; 1, 

day 0 に比べた体重減少が 1%–5%; 2, 6%–10%; 3, 11%–20%) を肉眼的に判別し、その合計

値を算出した。  

 

7. MPO 活性の測定  

採取した大腸組織から MPO 活性を測定した。エーテルによりマウスを到死させ、大腸組織を

採取した。生理食塩液にてリンスした後、粘膜層をスパーテルを用いてかき集め、重量測定後に 
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pH 6.0 に調整した 0.5% ヘキサデシルトリメチル臭化アンモニア (Sigma) 含有 50 mmol/L リン

酸緩衝液とともにキュベットに入れ、超音波にて 10 秒間処理した。その後、凍結解凍を行い、4°C、

15 min、 40,000 × g で遠心分離した。上清を 0.1 mL 採取し、2.9mL の 0.167 mg/ml O-ジア

ニシジン塩酸塩  0.0005% H2O2 含有  50 mmol/L リン酸緩衝液  (pH 6.0) と混合させ MPO 活

性を 460 nm の波長で分光光度計 (JASCO; V-560) を用いて測定した。 

 

8. 血清アミロイド A の測定  

血清サンプルは屠殺前にキャピラリーチューブを用いて眼窩より 0.1 mL 採取し、血清アミロイド 

A 含量を測定した。エーテルによりマウスを到死させる前に血液をガラスキャピラリーにて採取した。

得た血清から、血清アミロイド A enzyme-linked immunosorbent assay キット (Life Technologies 

Corporation, CA, USA) にて測定した。プレートリーダー (ARVOsx; Wallac、 MA、 USA)を用い

て 450 nm で 30 分間測定した。 

 

9. 病理学的評価および絨毛長と陰窩長の測定  

病理学的評価を以下の手法で実施した。エーテルによりマウスを到死させ大腸を採取し、即座

に 10% 中性ホルマリン緩衝液で固定した。その後、エタノールおよびキシレンで脱水させ、パラフ

ィン包埋処理した。切片は 3 µm でスライスし、HE 染色および PAS 染色を施した。病理学的評

価はブラインドにて行った。炎症スコア、陰窩スコア、および杯細胞の減少について 0-4 のスコアを

つけた。また、評価は以下の指標にて判断した。0, 異常なし; 1, 0%–25%; 2, 25%–50%; 3, 

50%–75%; 4, 75%–100%。  

 

10. 統計処理  

実験データはすべて平均値±標準誤差  (S.E.M.) で示した。一元配置分散分析  (one-way 

ANOVA) の後、2 群間の比較には Student の t 検定を用い、3 群間以上の比較には Dunnett 

法を用いて解析を行った。DAI および病理学的評価については Mann-Whitney U 検定を用い

て解析を行った。対照群との統計的有意差を比較し、危険率  5% 未満の場合を有意差ありと判

定した。
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【実験成績】 

1． DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルに対する薬物の予防的効果  

体重推移に対する薬物の効果を Fig. 12 A に示した。DSS 投与により死亡個体は出なかった。

DSS 投与により、緩やかな体重の減少がみられたものの、有意な差はみられなかった。 

DAI に対する薬物の効果を Fig. 12 B に示した。DAI は DSS 投与 4 日目より徐々に増加

していき、6 日目および 7 日目にはコントロール群に比し有意な増加が認められた。 DAI に対し

て、AL-Na および 5-ASA 投与群はどちらも有意な影響は及ぼさなかった。 

大腸長に対する薬物の効果を Fig. 12 C に示した。DSS 投与 7 日目において、大腸長はコ

ントローグ群に比し有意に減少した。一方、AL-Na 投与群 (200 および 500 mg/kg) は大腸長の

減少をコントロール群に比し有意に抑制した。また、5-ASA 投与群 (100 mg/kg) も大腸長の減少

をコントロール群に比し有意に抑制した。 

 

2． DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルに対する薬物の治療的効果  

体重推移に対する薬物の効果を Fig. 13 A に示した。DSS 投与により死亡個体は出なかった。

DSS 投与 5 日目より、コントロール群に比し有意な体重の減少が認められた。AL-Na 投与群は体

重減少に対しては有意な影響を及ぼさなかった。プレドニゾロンは 10 mg/kg の用量で DSS 投

与 14 日目の体重減少をコントロール群に比し有意に改善した。 

DAI に対する薬物の効果を Fig. 13 B に示した。DAI は DSS 投与 5 日目よりコントロール

群に比し有意な増加が認められた。AL-Na 投与群は DSS 投与 8 日目および 9 日目におい

て、DAI の増加をコントロール群に比し有意に抑制した。プレドニゾロンは DSS 投与 7 日目から 

10 日目にかけて、DAI の増加をコントロール群に比し有意に抑制した。 

大腸長に対する薬物の効果を Fig. 13 C に示した。DSS 投与 14 日目において、大腸長はコ

ントロール群に比し有意に減少した。DSS による大腸長の減少に対して AL-Na は 1000 mg/kg 

の用量において、コントロール群に比し有意に抑制した。一方、大腸長の減少に対してプレドニゾロ

ンはコントロール群に比し有意な影響を及ぼさなかった。 

5-ASA 投与群 (100 mg/kg) は DSS 投与による体重減少、DAI 増加、大腸長減少に対して

は、いずれもコントロール群に比し有意な影響を及ぼさなかった (データ未掲載)。 
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Fig. 12   The prophylactic effect of AL-Na on DSS colitis

Body weight changes (A), DAI (B) and colon length (C) were measured from the mice with DSS 
drinking for 7 days. AL-Na (200 and 500 mg/kg) and 5-ASA (100 mg/kg) were administrated 
orally once daily. (○) Control group; (●) DSS group; (△) AL-Na (200 mg/kg); (▲) AL-Na (500 
mg/kg); (□) 5-ASA (100 mg/kg). Each point and vertical bar represents the means ± S.E.M. 
(n=8). **: Significantly different between the control group at P<0.01 (Student’s t-test). #, ##: 
Significantly different from the DSS group at P<0.05 and P<0.01, respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 13   The therapeutic effect of AL-Na on DSS colitis

Body weight changes (A), DAI (B) and colon length (C) were measured from the mice with DSS 
drinking for 5 days and replacing plain water. AL-Na (500 and 1000 mg/kg) and Prednisolone 
(Pred) (10 mg/kg) were administrated orally once daily from day 6. (○) Control group; (●) DSS 
group; (△) AL-Na (500 mg/kg); (▲) AL-Na (1000 mg/kg); (■) Pred (10 mg/kg). Each point and 
vertical bar represents the means ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different between the control 
group at P<0.01 (Student’s t-test). #, ##: Significantly different from the DSS group at P<0.05 and 
P<0.01, respectively (Dunnett’s test).
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3． TNBS 誘発クローン病モデルに対する薬物の治療的効果  

生存率に対する薬物の効果を Fig. 14 A に示した。コントロール群では生存率  100% であっ

たのに対して、TNBS 投与により生存率は 40% となった。一方、AL-Na (500 mg/kg) 投与群およ

びプレドニゾロン投与群  (10 mg/kg) では生存率は 80% であった。 

体重推移および DAI 活性に対する薬物の効果を Fig. 14 B および C に示した。TNBS 投与

により、投与翌日から顕著な体重減少および DAI 増加が認められた。AL-Na は 500 mg/kg の

用量において投与 3 日目より体重減少に、投与 4 日目より DAI 増加に対して、コントロール群

に比し有意な抑制が認められた。また、プレドニゾロンも 10 mg/kg の用量で投与 4 日目以降、

体重減少と DAI 増加はコントロール群に比し有意に抑制した。 

大腸長に対する薬物の効果を Fig. 14 D に示した。TNBS 投与により、大腸長はコントロール

群に比し有意に減少した。AL-Na は 500 mg/kg の用量において、TNBS による大腸長減少を有

意に改善した。また、プレドニゾロンも 10 mg/kg の用量で TNBS による大腸長減少を有意に改

善した。 

大腸重量に対する薬物の効果を Fig. 15 A に示した。TNBS 投与により、大腸重量はコントロ

ール群に比し有意に増加した。AL-Na は 500 mg/kg の用量において、TNBS による大腸重量

増加を有意に改善した。また、プレドニゾロンも 10 mg/kg の用量で TNBS による大腸重量増加

を有意に改善した。 

MPO 活性に対する薬物の効果を Fig. 15 B に示した。TNBS 投与により、MPO 活性はコント

ロール群に比し有意に増加した。AL-Na は 500 mg/kg の用量において、TNBS による MPO 活

性増加を有意に改善した。また、プレドニゾロンも 10 mg/kg の用量で TNBS による MPO 活性

増加を有意に改善した。 

血清アミロイド A 含有量に対する薬物の効果を Fig. 15 C に示した。TNBS 投与により、血清

アミロイド A 含有量はコントロール群に比し有意に増加した。AL-Na は 500 mg/kg の用量にお

いて、TNBS による血清アミロイド A 増加を有意に改善した。一方、プレドニゾロンは 10 mg/kg 

の用量では有意な影響を及ぼさなかった。 

脾臓重量に対しては TNBS を投与しても有意な影響を及ぼさなかった (コントロール群  
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Fig. 14   The effect of AL-Na on TNBS colitis and on inflammatory 
reaction induced by TNBS

Survival rate (A), body weight changes (B), DAI (C),colon length (D) were measured from the TNBS treated 
mice. AL-Na (500 mg/kg) and prednisolone (Pred) (10 mg/kg) were administrated orally once daily. (○) 
control (Cont) group; (●) TNBS group; (▲) AL-Na (500 mg/kg); (■) Pred (10 mg/kg). Each point and vertical 
bar represents the means ± S.E.M. (n=4-8). *, **: Significantly different between the control group at P<0.05 
and P<0.01, respectively (Student’s t-test). #, ##: Significantly different from the TNBS group at P<0.05 and 
P<0.01, respectively (Dunnett’s test).
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Fig. 15   The effect of AL-Na on TNBS colitis and on inflammatory 
reaction induced by TNBS
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91.7 ± 10 mg、TNBS 群 111.1 ± 31 mg)。AL-Na (104.6 ± 27 mg) およびプレドニゾロン (54.7 ± 

7.4 mg) も有意な影響を及ぼさなかった。 

 

4． DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルに対する薬物の組織学的効果  

病理組織に対する薬物の効果を Fig. 16 および Fig. 17 に示した。DSS 投与により炎症性細

胞の浸潤、陰窩細胞の消失、上皮細胞の短小化、杯細胞の枯渇および粘膜構造の崩壊が観察さ

れた。また、炎症性スコア、陰窩スコアおよび杯細胞スコアがコントロール群に比し有意に増加した。

一方、AL-Na は予防的投与 (500 mg/kg) および治療的投与  (1000 mg/kg) によりこれらの症状

は改善した。炎症性スコア、陰窩スコアおよび杯細胞スコアも有意に抑制した。 

 

5． TNBS 誘発クローン病モデルに対する薬物の組織学的効果  

病理組織に対する薬物の効果を Fig. 18 に示した。TNBS 投与により糜爛性損傷、炎症性細

胞の浸潤、陰窩細胞の消失、上皮細胞の短小化、杯細胞の枯渇および粘膜構造の崩壊が観察さ

れた。一方、AL-Na は 1000 mg/kg の用量でこれらの症状は改善した。また、炎症性スコア、陰窩

スコアおよび杯細胞スコアも有意に抑制した。 
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Fig. 16        The prophylactic effects of AL-Na on histological changes 
in DSS colitis
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Histological changes were evaluated with HE and PAS stain; Control (Cont) (A and D), DSS (B and E) and 
AL-Na (500 mg/kg) treated animals (C and F) in DSS induced colitis. Inflammatory score (G), crypt score (H) 
and goblet cell score (I) were measured. Each column and vertical bar represents the means ± S.E.M. (n=8). 
**: Significantly different from the Cont group at P<0.01 (Student’s t-test). #: Significantly different from the 
DSS group at P<0.05 (Student’s t-test).
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Fig. 17   The therapeutic effects of AL-Na on histological changes 
in DSS colitis
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Na at a dose of 500 mg/kg (C and G) and AL-Na at a dose of 1000 mg/kg (D and H) in DSS induced colitis. 
Inflammatory score (I), crypt score (J) and goblet cell score (K) were measured. Each column and vertical 
bar represents the means ± S.E.M. (n=8). **: Significantly different from the Cont group at P<0.01 
(Student’s t-test). #: Significantly different from the DSS group at P<0.05 (Dunnett’s test).
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Fig. 18     The effects of AL-Na on histological changes in TNBS colitis

Histological changes were evaluated with HE and PAS stain; control (Cont) (A and D), TNBS (B and 
E) and AL-Na (500 mg/kg) treated animals (C and F) in TNBS induced colitis. Inflammatory score 
(G), crypt score (H) and goblet cell score (I) were measured. Each column and vertical bar 
represents the means ± S.E.M. (n=4-8). **: Significantly different from the Cont group at P<0.01 
(Student’s t-test). #: Significantly different from the TNBS group at P<0.05 (Student’s t-test).
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【考察】 

本実験ではまず、DSS 誘発  UC モデルに対する AL-Na と 5-ASA の予防的効果について

検討した。その結果、両薬物とも DSS 投与による大腸長の減少を抑制した。5-ASA は軽症から

中等症の UC に用いられる薬物である [69, 70]。5-ASA と同様の効果を示したことから、AL-Na 

も DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルに対して治療的効果を示すことが考えられる。次いで、DSS 飲

水投与後に通常水に切り替えることにより、大腸炎モデルに対する治療的効果を検討した。DSS 

投与により顕著な体重低下、DAI 増加および大腸長の減少が観察された。予防的効果を示した 

AL-Na (500 mg/kg) および 5-ASA (1000 mg/kg) はどちらも有意な効果を示さなかった。しかしな

がら、AL-Na は 1000 mg/kg の用量では、DSS 誘発大腸炎モデルの体重低下には有意な効果

を示さなかったが、DAI を早期に回復させるとともに大腸の短縮に対して有効であった。第  1 章よ

り、AL-Na は下部消化管においても止血作用を示すことが明らかとなった。そのため、AL-Na の

止血作用が DAI 抑制に寄与していることが考えられる。AL-Na の摂食により軟便傾向を示すこと

が知られているが  [1]、本実験においては便の軟化を助長することはなかった。また、AL-Na は 

DAI の回復を早めるのみならず、粘膜炎症による大腸短縮を抑制した。これらのことのより、AL-Na 

の投与量を増加させることにより、大腸の被覆面積の増加もしくは被覆時間が延長することにより、

AL-Na は粘膜損傷からの修復過程を補助する働きを発揮することが考えられる。一方、5-ASA は

本検討においては増量しても効果を示さなかった。 

さらに、AL-Na は TNBS 誘発  CD モデルにおいて、大腸炎における炎症性指標として用い

られている MPO 活性および血清アミロイド A 値  [70-74] の増加抑制を示した。これらの知見か

ら、AL-Na は大腸粘膜において、炎症後の粘膜治癒を促進していることが示唆される。 

コルチコステロイドは IBD 治療の主要薬である。その中で、より好まれているステロイドは経口

で用いられる他、緊急時に経腸で用いることができるプレドニゾロンである [74, 75]。しかし、ステロ

イドの全身投与は様々な副作用を惹起することが広く知られている [75, 76]。そのため、ステロイド

は UC や CD において寛解維持には用いられていない。マウスにおいても、ステロイドは副腎へ

の抑制作用が知られている。特に、ステロイドによって体重減少  [76, 77]、脾臓萎縮  [77, 78] が

報告されている。さらに、Wexler らは実験動物において、脂質異常症、高血糖症、敗血症および、

副腎皮質の萎縮が惹起されると報告している [76, 77]。本実験においても、プレドニゾロンは DSS 
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大腸炎に有効であったものの、顕著な体重減少を惹起した。組織学的評価においても、DSS モデ

ルおよび TNBS モデルにおいて大腸組織の変化が観察された。AL-Na の投与によって細胞増

殖および炎症細胞浸潤と陰窩損傷が改善された。加えて、AL-Na は DSS および TNBS による

大腸炎における杯細胞の減少に対して改善作用を示した。 AL-Na と同じ水溶性食物繊維である

グアガムやコンニャクマンナンは上皮細胞の分化を促進し、杯細胞を増やすことによりムチンの産生

を促進させるという報告がある [79, 30]。前章において、AL-Na はムチン MUC2 産生を増加させ

ることが明らかとなった。ムチン  MUC2 は主に杯細胞から分泌される  [46]。これらの知見より、

AL-Na は腸管の杯細胞を増殖活性化させていることが考えられる。以上より、AL-Na は大腸の杯

細胞の活性化を促進させることにより、大腸炎モデルに対して治療効果を示したことが示唆される。 

AL-Na は自然免疫の活性化に関与すると報告されている。Yang らは AL-Na がマクロファー

ジを活性化させ、interleukin-1 (IL-1)、IL-12、IL-6 および tumor necrosis factor-TNF-) 

などのサイトカインの産生を増加させると報告しており、AL-Na が lipopolysaccharide 様の作用が

あることを示唆している [80]。また、Yoshida らは AL-Na のオリゴ糖がリンパ節細胞において抗原

反応による IFN-および IL-12 の産生を増加させる一方、IL-4 や IgE の産生は抑制すると報

告している [81]。従来、IBD の主な原因は獲得免疫の異常と考えられていたが、近年、自然免疫

細胞が獲得免疫細胞に結合してその働きを抑制することが明らかとなった [82]。そのため、AL-Na 

の大腸炎抑制作用には、自然免疫の関与も考えられる。 

以上の実験成績より、AL-Na は  DSS 誘発  UC モデルおよび  TNBS 誘発  CD モデル

において有効であり、ステロイドに見られる副作用を示さなかった。また、その治療効果

には杯細胞の活性化を介した粘液分泌促進作用が関与していることが示唆された。そのた

め、AL-Na は IBD の有用な治療薬となりえることが示唆された。 
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第3章 メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害に対するアルギン酸ナトリウムの効果の検討  

 

【緒言】 

癌疾病に対する化学療法および放射線療法では、しばしば消化管傷害を惹起させることが問

題となっている。この消化管傷害はあらゆる化学療法および放射線療法において併発することが報

告されており、その数は年々増加していっている [83, 84]。メトトレキサートは葉酸の類似構造を有

する薬物であり、白血病などに代表される悪性腫瘍に対して広く用いられる [85]。メトトレキサート

はジヒドロ葉酸還元酵素阻害作用を有し,ジヒドロ葉酸を枯渇させることにより、チミジン化および 

DNA 合成を阻害する [85, 86]。メトトレキサートは細胞増殖頻度の高い胃腸組織や粘膜細胞の

正常細胞と腫瘍細胞を識別できない。そのため,メトトレキサートは消化管傷害のような重篤な副作

用を発現させる [85, 87-89]。メトトレキサートによる消化管粘膜傷害は栄養分の吸収不全を惹き起

こし,下痢を誘発させる [87, 90]。ラットにおいて,メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害は病理組織

学的には陰窩の消失や細胞萎縮、毛細血管拡張,炎症細胞の浸潤に特徴付けられる [88, 91, 

92]。これらの副作用は抗癌治療の用量低減や中止を必要とする上、QOL の著しい低下に直結

する。そのため,化学療法に伴う消化管傷害の治療薬の開発がもとめられている。 

第  1 章において、AL-Na は胃のみならず小腸においても薬理作用を発揮することが明らかと

なった。また,粘膜を保護するのみならず,ムチンの産生や細胞増殖に対して有効であることが示唆

された。加えて、AL-Na は細胞増殖の指標である PCNA 陽性細胞を増加させた。また、第  2 章

において、AL-Na は大腸においても粘膜保護作用を示し、その作用には杯細胞の増殖が関与し

ていることが示唆された。 

本章では、AL-Na の粘膜細胞増殖に対する効果を明らかにすることを目的として、ラットを用い

たメトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルに対する AL-Na の効果を検討した。 
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【実験材料ならびに実験方法】 

1. 実験動物  

第 1 章に準ずる。動物実験は「堺化学工業 (株) 動物実験規則」および「堺化学工業(株) 

動物実験委員会要項」に基づいて計画しており、同委員会により承認を受けて実施した。 

 

2. 使用薬物  

実験に使用した薬物および試薬は、アルギン酸ナトリウム (AL-Na,共成製薬,北海道) およびメ

トトレキサート (和光純薬工業,大阪) である。AL-Na は蒸留水に溶解して使用した。メトトレキサー

トは生理食塩液に溶解して使用した。 

 

3. 消化管粘膜傷害モデルの作製  

消化管粘膜傷害モデル作製は以下の方法に従って行った。即ち、メトトレキサートを生理食塩

液に溶解し、0.25 mg/mL となるように調製した。その後、シリンジを使用して 10 mL/kg 皮下投与

した。なお、対照群には生理食塩液を同様に投与した。メトトレキサートは 1 日 1 回,3 日間投与

した。投与  4 日目に、エーテルによりラットを到死させ、開腹し胃、小腸および大腸組織を摘出し

た。血液サンプルはキャピラリーチューブを用いて眼窩より 0.1 mL 採取し、自動血球計数測定装

置 (KX-21NV; シスメックス , 神戸) により血球数を測定した。体重および摂餌量は連日測

定した。なお、モデル作製プロトコールを Fig. 19 に示した。 

Methotrexate
(2.5 mg/kg, s.c.)

0 (day)4

Sacrifice

Fig.19  Scheme of animal model used in this chapter

2 31 

Drug

 

4. 被験薬投与  

被験薬は体重当たり 5 mL/kg となるように調製した。AL-Na (500 mg/kg) はメトトレキサート投
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与の 30 分前および 6 時間後にラット用経口ゾンデを使用してそれぞれ経口投与した。なお、対

照群には蒸留水を同様に投与した。 

 

5. 病理学的評価および絨毛長と陰窩長の測定  

病理学的評価を以下の手法で実施した。エーテルによりラットを到死させ空腸および回腸を採

取し、即座に 10% 中性ホルマリン緩衝液で固定した。その後、エタノールおよびキシレンで脱水さ

せ、パラフィン包埋処理した。切片は 3 µm でスライスし、HE 染色を施した。絨毛長と陰窩長は同

一個体ごとに 3 回測定し、平均値を算出した。 

 

6. 細胞増殖性の測定  

細胞増殖性の評価を以下の手法で実施した。Bromodeoxyuridine (BrdU; Sigma Aldrich Corp., 

St. Louis, MO, USA) を生理食塩液に溶解させ、解剖の 1 時間前にシリンジを用いて 50 mg/kg 

の用量で腹腔内投与した。エーテルによりラットを到死させ,空腸および回腸を採取し、即座に 

10% 中性ホルマリン緩衝液で固定した。その後 ,エタノールおよびキシレンで脱水させ、パラフィン

包埋処理した。切片は 3 µm でスライスし、氷冷した 0.3% メタノール含有 H2O2 で 20 分浸漬さ

せて脱パラフィンを行った。その後、1M 塩酸で 60°C 8 分間つけて二重鎖 DNA を変性させた。

10% ウサギ血清 TBS 溶液にて 40 分浸させ反応を停止させた後、モノクローナル IgG 抗体 

(1:100 dilution; Dako, Glostrup, Denmark) で室温にて 1.5 時間インキュベートした。ビオチン標

識した抗 IgG 抗体 (Dako) と DAB 基質  (Sigma) で処理した。BrdU 陽性細胞は十分原型

を留めた 5 つの陰窩から顕微鏡下にて観察して計測し、平均値を算出した。  

 

7. 統計処理  

実験データはすべて平均値±標準誤差  (S.E.M.) で示した。一元配置分散分析  (one-way 

ANOVA) の後、2 群間の比較には Student の t 検定を用いた。対照群との統計的有意差を

比較し、危険率 5% 未満の場合を有意差ありと判定した。 
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【実験成績】 

1． メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルの体重および摂餌量に対する薬物の効果  

体重および摂餌量に対する薬物の効果を Fig. 20 に示した。メトトレキサート 2.5 mg/kg を投与

することにより、投与 4 日目にはコントロール群に比し有意な体重の減少がみられた。また、摂餌

量は投与翌日からコントロール群に比し有意な減少がみられた。一方、AL-Na 投与群はコントロー

ル群との有意な差はみられなかった。 

 

2． メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルの臓器重量に対する薬物の効果  

臓器重量に対する薬物の効果を Fig. 21 に示した。メトトレキサート 2.5 mg/kg を投与すること

により、投与  4 日目には胃、小腸および大腸の重量がコントロール群に比し有意な減少がみられ

た。一方、AL-Na を投与することにより小腸重量の減少が有意に改善された。また、胃および大腸

重量はコントロール群との有意な差はみられなかった。 

 

3． メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルの絨毛長および陰窩長に対する薬物の効果  

絨毛長および陰窩長に対する薬物の効果を Fig. 22 に示した。メトトレキサート 2.5 mg/kg を

投与することにより、空腸および回腸において陰窩細胞の構造崩壊、上皮細胞の消失および細

胞萎縮がみら、空腸および回腸においてコントロール群に比し絨毛長および陰窩長の有意な短

縮がみられた。AL-Na 投与群は 500 mg/kg の用量で絨毛長および陰窩長の短縮を有意に抑

制した。 

 

4． メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルの細胞増殖に対する薬物の効果  

細胞増殖性に対する薬物の効果を Fig. 23 に示した。メトトレキサート 2.5 mg/kg を投与する

ことにより,空腸および回腸において BrdU 陽性細胞がコントロール群に比し有意に減少した。一

方、AL-Na を投与することにより空腸および回腸の BrdU 陽性細胞は有意に増加した。 
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Fig. 20   Effect of AL-Na on body weight change and food intake

Daily body weight (A) and food intake (B) were measured. The animals were treated with AL-Na at 
a dose of 500 mg/kg. . (○) control group; (●) methotrexate group; (▲) AL-Na (500 mg/kg). Each 
point and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). *: Significantly different from the 
control group at P<0.05 (Student’s t-test).
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Fig. 21   Effect of AL-Na on gastrointestinal organ weight

Stomach (A), small intestine (B) and large intestine (C) weight were measured. The animals were 
treated with AL-Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents the mean ±
S.E.M. (n=8). *,**: Significantly different from the control group at P<0.05 and P<0.01, respectively 
(Student’s t-test). #: Significantly different from the methotrexate (MTX) treated group at P<0.05 
(Student’s t-test).
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treated with AL-Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents the mean ±
S.E.M. (n=8). *,**: Significantly different from the control group at P<0.05 and P<0.01, respectively 
(Student’s t-test). #: Significantly different from the methotrexate (MTX) treated group at P<0.05 
(Student’s t-test).
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Fig. 22   Effect of AL-Na on villus height and crypt depth in jejunum

Small intestinal tissues were stained by HE. Jejunal tissues were obtained from normal rat (A), 
methotrexate (MTX) treated rat (B) and MTX treated with AL-Na rat (C). Ileal tissues were obtained 
from normal rat (D), MTX treated rat (E) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (F).Jejunal
villus height (G) and crypt depth (H) and ileal villus height (I) and crypt depth (J) were measured. The 
animals were treated with AL-Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents 
the mean ± S.E.M. (n=8). *,** : Significantly different from the control group at P<0.05 and P<0.01, 
respectively (Student’s t-test). #: Significantly different from the MTX treated group at P<0.05 
(Student’s t-test).
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Fig. 22   Effect of AL-Na on villus height and crypt depth in jejunum

Small intestinal tissues were stained by HE. Jejunal tissues were obtained from normal rat (A), 
methotrexate (MTX) treated rat (B) and MTX treated with AL-Na rat (C). Ileal tissues were obtained 
from normal rat (D), MTX treated rat (E) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (F).Jejunal
villus height (G) and crypt depth (H) and ileal villus height (I) and crypt depth (J) were measured. The 
animals were treated with AL-Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents 
the mean ± S.E.M. (n=8). *,** : Significantly different from the control group at P<0.05 and P<0.01, 
respectively (Student’s t-test). #: Significantly different from the MTX treated group at P<0.05 
(Student’s t-test).
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Fig. 23   Effect of AL-Na on number of BrdU labeling cells

G H

Small intestinal tissues were stained by BrdU. Jejunal tissues were obtained from normal rat (A), 
methotrexate (MTX) treated rat (B) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (C). Ileal tissues were 
obtained from normal rat (D), MTX treated rat (E) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (F). The 
number of BrdU labeling cell was counted in jejunum (G) and ileum (H). The animals were treated with AL-
Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). * : 
Significantly different from the control group at P<0.05 (Student’s t-test). #: Significantly different from the 
MTX treated group at P<0.05 (Student’s t-test).
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methotrexate (MTX) treated rat (B) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (C). Ileal tissues were 
obtained from normal rat (D), MTX treated rat (E) and MTX treated with AL-Na at 500 mg/kg rat (F). The 
number of BrdU labeling cell was counted in jejunum (G) and ileum (H). The animals were treated with AL-
Na at a dose of 500 mg/kg. Each column and vertical bar represents the mean ± S.E.M. (n=8). * : 
Significantly different from the control group at P<0.05 (Student’s t-test). #: Significantly different from the 
MTX treated group at P<0.05 (Student’s t-test).
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5． メトトレキサーと誘発消化管粘膜傷害モデルの貧血症状に対する薬物の効果  

貧血症状に対する薬物の効果を Fig. 24 に示した。メトトレキサート 2.5 mg/kg を投与すること

により、投与  4 日目には赤血球数 ,ヘモグロビンおよびヘマトクリット値の有意な減少が観察された。

一方、AL-Na を投与することによりこれらの症状を有意に抑制した。 
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【考察】 

本実験ではまず、メトトレキサートを用いて消化管粘膜傷害モデルを作製した。メトトレキサートを 

3 日間投与することによって、体重の減少および摂餌量の減少が確認された。さらに、胃、小腸お

よび大腸重量の顕著な減少が惹起された。特に、小腸では細胞萎縮および粘膜細胞の細胞増殖

性の低下が認められた。メトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルに対する AL-Na の効果を検

討した結果、小腸重量の減少が抑制された。一方、胃および大腸重量の減少には有意な影響を

及ぼさなかったが、これは小腸粘膜細胞の増殖性が特に高いことによるものであると考えられる。次

いで、小腸組織のうち空腸部位および回腸部位の組織学的評価を行った。メトトレキサート投与に

より、空腸および回腸ともに上皮細胞の消失、陰窩構造の崩壊、絨毛長および陰窩長の減少が観

察された。一方、AL-Na 投与群ではこれらの症状が改善されていた。 

細胞増殖の低下は癌疾病における化学療法の代表的な副作用である [87, 88]。BrdU はチミ

ジンの核酸アナログであり、細胞周期の S 期に DNA に組み込まれるため、ラットの細胞増殖性

を検討することが可能となる [93, 94]。免疫染色の結果、空腸および回腸において AL-Na はメト

トレキサートによる細胞増殖抑制を抑制することが明らかとなった。AL-Na は創傷治癒に用いられ,

細胞増殖を促進することが報告されている [12, 13]。AL-Na ベースのゲルマトリックスは創傷した

皮膚において、コラーゲン合成を促進させ、transforming growth factor-beta1 (TGFb1) の分泌を

刺激する [95]。TGFb1 の過発現は創傷治癒過程において細胞増殖に貢献する [14]。これらの

知見より、コラーゲン合成において AL-Na のゲルが TGFb1 を分泌することが主な機序となること

が示唆される。なお、データには示していないが in vitro の実験系においても、AL-Na が細胞増

殖を促進させることが示唆できる結果も得られている。 

葉酸は生物学的に重要な物質である。特にヒトにおいては、DNA の合成、修復およびメチル化

修飾において必須である [96]。葉酸は細胞の分割および成長に必須であり、正常な赤血球の産

生に役立つ [97]。葉酸の欠乏は重度の貧血や出血をもたらす [98, 999]。ラットにおいて、メトトレ

キサートは血液中の赤血球やヘモグロビン値の低下に加えて、便中のヘモグロビン値が増加すると

報告されている [100, 101]。本実験において、ラットにメトトレキサートを投与した結果、赤血球数、

ヘモグロビンおよびヘマトクリット値が減少した。このことから、メトトレキサートにより葉酸が枯渇し赤

血球合成が傷害されるとともに、消化管から出血する易出血が引き起こされることが考えられる。さ
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らには、AL-Na はメトトレキサートによる赤血球の減少を抑制し、止血作用を示した。前章でも述べ

たように、AL-Na は胃のみならず小腸でも止血作用を発揮することが明らかとなった。 

血小板には TGFb, vascular endothelial growth factor (VEGF) および platelet factor-4 など

の組織成長因子が含まれている [102]。そのため、血小板の凝集は細胞増殖に寄与する。TGFb 

は腸管細胞の分化と増殖を刺激するため [103]、粘膜治癒を促進させる TGFb の分布システム

に血小板が重要である [104]。そのため、AL-Na の細胞増殖促進作用にこれらの因子が関与して

いることが示唆される。 

AL-Na は生体内ではほとんど吸収されないことが報告されている  [18]。14C で標識した

AL-Na をラットに経口投与し  17 時間経過中の  14C を測定した結果、糞中  85～91%、尿

中  0.11～0.16%、呼気中  (CO2) 0.21～0.42%、血漿中  0.002～0.007% であり、アルギン酸ナ

トリウムの吸収は極めて小さい。そのため、メトトキサートの抗癌作用にはほとんど影響を及ぼさ

ないことが考えられる。以上の実験成績より、AL-Na は消化管粘膜保護作用および止血作用を

示し、メトトレキサートによる細胞萎縮に対して有効であることが明らかとなった。また、

その作用には細胞増殖促進作用が関与していることが示唆された。そのため、AL-Na はメト

トレキサートによる消化管粘膜傷害の有用な治療薬となりえることが示唆された。 
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総括  

 

本研究では、AL-Na の粘膜保護作用に着目し、その薬理作用を検討するとともに、種々の

消化器疾患モデルについて動物モデルを用いた検討を行った。本研究によって以下のことが明ら

かとなった。 

 

1. AL-Na は NSAIDs 誘発胃潰瘍モデルおよび小腸傷害モデルにおいて抑制作用を示し

た。このことから、AL-Na は上部消化管のみならず胃酸の影響の少ない小腸においても

作用を発揮することが明らかとなった。また、AL-Na の消化管粘膜保護作用にはムチン

分泌による粘液産生促進作用が関与し、防御機能を亢進させることによって、腸内細菌

の浸潤を抑制して病態進行を抑制することが示唆された。 

 

2. AL-Na は DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルおよび TNBS 誘発クローン病モデルにおい

て抑制作用を示した。また、AL-Na は治療的効果を発揮したことからから、AL-Na は大

腸においても粘膜保護作用を示し、粘膜治癒に寄与することが明らかとなった。AL-Na 

は腸炎により減少した大腸の杯細胞数を増加させたことより、AL-Na の粘膜治癒効果に

は腸管での粘液産生を司る杯細胞の増殖が関与することが示唆された。 

 

3. AL-Na はメトトレキサート誘発消化管粘膜傷害モデルにおいて消化管粘膜傷害に対して

抑制作用を示した。また、メトトレキサートによる絨毛や陰窩の萎縮を改善した。

BrdU を用いて細胞増殖に対する影響について検討した結果、AL-Na は細胞増殖

促進作用があることが示唆された。  

 

以上の実験成績より、AL-Na は胃酸の影響の少ない下部消化管においても粘膜保護作用

および止血作用を示すのみならず、粘液分泌促進作用や細胞増殖促進作用を有することが明ら

かとなった。また、AL-Na は種々の消化器疾患に対する治療薬として有用性が高いことが期待で

きた。 
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