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牡蠣（Crassostrea gigas）熱水抽出物による実験的大腸炎の緩和に関する研究 

 

＜概要＞ 

 牡蠣の熱水抽出物（牡蠣肉エキス）の投与が大腸炎に代表される炎症性腸疾患に及ぼす

影響を検討する目的で，デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）によって急性および慢性大

腸炎を惹起したマウスに牡蠣肉エキスを投与し，諸症状に及ぼす影響を検討した。低脂肪

餌料を与えた健常マウスに牡蠣肉エキスを投与すると糞の細菌叢と短鎖脂肪酸組成に変化

が認められたことから，牡蠣肉エキスには腸内細菌叢と細菌による短鎖脂肪酸の生成に影

響を及ぼすことが確認された。低脂肪餌料およびこれに牡蠣肉エキスを添加した餌料で飼

育したマウスに，DSS を単回または反復投与して，急性および慢性大腸炎を惹起させ，大

腸の状態を検討したところ，牡蠣肉エキスは急性・慢性にかかわらず大腸炎の諸症状を緩

和していた。また，DSS 投与によって生じる糞中細菌叢の多様性低下と糞中短鎖脂肪酸総

量の増加も牡蠣肉エキスによって緩和されていた。牡蠣肉エキスは，腸内細菌叢と腸内細

菌による短鎖脂肪酸生成に影響を及ぼすことによって，急性および慢性大腸炎の諸症状を

緩和したことから，ヒトの炎症性腸疾患における諸症状を緩和できる天然由来物質になり

得る可能性があると結論した。 

 

＜要旨＞ 

潰瘍性大腸炎およびクローン病に代表される炎症性腸疾患（inflammatory bowel disease: 

IBD)は，自己免疫疾患の一種と考えられており，全国で約 30 万人の患者が存在している。

正常な大腸粘膜上皮では，粘液や抗菌性物質が腸管バリアを形成して，病原性微生物の感染

や腸内細菌に対する過剰な免疫応答に起因する腸管炎症を防止している。一方，IBD では，

腸内細菌叢や腸内細菌が生産する短鎖脂肪酸などの物質の組成変化などが引き金となって

バリア機能に欠損が生じ，免疫異常が生じていることが指摘されている。したがって，IBD

の予防や症状の改善には，腸内細菌叢や腸内細菌が生産する物質を健全な状態に維持・改善

する必要があると考えられる。 

IBD に対する抜本的な治療法は確立されておらず，対症療法として，抗炎症ステロイド

や免疫抑制剤による症状管理が行われているが，再発と寛解を繰り返すことが多い。したが

って，IBD に罹患した場合，これらの薬剤を長期間服用するケースが多く，副作用の問題が

生じている。このため近年では，補完代替法として，症状の緩和に応用できる安全性の高い

天然由来物質の探索および開発が進められている。 

牡蠣（Crassostrea gigas）は海のミルクと呼ばれ，亜鉛，タウリン，グリコーゲン，各種

のビタミン，アミノ酸など，豊富な栄養素を含んでいる。牡蠣の摂取は，経験的に，二日酔



い症状の緩和，疲労回復，精力増強などにつながるとされる。しかし，牡蠣には重金属や貝

毒などの有害物質が含まれていることがあり，日常的にその摂取を継続することには問題

がある。このような背景から，牡蠣に含まれている栄養素および機能性成分を抽出・濃縮し

た牡蠣の熱水抽出物（牡蠣肉エキス）が開発されている。これまでに，牡蠣肉エキスに関し

て，抗不安作用，肝臓保護作用などの機能が報告されている。また安全性試験（単回投与試

験・反復投与試験）においては，通常の摂取量であれば毒性を示さないことが報告されてい

る。 

他方，牡蠣肉エキスを日常的に摂取する潰瘍性大腸炎の患者からは，「便秘や下痢が改善

した」などの大腸の機能改善を示唆する感想が寄せられている。また，牡蠣肉エキスの投与

によって，化学物質による大腸前がん状態の惹起が抑制されることも示されている。しかし

ながら，これまでに，牡蠣肉エキスの摂取が大腸の炎症に及ぼす影響を科学的に調べた研究

は行われていない。そこで本研究では，マウスにおける実験的大腸炎に及ぼす牡蠣肉エキス

の緩和作用について検討した。 

第 1 章では，牡蠣肉エキスが大腸内の細菌叢および短鎖脂肪酸組成に及ぼす影響を検討

した。低脂肪および高脂肪の餌料，およびそれぞれに５％牡蠣肉エキス粉末を添加した合計

４種の餌料を調製し，健常マウスに 56 日間投与した。投与期間の後半に糞を採取して，そ

の細菌叢を調べたところ，低脂肪餌料を与えた場合に，牡蠣肉エキスを摂取した群では，乳

酸菌 Lactobacillus 属の構成比率が増加していた。また糞中短鎖脂肪酸を分析したところ，

牡蠣肉エキス添加餌料を与えた場合にプロピオン酸量を増加させていた。これらのことか

ら，牡蠣肉エキスは，腸内細菌叢および腸内細菌が生産する物質，とくに短鎖脂肪酸の組成

を変化させることが明らかになった。 

第 2 章では，急性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響を検討した。低

脂肪餌料，および低脂肪餌料に 5%（w/w）牡蠣肉エキスを添加した餌料を調製して，マウ

スに投与した。投与開始 22 日目から，飲水として大腸炎を誘発するデキストラン硫酸ナト

リウム（DSS）の 2.5%水溶液，または蒸留水を 7 日間与えた。 DSS を投与したマウスで

は，体重の減少，下痢・血便症状，disease activity index スコアの上昇，大腸長の短縮，脾

臓重量の増加，結腸の陰窩損傷が生じており，急性大腸炎が誘発されたことが明らかだった。

しかし，牡蠣肉エキスを与えていたマウスでは，DSS 投与によるこれらの症状は緩和され

ていた。また，DSS の投与は糞中の総短鎖脂肪酸量を増加させたが，牡蠣肉エキスの摂取

は，この増加を緩和していた。さらに糞の細菌叢を調べたところ，IBD 患者に多く見られる

腸内細菌である Ruminococcus gnavus が牡蠣肉エキス摂取群において減少していた。これ

らのことから，牡蠣肉エキスの摂取は，腸内細菌叢や腸内の短鎖脂肪酸生成に影響を与える

ことによって，急性の実験的大腸炎の諸症状を緩和したと考えられた。 

第３章では，慢性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響を検討した IBD

が再発と寛解を繰り返す慢性疾患であることを念頭に，DSS の反復投与によってマウスに

慢性の実験的大腸炎を惹起し，牡蠣肉エキスの緩和効果を検討した。低脂肪餌料，および低



脂肪餌料に 5%（w/w）牡蠣肉エキスを添加した餌料を調製し，マウスに投与した。投与開

始 22 日目から，飲水として 2.0％DSS 水溶液を 5 日間，その後蒸留水を 5 日間与えた。こ

の DSS と蒸留水の連続投与を 3 回繰り返し，慢性の実験的大腸炎を惹起させた。牡蠣肉エ

キスは DSS の反復投与による体重の減少，血便症状，大腸長の短縮，脾臓重量の増加，結

腸の陰窩損傷および糞中総短鎖脂肪酸量の増加を緩和した。糞を採取して細菌叢を調べた

ところ，DSS の反復投与は細菌叢の多様性を低下させていたが，牡蠣肉エキス投与はこの

多様性低下を緩和していた。細菌叢の構成を調べたところ，慢性の実験的大腸炎を惹起させ

たマウスでは，IBD 発症との関連が指摘されている Proteobacteria 門と Enterococcus 属の

構成比率が増加していたが，牡蠣肉エキスの投与はこれらの増加を緩和していた。これらの

ことから，牡蠣肉エキスの摂取は，ヒトの IBD により近い慢性大腸炎モデルマウスにおい

ても，その諸症状を緩和できると考えられた。 

まとめでは，これまでに潰瘍性大腸炎抑制効果をもたらす天然物と牡蠣肉エキスとの比

較を試みた。これまでに潰瘍性大腸炎抑制効果を示す天然物として，マグロ，柿タンニン，

夏白菊（フィーバーフュー），藻類油などが報告されている。しかし，これらの天然物は，

すべて過剰に摂取した場合の健康障害について懸念があったり，不明であったりするもの

である。たとえば，柿のタンニンは過剰に摂取すると収斂作用が強く働き，便秘を引き起こ

す可能性がある。また，牡蠣と同じ水産物であるマグロは，メチル水銀を蓄積している場合

があり，これを連日大量に摂取することはできない。牡蠣においても重金属や貝毒などが安

全性の問題とされているが，熱水抽出にてエキス化することによって，これらの有害物質を

分離しており，その安全性については十分に検証できている。 

以上より，牡蠣肉エキスは，腸内細菌叢と腸内細菌による短鎖脂肪酸生成に影響を及ぼす

ことによって急性および慢性大腸炎の諸症状を緩和したことから，IBD 患者の症状緩和に

つながる安全な天然由来物質になり得る可能性があると結論した。 

 

 

以上 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



目次 

序論 ··································································································································· 1 

第 1 章 正常マウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 ·················································· 5 

1-1. 序章 ······················································································································· 6 

1-2. 実験方法と材料 ····································································································· 7 

1-3. 結果 ····················································································································· 11 

1-3-1. 成長パラメーター ························································································ 11 

1-3-2. 糞中細菌叢 ··································································································· 13 

1-3-3. 糞中短鎖脂肪酸 ··························································································· 18 

1-4. 考察 ····················································································································· 19 

第 2 章 急性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 ·························· 21 

2-1. 序章 ····················································································································· 22 

2-2. 実験方法と材料 ··································································································· 22 

2-3. 結果 ····················································································································· 25 

2-3-1. 成長パラメーター，血清検査，DAI スコア ··············································· 25 

2-3-2. 大腸の病理組織 ··························································································· 28 



2-3-3. 糞中短鎖脂肪酸 ··························································································· 28 

2-3-4. 糞中細菌叢 ··································································································· 29 

2-4. 考察 ····················································································································· 34 

第 3 章 慢性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 ·························· 37 

3-1. 序章 ····················································································································· 38 

3-2. 実験方法と材料 ··································································································· 38 

3-3. 結果 ····················································································································· 40 

3-3-1. 成長パラメーター，大腸の長さ ·································································· 40 

3-3-2. DAI スコア ··································································································· 42 

3-3-3. 血清検査 ······································································································ 43 

3-3-4. 大腸の病理組織 ··························································································· 45 

3-3-5. 大腸粘膜の遺伝子発現 ················································································ 46 

3-3-6. 糞中短鎖脂肪酸 ··························································································· 47 

3-3-7. 糞中細菌叢 ··································································································· 48 

3-4. 考察 ····················································································································· 51 

第 4 章 まとめ ·············································································································· 55 



参考文献 ························································································································· 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 

 

序論 

 

1. 消化管と腸内細菌叢に関して 

ヒトの消化管には 1,000 種類，100 兆個以上，重さにして 1～2 kg もの細菌が存在する 

と言われており，複雑な微生物生態系を形成している [1, 2]。腸内細菌叢の 99%以上は，

Firmicutes （64 %～），Bacteroides （23 %～），Proteobacteria （8 %～），

Actinobacteria （5 %～）の 4 つの門で構成されている [3]。消化管内の細菌のほとんど

は大腸に存在しており，結腸においては 1 g あたり 1011~1012 の細菌が存在している [4]。 

近年になって，ヒトの健康と腸内細菌叢の密接な関係が次々に明らかにされてきている。

腸内環境は腸内細菌叢やその代謝産物を含み，宿主への代謝，免疫，内分泌，アレルギー

や自己免疫異常により発症する免疫疾患，自閉症などの脳神経疾患に影響を与えているこ

とが分かってきている [5, 6, 7]。したがってヒトの健康を保つには腸内環境を良好に維持

することが重要である。しかしながら，食の欧米化による高脂肪食の摂取，運動不足やス

トレス情勢により，腸内細菌叢の異常（ディスバイオーシス）が発生している。特に近年

になって腸内環境の悪化による炎症性腸疾患者数（inflammatory bowel disease: IBD）が

急増していることが問題となっている。 

 

2. IBD の疾患者数 

IBD には潰瘍性大腸炎（ulcerative colitis: UC）およびクローン病（Crohn’s disease: CD）

に代表される慢性あるいは寛解・再燃性の腸管の炎症性疾患を総称する。UC は大腸の粘膜

を直腸側から連続性に侵し，しばしば糜爛や潰瘍を形成する原因不明の炎症性疾患である。

CD は消化管に非連続性に分布する全層性肉芽腫性炎症や瘻孔を特徴とする原因不明の炎

症性疾患である [8]。最新の統計（2014 年度）では全国で，潰瘍性大腸炎患者は約 22 万人，

クローン病患者数は約 7 万人と推定されている [9]。これらの疾患は，原因不明の慢性的な

下痢や強い腹痛を伴い，再発と寛解を繰り返す疾患であり，近年になって両疾患ともに急増

している。 

 

3. 腸管バリアに関して 

正常な大腸粘膜上皮では，腸管バリアと呼ばれる物理的バリア（ムチン，上皮細胞のタイ

トジャンクション），化学的バリア（粘液，消化液），抗菌性物質が，病原性微生物の感染や

腸内細菌に対する過剰な免疫応答に起因する腸管炎症を防止している。腸管バリアには抗

菌性物質である哺乳類の代表的な抗菌ペプチドである，ディフェンシンファミリーとカセ

リシジンファミリーがある。口腔から大腸までの消化管，気道，泌尿器，皮膚などの上皮細

胞は抗菌ペプチドバリアとなる。大腸の抗菌ペプチドにはβ-ディフェンシン，カセリジン

がある [10]。腸管上皮細胞は，栄養素の吸収に関与すると同時に，食品や腸内細菌などの

抗原の無秩序な侵入を物理的・化学的に制御するバリア機能を担うことが知られている。こ
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のような腸管上皮細胞の細胞間に局在するタイトジャンクション（tight junction: TJ）は，

オクルディンやクローディンなどの膜貫通型タンパク質と，ゾウニュラ オクルディンなど

の細胞内裏打ちタンパク質によって構成され，その機能は各 TJ 分子の発現量や局在の変化

によっても調節されている。また，細胞間の抗原の無秩序な侵入を制御する細胞間接着因子

でもあり，このバリア機能の破綻は種々の疾患の発症に寄与すると考えられている [11]。 

 

4. 短鎖脂肪酸に関して 

この腸管バリアには短鎖脂肪酸（酢酸，プロピオン酸，酪酸)が関与している。短鎖脂肪

酸は難消化性多糖，食物繊維を基質として，腸内細菌（主に Firmicutes 門と Bacteroidetes

門）による発酵によって生成される [12, 13, 14]。大腸にて産生された短鎖脂肪酸は，大腸

上皮細胞のエネルギー源として [15]，上皮細胞の増殖や粘液の分泌，水やミネラルの吸収

に関与している。更には，宿主のエネルギー代謝機能に関与するだけでなく，代謝系・免疫

機能にまで影響を及ぼすことで，生体の恒常性維持に密接に寄与することが明らかになっ

てきている [16]。 

酪酸とプロピオン酸は腸の生理機能と免疫機能の調節，酢酸は脂質生成と糖新生の基質

として機能する [17]。更に酢酸は，病原性大腸菌 O157 の感染を予防することや腸管バリ

ア機能を向上させることが明らかになっている [18]。短鎖脂肪酸は結腸の粘液分泌を促進

する [19, 20]。腸の中の便と腸管壁の間には粘液の層があって [21]，ここに水分が分泌さ

れると滑りやすくなる。この粘液層によって，便がスムーズに腸内を移行できるだけでなく，

便が腸管壁に触れることを防止する。つまり，便に含まれる細菌が腸管壁から侵入すること

を防ぐバリアにもなる。短鎖脂肪酸は病原菌であるサルモネラ属を含むグラム陰性腸内細

菌科の増殖を阻害する。最近になって，ムチンはバリア機能に加えて，その糖鎖が腸内細菌

に資化され，酪酸などの短鎖脂肪酸が産生されることから，内因性の食物繊維であるとも考

えられている [22]。 

 

5. IBD の病因に関して 

IBD は遺伝的要因に食習慣，衛生環境，ストレスなどの環境因子が関与して腸管免疫や

腸管内細菌叢の異常をきたして発症すると考えられているが，いまだに原因は解明されて

いない [23]。しかしながら，腸粘膜の免疫系の調節機構が障害される自己免疫疾患が現在

の総意である。IBD は免疫異常により，炎症性細胞から放出される活性酸素種，活性窒素種 

[24, 25, 26]，炎症性サイトカイン，炎症反応に関わるロイコトリエンの物質などが腸の粘

膜を攻撃して，潰瘍をつくる慢性の疾患である。IBD の発症因子や増悪因子として，種々の

食事成分が報告されている。特に高タンパク，高脂肪食の過剰摂取が IBD の増悪因子とし

て注目されている [27, 28, 29, 30]。 

微生物等の外敵（病原体）が腸管上皮細胞の腸管バリアを突破すると，粘膜免疫が働く。

腸管バリアの障害は，炎症性腸疾患をもたらす。これらの病態では腸内細菌叢のディスバイ
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オーシスが観察され，腸内環境の変化が腸管バリア機能の障害を誘導し，疾患の発症・増悪

に寄与することも示唆されている。自然免疫系と獲得免疫系の炎症と炎症抑制のバランス

により腸管の恒常性を維持している。このバランスが崩れることが IBD の原因であると考

えられている [31]。 

 

6. IBD と腸内細菌叢との関係 

腸炎発症モデルマウスは無菌状態で生育させると腸炎を発症せず，腸内細菌の存在する

通常状態で生育させて始めて腸炎を発症する [32]。CD の病態形成においては腸内細菌叢

が重要な役割をはたすことが知られている。免疫関連遺伝子のノックアウトマウス（IL-2 欠

損マウス，IL-10 欠損マウスなど）は CD 類似の大腸炎を自然発症するが，無菌環境で飼育

すると発生しない。また，無菌環境下で飼育されたこれらのマウスを通常の飼育に戻すと腸

炎を発症する [33]。このことは，腸炎の発症に腸内細菌が何らかの重要な役割を果たすと

考えられている根拠となる。現在までの研究成果により，IBD ではディスバイオーシスが

起こることが示唆されている。特定の微生物が IBD の腸管炎症を引き起こすかは厳密に明

らかになっていないが，いくつかの報告がされている。まず，腸内細菌叢の多様性の減少，

Firmicutes 門と Bacteroides 門の減少と，Proteobacteria 門の増加によって特徴付けられる 

[34]。CD では Ruminococcus gnavus は腸管粘液を攻撃する作用があり，粘液層の減少と

関係し，さらには産生する多糖類が炎症応答を誘導することも報告されている [35]。 

したがって，IBD の予防や症状の改善には，腸内細菌叢や腸内細菌が生産する物質を健

全な状態に維持・改善する必要があると考えられる。IBD に対する抜本的な治療法は確立

されておらず，対症療法として，抗炎症薬，特にステロイドと抗サイトカインは，IBD 患者

に効果的であることが知られているが，時間の経過とともに，薬物による効果は弱まり，副

作用を伴う問題を生じている [36]。両疾患共に発症ピークが若年者層に多いことから，長

期に治療などで医療費の圧迫などが危惧される。また，薬剤を長期間服用するケースが多く，

副作用の問題が懸念される。このため近年では，補完代替法として，症状の緩和に応用でき

る安全性の高い天然由来物質の探索および開発が進められている [37]。 
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7. 牡蠣肉エキスについて 

牡蠣（Crassostrea gigas）は世界中で最も広く分布している海洋生物の 1 つであり，日本

では真牡蠣や岩牡蠣が棲息している。牡蠣はその高い栄養価と健康上の利点から，海のミル

ク，海の玄米と呼ばれ，亜鉛，タウリン，グリコーゲン，各種のビタミン，アミノ酸など、

豊富な栄養素を含んでいる。牡蠣はその高い栄養価と健康上の利点から，古来より世界中で

人類の貴重な食べ物とされてきた。特に真牡蠣は環境の変化にも強く，栄養のバランスも優

れており，収穫年による栄養成分のばらつきも少ない品種である。牡蠣の摂取は，経験的に，

二日酔い症状の緩和，疲労回復，精力増強などにつながるとされる。しかしながら，牡蠣に

は重金属や貝毒などの有害物質が含まれていることがあり，日常的にその摂取を継続する

ことには問題がある [38]。 

このような背景から，牡蠣に含まれている栄養素および機能性成分を抽出・濃縮した牡蠣

の熱水抽出物（牡蠣肉エキス）が開発されている。牡蠣肉エキスの主成分には亜鉛，タウリ

ン，グリコーゲン，アミノ酸，タンパク質などが含まれている。これまでの研究では，牡蠣

肉エキスには，細胞内のグルタチオンの発現増加 [39]，フリーラジカル消去活性 [40]，抗

腫瘍活性 [41]，血小板凝集抑制活性 [42]などの様々な健康促進機能があることが報告され

ている。また，安全性試験ではこれまでに，30 日間連続投与試験，90 日間反復投与毒性試

験，変異原性試験，骨髄細胞小核試験，催奇形性試験，マウス精子奇形試験，医薬品との相

互作用 [43]と様々な試験を実施してきたが，通常の牡蠣肉エキスの摂取量であれば毒性を

示さないことが報告されている。 

他方，牡蠣肉エキスを日常的に摂取する潰瘍性大腸炎の患者からは，「便秘や下痢が改善

した」などの大腸の機能改善を示唆する感想が寄せられている。また，牡蠣肉エキスの投与

によって，化学物質による大腸前がん状態の惹起が抑制されることも示されている [44]。

しかしながら，これまでに牡蠣肉エキスの摂取が大腸の炎症に及ぼす影響を科学的に調べ

た研究は行われていない。加えて，亜鉛やタウリンは大腸における炎症を抑えることが知ら

れている [45]。以上のことから，大腸の炎症に関して牡蠣肉エキスが寄与していると考え，

試験を開始した。 

以上の背景をもとに本研究では、ヒトの炎症性腸疾患における諸症状を緩和できる天然

代替候補物として牡蠣熱水抽出物にて検証した。 

第 1 章では，牡蠣肉エキスが大腸に与える要因を検証する為に健常マウスの細菌叢と代

謝物の変化を検証した。 

第 2 章では，DSS を単回投与した急性大腸炎モデルマウスに対する影響の検討をおこな

った。 

 第 3 章では，臨床モデルに近付ける為に DSS を反復投与した慢性大腸炎モデルマウスに

対する影響の検討をおこなった。 
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第 1 章 正常マウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 

 

要約 

牡蠣肉エキスには，グリコーゲン，タウリン，亜鉛など多くの栄養成分が含まれてい

る。我々の以前の研究では，牡蠣肉エキスがラットの盲腸内容物中の Lactobacillus 属の構

成比率を増加させていた。しかし，牡蠣肉エキスの Lactobacillus 属のこの増加がマウスに

おいても同様の結果を示すかは明らかではなかった。本研究では，マウスの糞便中の微生

物叢と短鎖脂肪酸の組成に対する牡蠣肉エキスの影響を示した。雄性 C57BL/6J マウスを

4 つの群に分け，AIN-93G 食餌（LF 食餌），AIN-93G 改変高脂肪食餌（HF 食餌），5% 

（w/w）牡蠣肉エキスを含む LF 食餌（LFOE），牡蠣肉エキスを含む 5% (w/w)HF 食餌

を 56 日間与えた。糞便中の細菌叢の構成比率は，イオン PGM システムを使用したハイ

スループット 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス後の群間で比較した。牡蠣肉エキ

スを給餌したマウスの糞便中の Lactobacillus 属の構成比率の増加は，牡蠣肉エキスを与え

ていないマウスよりも有意に高かった。これらの結果は牡蠣肉エキスの給餌はラットだけ

でなく，マウスにおいても同様の働きがあることを示した。 
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1-1. 序章 

 牡蠣（Crassostrea gigas）には，亜鉛，グリコーゲン，タウリンなどの様々な栄養・機

能性成分が含まれている。この栄養・機能性成分を抽出・濃縮した牡蠣肉エキスが健康食

品の原料として用いられている。これまでに牡蠣肉エキス中の亜鉛の生体利用性に関する

研究報告が数多くなされている [46] [47] [48]。また，牡蠣肉エキスの摂取による生体調

節機能については，血小板凝集抑制効果 [49]や肝臓保護効果 [50]が報告されている。ま

た腎障害 [51]モデル動物に対する牡蠣肉エキス摂取の有益な効果を報告している。 

 近年，宿主の健康と腸内細菌叢の密接な関係が次々に明らかにされてきている。ヒトの

消化管には 1013 個以上もの多種多様な細菌が存在しており，複雑な微生物生態系を形成し

ている。これまで，腸内に存在する多くの嫌気性細菌は培養することができなかったため

に，大半が機能未知であった。しかし，ゲノム分析技術の発展によって，16S リボソーム

RNA（rRNA）系統解析やメタゲノム解析が可能になったことで，著しい腸内細菌研究の

進展が見られるようになった。腸内細菌の多様性の減少や偏った菌種の異常な増加による

腸内細菌叢の乱れ（dysbiosis）は，腸管免疫を起点とする恒常性維持システムに異常を起

こし，疾患の原因となる [52]。例えば，偏った食事や栄養は，腸内細菌叢の変化を介して

宿主の健康状態によって，マウスの Firmicutes 門の増加および Bacteroidetes 門の減少と

ともに，腸内細菌叢の多様性が失われることが報告されている [53] 。これまでに我々

は，牡蠣肉エキスの摂取には盲腸内 Lactobacillus 属の構成比率を増加させることを，高脂

肪餌料を与えたラット試験によって観察している [54]。そこで本研究では，牡蠣肉エキス

の給餌による Lactobacillus 属の構成比率の増加が，ラット以外の種，または低脂肪餌料の

給餌においても同様に起きる現象であるのか明らかにすることを目的とし、牡蠣肉エキス

を添加した 2 種の餌料（低脂肪および高脂肪）餌料をマウスに給餌し，糞中細菌叢および

その代謝物である短鎖脂肪酸組成に及ぼす影響を評価した。 
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1-2. 実験方法と材料 

1-2-1. 餌料調製 

新鮮な生牡蠣を熱水で抽出し（約 90℃，約 2 時間），固形物をろ過で取り除き，ろ液をドラ

ム乾燥機で乾燥させた（110℃で 2.25 時間）。得られた粉末を牡蠣肉エキス（OE）と名付け

た。牡蠣肉エキスの栄養成分（炭水化物，グリコーゲン，タンパク質，アミノ酸，タウリン，

脂肪，灰分，塩化ナトリウム，亜鉛，水分）を食品分析センター（東京，日本）にて測定し

た。牡蠣肉エキスの製法を（Fig.1-1）と牡蠣肉エキスの一般成分組成を Table 1-1 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-1. Production method of oyster extracts. 
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Table 1-1. Composition of the oyster extract. 

                                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oyster-extract was provided by Japan Clinic Co., Ltd. (Kyoto, Japan).  

Composition per 100 g of oyster extract. 

 

餌料は，AIN-93G 組成 [55]の NaCl 量を改変した低脂肪餌料(LF，大豆油 7%，w/w)

と，この LF 餌料を 20%高脂肪（大豆油 7%＋ラード 13%，w/w）に改変した高脂肪餌料

（HF）を調製した。さらに，LF および HF 餌料に 5% （w/w）牡蠣肉エキス（OE）を添

加し，炭水化物，タンパク質，脂肪および NaCl 量が LF または HF 群と同等になるように

LFOE および HFOE 餌料を調製した。各餌料の組成を Table.1-2 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carbohydrate            50.6 g 

Glycogen         34.5 g 

Protein         28.1 g 

Taurine          5.5 g      

Lipid          2.0 g 

Ash         15.4 g 

NaCl          8.2 g 

    Zn          37.7 mg 

Moisture          3.9 g 
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Table 1-2. Composition of experimental diets. 

AIN, American Institute of Nutrition; HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-

extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet containing oyster-extract.  

 

1-2-2. 動物実験 

本実験は関西大学動物実験委員会の承認を受けて実施した（承認番号：1819）。 

実験動物には 4 週齢雄性 C57BL/6J マウス (日本エスエルシー株式会社，静岡)を用い，

24 匹を 6 匹ずつ平均体重が同等になるように 4 群に分けた。マウスは室温 22℃ ± 1℃，

明暗 12 時間サイクル（8：00～20：00）の条件下で飼育した。実験餌料および水は自由摂

取とし，56 日間飼育した。飼育期間終了後，イソフルラン (共立製薬株式会社, 東京)に

よる深麻酔下で下大静脈より採血し，肝臓，盲腸および白色脂肪組織（WAT）を採取し

た。血清は，血液を 2,000×g，15 分間遠心分離して得た。肝臓および盲腸は液体窒素に

て急速凍結し，－80℃で保管した。また，解剖前日の 1 日分の糞を採取し，臓器と同様の

方法で凍結・保管した。 

 

1-2-3. 糞中細菌叢  

各個体の 1 日分の糞から，QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen，Venlo，Netherlands)

を用いて Total DNA を抽出した。抽出した Total DNA から細菌の同定を行うために，

16S rRNA 遺伝子の V2-4-8，V3-6 および V7-9 領域を，Ion 16S Metagenomics Kit 

 LF LFOE HF HFOE 

Dextrinized corn starch 132 132 92.1 92.1 

Corn starch 397.486 366.486 277.386 246.386 

Sucrose 98.47 100 98.47 100 

Cellulose 50 50 50 50 

Casein 200 182.3 230 212.3 

L-Cystine 3 3 3 3 

Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5 

AIN-93G mineral mixture 35        - 35        - 

NaCl-free AIN-93G mineral mixture           - 35        - 35 

AIN-93 vitamin mixture 10 10 10 10 

Soybean oil 70 68.7 70 68.7 

Lard           -         - 130 130 

Oyster-extract           - 50        - 50 

NaCl 1.53         - 1.53        - 

tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 
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(Thermo Fisher Scientific，Massachusetts，USA)を用いて PCR 法により増幅させた。

PCR 産物は AMPure XP ビーズ (Beckman Coulter，California，USA)を用いて精製し

た。精製した PCR 産物は， Ion Plus Fragment Library kit および Ion Xpress Barcode 

Adaptors 1-16 kit (ともに Thermo Fisher Scientific)を用いて，Ion PGM system での解析

に必要なアダプター配列および個体識別の為のバーコード配列を付加させ，DNA ライブ

ラリを作製した。再び AMPure XP ビーズを用いて DNA ライブラリを精製し，次いで各

DNA ライブラリ濃度をバイオアナライザー（Agilent 2100：Agilent Technologies，

California，USA）により定量した。各 DNA ライブラリを 10 pM に希釈し，エマルジョ

ン PCR およびエンリッチメント処理をそれぞれ Ion OneTouch 2 と Ion OneTouch ES 

systems (ともに Thermo Fisher Scientific)で行った。調製した 16S rRNA 遺伝子フラグメ

ントライブラリのシークエンス解析には，Ion PGM System，Ion PGM 400 sequencing 

reagents，Ion 318 v2 chips および Torrent Suit Software ver.5.6 (Thermo Fisher Scientific)

を用いた。  

得られた配列データは，MicroSEQ 16S Reference Library v2013.1 (Thermo Fisher 

Scientific)と Greengenes v13.5 (The Greengenes Database Consortium， 

http://greengenes.secondgenome.com/)を参照配列とする Ion Reporter Software 16S 

Metagenomics Workflow ver.5.10 (Thermo Fisher Scientific)を用いて解析した。 

Ion Reporter Software によって，各サンプルの門および属の分類階級で同定された細菌と

そのリード数のデータを得た。得られたリード数を用いて，各分類階級での細菌の構成比

率を求めた。 

レアファクション解析 (chao1 推定量および simpson 指数)は，QIIME を用いた Ion 

Reporter Software 16S Metagenomics Workflow ver.5.10 により求めた。また、各群の門お

よび属レベルの構成比率をもとに，R [56]を用いて階層的クラスタリングを行った。 

さらに、Linear discriminant analysis effect size (LEfSe)分析 

(http://huttenhower.sph.Harvard.edu/galaxy/) [57]を行って，各群の腸内細菌叢のバイオ

マーカーを調べた。 

 

1-2-4. 糞中短鎖脂肪酸 

盲腸内容物を蒸留水に懸濁し，pH メーター（F-21，株式会社堀場製作所，京都）を用

いて pH を測定した。糞中短鎖脂肪酸（SCFA）組成は，2-エチル酪酸を内部標準として，

ガスクロマトグラフ（GC）を用いて分析した [58]。凍結乾燥した糞をミルで粉末化し，

蒸留水を加え，十分にボルテックスした。次に，2-エチル酪酸，塩酸およびジエチルエー

テルをそれぞれ添加し，撹拌した。その後，遠心分離（10 分，16,000 rpm，4℃）し，上

清を回収し，ナイロンフィルター（0.45 µm）でろ過した。NukolTM キャピラリーカラム

（30 m × 0.25 mm i.d.× 0.25 µm d.f.，Merck KGaA，Darmstadt，Germany）を備えた水

素炎イオン化検出器 GC（GC-2014, 株式会社島津製作所, 京都）を用いて SCFA を分析

http://greengenes.secondgenome.com/
http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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した。カラムオーブン温度プログラムは、初期温度は 40℃に設定し，その後，180℃に達

するまで温度を 20℃/分上昇させ，180℃で 15 分間放置した。キャリアガスはヘリウムで

1 mL/分の流量とした。各短鎖脂肪酸の成分は Volatile Free Acid Mix certified reference 

material（Merck KGaA）を用いて同定した。 

 

1-2-5. 統計処理 

得られた測定値は平均値±標準誤差で示した。餌料中脂肪濃度および餌料中の牡蠣肉エ

キスの有無を因子として二元配置分散分析を行った。有意水準は p<0.05 とし，

0.05≦p<0.15 の場合は傾向があるとした。二元配置分散分析において，相互作用に有意差

が認められた場合は，Tukey’s multiple comparisons test による多群間比較を行った。統計

解析は GraphPad Prism ver. 7.0d（GraphPad Software，California，USA）を用いて行っ

た。  

 

1-3. 結果 

1-3-1. 成長パラメーター 

Table 1-3 に成長パラメーターおよび解剖時臓器重量を示した。終体重および体重増加

量において，餌料中脂肪濃度が影響する傾向がみられた（それぞれ p=0.135 および

p=0.104）。餌料摂取量は，餌料中脂肪濃度の影響がみられた。体重増加量を餌料摂取量で

除して算出した餌料効率は，餌料中脂肪濃度の影響が認められた。初体重は，各群間で有

意差は見られなかった。一方，解剖時臓器重量において，肝臓重量は餌料中脂肪濃度およ

び牡蠣肉エキスの影響が認められた。精巣上体周囲 WAT 重量では,餌料中脂肪濃度の影響

が認められた。また，腎臓周囲 WAT 重量では，餌料中脂肪濃度が影響する傾向がみられ

た（p=0.057）。腸間膜 WAT および鼠径部 WAT 重量には，各群間で有意な変化は見られ

なかった。 
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Table 1-3. Growth parameters and organ weight. 

Data represent means ± SEM. Values in the same row not sharing a common superscript are significantly different at p < 0.05 using Tukey’s 

multiple comparison test. 

†Food efficiency (g/g) = BW gain (g/day) / food intake (g/day). 

ANOVA, analysis of variance; BW, body weight; HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet 

containing oyster-extract; OE, oyster-extract, WAT, white adipose tissue.

  Groups  Two-way ANOVA (P value) 

  LF LFOE HF HFOE  Diet OE Diet x OE 

Growth parameters                 

Initial body weight (g) 15.3 ± 0.4 15.3 ± 0.3 15.3 ± 0.5 15.3 ± 0.3  0.961 0.961 0.987 

Final body weight (g) 28.9 ± 0.8 28.6 ± 0.8 30.1 ± 0.4 30.0 ± 1.1  0.135 0.788 0.929 

Body weight gain (g/day) 0.24 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.26 ± 0.01 0.26 ± 0.02  0.104 0.791 0.917 

Food intake (g/day) 3.00 ± 0.06 2.94 ± 0.06 2.86 ± 0.10 2.72 ± 0.08  0.030 0.211 0.630 

Food efficiency (g/kcal)† 0.080 ± 0.004a 0.079 ± 0.003b 0.091 ± 0.003ab 0.094 ± 0.005b  0.002 0.718 0.617 

Organ weights (g/100g BW)                 

Liver 4.25 ± 0.10ab 4.56 ± 0.14a 3.73 ± 0.17b 4.16 ± 0.04ab  0.001 0.006 0.611 

Epididymal WAT 2.55 ± 0.23b 2.76 ± 0.23ab 3.59 ± 0.20a 3.52 ± 0.37ab  0.002 0.796 0.607 

Perirenal and 

retroperitoneal WAT 
1.08 ± 0.13 1.14 ± 0.14 1.47 ± 0.10 1.28 ± 0.15 

 
0.057 0.648 0.366 

Mesentery WAT 1.82 ± 0.09 1.80 ± 0.09 1.88 ± 0.12 1.95 ± 0.15  0.348 0.828 0.696 

Inguinal WAT 0.82 ± 0.08 0.85 ± 0.17 1.07 ± 0.10 0.74 ± 0.12  0.535 0.233 0.152 
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1-3-2. 糞中細菌叢 

糞より Total DNA を抽出し，これを鋳型に 16S rRNA 遺伝子の超可変領域を PCR で増

幅させ，Ion PGM System でシークエンスした。その結果，各個体の試料から 

457,437±33,647 リードの配列データが得られ，低品質のデータを除いた

349,163±25,547 リードの配列データを解析に用いた。また，各群の平均リード数には有

意差はなかった。Fig.1-2 に属レベルの Chao1 推定量および Simpson 指数のレアファクシ

ョン解析結果を示した。両指数において，各群間で有意な変化は見られなかった。さら

に、両指数ともに 3 万リードまでで飽和に達し，実質的に十分なリード数が解析に供され

たと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-2. Bacterial rarefaction curves based on Chao 1 (A) and Simpson (B) in genus level  

The data are shown as mean value ± SEM. 

HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet 

containing oyster-extract. 
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Fig 1-3 に門（A）および属（B）レベルの分類階級別の細菌叢の構成比率と階層的クラス

タリングを示した。門および属ともに，LF 群において構成比率の高いものから示し，構成

比率 0.5%未満の細菌は Others にまとめた。門レベルの構成比率を見ると，Firmicutes， 

Bacteroidetes，Actinobacteria および Proteobacteria 門で 98%が構成されていた。クラス

タリング解析の結果，LF 群および LFOE 群，また HF 群および HFOE 群が同一のクラス

ターとなり，餌料中脂肪濃度の違いによって分類された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-3. Relative abundance of fecal microbiota on the phylum (A) and genus (B) levels 

Graphs are stacked from higher relative abundance in LF groups, and those with less than 

0.5 % of the relative abundance are summarized as Others. 

HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet 

containing oyster-extract. 
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Fig 1-4A に Firmicutes 門および Bacteroidetes 門の構成比率を示した。Firmicutes 門の

構成比率は，餌料中脂肪濃度の影響が認められた。一方，Bacteroidetes 門の構成比率は，

餌料中脂肪濃度および牡蠣肉エキスの影響が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-4. Relative abundance of predominant microbes on the genus level Data represent 

mean ± SEM. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 using Tukey’s 

multiple comparison test.ANOVA, analysis of variance; BW, body weight; HF, high-fat; 

HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet containing 

oyster-extract; OE, oyster-extract. 
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階層的クラスタリング解析の結果，LFOE 群が HF 群と同一のクラスターに分類され，

LF 群とは異なるクラスターに分類された。そのため属レベルの構成比率では，低脂肪餌料

に牡蠣肉エキスを添加することによって，高脂肪餌料給餌群でみられる細菌叢の構成に近

づく可能性が示された。Fig.1-4B に Clostridium，Bifidobacterium，Bacteroides， 

Lactococcus および Lactobacillus 属の構成比率を示した。Clostridium 属は各群間で有意な

変化はみられなかった。Bifidobacterium 属は，餌料中脂肪濃度の影響が認められ，LF 群

と比較して，HF 群で有意な増加が確認された。Bacteroides 属は，餌料中脂肪濃度および

牡蠣肉エキスの影響が認められた。 Lactococcus 属は，牡蠣肉エキスの影響が認められ

た。 

各群に特徴的な細菌を同定するため，LEfSe 解析を行った（Fig.1-5）。その結果，計 33

の系統が同定された。LF 群では，Bacteroides，Lactococcus，Subdoligrannlum，

Alistipes，Ruminococcus および Akkermansia，LFOE 群では，Lactobacillus および

Stomatobaculum，HF 群では、Bifidobacterium，Parvibacter および Dorea, 

HFOE 群では，Lachnoclostridium が属レベルとして同定された。 
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Fig 1-5. Comparisons of gut bacteria using linear discriminant analysis effect size (LEfSe) 

HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; LF, low-fat; LFOE, low-fat diet 

containing oyster-extract; OE, oyster-extract. 
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1-3-3. 糞中短鎖脂肪酸 

Fig 1-6 に糞へ排泄された短鎖脂肪酸量を示した。糞プロピオン酸量において，餌料中牡蠣

肉エキスの影響が認められた。 

 

Fig 1-6. Fecal short-chain fatty acid (SCFA) composition. 

(A) SCFA composition in feces, (B) Total SCFA content in feces. 

Data represent mean ± SEM. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 

using Tukey’s multiple comparison test. 

ANOVA, analysis of variance; HF, high-fat; HFOE, high-fat diet containing oyster-extract; 

LF, low-fat; LFOE, low-fat diet containing oyster-extract; SCFA, Short-chain fatty acid.  
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1-4. 考察 

Table 1-2 より，本実験で用いた C57BL/6J マウスに長期的に高脂肪餌料を給餌する

と，低脂肪餌料と比較して，体重が増加し，肥満が誘導されることが知られている [59]。

本実験において，高脂肪餌料給餌群は，精巣上体周囲 WAT 重量の有意な増加，および終

体重と腎臓周囲 WAT 重量の増加傾向がみられたことから，若干肥満が誘導された状態で

あると判断した。また，牡蠣肉エキスの給餌によって，体重 100 g あたりの肝臓重量の有

意な増大がみられた（p=0.006）。ラットに牡蠣肉エキスを給餌した前報 [54]においても

同様に，肝臓重量が増大する傾向がみられたが，重量増加に関与すると考えられる肝臓総

脂質濃度には影響はみられなかった。今後，牡蠣肉エキスの給餌による齧歯類の肝臓重量

増大の原因を明らかにする必要がある。 

Fig 1-2 より，Chao1 推定量および Simpson 指数の両指数において，各群間で有意な変

化は見られなかったことから，餌料中脂肪濃度および牡蠣肉エキスは，腸内細菌叢の多様

性には影響を与えなかったと考えられる。Fig.1-3A より，これまでに高脂肪餌料をマウス

に給餌すると，Firmicutes 門に分類される細菌が増加し，Bacteroidetes 門に分類される細

菌が減少することが報告されている [60]。Fig.1-4A より，これまでの報告 [60]と同様

に，本実験においても高脂肪餌料の給餌によって Firmicutes 門の構成比率が増加し，

Bacteroidetes 門の構成比率が減少する結果が得られた。一方，Fig.1-3B の属における構成

比率では，Clostridium，Bifidobacterium，Bacteroides，Lactococcus および Lactobacillus

属で 90%以上が構成されていた。Fig 1-4B より，Lactobacillus 属は、牡蠣肉エキスの影響

が認められた。これまでの試験において，ラットに牡蠣肉エキスを給餌すると，盲腸内の

Lactobacillus 属の構成比率が上昇することが報告されている [54] 。そのため牡蠣肉エキ

スの給餌は，ラットだけでなくマウスにおいても Lactobacillus 属の構成比率を増加させる

と考えられる。Fig 6 より，プロピオン酸は，主に Clostridia，Desulfovibrio，

Propionibacterium や Bacteroides によって生成されることが知られている [61] 。低脂肪

群（LF および LFOE 群）で Bacteroides の構成比率が増加していた（Fig.1-4B）。一方，

Desulfovibrio および Propionibacterium は本実験では検出されず，Clostridia は各群間で

変化は見られなかった（data not shown）。そのため，低脂肪群で観察された糞プロピオン

酸の増加は，Bacteroides の構成比率の増加が関係していると考えられる。 

腸内細菌により生成された短鎖脂肪酸は，大腸の粘膜細胞により腸内容物中の水分吸収の

際のエネルギー源として利用されることが明らかにされており，この吸収作用のため，盲

腸内容物と糞の短鎖脂肪酸量に差が出ることが報告されている。一方で，盲腸内容物と糞

の細菌叢の構成はほとんど同じことが報告されている [62]。そのため，腸内細菌叢の違い

による短鎖脂肪酸組成の変化を検証する為には，糞短鎖脂肪酸のみではなく，盲腸内容物

の短鎖脂肪酸組成も合わせて測定する必要があると考えられる。一方，糞総短鎖脂肪酸，

酢酸，酪酸，Others（イソ酪酸，吉草酸およびイソ吉草酸の総量）に各群間に有意な差は

見られなかった。また，盲腸内容物の pH にも各群間で有意な変化はみられなかった
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（data not shown）。Lactobacillus の構成比率の上昇といった腸内細菌叢の変化を引き起こ

した牡蠣肉エキス中の成分として，牡蠣肉エキスの約半分を占めるグリコーゲンが考えら

れる。これまでに、グリコーゲンをラットに給餌すると、糞の Bifidobacterium や

Lactobacillus といった有用菌が顕著に増加する事が報告されている [63]。一方，牡蠣肉エ

キスに含まれているタウリンは，腸内細菌叢の多様性やその構成比率に影響を与えないこ

とが，培養系ヒト腸内細菌叢モデルを利用した in vitro 試験において報告されている 

[64]。そのため，かき肉エキス中のグリコーゲンによって，糞中 Lactobacillus の構成比率

が増加したと考えられる。 
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第 2 章 急性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 

 

要約 

炎症性腸疾患に関する医薬品は深刻な副作用を伴う可能性があり，天然物に由来する代

替候補資源物の開発に注目が集められている。牡蠣肉エキス（OE）はマウスにおいて，腸

内細菌叢に影響を与える事が示唆された。本研究では，デキストラン硫酸ナトリウム

（DSS）によって誘発される急性実験的大腸炎モデルマウスの糞便中の腸内細菌叢および

その代謝物に対する牡蠣肉エキス給餌の抗大腸炎効果を検証した。雄性の C57BL/6J マウ

スを 3 群に分け，（1）AIN93G 食餌＋DSS 未処理，（2）AIN93G 食餌＋DSS 処理，（3）

5%OE 食餌＋DSS 処理。各群に各食餌を与えた。投与開始 22 日目に飲水として 2.5%DSS

溶液を 7 日間与えて急性大腸炎を誘発した。DSS を投与したマウスでは，体重の減少，下

痢・血便症状，disease activity index スコアの上昇，大腸長の短縮，脾臓重量の増加，結腸

の陰窩損傷が生じており，急性大腸炎が誘発されたことが明らかだった。しかし，牡蠣肉

エキスを与えていたマウスでは，DSS 投与によるこれらの症状は緩和されていた。さら

に，牡蠣肉エキスは糞中の細菌叢の構成を変化させ，糞便の短鎖脂肪酸量を改善した。こ

れらのことから，牡蠣肉エキスの摂取は，腸内細菌叢や腸内の短鎖脂肪酸生成に影響を与

えることによって，急性の実験的大腸炎の諸症状を緩和したと考えらえた。  
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2-1. 序章 

第 1 章において牡蠣肉エキスが正常マウスの腸内細菌叢および短鎖脂肪酸の組成を変化 

させることが明らかになった [65]。IBD の病因は，腸内の細菌叢とその代謝物の変化，腸

管上皮バリア障害，免疫調節不全，環境要因，および遺伝的感受性を含む多因子性疾患であ

ると示唆される [66]。腸内細菌叢の構成割合は，宿主の健康と密接に関連しており [67]，

IBD とも密接に関連してる [37]。宿主と細菌叢のクロストークは，全身の恒常性を維持す

る上で重要な役割を果たし，細菌の構成や細菌の代謝物の変化などの腸内環境の悪化が腸

の炎症を引き起こす [67]。特に，細菌叢の構成変化は，宿主酵素への基質利用，宿主免疫

の成熟，および病原性細菌の増殖に影響を与える可能性がある [68]。したがって，腸内の

微生物叢の構造と組成の変化は，IBD の開始と進行に関連していると考えられる [69]。こ

のことから，腸内細菌叢と短鎖脂肪酸組成を変化させる牡蠣肉エキスは，IBD の発症進行

を改善する機能性があると予想される。ゆえに急性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エ

キス摂取の影響を検証した。 

 

2-2. 実験方法と材料 

2-2-1. 実験材料 

牡蠣肉エキスの調製は 1 章と同様に行った。DSS は，MP Biomedicals (Irvine，CA，USA)

から購入した。 

 

2-2-2. 動物実験 

本実験は関西大学動物実験委員会の承認を受けて実施した (承認番号 1819)。人道的エン

ドポイントは DSS 投与を開始した体重（BW）と比較して，20%以上の体重減少として設定

した。 

4 週齢雄性 C57BL/6J マウスは，（日本エスエルシー株式会社，静岡）から購入した。マ

ウスは室温 22℃ ± 1℃，明暗 12 時間サイクル（8：00－20：00)の条件下で飼育した。実

験餌料および水は自由摂取とした。7 日間の順化後，マウスを 3 群に分けた。各群 8 匹のマ

ウスを Control，Control＋DSS，OE＋DSS とした。Control 群と Control＋DSS 群には

Control 食を与え，OE＋DSS 群には OE 食を与えた。Table.2-1 は，American Institute of 

Nutrition (AIN)-93G 組成に基づいた実験食（Control および OE）の成分を示す [55]。

Control 食と OE 食の塩化ナトリウム量が等しくなるように調整した。食餌摂取量と体重

（BW）は，2 日ごとに 21 日間測定した。22 日目から，Control＋DSS および OE＋DSS 群

の飲料水を 2.5% （w/w）溶液に 7 日間交換した。7 日間の DSS 投与期間に毎日，午前 10

時に，disease activity index（DAI）スコア [70]（糞便の固さ，体重減少，および糞便中の

潜血）を毎日評価した。動物実験のタイムスケジュールを Fig.2-1 に示す。人道的エンドポ

イントに該当するマウスはいなかった。Control＋DSS 群のマウスは DSS 投与 7 日後に 1

匹の死亡が確認された。DSS 投与の 7 日後，各マウスから糞便を採集し，非絶食マウスに
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イソフルラン麻酔下で安楽死させた（午前 9：00～11：00）。下大静脈から採血し，遠心分

離（2000xg，15 分間）により血清を得た。肝臓，腎臓，脾臓，および大腸を素早く取り出

し，秤量し，大腸の長さを測定した。大腸内容物を冷食塩水で洗い流し，遠位結腸切片を

10%ホルマリン溶液で固定した。 

 

Table 2-1. Composition of the experimental diets. 

  
Experimental Diets1 

     Control       OE 
 g/1000g 
Dextrinized corn starch 132 132 
Corn starch 397.486 366.486 
Sucrose 95.9 100 
Cellulose 50 50 
Casein 200 182.3 
L-Cystine 3 3 
Choline bitartrate 2.5 2.5 
AIN-93G mineral mixture 35 35 
AIN-93 vitamin mixture 10 10 
Soybean oil 70 68.7 
Oyster extract  50 
Sodium chloride 4.1  

tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014 
 1000 1000 
 

Based on the AIN-93G composition, diets were prepared. The amount of sodium chloride in 

the control and OE diets was equal. AIN, American Institute of Nutrition; OE, oyster extract. 
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Figure 2-1. Schematic diagram of DSS-treated mice. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster 

extract. 

 

2-2-3. 血清生化学的パラメーター 

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST），アラニンアミノトランスフェラーゼ 

（ALT）、クレアチンホスホキナーゼ（CPK），乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH），総タンパク 

質（TP），およびアルブミン（Alb）は，日本医療研究所（貝塚，日本）にて測定した。 

 

2-2-4. 組織病理学的分析 

10%ホルマリンで固定した遠位結腸切片をパラフィンに包埋し，5 µm 切片を作成した。

ヘマトキシリン-エオジンで染色した後，組織学的分析（炎症重症度，炎症深達度，粘膜上

皮の再生度，陰窩損傷度）を，Dieleman らの方法に準じて評価した [71]。 

 

2-2-5. 糞中の短鎖脂肪酸 

2.5%DSS 投与後 7 日目の糞便 SCFA 組成は，ガスクロマトグラフィー（GC-2014；島津

製作所，京都，日本)を使用して分析した [72]。 

 

2-2-6. 16S rRNA アンプリコンシーケンス 

16S rRNA アンプリコンシーケンスでは，各群からランダムに 5 つの糞便サンプルを選択

し，ISOSPIN 糞便（ニッポンジーン株式会社，東京，日本）を使用して全 DNA を抽出し

た。詳細は Maeda らの方法に準じて実施した [73]。16S rRNA アンプリコンシーケンスお

よび生シーケンスデータ分析は，次世代シーケンス（NGS）システム（Ion PGMTM；Thermo 

Fisher Scientific Inc，米国マサチューセッツ州ウォルサム）および細菌の構成と多様性を調

べるために，Ion Reporter ソフトウェア（Metagenomics 16S w1.1ver。5.14，Thermo Fisher 

Scientific Inc）を用いた。β多様性は，ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/ （2021 年 10

月 12 日にアクセス）を用いて，主成分分析（PCA）から推定および視覚化した。線形判別

分析の効果量（LEfSe） [56]分析 (LDA スコア log10>4 および p<0.05 のレベルで)は，

Galaxy(http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/（2021 年 10 月 16 日にアクセス）を使

https://biit.cs.ut.ee/clustvis/
http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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用して評価した。 

 

2-2-7. 統計処理 

得られた測定値は，平均値±標準誤差（SEM）で示した。DAI および組織病理学的スコ

ア（順序尺度）には，Kruskal-Wallis 検定後に未補正の Dunn’s 検定を用いた。他のパラメ

ーター（比率尺度または間隔尺度）については，一元配置分散分析とそれに続く Holm-Sidak

の多重比較検定が使用された。群間比較は，Control 群と Control＋DSS 群，および Control

＋DSS 群と OE＋DSS 群間で分析された。属レベルでの糞便の細菌，各短鎖脂肪酸組成，

および重症度の指標間の関係。DSS 誘発性大腸炎は，スピアマンの相関係数検定を用いて

評価した。0.05 未満の p 値は統計的に有意であると見なし，0.05≤p<0.10 の p 値は統計的

に有意な傾向があると見なした。統計分析は，GraphPad Prism バージョン 7.0 （GraphPad 

Software，米国カリフォルニア州サンディエゴ）を使用した。 

 

2-3. 結果 

2-3-1. 成長パラメーター，血清検査，DAI スコア 

急性実験的大腸炎症状への影響を評価するために，牡蠣肉エキスを 21 日間与えたマウス

に，飲料として大腸炎を誘発するデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）の 2.5%水溶液また

は蒸留水を 7 日間与えた。実験期間中，摂餌量と摂水量または DSS 溶液の摂水量に有意差

はみられなかった（Table 2-2）。Control+DSS 群では，盲腸重量の有意な減少，血清生化学

的パラメーター（Total protein，Albumin，AST，CPK）が有意に減少していた。一方で，

Control＋DSS 群と比較して，OE＋DSS 群ではこれらのパラメーターに影響は見られなか

った。 
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Table 2-2. Growth parameters, organs weights, and serum biochemical parameters in DSS-

treated mice. 

  
Groups 

Control Control+DSS OE+DSS 

Growth parameters          

 Food intake (g/day) 2.56 ± 0.08 2.40 ± 0.17 2.37 ± 0.13 

 Water intake (g/day) 8.24 ± 0.74 7.85 ± 0.67 7.47 ± 0.65 

 DSS solution intake (g/day) - 9.58 ± 0.50 9.06 ± 0.52 

Organ weights (g/100g BW)          

 Liver 4.19 ± 0.17 4.52 ± 0.16 4.40 ± 0.18 

 Kidney 1.16 ± 0.03 1.19 ± 0.02 1.16 ± 0.01 

 Cecum 0.97 ± 0.11 0.57 ± 0.05 ** 0.80 ± 0.11 

Serum biochemical parameters          

 Total protein 4.63 ± 0.05 3.79 ± 0.10 *** 3.85 ± 0.13 

 Albumin 2.81 ± 0.04 2.06 ± 0.07 *** 1.96 ± 0.07 

 AST 42.6 ± 1.6 34.9 ± 1.2 ** 40.8 ± 2.8 

 ALT 15.0 ± 1.5 11.1 ± 1.0 11.4 ± 1.8 

 CPK 33.9 ± 1.5 53.1 ± 4.7 ** 45.5 ± 7.2 

  LDH 176 ± 17 147 ± 21 150 ± 17 

The values shown are the mean ± SEM (n = 7-8 per group). Data ware analyzed using one-

way analysis of variance followed by Holm-Sidak’s multiple comparisons test between the 

control vs. control+DSS and control+DSS vs. OE+DSS groups. **p<0.01 and ***p<0.001 vs 

control group. ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BW, body 

weight; CPK, creatine phosphokinase; DSS, dextran sulfate sodium; LDH, lactate 

dehydrogenase. 

 

Fig.2-2 の A–C では，DSS 投与の開始から Control＋DSS 群で体重減少と DAI スコアの増

加を示した。OE＋DSS 群の体重減少は，Control＋DSS 群と比較して 6 日目と 7 日目に有

意に低かった（Fig.2-1A）。OE + DSS 群の DAI スコアは，Control＋DSS 群よりも 1 日目

と 6 日目で有意に低かった（Fig.2-1B）。Control＋DSS 群と比較して，OE + DSS 群の DAI

スコアの曲線下面積（AUC）の増加を抑えた（Fig.2-1C）。結腸の長さの短縮と脾臓の重量
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の増加の両方が，DSS 誘発性大腸炎の重症度の指標として使用された [74][33]。Control 群

と比較して，Control＋DSS 群は，結腸の長さが大幅に短縮し，脾臓の重量が増加したこと

を示した (Fig.2-2 E,F)。Control＋DSS 群と比較して，OE + DSS 群は，結腸の短縮と脾臓

重量の増加を緩和させる傾向が見られた。 

 

Figure 2-2. Effect of OE on BW, DAI score, colon length, and relative spleen weight in mice 

of DSS induced acute experimental colitis symptoms. (A) Changes in BW. Changes in the 

BW percentage (%) = BW on the specified day/the BW at day 0 × 100. (B) Change of DAI 

score. (C) AUC of DAI score of mice during administration of 2.5% DSS in drinking water. 

(D) Representative pictures of colons. (E) Colon length of mice at day 7 after 2.5% DSS 

administration. (F) Relative spleen weight of mice at day 7 after 2.5% DSS administration. 

The values shown are the mean ± SEM (8 mice in control and OE + DSS groups and 7 mice 

in control + DSS group). *** p < 0.001 vs. control group, # p < 0.05, and ### p < 0.001 vs. 

control + DSS group. AUC, area under the curve; BW, body weight; DAI, disease activity 

index; DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract; SEM, standard error of the mean. 
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2-3-2. 大腸の病理組織 

Fig 2-3 は，大腸の組織障害（炎症重症度，炎症深達度，粘膜上皮の再生度，陰窩損傷度） 

を示す。DSS は大腸の組織障害を有意に増加させた(Fig 2-3. B-E)。OE＋DSS 群では大腸 

の陰窩損傷が有意に緩和した(Fig2-3E)。 

 

Figure 2-3. Effect of OE on the histological damages in the colon tissues of DSS-treated mice. 

(A) Representative histologic sections were stained with hematoxylin-eosin. Scale bar, 100 

µm (5×) and 50 µm (10×). (B–E) Histological analysis in the colon of mice at day 7 after 

2.5% DSS administration. The values shown are the mean SEM (8 mice in control and OE + 

DSS groups and 7 mice in control + DSS group). *** p < 0.001 vs. control group, # p < 0.05 

vs. control + DSS group. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract; SEM, standard 

error of the mean. 

 

2-3-3. 糞中短鎖脂肪酸 

IBD 症状と大腸の代謝物は関連している [75]。したがって，DSS に対する牡蠣肉エキス

の糞便中の短鎖脂肪酸量，組成の影響を評価した(Fig.3A-C)。DSS 投与により糞便中の短

鎖脂肪酸量と総短鎖脂肪酸量の増加が見られた。さらに，OE＋DSS 群は，Control＋DSS 群

よりも低い糞便中の短鎖脂肪酸および総短鎖脂肪酸量を示した。盲腸重量は Control 群より

も Control＋DSS 群の方が低かった（Table.2-2）。これは糞便中の短鎖脂肪酸の濃度を示し

ている可能性があるため，相対的な糞便中の短鎖脂肪酸組成を Fig.2-4C に示した。Control

群と比較して，Control＋DSS 群は，より低い相対酢酸およびより高い相対プロピオン酸，
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イソ酪酸，イソ吉草酸、および吉草酸の組成を示した。これらの結果は，牡蠣肉エキスが DSS

投与によって誘発される糞中の短鎖脂肪酸量および組成の変化を改善できることを示唆し

ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4. Effect of OE on the SCFA contents and compositions in the feces of DSS-induced 

acute experimental colitis mice. (A) SCFA content, (B) total SCFA content, and (C) relative 

SCFA abundance in the feces of mice at day 7 after 2.5% DSS administration. The values 

shown are the mean ± SEM (n = 8 per group). * p < 0.05 and *** p < 0.001 vs. control 

group, # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 vs. control + DSS group. DSS, dextran 

sulfate sodium; OE, oyster extract; SCFA, short-chain fatty acids, SEM, standard error of the 

mean. 

 

2-3-4. 糞中細菌叢 

DSS 誘導性大腸炎モデルでは，腸内細菌叢の種の数と構成の変化が報告されている [37]。

牡蠣肉エキスが腸内細菌叢を改善するかどうかを判断するために，次世代シーケンサーに

基づく 16S rRNA アンプリコンシーケンスを用いて，糞便中の腸内細菌叢の数と構成を検

証した。Ion Reporter 処理後の有効な読み取り配列の数は，実験群間で有意差はなかった

（Control 群：168,632±19,922，Control＋DSS 群：158,437±24,418，OE＋DSS 群：127,632
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±22,393)。レアファクション解析（Chao-1 推定量および Simpson 指数）は，飽和してい

るため，シーケンス深度は多様性を反映するのに十分であり，シーケンス結果は信頼できる

と判断される(Fig.2-5 A，B)。Control 群と比較して，Chao-1（種の豊富さ)と Simpson（種

の多様性と均等度) [76]の指標は，Control＋DSS 群で有意に高かった。OE 給餌は，DSS に

よる Chao-1 指標の増加を改善した。β多様性の結果(Fig.2-5 C，D)は，DSS 投与が糞便中

の細菌叢の構造を変化させたことを示した。OE＋DSS 群は，属レベルで PC1-PC3 のコン

トロール＋DSS 群から明確に分離された(Fig.2-5D)。 

 

Figure 2-5. Effect of OE on the α- and β-diversities in the feces of DSS-treated mice. (A,B) 

Bacterial rarefaction curves based of the Chao-1 and Simpson induces, respectively. The 

values shown are the mean ± SEM (n = 5 per group). * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs. control 

group, # p < 0.05 and ## p < 0.01 vs. control + DSS group. (C,D) PCA of the bacterial 

compositions at the genus level. The prediction ellipse shows the extent to which a new sample 

falls inside the ellipse with probability 0.95. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract, 

PCA, principal component analysis. 
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ヒストグラムを使用して，群ごとの糞便中の門および属レベルの細菌の構成比率を示し

た（Fig.2-6A,B)。Control 群と比較して，DSS 投与は，Firmicutes の構成比率が低く，

Bacteroidetes，Proteobacteria，および Deferribacteres の構成比率が高かった（Fig.2-6 C-

F）。OE 給餌は Control＋DSS 群と比較して門レベルで相対的な細菌量を変化させなかった。

Control 群と比較して，DSS 投与は，属レベルの Lactococcus および Bifidobacterium の構

成比率が低く，Bacteroides，Mucispirillum および Lactobacillus の構成比率が高かった

（Fig.2-6G-K）。Control＋DSS 群と比較して，OE＋DSS 群は，Ruminococcus gnavus の構

成比率が有意な減少がみられた(Fig.2-6L)。 
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Figure 2-6. Effect of OE on the microbiota composition in the feces of DSS-induced acute 

experimental colitis mice. (A,B) Relative fecal bacteria abundance at the phylum and genus 

level, respectively. The relative fecal bacteria abundance was sorted from the highest relative 

abundance in the control group, and those with a relative abundance of less than 0.5% were 

grouped together as “others”.(C–L) Relative abundance of each bacteria. The values shown 

are the mean _ SEM (n = 5 per group). * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. control 

group, # p < 0.05 vs. control + DSS group. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract; 

SEM, standard error of the mean.  

 

 

OE 給餌と DSS 投与が糞便中の細菌叢に及ぼす影響を検証する為に，LEfSe 解析を行っ

た。各群間で最も特徴的な細菌を同定した(Fig.2-7)。その結果，計 27 の系統が同定された。

Actinobacteria と Firmicutes 門は，Control 群で豊富だった。対照的に，Defferibacteres お

よび Proteobacteria 門は，Control＋DSS 群でより豊富だった。さらに，Bacteroidetes 門は，

OE＋DSS 群でより豊富たった。 
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Figure 2-7. Comparison of microbiota in the feces using LEfSe. The results (A) and 

cladogram (B) of the phylogenetic distribution in fecal bacteria among the experimental 

groups obtained by LefSe analysis are showed. Bacteria are listed at the LDA scores log10 > 

4 and p < 0.05. DSS, dextran sulfate sodium ;LDA, linear discriminant analysis; LEfSe, 

linear discriminant analysis effect size; OE, oyster extract. 
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2-4. 考察 

この研究では，DSS 誘導性の急性実験的大腸炎のマウスモデルを臨床的大腸炎として想

定し，実施した。2.5%DSS 投与による 7 日間の誘導後，DSS 投与群のマウスにおいて，下

痢，体重の減少，結腸の長さの短縮，および脾臓重量の増加は，急性実験的大腸炎モデルが

確立されたことを示した。炎症性腸疾患の患者では，栄養状態の指標である血清アルブミン

値が低下することが報告されており [77]，栄養状態の悪化により血清総タンパク質，AST，

LDH 値が低下したと考えられる。さらに，Control+DSS 群で観察された高い血清 CPK 値

は，DSS によって誘導された筋肉の損傷が原因である可能性がある [78]。他の研究者も，

本研究で報告されたものと同様の方法を使用して，急性実験的大腸炎モデルのマウスモデ

ルを誘発することが可能であると報告した [79, 80]。一連の研究は，食品成分が急性大腸炎

に対して改善効果をもたらすことを示している [81, 82, 83, 84, 85]。牡蠣肉エキスによる急

性実験的大腸炎の緩和に対して，初めて研究を行った。Control+DSS 群と比較して，体重

減少，DAI スコアの増加，大腸短縮（p=0.05）脾臓重量の増加（p=0.080），および組織学

的スコアの増加（陰窩の損傷）が OE＋DSS 群で低下することが分かった。このことから，

牡蠣肉エキスの給餌は DSS による急性実験的大腸炎を抑制したと示唆される（Fig.2-2, 2-

3）。 

短鎖脂肪酸は，大腸上皮細胞のエネルギー源として機能し，腸内細菌が非消化性炭水化物， 

非消化性タンパク質を利用によって産生される代謝産物である [86]。短鎖脂肪酸は腸の炎

症と密接に関連している [87]。例えば，酪酸は腸のバリア機能の保護と改善に役割を果た

す [88]。IBD 患者の便中には，短鎖脂肪酸の産生細菌数の減少と短鎖脂肪酸量が減少して

おり [89]，短鎖脂肪酸の産生は IBD リスクの低下に関連している [90]。大腸炎マウスで

は大腸と糞中の短鎖脂肪酸含有量が減少することが報告されており [90]，本研究では DSS

投与により糞便の総短鎖脂肪酸含有量が増加することが分かった（Fig.2-4B）。短鎖脂肪酸

の吸収と代謝は，炎症性大腸粘膜 [91]および再燃時の潰瘍性大腸炎患者で損なわれること

が報告されている [92]。更に，酢酸はマウスモデルで大腸炎を誘発する為に使用されてい

る [93]。本研究では，糞中の短鎖脂肪酸量と DSS 誘発性大腸炎の重症度の指標との間に強

い相関関係が見られた。したがって，DSS 実験大腸炎マウスで見られた糞中の総短鎖脂肪

酸および酢酸含有量の増加は，大腸の機能障害に関連していることが示唆される。一方で，

OE＋DSS 群は，Control＋DSS 群と比較して糞中の総短鎖脂肪酸含有量が減少していた

(Fig.2-4B)。牡蠣肉エキス給餌による糞便中の短鎖脂肪酸量の減少は，大腸炎の重症度の減

少を示している。これは，陰窩障害を緩和することによる大腸での短鎖脂肪酸の吸収が要因

である可能性が示唆される（Fig.2-4E）。 

主な分岐鎖脂肪酸であるイソ酪酸とイソ吉草酸は，腸内の総短鎖脂肪酸量の約 5～10%を

占めている [94]。プレバイオティクス摂取によるイソ吉草酸，およびイソ酪酸の減少はア

ポトーシスを誘発し，イソ酪酸はイオン交換に影響を与える事によってナトリウム吸収に

関与している可能性が報告されているが，その役割に関しては完全には分かっていない 
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[94]。大腸中の分岐鎖脂肪酸はリポ多糖誘発性大腸炎マウスで増加し [95]，イソ吉草酸は

切除不能大腸癌患者において増加していた [96]。さらに，主に分岐鎖アミノ酸の発酵から

生成されるイソ酪酸とイソ吉草酸は，タンパク質発酵マーカーであると考えられている 

[97]。DSS 投与により増加した糞便中の分岐鎖脂肪酸は，Control 群および OE 群のカゼイ

ン由来（各 200 および 182.3 g/kg）の分岐鎖アミノ酸であると考えられた。この研究では，

Control＋DSS 群と比較して，OE 給餌により糞便中のイソ酪酸とイソ吉草酸の含有量と組

成を減少させた(Fig.2-4A,C)。この現象は，DSS による大腸炎とタンパク質の不消化を牡蠣

肉エキスが緩和している事を示唆している。 

腸内細菌叢のα多様性の著しい減少は DSS 誘導マウスで報告されている [98]。しかし，

Control＋DSS 群は，Control 群と比較して，高いα多様性（Chao-1 推定量および Simpson

指標）を示した(Fig.2-5A，B)。この現象は，DSS 投与による優占種である Firmicutes 門の

減少，Bacteroidetes 門，Proteobacteria 門，および Deferribacteres 門の細菌数の増加が原

因である可能性が考えられる。PC1-PC3 でのβ多様性の結果（Fig.2-5D）は，OE＋DSS 群

が Control＋DSS 群から分離していることを明確に示している。牡蠣肉エキスの給餌は DSS

による糞便中の細菌叢への影響を逆転させることはできなかったが，糞便中の細菌叢を制

御している兆候が見られる。これらのことは，Control+DSS 群と比較して，OE+DSS 群が

属レベルの糞便中の細菌叢に影響を及ぼしたことを示唆している。 

糞中の酢酸およびプロピオン酸の組成は，DSS 誘導性大腸炎の重症度の指標および相対

的な Bifidobacterium，Mucispirillum，および Lactobacillus の存在量（p<0.01）と強く相関

していた。糞中の短鎖脂肪酸の量だけでなく、組成比も大腸炎の重症度と関連している。こ

れらの短鎖脂肪酸（酢酸とプロピオン酸）は腸内細菌によって生成される  [99]。

Bifidobacterium 種は糖発酵中に大量の酢酸を生成する [100]一方で，Lactobacillus 属は大

量のプロピオン酸と少量の酢酸を生成する [101]。酢酸とプロピオン酸の相対的な組成変

化は、ビフィズス菌と乳酸桿菌の構成比率に関連している可能性がある。 

牡蠣肉エキスの給餌は，R.gnavus のような有害細菌の構成比率の減少がみられた。

R.gnavus は腸粘膜の表面にコロニーを形成し，そこでムチン糖鎖のシアル酸を炭素源とし

て利用している [102]。大規模な細菌叢シーケンシング研究では，IBD 患者は健常人と比

較して R.gnavus の構成比率が高いことが報告されている [103]。通常，健常人の R.gnavus

の腸内細菌叢の構成比率は 0.1%未満だが，IBD 患者の一部では再燃時に一時的に上昇する

ことが報告されている [104]。DSS は糞便中の R.gnavus を増加させるが，牡蠣肉エキスに

よって増加を抑えていた（Fig.2-6L）。このことから，牡蠣肉エキスは，R.gnavus などの有

害細菌に対する調節効果により，急性大腸炎を予防できる可能性があることを示唆してい

る。ただし，この仮説に関しては詳細な研究が必要である。現在，ショートリード 16S rRNA

アンプリコンシーケンスを使用して，種レベルで細菌の正確な割合を評価することは困難

である。 

牡蠣肉エキスは様々な成分で構成されているので，DSS による急性大腸炎の緩和をもた
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らした成分を特定する事は難しい。予想しえる成分としては，第 1 章と同様にグリコーゲ

ンがあげられる。牡蠣肉エキス中には 32.5 g/100 g のグリコーゲンが含まれる。酵素合成

グリコーゲン摂取が盲腸の短鎖脂肪酸の産生を著しく増加したことが報告されている。こ

れは，特に Bifidobacterium と Lactobacillus による資化が要因である可能性がある [63]。

また第二の要因としてタウリンがあげられる。牡蠣肉エキス中には 5.5 g/100 g のタウリン

が含まれている。タウリンは，DSS による大腸炎の予防効果がある [105]。また，タウリン

は免疫応答を制御し，腸内のタイトジャンクション結合バリアを回復することが報告され

ている [84]。今後は大腸炎の予防効果をもたらす牡蠣肉エキス中の成分を特定する事が必

要である。その為には，DSS 誘導大腸炎モデルマウスを用いた牡蠣肉エキス中のグリコー

ゲンとタウリンの更なる検証が必要である。 

牡蠣肉エキスは糞便中の短鎖脂肪酸量および組成の変化。腸内細菌叢の制御を通じて，

DSS による急性実験的大腸炎に対する保護効果をもたらした。これらの結果から，急性実

験大腸炎の緩和における牡蠣肉エキスの保護効果の理解，機能性食品成分の利用および開

発に関する見通しをもたらした。 
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第 3 章 慢性大腸炎モデルマウスに対する牡蠣肉エキス摂取の影響 

 

要約 

 第 2 章において牡蠣肉エキス摂取による急性大腸炎モデルマウスの症状緩和がみられた。

しかしながら，IBD 患者における大腸炎症状は，再発と寛解を繰り返す慢性疾患であるゆ

えに，急性大腸炎モデルマウスは，臨床モデルとしてあまり適していないことが示唆される。

したがって，より臨床例に類似した症状を呈するモデルを作成する為に，DSS 反復投与に

よるマウスに慢性大腸炎を惹起させることとした。4 週齢雄性 C57BL/6J マウスに AIN93G

（Control 食）および AIN93G に 5.0%（w/w）牡蠣肉エキスを添加した餌料を調製し，マ

ウスに投与した。投与開始 22 日目から，飲水として 2.5%DSS 水溶液を 5 日間，その後蒸

留水を 5 日間与えた。この DSS と蒸留水の連続投与を 3 回繰り返し，慢性の実験的大腸炎

を惹起させた。牡蠣肉エキスは DSS の反復投与による体重の減少，血便症状，大腸長の短

縮，脾臓重量の増加，結腸の陰窩損傷および糞中総短鎖脂肪酸量の増加を緩和した。糞を採

取して細菌叢を調べたところ，DSS の反復投与は細菌叢の多様性を低下させていたが，牡

蠣肉エキス投与はこの多様性低下を緩和していた。細菌叢の構成を調べたところ，慢性の実

験的大腸炎を惹起させたマウスでは，IBD 発症との関連が指摘されている Proteobacteria 門

と Enterococcus 属の構成比率が増加していたが，牡蠣肉エキスの投与はこれらの増加を緩

和していた。これらのことから，牡蠣肉エキスの摂取は，ヒトの IBD により近い慢性大腸

炎モデルマウスにおいても，その諸症状を緩和できると考えられた。  
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3-1. 序章 

第 2 章で IBD モデルマウスにおいて牡蠣肉エキスによる大腸炎緩和効果が見られた。し

かしながら，IBD 患者の病状は再発寛解型の慢性症状であるゆえに，急性実験的大腸炎マ

ウスモデルはヒト IBD モデルとして適切なモデルとは述べにくい。したがって，DSS 反復

投与による慢性実験的大腸炎マウスモデルが開発された [106, 107] 。慢性および急性大腸

炎の両モデルを用いることは，大腸炎に対する牡蠣肉エキスの効果を包括的に明らかにす

るうえで意義あることである。よって DSS 反復投与による慢性実験的大腸炎マウスモデル

を用いて，大腸炎症状（糞便中の細菌叢や短鎖脂肪酸組成）に対する牡蠣肉エキスの効果を

検証した。 

 

3-2. 実験方法と材料 

3-2-1. 牡蠣肉エキスの調製と栄養素組成 

C.gigas からの牡蠣肉エキスの調製とその栄養組成は，第 1 章に記載 [108]。 

 

3-2-2. 動物実験 

本実験は関西大学動物実験委員会の承認を受けて実施した (承認番号 1918)。人道的エン

ドポイントは DSS 投与を開始した体重（BW）と比較して，20%以上の体重（BW）の減少

として設定した。 

AIN-93G [55]に基づく実験食の組成を示しており，等量の炭水化物（645 g/kg)，タンパ

ク質(200 g/kg)，脂肪(70 g/kg)、および塩化ナトリウム(4.12 g/kg)。これまでの研究 [109, 

65, 108]で報告されているように，牡蠣肉エキス濃度は 5.0 %（w/w）に設定した。マウス

は，単独の飼育ケージ（cat.KN-60105-T;夏目製作所，東京，日本）で飼育し，水と実験食

を自由に摂取できるエアコン付きの部屋で飼育した。 

ここでは，日本エスエルシー株式会社から購入した 4 週齢雄 C57BL/6J マウスを使用し

た（静岡，日本)。マウスは関西大学の飼育室に持ち込み，Control 食を 7 日間与え，順化し

た。マウスは，平均体重が同等になるように 3 群に分けた（Control［n=6］，Control＋DSS

［n=8］，OE＋DSS ［n=8］。Control および Control＋DSS 群には Control 食を与え，OE

＋DSS 群には OE 食を与えた。食物と水の摂取量と体重は 2 日ごとに測定した。 

慢性実験的大腸炎は，先行研究 [107] を参考に Fig.3-1 に示すスケジュールにて実施し

た。 
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Figure 3-1. Schematic diagram illustrating the induction of chronic experimental colitis 

symptoms. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract. 

 

3 週間の Control 食給餌後，DSS を投与して慢性実験的大腸炎を誘発した。マウスに

2.0 %(w/w) DSS (MP Biomedicals, Irvine,CA,USA)溶液を 5 日間投与した後，蒸留水を 5

日間投与した。このサイクルを 3 回繰り返した。Disease activity index（DAI）スコア [70] 

は，0 日目から 30 日間，2 日ごとに午前 10:00 に評価した。人道的エンドポイントに該当

するマウスはいなかった。 

30 日目に各マウスケージに残った糞を採取した。非絶食条件下で，イソフルランによる

麻酔下で採血（9:00～12:00）し，過剰なイソフルラン吸入により安楽死を誘発した。血清

は，血液を 2,000×g，15 分間遠心分離して得た。脾臓，肝臓，腎臓，腎周囲白色脂肪組織，

小腸，盲腸，結腸を摘出し，重量を測定した。結腸の長さも測定した。遠位結腸を冷生理食

塩水で洗浄して結腸内容物を除去し，Gene Keeper RNA & DNA 安定化溶液(cat. 319-08901;

ニッポンジーン株式会社，東京，日本)および組織固定用の 10%ホルマリン溶液に保存した

（富士フィルム和光純薬，大阪，日本）。先行研究同様に，結腸をヘマトキシリンエオジン

（HE）染色して，炎症重症度，炎症深達度，粘膜上皮の再生度，陰窩損傷度をスコア化し

た [108, 71]。 

 

3-2-3. 血清生化学的パラメーターの分析 

総タンパク質（TP），アルブミン（Alb），アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）， 

アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT），クレアチンホスホキナーゼ（CPK），乳酸デヒ

ドロゲナーゼ（LDH），尿素窒素（BUN），クレアチニン（Cr），トリグリセリド（TG），総

コレステロール（T-chol），高密度リポタンパク質コレステロール（HDL），リン脂質（PL）

は，日本医学研究所（貝塚，日本）に分析依頼した。 

 

3-2-4. 遺伝子発現解析 

大腸粘膜の腫瘍壊死因子-α（Tnf ）α，インターロイキン（Ⅱ）1β，IL6 の発現レベル 

は，先行研究の方法に準じた定量的 PCR によって測定した [110]。 
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3-2-5. 糞中の短鎖脂肪酸の分析 

糞中の短鎖脂肪酸の組成は，先行研究の方法に準じたガスクロマトグラフィーフレーム

イオン化検出器（GC-2014，島津製作所，京都，日本）を用いて測定した [72]。 

 

3-2-6. 16S rRNA アンプリコン配列の解析 

Control 群，Control＋DSS 群，OE＋DSS 群の各群からランダムに 6 つの糞サンプルを選 

択し，Total DNA を ISOSPIN Fecal DNA (cat.315-08621;ニッポンジーン株式会社)を用い

て抽出した。腸内細菌叢（組成と多様性）は，先行研究 [108]に準じて，次世代シーケンサ

ー IonPGMTM Workflow（Thermo Fisher Scientific Inc.,）を使用した 16S rRNA アンプリ

コンシーケンスによって分析した。β-多様性と線形判別分析（LDA）の効果サイズ（LEfSe） 

[56]は，ClustVis https://biit.cs.ut.ee/clustvis/ (2022 年 4 月 12 日にアクセス) と  

Galaxy (http:// huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/(2022 年 4 月 13 日にアクセス)。 

 

3-2-7. 統計処理 

得られた測定値は平均値±標準誤差で示した。Control と Control＋DSS 群間，および

Control＋DSS 群と OE+DSS 群間で有意差を調べた。パラメトリックおよびノンパラメト

リックデータは，一元配置分散分析後に，Holm-Sidak 多重比較検定および Kruskal-Wallis

検定に続いて，未補正の Dunn 検定を用いて各群間の有意差を求めた。本研究では，Control

群と OE＋DSS 群間の比較は実施していない。これは群間に 2 つの要因（DSS 投与と OE

給餌）があり，これら 2 つの群間を比較しても違いの要因が明らかにならないためである。

p 値<0.01，p 値<0.05 は統計的に有意差があると見なし，0.05≤p 値<0.10 は統計的に傾向

があると見なした。データ分析は，iMac (Mid 2014，Apple Inc.，米国カリフォルニア州ク

パチーノ) で GraphPad Prism ソフトウェア (バージョン 7.0d; GraphPad ソフトウェア，

米国カリフォルニア州サンディエゴ) を使用して実施した。 

 

3-3. 結果 

3-3-1. 成長パラメーター，大腸の長さ 

試験した群において，試験期間中の摂餌量と摂水量，および DSS 投与期間中の DSS 溶液 

摂水量に有意差は示されなかった（Table.3-1）。 
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Table.3-1 Growth parameters. 

  Experimental groups 

Control Control + DSS OE + DSS 

Growth parameters                   
 

Food intake (g/day) 2.95  ± 0.02  2.93  ± 0.07  2.87  ± 0.03  
 

Water intake (g/day) 5.82  ± 0.13  6.58  ± 0.13  6.62  ± 0.10  

  DSS solution intake (g/day) - 7.33  ± 0.14  7.24  ± 0.10  

Results are presented as mean±standard error of the mean (n = 6 for the control group and  

n=8 for the control + DSS and OE + DSS groups). DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster  

extract. 

 

Fig 3-2 は，慢性実験的大腸炎の重症度（体重変化，大腸の長さ，脾臓の重量変化)を示し 

た。DSS 投与後（Control＋DSS および OE＋DSS 群），体重変化は 6 日目に減少し，その

後に増加していった。DSS 投与間に体重の変化はなかった。大腸長の短縮と脾臓重量の増

加は，DSS 誘発性大腸炎の重症度の指標として使用した [74]。DSS 投与はこれら 2 つの指

標にて大腸炎悪化を及ぼし，牡蠣肉エキスはこれらの悪化を大幅に緩和した（Fig.3-2C,D）。 

 

Figure 3-2. Indicators of chronic experimental colitis severity induced by dextran sulfate  

sodium(DSS). (A) Changes in body weight (BW). (B) Representative colon images. (C,D)  

Colon length and relative spleen weight in mice at day 30 after DSS administration. Results  

are presented as the mean ± standard error of the mean (n = 6 for the control group and n  

= 8 for groups the control + DSS and oyster extract (OE) + DSS groups). ** p < 0.01 and #  

p < 0.05. 

 

 

対照的に，DSS 投与は肝臓，小腸，盲腸，および大腸の相対重量に影響を与えたが，腎臓お 

よび腎周囲の白色脂肪組織の重量に影響しなかった（Fig.3-3）。臓器重量は，Control＋DSS 

と OE＋DSS 群間で有意差は見られなかった。 
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Figure 3-3. Relative weights of organs. Relative weights of (A) liver, (B) kidney, (C) perirenal  

white adipose tissue (WAT), (D) small intestine, (E) cecum, and (F) colon on day 30 of  

dextran sulfate sodium (DSS) administration. The weights of the small intestine, cecum, and  

colon includes their contents. Results are presented as mean ± standard error of the mean (n  

= 6 for the control group and n = 8 for groups the control + DSS and oyster extract (OE) +  

DSS groups). * p < 0.05 and ** p < 0.01. OE, oyster extract. 

 

3-3-2. DAI スコア 

Fig.3-4 は，体重減少，便中の血液，便の硬さ，および DAI スコアの変化を示した。DSS

投与群では，2 日目から便中の血液，便の硬さ，DAI スコアの増加が見られた（Fig.3-4B-

D)さらに，体重減少，便の硬さ，便中の血液，および DAI スコアの曲線下面積（AUC）は， 

Control+DSS 群で Control 群よりも有意に高かった（Fig.3-4E-H）。OE＋DSS 群は Control 

＋DSS 群と比較して，16 日目の便中血液スコアが有意に低かった（Fig.3-4B）。ただし，OE 

＋DSS 群は Control＋DSS 群と比較して，AUC に有意な差は見られなかった（Fig.3-4E- 

H）。 
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Figure 3-4. Disease activity index (DAI) scores. (A–D) Changes in body weight (BW) loss, 

blood in the stool, stool consistency, and DAI score during dextran sulfate sodium (DSS) 

administration. DAI score is the sum of BW loss, blood in the stool, and stool consistency 

scores. (E–H) Area under the curve (AUC) of BW loss, blood in the stool, stool consistency, 

and DAI score during DSS administration. Results are presented as the mean ± standard 

error of the mean (n = 6 for the control group and n = 8 for groups the control + DSS and 

oyster extract (OE) + DSS groups). * p < 0.05, ** p < 0.01, and # p < 0.05. 

 

3-3-3. 血清検査 

血清生化学パラメーター（総タンパク質，アルブミン，アラニンアミノトランスフェラー

ゼ，クレアチンホスホキナーゼ，乳酸脱水素酵素，尿素窒素，クレアチニン，トリグリセリ

ド，総コレステロール，高密度リポタンパク質コレステロール，およびリン脂質)において，

各群間に有意差は見られなかった（Table3-2.）。 
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Table 3-2. Serum biochemical parameters. 

  
   Experimental groups 

Control Control + DSS       OE + DSS 

Total protein (g/dL) 4.42 ± 0.08 4.4 ± 0.1 4.31 ± 0.12 

Albumin (g/dL) 2.43 ± 0.14 2.4 ± 0.08 2.3 ± 0.11 

AST (IU/L) 36.8 ± 1.3 38.4 ± 2 37.1 ± 1.3 

ALT (IU/L) 10 ± 0.9 11.9 ± 0.7 11 ± 0.7 

LDH (IU/L) 187 ± 5 187 ± 4 171 ± 11 

CPK (IU/L) 32.2 ± 4.5 38.5 ± 4.7 31.8 ± 1.9 

Urea nitrogen (mg/dL) 28.2 ± 1 29 ± 1.2 27.5 ± 1.8 

Creatinin (g/dL) 0.14 ± 0.01 0.13 ± 0.01 0.14 ± 0.01 

Triglyceride (mg/dL) 41.7 ± 7.6 58.3 ± 7.3 61.4 ± 11.6 

Phospholipids (mg/dL) 266 ± 6 267 ± 6 249 ± 6 

Total cholesterol (mg/dL) 117 ± 4 114 ± 4 110 ± 4 

HDL-cholesterol (mg/dL) 93.3 ± 1.8 87.9 ± 3.7 84.3 ± 2.8 

Results are presented as mean ± standard error of the mean (n = 6 for the control group and 

n = 8 for the control + DSS and OE + DSS groups). DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster 

extract. 
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3-3-4. 大腸の病理組織 

Figure.3-5 には，大腸組織標本の組織病理学のスコア付けを示した。DSS 投与は，大腸組

織の組織病理学的損傷（炎症重症度，炎症深達度，粘膜上皮の再生度，陰窩損傷度）が増加

していた（Figure.3-5B-E）。一方で，OE＋DSS 群は Control＋DSS 群と比較して，粘膜上

皮の再生度スコアが有意に緩和していた（p=0.03，Fig.3-5D)。 

 

Figure 3-5. Histopathological grading of colonic tissue. (A) Representative histopathological 

sections (scale bar = 250 µm [10×]). (B–E) Histopathological grading scores of inflammation, 

crypt damage, regeneration, and extent in colonic tissues at day 30 after dextran sulfate 

sodium (DSS) administration. Results are presented as the mean ± standard error of the 

mean (n = 6 for the control group and n = 8 for groups the control + DSS and oyster extract 

(OE) + DSS groups). ** p < 0.01 and # p < 0.05. 
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3-3-5. 大腸粘膜の遺伝子発現 

Fig.3-6 は，Tnfα，Il1β，Il6 の mRNA 発現量を示した。DSS の投与により Tnfαの発現

が大幅に増加した（Fig.3-6A）。対照的に，OE+DSS 群の Il1β，Il6 および Tnfαの発現量

は，Control＋DSS 群の発現レベルと有意な変化は見られなかった。 

 

Figure 3-6. Expression levels of inflammation-related genes in colonic mucosa. (A-C) 

Expression levels of tumor necrosis factor（Tnf ）α, interleukin（Il ）1β, and Il 6 in the 

colonic mucosa at day 30 after dextran sulfate sodium (DSS) administration. Results are 

presented as the mean ± standard error of the mean（n= 6 for the control group and n = 8 

for groups the control ＋ DSS and oyster extract（OE）＋ DSS groups）. * p < 0.05. 
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3-3-6. 糞中短鎖脂肪酸 

Fig.3-7 は，糞中の短鎖脂肪酸量と組成を示している。DSS 投与により，糞中の総短鎖脂肪

酸および個々の短鎖脂肪酸量（酢酸，プロピオン酸，イソ酪酸，酪酸，イソ吉草酸）が有意

に増加し（Fig.3-7A，B），糞中の吉草酸組成が有意に減少していた（Fig.3-7C）。糞中の酢

酸量は，Control+DSS 群と比較して，OE＋DSS 群で低い傾向が見られた（p=0.07，Fig.3-

7A)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7. Fecal short-chain fatty acids (SCFA) compositions. (A,B) Fecal individual and 

total SCFA contents. (C) Fecal relative content of SCFA. Results are presented as the mean 

± standard error of the mean (n = 6 for the control group and n = 8 for groups the control 

+ dextran sulfate sodium (DSS) and oyster extract (OE) + DSS groups). * p < 0.05, ** p < 

0.01, and # p < 0.05. 
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3-3-7. 糞中細菌叢 

Fig. 3-8 は糞中細菌叢の構造と組成を示す。塩基配列の合計読み取り数 Control：179,787

±18,479。Control+DSS：187,456±20,677。OE+DSS：161,965±26,451。サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック社のイオンレポーターによる処理を実施，群間で有意差は見ら

れなかった。有効な配列数 Control：110,369±17,423。Control+DSS：118,994±17,998。

OE+DSS：105,498±20,893 Chao-1 指数は，群間で有意な変化は見られなかった（Fig.3-

8A）。OE 群は，DSS 投与によって減少した Simpson 指数を回復する傾向が見られた（Fig.3-

8B）。DSS 投与は糞中の細菌叢の PCA を変化させた。門レベルにおいて，Control+DSS 群

は Control 群と比較して，Proteobacteria 門の構成比率が増加していた（Fig.3-8D）。OE+DSS

群は Control+DSS 群と比較して，Bacteroidetes 門の構成比率が有意に増加していた（Fig.3-

8E）。属レベルにおいては，DSS 投与は有意に Bifidobacterium，[Ruminococcus］，

Ruminococcus が有意に減少していた(Fig.3-8H-J)。Enterococcus が増加した(Fig.3-8K)。

OE+DSS 群は Control+DSS 群と比較して Ruminococcus 属が有意に増加（Fig.3-8J），

Bacteroides 属が増加傾向だった(Fig.3-8G)。 
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Figure 3-8. Microbiota community (structure and composition). (A)Chao-1 index. (B) 

Simpson index. (C) Principal component analysis of the bacterial genus community. (D,E,G–

K) Relative abundance of each bacteria. (F) Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) ratio. Results are 

presented as the mean ± standard error of the mean (n = 6 for all groups). * p < 0.05, ** p 

< 0.01, # p < 0.05, and ## p < 0.01. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract. 

 

 

Fig.3-9 には，LDA ヒストグラムスコアと LEfSe クラドグラムを示す。29 の異なる分類

群（門から属レベルまで）が群間で特徴付けられた。門レベルでは，Actinobacteria 門，

Bacteroidetes 門，Firmicutes 門の系統型が Control 群，Control+DSS 群，OE+DSS 群で多

く見られた。 
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Figure 3-9. Comparisons of fecal microbiota using the linear discriminant analysis effect size 

analysis.(A) Results. (B) Cladogram. Parameters: linear discriminant analysis scores log10 > 

3 and p < 0.05. DSS, dextran sulfate sodium; OE, oyster extract. 
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3-4. 考察 

慢性的大腸炎群における牡蠣肉エキスの影響を検証するために，DSS 反復投与によって 

誘導されたモデルマウスを用いて，大腸炎症状，腸内細菌叢，短鎖脂肪酸を調べた。大腸の

組織病理学的評価（Fig.3-5A）では，慢性大腸炎モデルマウスの特徴である単核細胞の湿潤 

[107]および局所的に肥厚した粘膜 [106]が観察された。DSS の反復投与による慢性実験的

大腸炎モデルマウスは，本研究の表現型から推察されるように首尾よく確立されたことを

示した。Control+DSS 群と比較して，OE+DSS 群は，大腸腸の短縮，脾臓重量の増加，結

腸の組織病理学的スコア（粘膜上皮の再生），DAI の評価項目の一つである便中血液スコア

が Day16 において緩和していた。第 2 章では，牡蠣肉エキス給餌が DSS 投与によって誘導

された急性大腸炎モデルマウスに改善効果があることを報告した [108]。これらは，牡蠣肉

エキス給餌が DSS 投与によって誘導された急性および慢性の実験的大腸炎を改善すること

を示している。 

一方，牡蠣肉エキス給餌は大腸炎症状の重症度の指標の 1 つである大腸粘膜の炎症関連 

遺伝子群の発現に影響を与えなかった（Fig.3-6）。DSS 誘導大腸炎のメカニズムはあまり知

られていないが，腸管上皮細胞の障害と炎症性物質（細菌やその代謝物など）が粘膜下層に

拡散した可能性が考えられている [111]。牡蠣肉エキスは，腸内の炎症性物質が下層組織に

拡散防止に有効的ではない可能性が示唆される。一方で，大腸炎症状の重症度の間接的な指

標である脾臓重量の増加は，牡蠣肉エキスによって有意に減少された（Fig.3-2D）。DSS 誘

導性慢性大腸炎モデルマウスでは，腸に浸透した多量の DSS が脾臓に見られるため [112]，

DSS によって誘導される免疫応答は脾臓の重量を増加させると考えられる。牡蠣肉エキス

の給餌は腸管バリア機能を維持し，DSS 浸透を阻害し，脾臓重量の増加を抑制していると

考えられる。腸管バリア機能の維持に関する牡蠣肉エキスの影響を明らかにするには，

claudin，occludin，zonula occluden などの腸のタイトジャンクションタンパク質の発現と，

および FITC をラベルしたデキストランの血中移行を調べる必要がある。さらに，牡蠣肉エ

キスの給餌は大腸粘膜上皮の再生スコアの低下と関連していた（Fig.3-5D）。腸管上皮細胞

特異的インスリン様成長因子 1 [113]および上皮成長因子 [114]を含む成長因子は，上皮細

胞の再生を促進することが知られている。最近の研究では，胆汁酸による膜貫通型 G タン

パク質共役受容体 5（TGR5）の活性化が腸管上皮の再生を促進し，粘膜バリアの回復に寄

与していることが報告されている [115]。牡蠣肉エキスに含まれるタウリンは，回腸の胆汁

酸組成を変化させることが報告されており [116]，この変化は TGR5 を活性化し，上皮細

胞の再生を促進する可能性がある。 

 IBD の病因は複雑であるが，腸内細菌叢と代謝産物の変化は，IBD の病因に関連する最 

も重要な発見の一つである [117, 89] 。このことから，我々は慢性大腸炎モデルマウスにお 

ける糞中細菌叢と短鎖脂肪酸に対する牡蠣肉エキスの影響を調べることを目的とした。酢 

酸，プロピオン酸，酪酸などの主要な腸内の短鎖脂肪酸は，腸内細菌叢による難消化性多糖 

類およびタンパク質の発酵によって生成され，腸内環境の維持に重要な役割を果たしてい 
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る [118]。これまでの研究では，DSS 誘導大腸炎マウスの大腸および糞中の短鎖脂肪酸量 

が減少することが報告されている [90]。一方で，Control+DSS 群の糞中の要な短鎖脂肪酸 

量は Control 群と比較して増加していた（Fig.3-7A,B）。これまでの研究において，IBD 患 

者は大腸の短鎖脂肪酸の吸収と代謝の低下を示すことが報告されている [76, 109]。更に酢 

酸は大腸炎モデルマウスの誘導に使用されている [93] 。 

慢性大腸炎モデルマウスの重症度の指標と糞便中の SCFA 含有量の間には強い相関関係が 

みられている。これは第 2 章の急性大腸炎モデルマウスと同様の結果を示している [108]。 

したがって，慢性大腸炎モデルマウスにおける糞中酢酸および総 SCFA 含有量の上昇は， 

大腸機能障害に関連している可能性がある。Control+DSS 群と比較して，糞中の酢酸およ 

び総 SCFA 含有量は低下する傾向がみられた（Fig.3-7A,B）。牡蠣肉エキスによる糞中の短 

鎖脂肪酸量の低下は，慢性大腸炎モデルの重症度の緩和を示しており，粘膜上皮の再生度 

（Fig.3-5D）と大腸長の短縮（Fig.3-2C）の緩和によって，大腸機能を正常化させたことに 

よる短鎖脂肪酸の吸収に寄与していると示唆される。これらの結果は，牡蠣肉エキス摂取が 

DSS 投与の 3 回の反復投与によって誘導された実験的慢性大腸炎を改善することを示して 

いる。 

Control 群と比較して，Control+DSS 群において，糞中の吉草酸が減少していた。一方で，

牡蠣肉エキスは吉草酸量の増加が見られた（Fig.3-7A,C）。先行研究において，ビタミン B

の一種であるニコチンアミドが，DSS 誘導慢性大腸炎モデルマウスの大腸内容物中の吉草

酸の減少を回復したことが報告されている [119]。他の主要な短鎖脂肪酸とは異なり，大腸

における吉草酸の生理的な機能はよく分かっていない。一部の研究報告であるが，吉草酸は

腸上皮細胞の増殖を促進し [120]，ヒストン脱アセチル化酵素を阻害することにより，大腸

炎の発症を抑えることが報告されている [121]。さらに，糞中の吉草酸と Turicibacter の存

在量の間には強い相関関係があった。最近の研究によると，Turicibacter 種のうち，

Turicibacter bilis は吉草酸を生成できるが，Turicibacter sanguinis は生成できないことが報

告されている [122]。現在の研究では，16S rRNA アンプリコンシーケンスは，いくつかの

種までを同定できるが，Turicibacter の場合，属レベルまでしか同定できなかった。第 2 章

における急性大腸炎マウスモデルに牡蠣肉エキスを給餌した場合，糞中の吉草酸量に有意

差は見られなかった。牡蠣肉エキス給餌による糞中の吉草酸の増加は，抗大腸炎効果の一部

分の要因であり，Turicibacter は吉草酸の産生に関与している可能性がある。 

IBD 患者 [123]および大腸炎モデルマウス [106]は，腸内細菌叢のα多様性の低下がみ

られる。Chao-1 と Simpson 指標は腸内細菌叢の推定値，種の豊富さと均一度の組み合わせ

を示している [76] 。DSS 投与は Simpson 指標を減少した。一方，Control＋DSS 群と比較

して，OE＋DSS 群の Simpson 指数は増加傾向がみられた（p=0.06，Fig.7B）。さらに，牡

蠣肉エキスの給餌は，正常マウス（Control 群）に近い糞中細菌叢の構成の傾向が見られた

(Fig.7C)。カイワレ大根 [124]やエビのペプチド [125]などの他の食品成分においても，

DSS 投与によって低下した腸内細菌の多様性を改善することが報告されている。牡蠣肉エ
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キスも同様に DSS 投与によって悪化したα，β多様性を改善する可能性が示唆される。 

 さらに，大腸炎モデルマウス [126]および IBD 患者 [127]では，Verrucomicrobia と

Proteobacteria の構成比率の増加が報告されている。DSS の投与は，Proteobacteria 門が豊

富になり（Fig.3-9），構成比率も増加していた（Fig.3-8D）。しかしながら，OE+DSS 群で

は Control+DSS 群と比較して有意な変化は見られなかった。Verrucomicrobia は，本研究

で使用された 16S rRNA アンプリコンシーケンスでは検出できなかった。OE＋DSS 群で

は，F/B 比の低下が見られた。F/B 比は腸の炎症の指標として使用される。Control＋DSS

群よりも Bacteroidetes の構成比率が高いため，F/B 比の低下がみられた（Fig.3-8 E,F）。こ

の結果は，第 2 章の急性大腸炎マウスモデルの研究と一致していた [108]。F/B 比は DSS

誘導大腸炎モデルマウスでは増加がみられる [128]が，本研究における F/B 比は DSS の投

与の有無にかかわらず変化が見られなかった。牡蠣肉エキスを介した F/B 比の減少が DSS

誘導慢性実験的大腸炎の発症を抑制するかどうかは不明である。 

本研究では，DSS 投与による慢性大腸炎モデルマウスにおいて Bifidobacterium，

[Ruminococcus]，および Ruminococcus の構成比率の減少が見られた（Fig.3-8H-J）。この

現象は，これまでの報告と同様に DSS 投与大腸炎モデルマウスの細菌叢異常の結果を示し

ている [129, 130]。DSS 投与によって減少した Bifidobacterium の構成比率は共役リノー

ル酸を与えられたマウスで増加した事が報告されている [131]が，牡蠣肉エキスの給餌で

はビフィズス菌の構成比率を増加できなかった。OE＋DSS 群の Ruminococcus の構成比率

は Control＋DSS 群よりも高かった（Fig.3-8J）。さらに，Ruminococcus の構成比率と慢性

大腸炎モデルマウスの指標との間には強い相関関係がみられた。Ruminococcus はグラム陽

性菌であり，食物繊維と難消化性糖質を資化することにより，大腸での酪酸生産に大きく寄

与している [132]。しかし，牡蠣肉エキスの給餌は，糞便中の酪酸量と組成の変化が見られ

なかった（Fig.3-7A,C）。一方で，Enterococcus は IBD の病状発症を誘導する可能性があり 

[133]，Enterococcus によって生成されたゼラチナーゼは，プロテアーゼ活性化受容体 2 を

活性化することにより，腸管上皮を破壊する可能性が示唆されている  [134]。さらに，

Enterococcus の増殖は，若い IBD 患者の重症度と正の相関が報告されている [135]。DSS

投与は Enterococcus の構成比率を増加させた（Fig.3-8K）のに対し，牡蠣肉エキスの給餌

は Control＋DSS 群と比較して Enterococcus の構成比率を減少させる傾向がみられた

（p=0.07，Fig.3-8K）。この研究の結果は，Ruminococcus と Enterococcus が DSS 誘導慢性

大腸炎モデルマウスとどのように関連しているかを示すエビデンスは得られていない。こ

の結果は第 2 章の急性大腸炎マウスモデルの Enterococcus の構成比率の減少と一致してい

た [108]。牡蠣肉エキスは Ruminococcus および Enterococcus の変化は慢性大腸炎の改善

に重要な役割があると示唆される。 

大腸炎抑制効果をもたらす牡蠣肉エキスの有効成分は特定できていないが，1 章，2 章と

同様にグリコーゲンが候補に挙げられる。牡蠣肉エキス中のグリコーゲンが消化管モデル

で消化酵素に耐性があることを観察している（石田，細見 未発表データ)。グリコーゲン
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の摂取が短鎖脂肪酸産生を著しく増加させ，盲腸内の細菌叢を改善したことが報告されて

いる [63]。一方で，DSS 誘導性大腸炎を改善するタウリンにおいても，牡蠣肉エキス中に

含まれている（5.5 g/100 g） [105]。さらに，IBD との関連が報告されている亜鉛において

も [45]，牡蠣肉エキス中に（37.7 mg/100 g）豊富に含まれている。このことから，牡蠣肉

エキス給餌による大腸炎抑制効果は，単一成分に起因しているのではなく，複数種類の成分

が複合的に働いていると考えられる。 

牡蠣肉エキスの給餌は腸内細菌叢と糞中の短鎖脂肪酸量・組成の改善によって，DSS 反

復投与慢性大腸炎の症状を緩和することを実証した。したがって，牡蠣肉エキスは，大腸炎

の予防および改善に対する栄養補助食品や機能性食品素材に使用できると示唆される。 
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第 4 章 まとめ 

 

DSS による潰瘍性大腸炎抑制効果をもたらす天然物には以下の物が挙げられる。マグ

ロ，柿タンニン，トリプトファン，夏白菊（フィーバーフュー），藻類油など。例えば，

マグロ（Tuna）は高タンパクかつ豊富な栄養素を含んでおり，ヒトの食材として消費され

ている。また，未利用資源として期待されるマグロの身以外の廃棄物（骨，黒味，皮，

鱗）から酵素加水分解により抽出されたペプチドには，抗酸化，抗肥満，静菌，癌細胞増

殖の抑制，抗炎症作用が報告されている。更に，潰瘍性大腸炎モデルマウスの病態を改善

することが報告されている [83]。 

しかしながら，食物連鎖の上位にいるマグロには神経毒性を有するメチル水銀 

（MeHg）を体内に蓄積することが知られている。特に妊婦がメチル水銀を摂取すると胎

児への影響が懸念される。メチル水銀は妊婦の胎盤を通じて胎児に移行し，血液₋脳関門

を通過して脳に到達してしまう。メチル水銀は神経系に作用し，高濃度に暴露するとヒト

に神経障害や発達障害を引き起こしてしまう。胎児の発達中の脳はメチル水銀に対する感

受性が高いため，比較的低濃度の暴露であってもその影響が懸念されてしまう。その為，

妊娠中の母親は過剰なメチル水銀を摂取しないようにマグロなどの海産物の摂食制限が必

要な場合がある。 

柿より高純度に抽出した柿タンニン（Persimmon-derived tannin）を摂取することで潰 

瘍性大腸炎モデルマウスの病態を改善する事が報告されている [136]。柿由来のタンニン

には，抗酸化作用，抗菌作用，抗炎症作用などの多様な作用が報告されている。潰瘍性大

腸炎モデルマウスの病態では，柿タンニンは腸内の悪玉菌の増殖と炎症反応を抑える。し

かしながら，天然に存在する植物性ポリフェノールのタンニンは飲料，食品，果物の一成

分として含有されているときには，下痢止め，消化器系疾患，各種皮膚疾患などに有効で

あるが，タンニンを単体で過剰に摂取した場合，収斂作用が強く働き，便秘を引き起こす

報告がある [137]。 

必須アミノ酸であるトリプトファンは抗炎症，抗酸化作用により潰瘍性大腸炎モデルマ 

ウスの病態の症状緩和が報告されている [138]。一方で，トリプトファンの代謝産物である

5-ヒドロキシトリプタミン（セロトニン）が大腸炎の悪化，キヌレニン経路により生成され

る 3-ヒドロキシサンツレン酸や 3-ヒドロキシキヌレニンは，酸化ストレスの補助因子とな

ることが報告されている。トリプトファンの投与による大腸炎に対する効果の作用機序は

不明であることから，摂取には注意を要する必要がある。 

以上のことから、潰瘍性大腸炎モデルマウスの病態に対する改善にはいくつかの天然物 

が見受けられるが，過剰摂取など安全性の問題を考慮する必要がある。同様に牡蠣において

も重金属や貝毒などが安全性の問題とされている。しかしながら，牡蠣肉エキスは牡蠣の身

を直接使用せずに熱水抽出にてエキス化しているため，重金属や貝毒は牡蠣の身の中に残

留している。その為，エキス中の重金属である鉛を検査しても検出限界以下である。麻痺性
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貝毒，下痢性貝毒に関しても検出限界以下である。牡蠣肉エキスは上市してから 50 年近く

経過しているが，摂取制限のある妊婦，老若男女に至る飲用者からは安全性に関する重大な

知見について現在まで報告されていない。 

上記の天然物と同様に牡蠣肉エキスには抗酸化，抗炎症作用が報告されており，大腸炎 

症状の緩和以外にも健康維持作用がある。例えば，肝臓保護や抗ストレス作用が報告され

ている。高用量の解熱鎮痛剤（APAP）による肝臓障害を引き起こしたラットでは肝臓中

のグルタチオン量の低下が見られるが，牡蠣肉エキスではグルタチオン量の増加が見受け

られた [139]。また，マウスにおける非アルコール性脂肪肝炎（NASH）に対しても牡蠣

肉エキスの効果が見受けられた [140]。抗不安・抗ストレス試験ではいくつかの試験が報

告されている [141]。抗不安作用について，マウスを用いたホールボード試験により評価

を行っており，牡蠣肉エキスの 5 日間および 28 日間反復投与試験で抗不安作用を示すこ

とを確認している。加えて，精神的ストレスにより不安状態を惹起したマウスに対して抗

不安作用を確認している。また，カニクイザルの軽ストレスモデル（モンキーチェアによ

るストレス負荷）試験では，ストレス誘発後に，ストレスマーカー因子である血中コルチ

ゾールとアドレナリンの増加を抑制し，DHEA に対して減少は認められなかった [142]。

このことから，牡蠣肉エキスには大腸炎の緩和以外にも肝臓保護作用，抗不安・抗ストレ

ス作用がある。したがって，大腸炎の緩和をもたらす天然物の中でも特に牡蠣肉エキスは

ヒトの健康促進に幅広く効果があることが示唆される。 

 

以上より，牡蠣肉エキスは，腸内細菌叢と腸内細菌による短鎖脂肪酸生成に影響を及ぼす

ことによって急性および慢性大腸炎の諸症状を緩和したことから，IBD 患者の症状緩和に

つながる安全な天然由来物質になり得る可能性があると結論した。 
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