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小腸粘膜 上皮細胞の 加齢 に伴う増殖能の 変化を解明す るた め , 幼少なら びに成熟ラ ッ トの 小腸に お ける
,
絶食解除後の

組織形態, 前初期遺伝子群 の
一

種 で ある 核内転写因子c b s と c4 u n の m R N A と蛋白の 発 乳 増殖細胞核抗原 (p r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n , P C N A ) を用い た細胞増殖法性 の 時間的推移 を検討 し た . 組織形態的に, 幼少群の 絨毛伸長 は絶食解除後48 時

間 で 非絶食群 の 繊毛高に回復 し た の に対 し, 成 熟群 の 繊毛伸長 は綾傾 で , 絨 毛高 の 回復 に96 時 間を要 し た . c
て伽 ,

C
二′祝循

m R N A 発現量 は
, 幼 少群 で は絶食解除後2 時間か ら72 時間ま で増加 し, 絶食解除後2 時間で非絶食群 に比較 しcて如 は 最高3 .1

倍
,
2 4 時間で c 二〆〟乃 は最高2 .8 倍 に 増加 し た の に対 し , 成熟群 で は c : 伽 ,

C 初 犯 と もに 有意な増加 を認めなか っ た . また
, 免疫

組織化学染色で は
t
幼少群 の 絶食解除後 の 粘膜増殖帯 と吸収上皮で c - F o s , C J u n 蛋白が 陽性に染色され た の に対 し, 成熟群で

は増殖帯の み に1 腺管当 たり2 ～

7 個 の 陽性細胞 が み られ る に すぎな か っ た . P C N A 標識率 でみ た 細胞増殖活性は
,
幼少群で

は絶食解除直後 より上昇を認め , 絶食解除後2 時間を ピ ー ク に48 時 間ま で成熟群 に比較 して有意に高 い 増殖活性を認め た の に

対 し, 成熟 群で は絶食解除後72 時間まで 有意の 上 昇を認めなか っ た . 以 上 より , 転写因子 c :伽 と cカ用 の 活性化が , 小腸粘膜

繊毛 の 増殖活性 に関与 し, 加齢 に よ る c :伽 と c二〆㍑乃 の 活性化 の 欠如 が成熟群で の 増殖能 の 低 下 に関連 して い る こ とが 明 らか に

さ れ た .

E e y w o r d s c 4b s , C4 u n , r ef e e din g , a gi n g , g r O W th of th e s m all i n t e s tin al epi th eliu m .

生 体 内の 各臓器は , 外国 に対する適応力 を有 し てお り, 低栄

養や , 損傷 ±
シ ョ ッ ク 時 にお ける 虚血 等 の 侵襲 に対 し て, そ の

後の 増殖や 肥 大等 に よ る 代償反応が生 じる . 小腸 で は , 絶食,

切除
,
シ ョ ッ ク 時 にお け る虚血 等の 侵襲 に対す る

一

連 の 代償反

応と して
, 粘膜絨毛の 脱落 ･ 短縮 と, そ の 後 の 増殖再生が 生 じ

る こ とが 知 ら れ て い る
1 卜 4)

. 小腸 広範切 除後の 残存小腸で は,

粘膜絨毛の 増殖 に よる 代償反応が 生 じ るが
,
高齢者 の 代償能 は

小児に比較 して 充分で は なく
5) ､ 1 0)

, そ の 差に 関わ る機序 は不明

な点が多い .

小腸 広範切除後の 栄養障害の 治療 と し て, 長期 に軽静脈栄養

を行う こ と によ る種 々 の 副作用の た め , 欧米 で は すで に小腸移

植 によ る治療 が増加 して い る
‖) 12)

. 移植小腸の 増殖能 は, ドナ

ー の 年齢 に よ り異なり , 移植後の 小腸機能 に影響 を与える た め,

ドナ
ー の 選択時 に は

,
組織適合性 の 判定 と と もに増殖能の 予測

が必要 である
1 2)

､ 1 4)
. した が っ て

,
加 齢 に よ る増殖能の 変化 の

機序を解明す る こ と は
,
移植小腸 の 術後 の 機能を推測する手段

の
一

助 に つ な が り
,
意義 ある こ と と考えら れ る .

一

方 , 核内転写因子である c :伽 ,
C:ね犯 は , 前初期遺伝子 の

一

種 で
,
D N A 結 合 蛋白 で あ る ア ク チ ベ ー タ ー プ ロ テ イ ン ー 1

(a cti v a t o r p r o t ei n -1 , A P -1) を構成 し, 種 々 の 遺伝子 の 発現を制

御 して い る . 生体外で は
一

般 にE G F , T G F -

α ,
T G F -

J
?
,
F G F

,

P D G F 等の 増殖因子, 熱 シ ョ ッ ク , 放射線照射, 紫外線照射等

に応答 して , そ の 転写が 活性化 され る こ とが 報告さ れ て い る
1 5)

.

小腸 にお け る粘膜上皮細胞 の 増殖 には , 上 皮細胞内の 内因性遺

伝子の 活性化が必要であ り, こ の cニ如 , Cカ偶 遺伝子が小腸上皮

細胞 の 増殖 と分化 に関与 して い る こ と が 明 ら か に され て い る

1) 2)
. し たが っ て

,
C = 伽 , C東川 遺伝子の 発現を検討する こ と は ,

腸管枯月莫の 増殖能を知る こ と に つ なが る と考え ら れ る . そ こ で ,

小腸粘膜上皮細胞の 加齢 に伴う増殖能の 変化に関す る機序 を解

明す る 目 的で , 週齢の 異な る幼少なら び に 成熟ラ ッ ト の 小腸を

用 い , 絶食解除後の 細胞増殖能を cこ伽 , CカJ犯 遺伝 十発現 の 観点

か ら検討 した .

材料 お よび方法

Ⅰ. 実験モ デル の作成

実験材料 に は
,
幼少群 と し て, 哺乳期を過ぎ固形食の 摂取を

始 め る5 週齢 の 雄性 ル イス ラ ッ ト (体重100 g 前後) , 成熟群と

して
,
生 存率が~F がり始め る 60 過齢 (体重500 g 前後) の 雄性ル

イ ス ラ ッ トを用い た . 幼少群, 成熟群 と もに72 時間の 絶食後,

標準配合飼料 C R F - 1 (C h a rl e s Ri v e r J a p a n L ab o r at o ri e s , 東京)

平成1 0 年1 2 月 21 日受付
,
平成 11 年2 月 1 2 日受理

A b b r e vi ati o n s : D T r
,
dit hi o t h r eit ol; G 3 P D H , g ly c e r ald e h yd e

-3 -P h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e; P B S , p h o s p h at e
-

b u ff e r e d s ali n e ; P C N A , p r Olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n ; R T , r e V e r S e t r a n S C ri p ti o n ; T U N E L , t e r m i n al

d e o x y n u cl e otid yl tr a n sf e r a s e
-

m e di at e d d e o x y u ri din e - 5
,
-t rip h o s p h at e

-bi oti n n ic k e n d -1 ab eli n g



1 5 8 根

の 自由摂取 に よ る 再摂食を開始 させ ,
絶食解除後0 時 間 (72 時

間絶食直後) , 2 時 間, 2 4 時間, 4 8 時 間, 7 2 時間で 犠牲死させ

た . 対照群 は
,
幼 少群

,
成熟群 と もに絶食前 の ラ ッ ト (非絶食

群) と した . 各許それ ぞれ 30 匹ず つ 作 成 し, 各時間 ご と に5 匹

ず つ 犠牲死させ組織を採取 した .

空 腸 の 採 取 は ,
4 0 m g / k g の ペ ン ト パ ル ビ タ

ー ル

b e n t o b a rb it al ) の 腹腔内投与 に よ る全身麻酔下 に開腹 し, ト ラ

イ ツ 轍帯 より回腸末端部まで の 仝小腸を4 等分 し , 口 側 よ り2

分 目の 1/ 4 長 の 空腸を採取 し, その 口側3 c m を H E 染色 に よ る

組織学的観察 と, C :伽 ,
C如 循 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 な ら び に増殖

細胞核抗原 b r olife r a 血 g c ell n u cl e a r a n ti g e n , P C N A) に よ る免

疫組織化学染色 に よ る観察用 に
,
残り を m R N A 測定用 に使用 し

た .

Ⅰ . 粘膜組織形態 の観察

小腸粘膜組織形態の 観察 に は, 病理 組織学的検索用 の 小腸 を

10% ホ ル マ リ ン で 固定後, 腸管 に長軸 の 切片を作成 し, 薄切後

H E 染色 し, マ イ ク ロ メ
ー

タ
ー

に て小 腸粘膜繊毛高 と小腸陰簡

保を測定 し た. 結果 は , 1 検 体に つ き10 腺 管以上 計測 し, そ の

平均値で表 した .

Ⅱ . 小腸粘膜 の m R N A の 測定

各実験動物 の 小腸粘膜 か ら R N A を抽 出 した 後, 逆 転写反応

に より作成 した c D N A の 段階希釈系列を作成 し, P C R を 施行 し

た .
ア ガ ロ

ー

ス ゲ ル 電気泳動後, 各P C R 産物 を臭化 エ チ ジ ウ

ム ( e th idi u m b r o m i d e) 染色に より解析 し た. また
,
それ ぞ れ の

増 幅 D N A 断片 の 塩 基配列 に特異的な プ ロ
ー

ブ を用 い た サ ザ ン

プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 法 に よ り
,
増幅 D N A 断片 の

解析を行 っ た . 増幅 D N A 量 は , それ ぞ れ の 放射活性値を, 非

絶食群の 放射活性値 で補正 した 相対的 な億と して 表 し, さ ら に

cj b s , C j u n の m R N A 発現 量は , そ れ ぞ れ の 相対的 D N A 量 を

個 々 の ラ ッ ト グ リ セ ル ア ル デ ヒ ト 3 - リ ン 醸 脱水 素酵 素

鹿1y c e r ald e h y d e -3 - Ph o s p h at e →d e h y d r o g e n a s e , G 3 P D H ) の 相対 的

増幅 D N A 断片 量で 補正 した 値と し て表 した . 以 下 に 各操作 の

詳細を示す.

1 . 仝 m A の 抽出

R N A の 抽出 に はIS O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

,
寓IJJ) を用 い た .

空腸 を採取後
,
直 ち に 粘膜を メ ス で 細切 し , 4 ℃ ,

1 m l の

I S O G E N を入 れ た ホ モ ジ ナ イザ ー 用 ガ ラ ス 容器 に移 し, ホ モ ジ

ナ イ ザ ー で破砕
,
懸濁 させ , 3 分 間放置 し, 4 ℃ で 12 ,0 0 0 回転/

分で1 5 分間遠心 し た . 上 清 を採取 し, 0 .5 m l の イ ソ プロ ピ ル ア

ル コ ー ル を加え, - 2 0 ℃ で 1 時 間静置後, 4 ℃で12 ,0 0 0 回転/ 分

で1 0 分間遠心 し た. 上 清 を 除去 し た 後, 1 m l の 7 5 % エ タ ノ
ー ル

を加え撹拝後 ,
4 ℃で 7

,
5 0 0 回転/ 分で 5 分 間遠心 し, 再 び 上 清

を除去 し10 分 間減圧乾燥 した 後, 滅 菌蒸留水 に溶解 した . 各

R N A の 2 6 0 n m に お ける吸光度を測定 し
,
1 0 D を40 FL g/ m l と し

て R N A 濃度を計算 し た.

2 . プラ イ マ
ー

お よ び プロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 作成

3 67 塩 基対 の ラ ッ ト cj b s 遺伝子 c D N A を特 異的 に増幅す る

P C R プ ラ イ マ ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー

(6 8 7 - 7 0 6) 5
'
-

G T A G A G C A G C T A T C T C C T G A -3
,

と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー

(11 6 2 -1 1 8 0) 5
,

T C C A C A T C T G G C A C A G A G C 3
'

,
プ ロ

ー

ブ と して

塚

5
,
- G G G G G T C T G C C T G A G G C T A C C A C C C C -3

'

(9 7 5 - 1 0 0 0) を ラ ッ

トc 7b s 遺伝子 cD N A の 塩基配列より決定 し た. 4 9 6 塩基対の ラ ッ

トcb n 遺伝子 c D N A を特異的に増幅するP C R プ ライ マ
ー

と してセ

ン ス プライ マ
ー

(弘2 -56 1) 5 棚 C G A C C m G A C G A m
'

と ア ン

チ セ ン ス プ ライ マ
ー

Qi8 7 -9 06) 5 しG C A G C G m G C m G C -3
'

,

プ ロ
ー

ブ と して5 しG C C G G互〔℃T C C G A G C C G A A C r C G G 3
'

但74 -69 9)

をラ ッ ト cji m 遺伝子 cD N A の 塩基配列より決定 した . また984 塩

基対 の G 3 P D H 遺伝 子 c D N A を特異的 に増幅す る P C R プ ライ

マ
ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ

ー

( 3 5 - 5 7) 5
'

一

T G A A G G T C G G T G T C A A C G G A T T r 3
,

と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ
ー

(繁払10 16) 5
,

r A m C M G C 〟rC m G G 3
'

,
お よ び

,

プ ロ
ー

ブ と して5
'

通T C C A T G A C A A C m G G C A T C G T G G -3
'

(5 14 -

5 3 8) を ラ ッ ト G3 P D H 遺伝子 cD N A の 塩基配列 より決定 した. プ

ロ ー

ブ D N A l O p m o l に 対 し [ γ -

3 2
p ] A T P ( A m e r s h a m ,

G r e e n wi c h
,
U S A) 1 0 FL C i , ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ

ー ゼ緩 衝液

[ 終 濃度50 m M T ri s - H C l (p H 7 .6) , 1 0 m M M g C 12 , 5 m M ジチ オ

ス レ イ ト
ー ル (d ith i o th r eit ol , D T 乃 ,

1 0 m M 塩酸 ス ペ ル ミ ジ ン

( s p e r m i di n e - H C l) , 1 m M E D T A] , 1 0 単位T 4 キ ナ
ー

ゼ (和光,

大阪) お よ び 滅菌蒸留水を加え全量を6 〃l と し , 3 7 ℃で4 5 分

間保温する こ と で5
,

末端 を標識 し た後, ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ

ン に用 い た .

3 . 逆 転写反応

R N A 試料4 FL g に オリ ゴ d T プ ラ イ マ
ー [ 01ig o (d T) 1 6 p ri m e r]

b e rki n E l m e r C e tu s , N o r w alk , C A) 1 FL g を加 え蒸留水で全量を

33 〃1
と し

,
6 8 ℃ で15 分間加熱後 , 水中 にて 急冷 した ･ こ れ に

逆転写 (r e v e r s e t r a n s c ri pti o n , R T ) 反応 横衝液 [ 終 濃度50 m M

m s -H C l (p H 8 .3) , 7 5 m M K C l , 3 m M M g C1 2 , 1 0 m M D T T] , デ オ

キ シリ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 (d A T P , d C T P , d G T P , d T T P 各

0 .5 m M ) , R N A 分解 酵素阻害因子 ( ri b o n u cl e a s e i n h ib i t o r)

R N a s in (P r o m e g a B i o t e c , M a di s o n , U S A) 2 0 0 単位お よ び滅菌蒸

留水を加え全量 50 p l と し , 4 2 ℃で 1 時 間保温 し て c D N A を合

成 した . さ ら に95 ℃ に て5 分 間加熱 した後 , 水中 に て急冷 し た.

各 々 の c D N A 溶液50 FJl は R N A 4 /j g か ら合成 さ れ た もの である

た め , R N A l /J g か ら 合成 さ れ た c D N A 量 に相当する溶液量 は

1 2 .5 /Ll と な る . ま た R N A l O
- 1

/1 g , 1 0
-2
FJ g に 相当す る c D N A 溶

液量 は そ れ ぞ れ 12 .5 × 1 0~
1

,
1 2 .5 × 1 け

2

/∠ =
こ相 当する .

こ の た

め cD N A 溶液の 3 段階10 倍希釈系列 (原液, 1 0 倍希釈液, 1 0
2

倍

希釈液) を作成 し, そ れ ぞ れ12 .5 /1 1 ず つ をP C R 反応に 使用 して ,

目的と する m R N A の 定量化を行 っ た . ま た cjb s m R N A お よ び c
-

j u n m R N A 発現量 の 定量化 に際 し, G 3 P D H は 内部 コ ン ト ロ
ー

ル

と して 使用 した .

4 . P C R 反応

各々 の c D N A 溶液12 .5 F Ll にP C R 反応績衝液 [ 終濃度10 m M

T ri s - H Cl (p H 8 .3) , 5 0 m M K Cl , 1 .5 m M M g C1 2 , 0 .0 1 % ゼ ラチ ン

(Si g m a , S t . L o u i s , U S A ) , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液

(d A T P , d C T P , d G T P , d T r P 各25 0 FL M ) ] , セ ン ス お よ び ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ
ー 各50 p m ol , T a q D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ (p e rk i n

E l m e r) 1 単位 お よ び 滅菌蒸留水 を加え全量30 FL l に 調整 し た ･

こ れ に 20 FLl
の ミネ ラ ル オ イ ル (Si g m a) を重層 させ , サ

ー マ ル

サ イク ラ ー

(P C 7 0 0 , アス テ ッ ク , 福 岡) で P C R 反応 を行 っ た ･

熟変性 を94 ℃ , 1 分 間, ア ニ
ー

リ ン グを58 ℃
,
2 分間, D N A の

伸長を72 ℃ , 2 分 間 と し, こ れ を1 サ イ ク ル と し て25 サ イ ク ル
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施行 し た .

5 . 増幅 D N A 断片 の 検 出

P C R 反応後 の D N A 溶 液 に滅菌蒸留水70 /J l と ク ロ ロ ホ ル ム

1 5 0 /ノ1 を 加え て振塗 した 後, 水層を採取した . こ の 溶 液に 10

〃
l の 3 M 酢酸ナ トリ ウ ム b H 5 ･2) と 99 % エ タ ノ

ー

ル を30 0 〃l 揺

加 し,
-

8 0 ℃で 30 分間放置 し た後, 4 ℃ で1 5 ,0 0 0 回転/ 分で 20

分間遠心 し D N A を沈殿 させ た . こ の D N A を80 % エ タ ノ
ー

ル で

洗浄後, 減圧 乾燥 し, 試料溶解液 [0 .0 6 % ブ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ

ル ー

(b r o m o p h e n o l bl u e) , 0 .0 6 % キ シ レ ン シ ア ノ
ー ル (x yl e n e

c y a n ol) , 6 .7 % グリ セ ロ
ー ル を含 む T ri s - E D T A 綬衝 液 (10 m M

T ri s - H C l , 1 m M E D T A
, p H 8 .0) ] 9 FL ‖ニ溶解 した . 各試料 は

0 .5 FL g/ m l の 臭 化 エ ナ ジ ウム を含 む泳動緩衝液 (40 m M T ri s ,

2 0 m M 酢 酸 ナ トリ ウム ,
1 m M E D T A

, p H 8 .0) 中で , 走電庄

100 V に て 1 .5 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を 用い て 電気泳動を行 っ た . 泳

動後 の ゲ ル は 紫外線照射下 に写真掘影を行 っ た 後, サ ザ ン 法に

準 じて D N A の 転写を行 っ た , すな わ ち
, 泳動終了後 の ゲ ル を

アル カ リ 変性液(0 .5 M N a O H , 1 .5 M N a Cl) 中で 30 分間振盟 し

D N A を 変性さ せ た 複, 中和液 (3 M N a C l , 0 .5 M T ri s - H C l , p H

7 .2) 中で 15 分 間の 振 返 を2 固練り返 し た. D N A はS S C (s ali n e -

s o d i u m cit r a te) (3 M N a C l , 0 .3 M ク エ ン 酸ナ ト1) ウム) を用い

て ゲ ル か らナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー ( H yb o n d - N + n yl o n

m e m b r an e
,
Am e r sh a m ) に転 写 した . 転写彼 の フ ィ ル タ ー に10

分間紫外線を照射 して D N A の フ ィ ル タ
ー

へ の 固定を強固 に し

た . フ ィ ル タ
ー

を ラ ビ ッ ドハ イ プリ ダイゼ ー

シ ョ ン バ ッ フ ァ
ー

C

1 59

(R a pid h yb ridi z a ti o n b u 鮎 r , Am e r s h a m ) を満 た し た ハ イ プ 1) バ

ッ ク ( コ ス モ バ イ オ , 束京) 内に 入 れ ,
4 2 ℃ の 恒温水槽内で 15

分間 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た . そ の 後,
32
p で 標

識 した プ ロ ー

ブを最終膿度が 1p m ol/ m l と な る よう に ハ イ プリ

バ ッ ク 内 へ 投 与 し
,
4 2 ℃ の 恒温水槽内で 2 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン を行 っ た .

ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン後の フ ィ ル タ ー を

4 2 ℃ の S S C (0 .3 M N a Cl , 3 0 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) ,
0

.
1 %

S D S 溶液 (s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e) で 15 分間2 回洗浄 し た後,

バ イ オイ メ
ー

ジア ナ ライ ザ
ー

(富士 フ イ ル ム , 束京) を用 い て ,

P C R 増幅 D N A 断片に 相補的に結合 し た プ ロ
ー

ブ の 放 射活性を

測定 し
,
D N A 断片を定量化 した .

Ⅳ
. 免疫組織化学染色

c二伽 お よ び c二/〝犯 遺伝子産物 が そ れ ぞ れ 小腸 に実際に発現 し

て い る こ と を
, 抗c - F o s モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体お よ び抗 cJ u n モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗体を用い た免疫組織化学染色で確認 した .
また

,

′J ､ 腸粘膜 の 細胞動態を解析する た め , 細胞周期の G l後期 か らS

期前半 に存在す る細胞増殖期関連核蛋白である P C N A の 標識率

を検討 し た.

す なわ ち
,
採 取 した 空腸 の

山

部 を , 1 0% ホ ル マ リ ン液で 固定

し
,
免疫組織化学染色に供 した .

パ ラ フ ィ ン 包埋 固定標本 より

4
/ 上 m 切片を3 個作製 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 内因性 ペ ル オキ シ ダ

ー ゼ を不括化す る た め0 .
3 % 過酸化水素水加 メ タ ノ ー ル に20 分

間浸透 し, リ ン 酸緩衝生理食塩水 (p H 7 ･4) b h o s ph at eやuffb r e d

s ali n e
,
P B S) で 洗浄 し た . 次 に非特異的抗原抗体反応を防止す

l
且

ー
U

F i g . 1 . H i s t ol o gi c al c h a n g e s of th e s m all i n te s tin al m u c o s a c a u s e d b y f a s ti n g a n d r ef e e di n g . (朗 n o n 也 sti n g y o u n g r a ts . (B) y o u n g r at s 3 d a y s

afte r f a s d n g . (C) y o u n g r a t s 2 4 h r a 丑e r r e 灸 e diムg . ( D) y o u n g r a ts 4 8 h r af[ e r r efe e di n g . 但) y o u n g r a ts 72 h r afte r r e fb e di n g . (F) n o n
q

f a sti n g a d ult r a ts . (G) a d ul t r a ts 3 d a y s afte r f a sti n g . ( H) a d ult r at s 24 h r a ft e r r ef e e di n g . (Ⅰ) a d u lt r a ts 4 8 h r a fte r r ef e e di n g . O) ad ul t r ats 7 2

h r afte r r ef t e di n g ･ H E s tai n i n g s , b a r= 1 00 F L m i n e a c h 丘g u r e s ･
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る た め 正常 ヤ ギ血 清 ( D a k o p att s , C o p e n h a g e n , D e n m a r k) に15

分 間反応 さ せ た 後 ,
1 0 0 倍 希釈抗 c - F o s モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体

( O n c o g e n e R e s e a r ch P r o d u ct s , C a m b rid g e , U S A) , 1 0 0 倍希釈抗

cJ u n モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( O n c o g e n e R e s e a r c h P r o d u c t s) , 5 0

倍 希 釈抗 P C N A モ ノ ク ロ ー ナ)L/ 抗 体 ( O n c o g e n e R e s e a r c h

P r o d u ct s) と
一

晩4 ℃ に て 反応させ た . P B S に て 洗浄 し た衡

ビ オナ ン 化抗 マ ウ スIg G 抗体 (D a k o p att s) に室温 で30 分 間反応

させ , 次 い で ス ト レプ トア ピジ ン
･ ビオ チ ン

･ ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ複 合体 ( D ak o p a 仕S) に 15 分 間反応させ , 0 .0 49乙3 , 3
'
- ジア ミ ノ

ベ ン チ ジ ン (3 , 3
,
-di am in o b e n zid i n e) (S i g m a) 溶液で 発色 させ た .

核染色は0 .3 % メ チ ル グリ
ー ン に て行 っ た . 陰性 コ ン ト ロ

ー ル に

は 1 次抗体 と し て非免疫マ ウ ス 血清を用 い , 陽性像 が 得 られ な

い こ と を確認 し た .
P C N A 標識 率 は , 分母 を小腸陰席底 の

P C N A 染色陽性細胞 か ら 陰高最上部の P C N A 染色陽性細胞ま で

の 間の 増殖帯細胞数, 分子を P C N A 染 色陽性細胞数 と して1 腺

管 に お ける比率 で表 した . 1 検体 に つ き10 睦管以上 観察 しそ の

平均値 で表 し た .

† . 組織切片を用 い た ア ポ ト ー シ ス の 検出

免組織化学染色 に用 い た ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜標本

より
,
4 / 上 m 薄切切片 を作製 し, タ

ー

ミナ ル
･

デ オ キ シ ヌ ク レ

オ チ ジ ル
･

ト ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ 加 ビ オ ナ ン ー デ オ キ シ ウ リ ジ ン

5
,

三 リ ン 酸 ニ ッ ク 末 端標識 (t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti d yl

t r an Sf e r a s e - m e di a t e d d e o x y u rid i n e
-5
'
一t rip h o s p h at e

- bi o ti n n i c k

e n d -1 a b eli n g , T U N E I) 法に て ア ポ ト
ー シス の 検索を行 っ た ･ 各

操作 は , G a v ri eli ら
1 6)
と 同様の 方法 に て行 っ た .

Ⅵ . 統計学的検討

各数値 は, 平均値 ± 標準偏差 (支 ±S D) をも っ て 表 し, 平均

値 の 差 の 有意差検定 は F 検定 に よ り等分散の 検定を行 っ た後 ,

S t u d e n t の t 検定 を行い , 危険率5% 未満 を有意 と し た .

成 績

Ⅰ . 小腸粘膜上皮の組織学的変化

幼少猟 成熟群とも に, 絶食後に は 非絶食群に比較 し て繊毛

の 短縮が認め ら れ ,
絶食解除後

,
再摂食時間の 経過 と と もに絨

T a ble l ･ M o rp h o m e t ric a n aly s is o f th e vill o u s h eig h t of s
m a11

in te s tin e foll o w l n g r efb e di n g p e ri o d s o f th e y o u
n g a n d a d ult

r at S

R e fe e di n g ti m e ( h r)

V ill o u s h eigh t ( FL m )

Y o u n g A d ult

N

O

2

2 4

4 8

7 2

9 6

1 2 0

4 0 0 ±2 8

1 9 0 ±1 5 * *

1 8 3 ±9 * *

3 1 4 士8
* *

3 7 8 ±6
*

43 1 ± 1 4 *

4 43 ±1 1

4 44 ± 15

47 3 ± 2 1

17 0 士1 3 * *

2 0 3 ± 1 1 * *

2 6 1 ± 10 * *

2 9 3 士6 * *

3 7 5 ± 17
* *

4 19 ± 15

45 4 ± 2 1

N , n O n f a s tin g r ats ･ V al u e s a r e e x p r e s s e d a s 官
±S D ･

*
p < 0 .0 5 b y S t u d e n t

'

s t te s t
,
C O m P a r e d w it h th e a d u lt r ats ･

* *
p < 0 ･0 5 b y St u d e n t

,

s t te st
,
C O m P ar e d w it h th e n o n

-f a stin g

r a ts of e a c h g r o u p ･

塚

毛 の 伸長 が 認め ら れ た (図1) . 絶 食直後の 絨毛高は幼少群, 成

熟群 の 間に有意 な差を認め なか っ た . し か し , 絶食解除後の 幼

少群の 絨毛伸長 は迅速で , 絶食解除後24 , 4 8 , 7 2 時 間の 絨毛

高 は成熟群 に 比 較 し 有意に高値 であ っ た . また
, 絶 食解除後,

絨 毛が 伸長 し, 非絶食群 の 絨毛高と の 間 に有意差を認 め なく な

る ま で の 時間 は
,
幼少 群で は4 8 時 間で あ っ た の に対 し, 成熟

群で は9 6 時間で あ っ た (表1) .

小腸陰裔深 は, 幼 少群で は 絶食直後 に
一 過性 に 短縮 した あと

回復 した が , 成熟群 で は 絶食直後 より絶食解除後2 4 時 間まで

有意 な短縮を認め た (表2) .

Ⅰ . R T ･ P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る e イb β と e J 〟托 の

m R N A の発 現

幼少群 の c :如 ,
C功用 の 発現量 は, 絶食解除後2 時 間か ら72 時

間まで増加 し, 非絶食群 に比較 し有意 に高値で あ っ た (図2 , 3) .

cカ s は絶 食解除後2 時間 で 非絶食群 に比較 し最高3 .1 倍 , C水川

は絶 食解除後 24 時間で 非絶食群 に比較 し最高2 .8 倍 の 高 発現を

認め
,
C : 触 c 功用 と も に絶食解除後2 時間か ら72 時間まで 成熟

群に比較 し有意 に高値 であ っ た . 成熟群の cプわぶ, Cカ 乃 の 発現量

は
, 非絶食群 に比較 し有意な増加 を認 めなか っ た .

Ⅱ . 免疫組織化学染色

c
- F o s

,
CJ u n 蛋 白の 免疫組織化学染色で は , 幼少群, 成熟群

と も に非絶食群 は , 増 殖帯 に1 腺管あたり2 ～ 6 個 の 染色陽性

細胞 を認 め た . 絶食解除後の 幼少群 で は ,
C
- F o s

,
CJ u n 蛋白と

も に
,
士酎直帯 と吸収 上皮の 両方の 細胞核が 染色 さ れ た . 特に 幼

少群 の 絶食解除後24 時間, 4 8 時 間群 の 増殖帯全体 と吸収 上皮

の 下 部 の 細胞核 が強く染色 され た の に対 し, 成熟群で は増殖帯

の み に1 腺 管当 たり1 ～ 7 個 の 陽性細胞 が み ら れ る に すぎ なか

っ た (図4) . ( cJ u n 蛋白の 結果末表示) .

Ⅳ . P C N A 標識率 に よ る細胞動態の解析

幼少群, 成熟群 と もに 非絶食群 の P C N A 染色細胞 は増殖帯 の

細胞核 に散在性 に認 め られ , 幼少群 と成熟群 で P C N A 標識率に

有意 な差 を認 め な か っ た . 幼少群で は, 絶 食解除後よりP C N A

標識率 の 上昇 を 認め , 絶食 解除後2 時間で 最高値 に達 し, 4 8 時

T a bl e 2 ･ M o r p h o m e tri c a n aly s IS O f th e c ry pt d e pt h o f s m all

i nt e sti n e f o ll o w l n g r e f e e di n g p e ri o d s o f t h e y o u n g a n d a d u lt

r ats

C ry p t d e pth ( /1 m )
R ef e e din g ti m e ( h r)

Y o u n g A d ult

N

O

2

2 4

4 8

7 2

9 6

1 2 0

1 2 0 ± 1 4

9 7 ± 1 7 *

1 1 6 ± 1 2

11 0 ± 23

13 4 士 13

1 18 ±1 7

1 2 1 ±1 8

1 3 4 ± 1 7

15 6 ± 15

6 0 ± 9 * *

9 7 ± 1 3
* *

1 1 4 ± 2 2 * *

1 5 2 ±1 4

1 5 6 ± 1 7

1 6 7 ± 16

1 6 3 士 16

N
,
n O n f a s tl n g r atS ･ V alu e s a r e e x p r e s s e d as 冨± S D ･

*

p < 0 ･05 b y S tu d
e n t

,

s t t e st
,
C O m P a r e d w ith th e y o u n g n o

n -

ねs tin g r at s -

* *
p < 0 ･05 b y S t u d e n t

r

s t t e s t
,
C O m p a r e d w it h th

e a d u lt n o n -

f as ti n g r a ts .

鷲
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小腸増殖能の 加齢に伴う変化 と cっ触 , Cカ=〃

Y b u n g r at s N R O R 2 R 2 4 R 4 8 R 7 2

C 二〆〟乃

G 3 P D II

16 1

ヰ空
b p

3 ` 7 b p
卓 二 二

ヰ
讐b p

Fi g ･ 2 ･ S o u th e r n bl o t a n al y si s of c カs , C4 u n a n d G 3 P D H m R N A R T P C R p r o d u c t s of th e y o u n g g r o u p . T o tal R N A (4 /L g) h
･

O m th e r at s m all

i n te s ti n al m u c o s a w a s r e v e r s e tr a n s c rib e d i n c D N A a n d th e c D N A w a s d il u t e d at 丘
･

O m X l O a n d am pli丘e d b y 2 5 c y cl e s of P C R . N , n O n
-

f a sti n g r at s; R O , 7 2 h r a fte r f a s ti n g; R 2 , 2 h r a f[e r r ef e e di n g; R 2 4 , 2 4 h r aft e r r ef e e di n g; R 4 8 , 4 8 h r aft e r r ef e e di n g; R 7 2 , 7 2 h r a氏e r

r ef e e di n g; b a s e p ai r .

C :匝ぶ

q
O

霊
u

n

p

亘

竃
馬
山

C ヅ〟紹

N O 2 2 4 4 8 7 2 N O 2 2 4 48 7 2

R e 鮎e diIl g ti m e (h r)
Fi g ･ 3 ･ S o u th e r n bl o t an al y si s of c 劾 a n d c4 u n m R N A e x p r e s si o n i n th e r a t s m all i n t e sti n al m u c o s a . D a t a a r e m e a n s of B v e s e p a r a t e

e x p e ri m e n t s n o r m ali z e d w i th G 3 P D H a n d e x p r由 s e d a s th e r a ti o of c 4b s o r c 4 u n t o th e n o n -f a sti n g r a ts . Wh it e c ol u m n s s h o w y o u n g r at s;
B l a ck c ol u m n s s h o w a d ult r at s; N , n O n

-f a sti n g r at s ･ V al u e s a r e e x p r e s s e d a s 盲 ± S D ･

*

p < 0 ･0 5 , b y S tu d e n t s t te s t , C O m p ar e d w i th th e a d ult

r a t s o n e a c h r ef e e di n g ti m e .
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Fi g . 5 . P r olif e r ati n g c e11 n u cl e a r a n ti g e n (P C N A) 1 a b eli n g i n di c e s

f oll o w i n g f a sti n g an d r ef e e di n g p e ri o d s . P C N A l ab eli n g i n di c e s

a r e o b tai n e d a s th e p e r c e n ta g e o f P C N A p o siti v e c e11 s to th e

t o t al n u m b e r o f c ry pt c ell s , a n d c al c u l at e d f r o m ob s e rv a ti o n of

a t l e a s t l O c r y p ts i n e a ch sli c e . E v e r y m e a s u r e m e n t i s r e p e a te d

a t l e a s t tw i c e a n d i s p e rf o r m e d i n 丘v e r at s i n e a c h ti m e p oi n t .

Wh ite c ol u m n s s h o w y o u n g r a t s; B l a c k c ol u m n s s h o w a d u lt

r at s; N , n O n -f a s ti n g r at s . V al u e s ar e e X P r e S S e d a s
~

支± S D .

*

p < 0 .0 5 b y S tu d e n t s t te s t , C O m p a r e d w ith th e a d ult r a t s o
n

e a ch r ef e e di n g ti m e .

間ま で非絶食群 に比較 し有意な高値 を維持 し た ∴【
一 方

,
成熟 群

で は
, 絶 食解除後2 , 2 4 , 4 8 時間で わ ずか に上 昇 し た が , 有意

差 は なか っ た (図5) .

Ⅴ
. 組織切片 を用 い たア ポ ト ー

シス の 検出

幼少群 と成熟群 の 非絶食群, 絶食解除後の各辞そ れ ぞれ の 組

織切片を用 い ,
T U N E L 法 によ る ア ポ ト

ー

シス 細 胞の 検出を行

っ た . 幼 少群 と 成熟群 とも に, 絶食前か ら 絶食解除後の 全期 に

わ たり
, 絨 毛 の 先端に の み 1 臆管あ たり1

～

4 個 の 染色陽性細

胞を認め た . ま た
, 幼少群 と成熟群 とも に, 絶食前か ら絶食解

除後の 全期 に わ た りア ポ ト
ー

シ ス 細胞数 の 変化を認め な か っ

た .

考 察

生体内の各臓器 は外国に対する適応力を有 し てお り ,
低 栄養

や , 損傷, シ ョ ッ ク 時に お ける 虚血 等の 侵襲 に対 し て, そ の 後

の 増殖 や 肥大等 に よ る 代償反応を生 じ る こ と が 知 ら れ て い る .

例え ば, 肝切除後 の 残存肝 で は 肝細胞の 増殖 に よ る機能の 代償

が生 じ
17)
,
皮 膚損傷後 の 創緑で は上 皮細胞 の 増殖 に よ る修復機

構が起きる
1 8)

. 小腸 に お い て も, 絶食, 切除, 虚血 ,
虚血 後再

港流等 の 侵襲 が お よ ぶ と , 粘膜絨毛 ほ障害を受け
一

旦 脱落 ･ 短

縮 する が , そ の 後粘膜絨毛 は再生 し, 消 化吸収機能 を回復する

こ と が 知ら れ て い る
1)

L

4)
. しか し

,
こ れ ら の 代償反応は

,
高齢

者で は小児 に比 較 して 不充分で
5 卜 1 0)

,
そ の 年齢差 に関 わ る横序

は充分 には解明 さ れて い な い . 小腸広範切除後 には , 消化吸収

面積の 減少に より高度 の 栄養障害が出現 し, 長期 に わ た る栄養

管理 は 容易で はな い . 小児 で は 残存小腸 の 粘膜増殖や小腸内径

の 増大化等 の 代償反応 に よ り, 経静脈栄養か ら離脱可能 な症例

もある が
,
高 齢者 の 代償能 は不充分 であ る

5 )
. こ の よう な小腸

機能不全の 症例 に対 し欧米で は すで に小腸移植 に よ る 治療 が始

ま っ て お り, 近い 将来日 本 でも開始 され る と 考え られ て い る
11)

｢' 1 3)
. 移 植 さ れ た 小腸粘膜繊毛 は術前彼 の 侵襲 に より短縮 し,

そ の 後, 増殖反応が 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る
1 桝壬))

. 移植 小腸

の 絨毛再生 は
,
消化吸収機能 の 回復 と と もに , 粘 膜防御機能の

改善にも役立ち生命 の 維持 に重要な 反応 で ある . しか し
,
増殖

能は 小児と高齢者で同様で は なく ,
ドナ

ー

の 年齢に よ り異 なる

町能性 が あ る
2(り

. した が っ て
, 術後 の 移植小腸機能を予測する

うえで , 加齢 に伴う粘膜増殖能 の 変化 を解明す る こ と は意義あ

る こ と と 考えら れ る .

今回の 実験で は , 絶 食刺激解除後の 小腸粘膜増殖能 の 加齢 に

よ る変化を幼少 ラ ッ トと成熟ラ ッ トを用し､ 比較検討 し た . 組織

形態学的に
,
絶食彼 の 小腸絨毛高は , 幼少群, 成熟群 と もに非

絶食群 に比 べ 短縮を認 め た もの の , 幼少群 と成熟群 で差 を認め

な か っ た . し か し , 絶食解除後の 絨毛再生 は 明ら か に幼少群の

方 が迅速で あ っ た . また
, 幼少群 の 小腸陰礪深 は , 絶食直後に

の み･
一

過性 の 短縮 を認め た の に対 し , 成熟群 で は絶食直後よ り

絶食解除後24 時 間まで 短縮 を認め た. T s u k a m o t o ら
21)
は 肝部

分切除後 の 肝再 生時の 蛋白合成 に関する実験 で , 6 0 過齢の 成熟

ラ ッ ト に比較 し て6 週 齢 の 幼少 ラ ッ トの 蛋白合成 の 増加率が高

い こ とを示 し
,
T 孤 n O ら

22)
は8 過齢 と96 週齢 の ラ ッ トを比 較 し

た 肝再生の 実験で ,
P C N A 標識率 より幼少 ラ ッ トの 増殖活性の

高さ を報告 し た. 本研究で は肝 に お ける 再生 と同様 に, 小腸粘
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膜の 増殖能も成熟群と比較 して幼少群 が高い こ と が示 され た .

小腸粘膜 は細胞回転 の 早 い 組織で あり , 自由摂食中の 増殖帯

幹細胞で は常 に
一

定速度 の 分裂増殖 が生 じて い る
23)

. こ の 増殖

制御 に は ,
E G F

,
T G F -

α
,
T G F - /9 , F G F , P D G F 等の 増殖因

子が関与 して おり ,
これ らの 増殖因子 の 刺激 に応答 して , C二面

な ら び に c イ〟 乃 遺 伝 子を は じ め と す る 前初 期遺伝 子 群

(i m m e di a te e a rl y g e n e s) が 発現す る こ とが 明 らか にな っ て い る

2 4)
. 小腸以 外 の 臓器で は, 肝切除彼 の 残存肝

2 5)
, 移植 肝

2 6)
,
皮

膚損傷後 の 創緑
1 8)
等で , 細胞増殖 の 際 に c カg , C 二/ 肌 遺伝子 が

発現す る こ と が確認 さ れ て おり, 小腸 粘膜増殖時の 同遺伝子の

解析 は小腸粘膜の 増殖機序の 解明に つ なが る と 考えら れ る .

幼 少群 と成熟群 の 増殖能 の 違い を c二伽 ,
C4 u n の m R N A の 発

現量 か ら比較検討す る と , 幼 少群 で は cカS m R N A の 発現量 は

絶食解除後2 時間で 非絶食群 の 3 .1 倍 ,
Cj u n m R N A の 発現量は

絶食解除後24 時間で 2 .8 倍の 増加を示 した の に対 し
,
成熟群で

は絶食解除後 の 全期を通 して cjb s , C 4 u n m R N A と もに非絶食

群に比較 し発硯量 の 有意 な増加を認め な か っ た . ま た
,
P C N A

標識率を指標 と した細胞増殖活性 は , 幼少群で は 絶食解除を契

機に して 明ら か な上 昇を示 した の に対 し, 成熟群で は わ ずか な

上 昇 し か 認 め な か っ た . さ ら に
, 幼 少群 の cイb ぶ と c rノα犯 の

m R N A の 発現量 の 増加 と , 細胞増殖活性 の 上 昇 の 時間的推移は ,

絶食解除後2 時間か ら24 時間を ピ
ー

ク と し た ほぼ 相似の 経過を

示 した こ と か ら
,
絶 食解除を契機 に活性化 した cこ舟s , C東川 が 細

胞増殖活性 の 上 昇 に 関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た .
こ の c -

F o s と cJ u n の 蛋白の 発現部位 は , 免疫組織化学染色を行 っ た結

果
,
増殖 帯と 吸収上皮である こ と が 示 され た . 小腸絨毛上皮細

胞の 増殖 は増殖帯で 生 じ て い ると され る が , C r F o s と cJ u n の 蛋

白が吸収上皮 にも検出 され た こ と は ,
C :伽 ,

C 初犯 遺伝子 の 作用

が
, 増殖帯の 幹細胞の み な らず消化吸収機能を獲得す るまで の

細胞分化 の 過程 にも作用 して い る可 能性が推察 さ れ る . な お
,

絶食解除後24 時間 と48 時間の 幼少群小腸粘膜 か ら抽出 し た蛋

白を試料と し W e st e rn bl ott 法に よ る c - F o s と cJ u n の 蛋白 の 検出

を行い
,
そ れ ぞ れ の 分子量 を示す単

一

の バ ン ドと して検出し た.

こ の こ と は
, 免疫染色 に て確認さ れ た c - F o s と c J u rl の 蛋白 レ ベ

ル で の 発現, な ら び に本業験 に用 い た 抗 c - F o s と抗 cJ u n モ ノ ク

ロ
…

ナ ル 抗体の 特異性 を示すもの で ある .

一

方 王 威熟群で は, 絶 食角引数後 に幼少群 と比較 し緩慢 な絨毛

伸長 を示 し たが , C : 伽 ,
C カ 死 の 発現量 の 増加 を認めず, 増殖活

性 は非絶食群 と比較 し, わず か な上 昇 しか 認め な か っ た . すな

わち
,
成熟群 で は絶食

,
絶 食解除 に関 わ ら ず

,
増殖活性 は, ほ

ぼ 一 定で あ る こ と が 示 され た . 自由摂食中の 小腸粘膜絨毛で は,

種々 の 増殖因子 に よ っ て増殖 が制御 さ れ , 常 に
一

定 速度 の 細胞

回転が 生 じ て い る こ と が 知ら れ て い る
2 4)

. し か し 長期の 絶食後

や粘膜損傷時等 の 侵襲時 に は ,
生 体 か ら は 迅 速な 粘膜再生が要

求さ れ
, 早急 な組織再生 を惹起する 目 的で c二舟ぶ, C二〆〟乃 の 発現塞

が増加 し,
一

段 と増殖油性 が高ま る こ と が 推察さ れ る . 本実験

に お い て
, 幼 少群で は こ の 反 応が 生 じ, 迅速 な繊毛の 再生 が 惹

起さ れ た の に 対 し
,
成熟 群で は こ の 反 応が 欠如 した た め に , 純

毛伸長 は幼少群と比較 して額慢であ っ た と 推論できる . すな わ

ち
, 早急 な組織再生 が必要な侵襲時に , 迅速 な増殖 を惹起する

目的で c :伽 ,
C 東川 の 発現量 が増加す る か否か が , 幼少群と 成熟

群の 増殖活性 の 相違点であり, 加 齢に よる 増殖能の 変化の
一

国

で ある と 考えら れ る . S e s h ad ri ら
2 7)
は
, 繊維芽細胞を用い た 実

験で
, 加齢 に より c :伽 ,

C てわ乃 の 活性が 低下する こ とを報告 し,

1 63

Ri a b o w ol ら
28 )
は
,
細胞の 加齢 に より cjb s , C j u n , A P - 1 の 活性

が 低下 す る こ とを明ら か に して い る .
こ れ ら の 報告 は

, 著者の

推論を裏付けるもの であ る.

と こ ろで
,
C
こ毎 cカ 乃 遺伝子が小腸粘膜増殖 に関連 し てい る

とす る報告 の
一

方で , こ れ ら の 遺伝子 が血 液細胞 や神経細胞等

の ア ポ ト
ー

シ ス にも関連があるとす る報告 が散見 さ れ る
29 卜 32)

しか し
, 幼少群 と成熟群の 組織切片 で , T U N E L 法 を用 い て ア

ポ ト
ー シス 細胞の 検出を行 っ た結果 , 幼 少群 と成熟群 ともに ,

絨毛 の 先端 に の み 染色陽性細胞 を認め たが
,
絶食前か ら絶食解

除後 の 全期 に わ たり陽性細胞数の 変化を認め な か っ た . ま た
,

絶 食解除後 の粘膜絨毛増殖 に関 して , C - F o s と cJ u n の 蛋白の 発

現部位 が増殖帯幹細胞であ っ た こ と , C: 伽 ,
C重用 遺伝子の 発現

量増加が , P C N A 標識率が 高値の 時期 に認 め られ た こ と より ,

今回の 実験 にお い て c : 伽 , C 勿乃 遺伝子は , 粘膜上 皮細胞の ア ポ

ト
ー

シ ス より む し ろ粘膜増殖 に関連 して い る と考え られ た .

本研 究で は
,
晴乳期の 終了 した 生 後5 週齢の ラ ッ トを幼少モ

デ ル と し, 生存率が 下 がり始 め る 生 後60 週齢の ラ ッ トを成熟

モ デ ル と し て 実験 に供 し た. 今 回用 い た60 過齢 の ラ ッ ト は ,

ラ ッ トの 平均生 存 を ヒ ト の そ れ と対応 させ る と 壮年期 に相当

し
, 加齢モ デ ル の 選択 と して 高齢と は 言えない . しか し

,
ヒ ト

で の 高齢 に相当す る100 週齢の ラ ッ ト を実験 に用い るまで の 飼

育効率が極め て悪 い こ とを考慮 し, 実験に は 本過齢の ラ ッ トを

選択 した . 結果的 に は, 幼少群と 成熟群の 間に, 増殖能 と, C 一

々s , C カ川 遺伝子 の 活性化に差を認め た の で , こ の 週 齢選択は

安当であ っ た と 考えら れ る . しか し , さ らに 高齢の ラ ッ トの 増

殖能は どう変化す るの か , どれく ら い の 週齢か ら c二伽 ,
C東川 遺

伝子の 活性化が減弱 し, 増殖能が 低下 し始め る の か等 を検討す

る た め
,
さ らに過齢の 異な っ た ラ ッ ト を用い た 実験 が必要であ

る . ま た
, 本研 究で は 飲水の み の 飢餓状態に耐え ら れ る最長期

間 と し て
,
絶食期間を72 時間 に設定 した . 粘膜増殖を観察す

る際 には
,
粘膜絨毛を充分短縮させ る必 要が あり , 絶 食期間は

可 能な 限り長期 に設定する の が望 ま しい . しか し , 9 6 時間以 上

の 絶食刺激に よ り成熟ラ ッ ト に少 なか ら ぬ 衰弱死 亡例が認め ら

れ た の で
, 本研究 で は 絶食期間 を72 時間 に設定 し た . こ の 結

果, 幼少群, 成熟群と もに絶食刺激 によ る 死 亡例 を認 めず, か

つ 絶食複の 枯膜絨毛高の 充分 な短縮 を認め , 絶食解除後 の 粘膜

増殖が観察可能であ っ た . ま た
,
今回の 研究で は

,
絶 食解除の

際 に c : 伽 , Cカ川 の 描性化を誘導 した 具体的な刺激物質, 刺激伝

達経路は明 らか で は な い . 加齢に よ る c二舟s , C東川 の 活性化の 減

弱す る機序, C二触 cカ用 を制御す る物質の 解明が進め ば , 侵襲

時 に 認め ら れ る 粘膜絨毛の 再生 促進 の 治療 に応用可能で あ り,

ひ い て ほ消化吸収能と粘膜 晰卸機能の 改善にも つ な が る と考 え

られ る .

本研 究で は, C 二何s と c 丞相 の 活性化が ,
小腸粘膜絨毛 の 増殖

活性 に関与 して い る こ と , 加齢 によ る c二伽 と c 勇用 の 活性化 の

欠如が
,
増殖能の 低下 に関連 して い る こ と を明 らか に した .

c こ伽 と c二/〝乃 の 発現量は小腸粘膜 の 増殖能 を反映 し, そ の 測

定 は移植腸管 の その 後の 吸収機能を知る指標 と して 有用であり

臨床応用が期待さ れ る .

結 論

小腸粘膜上皮細胞の 加齢に伴う増殖能 の 変化 に関する機序を

解明する た め
L
,
幼少な らび に成熟ラ ッ トの 小腸 にお ける 絶食解

除後の 組織形態
,
C二伽 ,

Cj u n の m R N A と 蛋白の 発現, P C N A を
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用 い た 細胞増殖活性 の 時間的推移 を検討 し , 以下 の 知見 を 得

た.

1 . 絶食解除後の 粘膜増殖 は成熟群 に比較 して 幼少群の 方が

迅速 で , 絨毛再生 に 要す る時間 は幼少群で は48 時間 で あ っ た

の に対 し
,
成熟群で は9 6 時間で あ っ た .

2 . c: 伽 と cj u n の m R N A の 発現量は , 幼少群で は 絶食解除後

2 時間か ら増加 し, 非絶食群 に比較 し絶食解除後2 時 間で c二伽

は3 .1 倍 , 絶食解除後24 時間で c二′捉乃 は2 .8 倍 で あ っ た . 成熟群

で は
, 絶食解除後 に c二伽 と cイ〝乃 の m R N A 発現 量の 有意な増加

を認 めなか っ た .

3 . c
- F o s と cJ u n 蛋白 の 発現部位は , 増殖帯 と吸収上皮 であ

っ た .

4 . P C N A 標 識率で み た 粘膜増殖活性 は, 幼少群 で は絶食解

除後上昇 し
,
絶 食解除後2 時間 を最高に , 絶食解除後4 8 時間ま

で 成熟群に比較 して 高い 増殖活性 を認め た . 成熟 群で は 絶食解

除後7 2 時間ま で増殖活性 の 上 昇を認めなか っ た .

以 上 より , 転 写因子 c二舟ざと c二′那花 の 活性化が , 小腸 粘膜絨毛

の 増殖活性 に関与 して い る こ と , ま た , 加齢 に よ る cプわぶ と c
-

ノ捉〝 の 活性化の 欠如 が増殖能 の 低 下 に 関連 し て い る こ と が 明ら

か に され た .
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lt g r o u p l t W a S
n O t S lg

ni fi c a n tl y el e v a te d u n ti1 7 2 h r

a ft e r r e ft e di n g .
T h e s e r e s u l ts s u g g e s t th a t th e e x p

r e s si o n o f c j b s a n d c j u n i n th e s m a11 i n te s ti n al e p ith eli u m o f y o u n g r a t s

f o1l o w l n g r e f e e di n g c o r r el a te s w ith c e11 ul a r r e g e n e r a ti o n , a n d th a t th e l a c k o f a c ti v a ti o n o f th e s e g e n e s i n th e a d u lt g r o u p

C O n ti b u t e s t o th e r e s u lti n g sl o w r e g e n e r a ti o n .


