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elemental diet(以下 ED)の 長期摂取が消化管内細菌叢やvitamin K,B12,葉酸に及ぼす影響をラッ

トを用い検索した。総菌数は胃,小腸で減少し盲腸で増加した。各菌群の菌数,検出率をみるとBacter‐

oidaceae,Velllonella,Clostridiurnが増カロし, Bndobacterium,Lactobacillus,Enterobacteriaceae,

StreptOcOccus,Staphylococcus,Pseudomonasは減少した,ED摂 取 1週 目よリプロトロンピン時間
が16.8±1.4秒(p<0.05)と延長し,vitamin K欠乏症をきたした。ED摂 取 4週 目にはvitamin B12

は血中で1,288±164pg/ml(p<0.005)と増加し,肝 で35.6±1.3■g/g(p<0.005)と減少し,葉 酸は

血中で8.8±0.80ng/ml(p<0.005),肝で0,75±0.04″g/g(p<0.05)と共に減少した。これらのビタ

ミンの変動要因のひとつとして消化管内細菌叢の著明な乱れの関与が推nllされた。

索引用語 :消化管内細菌叢,elemental diet,vitamin K欠 乏症,vitamin B12欠 乏症,葉 酸欠乏症

緒  言

従来,消 化管内細菌叢は大腸菌,腸 球菌などの通性

嫌気性菌 (以下好気性菌)力 そ`のほとんどを占めると

考えられていたが,こ こ10数年前に光岡らや Haenel

によって実際にはヒトではその1,000倍以上も多くの

偏性嫌気性菌 (以下嫌気性菌)が 存在することが明ら

かにされた11以来今日まで,消化管内細菌叢が生体に

対していかなる役割を呆たしているかという問題は重

要な研究課題として関心が寄せられ,最 近,消 化管内

細菌叢は宿主の栄養,発 癌,免 疫,感 染などに深い関

係があることを示唆する事実が明らかにされてき

たり.一 方elemental diet(以下 ED)は 腸管の安静と

栄養補給のために経腸栄養剤のひとつとして広く臨床

で応用されているが,そ の易吸収性および無残澄性と

いう特性から消化管内容物が減少し,消 化管内細菌叢

に何らかの影響を及ぼすことも次第に明らかにされて
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きため～ゆ.腸 内菌によりvitamin K(以下 V.K)をはじ

め数種のビタミンが合成され宿主に利用されている

が6ン),ED摂取時のビタミンの変動をみた報告はない。

そこで著者はEDの 長期単独投与が消化管内細菌叢お

よび腸内菌により合成されるV.K,vitamin B12(以下

V・B12),葉酸に及ぼす影響について実験的に検討し

た。

実験材料および方法

I.実験動物と飼育条件

生後約10週齢のWistar系雄性ラット (静岡県実験

動物農業協同組合)を 約 2週間の予備飼育を行い,体

重300～350gの発育順調なもの計224頭を使用した.

ラットは金網製ケージに2頭 ずつ収容し,室 温24土

2℃,湿 度60±20%の環境で飼育した。

II.実験群と実験食

対照群(80頭),ED群 (100頭,ただし17頭はvitamin

Kl(以下 V.Kl)強制投与),V.K12倍 添加 ED群 (24

頭),V.Kl 10倍添加 ED群 (20頭)の 4群 を作製した。

対照群にはオリエンタル酵母社製回型飼料 MFを ,
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ED群 には味の素社製 ED‐AC粉 末を,V.K12倍 添加

ED群 および10倍添加 ED群 にはそれぞれ V.Kl含 有

量が ED群 の 2倍 ,10倍 で他の組成が ED群 と同じも

のを用いた。これらの実験食および水は自由に経 口摂

取させた。

III.検索項 目と方法

1.EDの 成長およびプロトロンビン時間にお よば

す影響 とV.K投 与効果

対照群,ED群 について体重を実験開始 1週 以内は

毎 日,以 後は週 1回測定し, プロトロンビン時間 (以

下 PT,QuiCk一 段法)を ED摂 取前,後 (以下前およ

び後)1,4,12週 目に測定し,V.K累 積摂取量を固型

飼料 MFお よび EDの ビタ ミン含有量 と摂取量から

算 出 した。ED群 に腹 腔 内 また は経 目的 に V.Kl

(phylloquinone)を毎週,体 重lkg当 り30mgを 強制投

与し,PTに 及ぼす影響を 4週 目に測定した。

2.腸 管からの V.K吸 収障害の有無

脂溶性 ビタミンの吸収に心要な胆汁酸の変動をみる

ため,各 群について末檎血および腸管内 glycocholic

acidを radioinlnunoassay polyethylenglycol法ヤこて

測定 した.後 者の測定には十二指腸から直腸までの腸

管を内容物を含んだまま細片化し, この全量に生理食

塩 水5 . O m l を加 え氷 冷 下 にh o m o g e n i z e し, そ の

h o m o g e n a t e を生理 食塩 水 で1 0 倍希釈 した ものを

KM‐shaker(lwaki製 )に て振動数340s.p.m.で35分間

撹拌 したのち2,100×gで 10分間遠心 しその上清を用
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いアこ.

腸壁の変化によるV.Kの 吸収障害の有無をみるた

め胃,小 腸上部 (口側1/4の部位),小 腸下部 (肛側1/

4の部位),盲腸,結腸の組織学的変化をhematoxylin‐

eosin染色にて前,後 1,4,12週 に観察し,さらに小腸

上部 (ほぼ2等分した小腸の日側),小 腸下部 (同,肛

側),結 腸を生理食塩水で洗浄後,ToyO濾 紙 No.6に

て水分を吸収し,湿 重量と長さを測定し,lcm当 りの

湿重量を算出した。各群のPTを 4週 目に測定した.

3.消 化管内細菌叢

前,後 1,4,12週 の4時期にラットの後大静脈から

採血,屠 殺し,胃 ,小 腸上部,小 腸下部,盲 腸,結 腸

の各組織と内容物を常時02 free C02 gaSを吹きつけ

ているジャーに移し嫌気的処置を行ったのち,上 記消

化管各部位の細菌叢を光岡の方法りに従い検索した。

表 1に使用した培地,培 養方法および日数を示す。培

養終了後,各 培地に発育したコロニーをできる限り多

く釣菌し,培 地による選択性, コロニーの数と形態,

グラム染色性,菌 形態,好 気的発育試験などにより菌

群レベルで同定,定 量した。菌数は胃,小 腸上部,小

腸下部,盲 腸では内容物lg当 りの対数値で表し,結 腸

ではED摂 取により内容物がほとんどなくなることや

個々のラットによりその量にばらつきがあるため結腸

組織lg当 りの対数値で示し,消化管各部位の内容物総

量当りの総菌数も対数値で表し,平 均値と標準誤差を

求めた。検出限界菌数は200/gである。

表 1 消 化管内細菌叢の検索に用いた培地

培地の種類 略 名 分離 ・計数の対象となる主な菌辞 培室方法 培装日数

Medium 10 MЮ  普

渡象で存吾壌

培筆 で きない高い嫁気度 を 日
議 を対

劇 e法

Tryptycase soy TS lllntlt
blood agar (BBL)

好気培養

::褒奏(BBL)   ::   孟
宮骨を景言:告:岳

号1号号告畳緑善封
GR邑警h負培奏

非
選
択
塔
地

選

択

培

地

変法 LBS寒 天

DHL寒 天

TATAC寒 天

PEES寒 天

Potato dextrose寒天

NAC寒 天

Lactobacillus

Enterobacteriaceae

Streptococcus

Staphylococcus

*8, tttta
Pseudomonas
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“
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Ｐ

ＮＡＣ
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4,EDの 末浦血おょび肝組織内 V.B12,葉酸におよ

ばす影響

対照群,ED群 の V.B12,葉酸の累積摂取量を V.Kと

同様の方法で算出し,前 ,後 1,4,12週 の 4時 期に末

精血 V.B12をcompetitive protein binding analysis

sephadex法にて,末 精血葉酸を competitive protein

binding analysis dextran coated charcoal拷六“こて:預J

定した。さらにビタミンの貯蔵臓器のひとつである肝

へのX//響をみるため肝組織200mgを 採 り,生 理食塩水

4.Omlを加え氷冷下に homogenizeし ,そ の homoge‐

nateを KM‐shakerに て振動数340s.p.m.で10分間撹

拌 したのち2,100×gで 10分間遠心 し,そ の上清中の

V・B12,葉酸を上記方法にて測定 した.

5.測 定値の統計処理

平均値 と標準誤差で表 し,有 意性は t検定あるいは

χ
2検定にて判定した.危 険率が 5%以 下の場合を有意

差あ りとした。

結  果

1.EDの 成長および PTに およばす影響 とV.K投

与効果

対照群,ED群 ともに摂取 1週 未満では体重は低下

しED群 でより減少 したが, 1週 以後は両群の間に差

がなく前値に比べ増加し続けた (図 1).図 2に V.Kl

累積摂取量とPTと の関係を示す。累積摂取量は 1週

目には対照群4.7±0.45μgに 対 して ED群 が10.2士

0.39と多 く,4,12週 で もED群 が多かった。PTは

ED群 で 1週 目より16.8±1.4秒と延長 し, 4週 目に

19.9±0.90,12週目に24.6±2.0と経週的に著明に延長

した。ED群 で V.Klの強制投与を受けていない83頭の

図l ED自 由経口摂取時の体重の変化

7 1 4 2 1 2 0 3 5 4 2 4 9 5 6 6 3 7 0 7

紙 取 期 間

ED長 期摂取ラットにおける消化管内細菌叢の変動とその影響  日 消外会誌 20巻  5号

うち16頭 (19%)が 出血傾向のため死亡した。死亡率

は ED摂 取期間が長い程高 くなった.出 血部位 として

は膵臓が100%に みられ,ほ かに勝眺,消 化管,後 腹膜

腔,生 殖器系がそれぞれ88,81,56,44%を 占めた。

図 3に V.Klを腹腔内あるいは経 目的に強制投与 した

ED群 の PTの 変動を示す。ED群 で延長したのに対し

て V.Kl腹腔内投与 ED群 では13.1±0.31秒,経口投与

ED群 では13.2±0.30と,と もに対照群13.2±0.20に

比べ差がなかった。

2.腸 管からの V.K吸 収障害の有無

末浦血 glycocholic acidはED群 で 1,4,12週 に

わた り著明な減少をきたした。そこで対照群および摂

取 4週 目の各 ED群 における腸管内 glycocholic acid

を末精血 glycoch01ic acidと対比 して図 4に 示す。末

浦血では対照群に比べ各 ED群 で著明に減少 し,腸 管

図2 V.Kl累 積摂取量とPTの 関係
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口投与 (右)の 影響 (V.K130mg/kg/週×4週)
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図4 血 中および腸管内グリココール酸(開始4週後)

図5 ED摂 取前後の小腸の組織像 (HE,× 100)

a:ED摂 取前の小腸上部,biED摂 取12週目の小腸

上部,c:ED摂 取前の小腸下部,diED摂 取12週目

内gl y c o c h o l i c  a c i dも対照群3, 1 6 0±1 5 6 / g / gに対し

て各 ED群 でそれぞれ1, 6 8 0±7 1 , 1 , 5 5 0±5 4 , 1 , 6 6 0士
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図 6 消 化管の湿重量の変化
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112と著明な減少をきた した。ED群 とV.Kl添加 ED

群 との間には末沿血,腸 管内ともに差がなかった。一

方消化管の組織学的変化をみると,EDを 長期に単独

摂取すると小腸下部,結 腸で腸壁の厚さの減少, クリ

プ トの深さの減少など萎縮傾向がみられた(図5)。図

6に 対照群 とED群 の小腸上部,小腸下部,結腸のlcm

当 りの湿重量を示す。小腸上部では両群間に差がな

かったが,ED群 では結腸で 4週 目より,小腸下部で12

週 目に減少した。PTは 対照群13.2±0.20秒に比べ ED

群で19.9±090と 延長したが,VK1 2倍 添加 ED群 ,
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10倍添加ED群 ではそれぞれ13.8±0.40,12.6±0.30

と延長しなかった (図7).

3.消 化管内細菌叢

1)総 菌数の変動

i)消化管内容物または組織lg当 りの変動 :胃では

前9.5±0.15に対 して後 1,4,12週 にはそれぞれ

7.1±0.68,7.8±0.38,8.1±0.38とすべて減少した。

小腸上部では前8.0±0.26に比べて後 4週 には6.8±

0.30と減少した。小腸下部では前9.6±0.11に対して後

1,4週 にはそれぞれ8.3±0.19,8.8±0,19と減少し

た。盲腸では前10.3±0.11に対して後 1,4,12週 には

それぞれ10.9±0.11,10.8±0.08,11.0±0.15とすべて

増加した。結腸では後 1,4,12週 にわたり減少傾向が

みられた (図8).

ti)消化管各部位の内容物総量当りの変動 :胃,小

腸の上部消化管では,内容物lg当 りの総菌数の変動と

ほぼ同じであった。盲腸ではED摂 取前後に変化がな

かったが,結 腸では減少した。結局,消 化管全体に生

図8 ED摂 取による総菌数の変動 (n=7)

紙 取 期 間 ( コ)

図 9 ED摂 取による内容物総量当 りの総菌数の変動

(■=7)

4

摂 取 湖 問 ( 週)

ED長 期摂取ラットにおける消化管内細菌叢の変動とその影響  日 消外会議 20巻  5号

息する総細菌数は ED摂 取による影響を受けず対照群

と差がなかった (図 9).

2)嫌 気性菌の変動

1)BacterOidaceae i胃 では ED摂 取前には検出さ

れなかったが,後 1,4,12週 には検出率がすべて43%

とな り,菌 数も2.4±0.06,3.0± 0.35,5.7± 1.1と増加

傾向をきたした。小腸上部では前14%に すぎなかった

検出率が後 1週 に86%, 4,12週 には100%と 上昇 し

た。小腸下部では前後で検出率に差がなかったが,菌

数は前3.3±0.30に比べ,後 1,4,12週 にはそれぞれ

6.0± 0.42,5.9± 0.57,7.4± 0.45とすべて増加した。

盲腸では前後 ともに検出率は100%で ,菌数は前10.0土

0.11に対 して後 1,4,12週 にはそれぞれ10.9±0.11,

10.7±0.08,11.0± 0.15とすべて増加 した。結腸では前

後 ともに検出率は100%で あったが,菌数は摂取後減少

傾向をきたした く図10)。

il)Clostridium:ED摂 取前には小腸では検出され

ず,胃 で29%,盲 腸で14%,結 腸で29%検 出された。

ED摂 取後には検出率は胃では変化がなかったが,小

腸上部では12週 目に71%,小 腸下部では 4週 目に71%,

12週 目に86%,盲 腸,結 腸では 1週 目よりそれぞれ

86%,100%,4,12週 にはともに100%と 高 くなった。

菌数も増加傾向を示 した (図10).

ili)BIIldobacterium i検 出率は ED摂 取 1週 目の

盲腸 と12週 目の結腸で29%と 前の100%に 比べて低下

した。菌数は胃では前4.7±0.04に対して後 1,4週 に

はそれぞれ3.3±0.36,3.6± 0.30と減少した.小腸では

検出率,菌 数 ともに変化しなかった (表 2),

iv)Velllonella:小 腸では上部,下 部 ともに後 4,

12週に検出率がそれぞれ71%,86%と 前の 0%に 比べ

図10 ED摂 取によるBacteroidaceae(左)お よび

Clostridium(右)の 変動 (n=7)
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表 2 消 化管内細菌叢の変動 (内容物lg当り)i

ED摂 取 1,4,12週 のうち1,2,3時 期に検出率ま

たは菌数が有意に変化すれば,こ れをそれぞれ 1,

2,3本 の矢印で表した.上向きは増加を,下向きは

減少を示す。NS:有 意差なし.

上昇した.他 の部位では検出率,菌 数に差がなかった

(表2).

v)そ の他 :Eubacterium,PeptococcaCeaeは消化

管各部位においてさしたる変動をきた さなかった。

Megasphaera,B.melaninogenicusは ED摂 取前後で

検出されなかった。

3)好 気性菌の変動

1)Lactobacillus:ED摂取前後を通 しすべてのラッ

トの全消化管で100%検 出された。菌数の変動をみる

と,胃 では前9.4±0.19に比べて後 1,4,12週 にはそ

れぞれ6.7±0.91,7.4±0.42,8.1±0.38とすべて減少

し,小 腸上部で も前7.9±0.23に対 して後 4週 目に

6,7±0.26と減少し,小 腸下部では前9。6±0。11に対し

て後 1,4週 にはそれぞれ7.9±0.23,8.6±0。11と減少

した。盲腸では前9.7±0.19に比べて後 1週 目に9.1±

0.11と減少し,結腸でも前9.7±0。11に対して後 1,4,

12週にはそれぞれ8.1±0.53,8.6±0.30,8.2±0.23と

すべて減少した (図11),

11)Enterobacteriaceae i ED摂取前後 に胃以外の

消化管で100%検 出され,胃 でも検出率に差がなかっ

た。菌数の変動をみると,胃 では前7.3±0.60に対して

後 1 , 4 , 1 2 週に は そ れ ぞ れ4 . 4 ±0 . 6 5 , 3 . 5 ±0 . 3 5 ,

3.5±0.20とすべて減少したが,小腸では変化がなかっ

た。盲腸では前7.8±0.38に比べて後12週に6.5±0,34

と減少をきたし,結腸でも前73± 0.23に対 して後12週

に5.5±0.38と減少した (図11).

ili)StreptococcuS:胃以外の消化管では ED摂 取

前後ともに検出碁100%で あ り,胃でも検出率に差がな
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図1 l  E D 摂取 に よるL a c t o b a c i l l u s ( 上) お よび

Enterobacteriaceac(下)の 変動 (■=7)

言隅      _岨
'

4

採 取 期 間

4

紙 取 期 間 ( 週)

かった。菌数に関してみると,胃では前7.2±0.57に対

して後 1,4,12週 にはそれぞれ4.1±0.52,3.8±0.35,

3,9±0.45とすべて減少し,小腸,盲腸では摂取前後に

差がなく,結 腸では前6.9±0.19に対して後12週には

5.5±0.38と減少した (表2).

iv)StaphyiococcuS i検出率は胃ではED摂 取後

4,12週 には14%と前の86%に 比べ低下したが,小腸,

盲腸,結 腸では前後に差がなかった。菌数に関してみ

ると胃,小 腸,盲 腸ではED摂 取前後で差がなかった

が,結腸では前5.7±0.15に対して後 4,12週にはそれ

ぞれ4.6±0,34,4.0±0.45と減少した (表2).

v)PseudOmOnas:ED摂 取前後において検出率は

全消化管で差がなかった。菌数の変動をみると胃,小

腸ではED摂 取前後で差がなかったが,盲 腸では前

5.8±0.31に比べて後12週に4.4±0.30と減少し,結 腸

でも前6.0±0.27に対して後 1,4,12週 にはそれぞれ
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図12 ED摂 取時の消化管内細菌叢における嫌気性菌

の相対的増加 (n=7):log(嫌気性菌数/好気性菌

数)
2

1

授 取 期 間 〔週)

図13 V.B12(左)と 棄酸 (右)の累積摂取員と末精血

濃度の関係

摂 取 榔 間

4.4±0.37,4.0±0.58,3.6±0.18とすべて減少した(表

2 ) .

vi)そ の他 !Bacillus,Corynebacterium,酵母,糸

状菌は ED摂 取前後でほとんど検出されなかった。

4)好 気性菌数に対する嫌気性菌数の比の変動

ED摂 取により胃,小 腸上部,小 腸下部,盲 腸,結 腸

の全消化管で著明に上昇した。すなわちED摂 取前に

比べて摂取後には廉気性菌が胃,小 腸の上部消化管で

は約1,000倍の,盲 腸,結 腸の下部消化管では約10倍の

相対的増加をきたした (図12).

ED長 期摂取ラットにおける消化管内細菌叢の変動とその影響  日 消外会議 20巻  5号
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図14 血中および肝組織におけるV.B12(左)と 葉酸

(右)の 変動 (開始 4週後)

4.EDの 末浦血および肝組織内V.B12,葉酸におよ

ぼす影響

V・B12および葉酸の累積摂取量と末梢血濃度の関係

を図13に示す。ED群 ではV.B12の摂取量は少量であっ

たが,末 梢血V.B12は前398±45.3pg/mlに対して後

4,12週 にはそれぞれ1,288±164,2,077±198と増加

した.対 照群とED群 の葉酸の摂取量に差がなかった

が,末 浦血葉酸は前21,4±1,lng/mlに比べて後 1,

4,12週 にはそれぞれ13.0±1.5,8.8±0.75,7.6土

0.37と減少した。ED摂 取 4週 目の末浦血および肝組

織内V.B12,葉酸の変動を図14に示す。肝組織内V.B12

は対照群98.1±6.5ng/gに対 してED群 では35,6±

1.3と減少した。肝組織内葉酸も対照群0.92±0.046

″g/gに対してED群 では0.75±0.039と減少した。

考  察

EDを 単独で摂取させるとPTは 摂取 1週 目より延

長し, この傾向は経週的により著明となり,な かには

出血傾向のため死亡するラットも出現した。このPT

の延長,出 血傾向をきたした原因のひとつとしてV.K

欠乏の可能性が考えられた。そこでV.Klを腹腔内あ

るいは経目的に強制投与したところPTの 延長はみら

れなかった.つ まりED群 で PTの 延長ひいては出血

傾向をきたしたのは,V.K摂 取量が多い的にもかかわ

らず,実際にはV.Kの 欠乏状態に陥っていくためと考

えられた。この原因として腸管からの吸収障害と消化

管内細菌叢の乱れの2点 を想定した。前者にはED摂

取による腸管壁の器質的あるいは機能的変化と脂溶性

末

相

血

温

度
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ビタミンの吸収に必要な胆汁酸の減少が考えられ,後

者にはV.K産 生菌の減少,消 費菌の増加が推測 され

た9)10).

まずED摂 取による腸管からのV.Kの 吸収障害の

可能性について考察したい。ED摂 取により小腸下部,

結腸は組織学的に腸壁の厚さとクリプトの深さが減少

するなど萎縮傾向をきたし, これらの単位長さ当りの

湿重量も減少したため,陽 壁自体の障害による吸収障

害の可能性が考えられた。ED摂 取によりNelsonら11)

は小腸粘膜のクリプトの深さの減少,Youngら 1のは小

腸粘膜の重量,DNA量 ,蛋 白質量の減少,Janneら 1ゆ

は結腸粘膜の萎縮をきたしたと報告している。この原

因としてはEDが 小腸上部でほとんど吸収されるため

粘膜の廃用性萎縮が大きな比重を占めていると思われ

た。glycocholic acidをはじめ胆汁酸は腸管からの脂

質,脂 溶性ビタミンの吸収に関与している1。.末 精血

glycocholic acidはED摂 取 1週 目より著減した。そ

こでED摂 取 4週 目にED群 ,V.K12倍 および10倍添

加ED群 で腸管内glycocholic acidを測定した とこ

ろ, これらはすべて著減した。この原因としては糞便

中へのglycOcholic acidの喪失が増加し, しかも肝に

おける胆汁酸自体によるnegative reedback機構によ

り合成が代償されえない場合や,合 成自体が障害され

る場合がある1ゆ.EDは 脂質含有量がきわめて少なく,

cholesterolをまったく含まないため,本実験では肝で

の胆汁酸合成能が低下した可能性が想像された.ま た

Sacquetらは食物繊維が胆汁酸代謝に影響を与えると

報告している崎)が,EDに は繊維がまったく含まれな

いこともglycocholic acidの減少に関係があるのかも

しれない。一方,V.K12倍 あるいは10倍添加EDの 自

由経日摂取ではPTは まったく延長しなかったので,

PTに 影響を与える程の腸管からのV.Kの 吸収障害

はないと考えられた。したがってED群 ではV.K摂 取

量が多く,腸 管壁の萎縮やglycocholic acidの減少に

よる吸収障害も存在しない。それにもかかわらずV.K

欠乏をきたした原因として,消 化管内細菌叢が関与し

ている可能性が推察された。そこで以下ED摂 取にと

もなうV.K欠 乏と消化管内細菌叢の変化との関係に

ついて考察する。

胃ではED摂 取前にはLactobacillusは109/g程度

にな り最優勢菌叢を構成 し,Enterobacteriaceae,

Streptococcusも107/g位まで増殖 したが,Bacter‐

oidaceaeやClostridiumはほとんど検出されなかっ

た。しかしED摂 取により上記好気性菌は減少し,
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Bacteroidaceae,Clo並ridiumは検出率 と菌数が増加

傾向をきたした。小腸上部の細菌叢の構成は ED摂 取

前には胃とほぼ同様であったが,菌 数は内容物lg当

りでは約1/30,内容物総量当りでは約1/100に減少し

た.ED摂 取後には本来下部消化管に存在するBacter‐

oidaceae,Clostridiuln,Veillonellaなどの嫌気性菌の

検出率が高くなったが,好 気性菌は大きな影響を受け

なかった。小腸下部ではED摂 取前にはLactobacillus

が最優勢菌群であったが,嫌 気性菌の検出率は小腸上

部より高かった。ED摂 取によりLactobacillusが減少

したのに対 してBacteroidaceaeは菌数が増加 し,

Velllonella,Clo亜ridiumは検出率が高くなった。した

がって小腸では細菌叢の面からみると
“
小腸の大腸化

"

とも言うべき嫌気性菌の絶対的増加など著明な乱れを

きたしたことが明らかになった。盲腸内環境は細菌の

発育にもっとも適し,各 種の細菌が増殖し総菌数は

1 0 的掲/ g に達 した。E D 摂 取前 には最優勢菌群 は

Bacteroidaceaeで あ り, つ い で Lactobacillus,

Eubacterium,  PeptococcaCeae,  Billdobacterium,

Enterobacteriaceae,Streptococcus,Staphylococcus,

P s e u d o m o n a sなどが検出されたが,C 1 0 s t r i d i u mはほ

とんど検出されなかった。ところがED摂 取により

Ba c t e r o i d a c e a eやC l o並ri d i u mが増加 し,B i n d o b a ,

cteriunl, Lactobacillus, Enterobacteriaceaeヤま減 少

した。結腸組織についてみるとED摂 取前には盲腸内

細菌叢とほとんど同じであった。ED摂 取により嫌気

性菌ではBacteroidaceaeやVelllonellaには変化が

なく,有益菌のBindobacteriumが減少し,有害菌分の

Clostridiulnが著しい増加をきたした。好気性菌では

L a c t o b a c i l l u s が著 減 した の を は じめ E n t e r ‐

obacteriaceae, StreptococcuS, StaphylococcuSも減

少した。便中細菌叢と結腸内細菌叢はほぼ同じと言わ

れている1つため諸家の便中細菌叢の報告をみると,

Lactobacillusが増加したとするものはなく,これ以外

の好気性菌やClostridiuln,Bindobacteriumの増減は

一定 していない。。19~2の。BaCteroidaceaeはWinitz

らゆが減少したとしているが,著 者の成績では他の報

告つDl"2いと同じように変化は認められなかった。総菌

数についてみるとWinitzらりは著減したとし,鈴 木

ら21)は増加したとしているが他の報告り"lゆ～2い2め2つで

は変化がなく,Winitzら の成績に関 してFinegold

ら221は培養手技の不備を指摘している。

ラットでは菌数のもっとも多い盲腸で内容物総量当

りの菌数が変化しなかったため,消 化管全体に生息す
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る総細菌数は減少しなかったが,胃 ,小 腸,結 腸では

内容物総量当 りの菌数が減少したので ヒトのような盲

腸の小さい動物では消化管全体の総細菌数は減少する

と思われた。

好気性菌数に対する嫌気性菌数の比は ED摂 取 1週

目より消化管全体にわた り著明に増加 した。鈴木ら21)

も便中細菌叢でこの比は増加 したと述べているが,

Atteberyら4),Bornsideら1り
,Axelttonら

20,Glotzer

ら20は変化しなかったと報告 している。著者の成績で

この比が著しく高 くなったのは,主 に Clostridiumや

Bacteroidaceaeの検出率,菌数が目以外で増加したた

めである。

要するに,ED摂 取時のVK欠 乏と消化管内細菌叢

の関係を検討するため消化管各部位の細菌叢を検索 し

たところ,総菌数の変動,Bindobacterium以外の主要

嫌気性菌の増加,主 要好気性菌の減少,好 気性菌に対

する嫌気性菌の相対的増加などをきたし,消 化管内細

菌叢は著しい乱れをきたしたことが明らかとなった。

この変動の要因としては,EDに は繊維が含まれず小

腸上部でほとんど吸収され消化管内容物が著減したこ

と,このため腸嬬動が低下したこと,さらに ED摂 取自

体がス トレス20になりうることなどが想像されるが,

もっとも基本的な要因は EDの 組成そのものが市販固

型飼料 と異なることにあると考えられた。また報告者

により消化管内細菌叢について一定した見解が得 られ

ないのは,使 用されるEDの 組成が異なることも要因

のひとつとして考えられた。

V.Kは 天然には植物 出来の V`Klと細菌 由来の V.

K2(menaquinOne)が ある。後者は消化管内細菌叢を

構成するE.coli,K,pneulnoniae,Proteus,Stコepto‐

coccus,Staphylococcus,Bacillusなどの好気性菌や,

Bacteroldaceae,  Bifldobacteriunl,  Clostridiunl,

Eubacteriurn,Veillonellaなどの嫌気性菌のある種の

菌株により産生される。1い。著者の成績では ED摂 取に

よ り Enterobacteriaceae,  Streptococcus,  Sta、

phylococcusなどは胃,盲 腸,結 腸で減少し,Bacter‐

oidaceaeは小腸 と盲腸で増加し,Clostridiumは小腸,

盲腸,結 腸で増加 し,Veillonellaは小腸で増加 し,

Bindobacteriulnは盲腸 と結腸で減少 した。 し たがっ

て Enterobacteriaceae,Streptococcus,Staphylococ‐

cus,Bindobacteriumなどが減少したことから腸内で

合成されるV.K2が減少する可能性があ り,一 方 Clos‐

tridium, Bacteroidaceae, Vei1lonellaの 増加により

V.K2が増加する可能性もあるが,著者は消化管内細菌

ED長 期摂取ラットにおける消化管内細菌叢の変動とその影響  日 消外会議 20巻  5号

叢を菌群 レベルで同定,定量 したため,増加した Clos‐

tridiumやBacterOidaceaeには V.K2産生能がなかっ

たか,ま たは乏 しかった としか言及 しえない。また

Bacteroidaceae,Lactobacillus,Eo coliの アよかにヤよV

Kを 消費するものもありめ,消 化管内細菌叢 とV.Kと

の関係はきわめて複雑であ り詳細は今後の解明が待た

れる.

つぎに消化管内細菌叢 と胆汁酸の関係について考察

する。glycocholic acidが腸管で著減 した原因のひと

つ として,ED摂 取により脱抱合能のあるBacteroid‐

aceael。が小腸で著増したため,glycocholic acidが脱

抱合を うけ減少した可能性も推測された。また非抱合

型胆汁酸は抱合型に比べて腸内菌に対する抑待J作用が

強い26)ため,胆 汁酸の脱抱合が消化管内細菌叢の乱れ

の要因のひとつとして考えられた。

ED摂 取により消化管内細菌叢の乱れの他の ビタミ

ンに対する影響を,V.K2同様腸内菌により合成される

V・B12,葉酸について補足的に検討した。ED群 では V.

B12は摂取量が少ないにもかかわらず末浦血で増加し,

肝組織で減少 した。V.B12には同族体がいくつかあ り

EDに 含まれているのは cyanocobalamineである。本

実験で用いた V.B12の測定法は CPBA sephadex法 で

あ り同族体を区別なく全体 として測定する。したがっ

て V・B12が複雑な変動をきたした一因として,腸 管よ

り吸収 された cyanocobalanineが活性型 V.B12であ

るmethyicobalamineへの転換が肝で障害されたため

cyanocobalamineが 末給血で増カロ27)し, _方肝組織で

はV・B12はCyanocobalalnineとしては存在 しえな

ぃ2ゆので,肝 組織でV.B12が減少した可能性が想像さ

れた。またV.B12は腸内菌により産生,消費される2り3い

ため消化管内細菌叢の乱れもこの複雑な変動の一因と

考えられた。美酸については摂取量に差がなかったが

末給血,肝 組織ともに減少した.こ の原因として美酸

の産生,消 費が腸内菌により行われている31鴻分ことを

考えると消化管内細菌叢の乱れにも一因があると推測

された。

ED摂 取時にV.K欠 乏をきたした原因としてV.K

の吸収障害と消化管内細菌叢の乱れの2点を想定し検

討してきた。ED摂 取により腸壁の萎縮傾向,glyco‐

cholic acidの減少などをきたしたがV.Kの 吸収障害

をきたすほどのものではなかった.そ こで消化管各部

位の細菌叢を検索したところ,以 上述べたような著し

い乱れをきたしたことが明らかになった。 したがって

この消化管各部位の細菌叢の著しい乱れがV.K欠 乏
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や V・B12,葉酸の変動 した原因のなかの重要なものと

推察された,

結  論

ラットにEDを 自由に経 口摂取させ胃,小腸上部,小

腸下部,盲腸,結陽の細菌叢を ED摂 取前,後 1,4,12

週 目に検索し,消 化管内細菌叢のビタミン,と くに V.

Kに 与える影響を検討し以下の結論を得た,

1.ED摂 取によ りほぼ100%に V.K欠 乏症を きた

した.

2.ED摂 取により腸管内glycocholic acidは約1/2

に減少し腸管壁も萎縮傾向をきたしたが, これらの変

化はV.Kの 吸収障害を招来するほどのものではな

かった。

3.ED摂 取により消化管各部位で,内 容物または組

織lg当 りの好気性菌は約1/10～1/10,000に減少し,

Birldobacterium以外の嫌気性菌は約10～100,000倍

に増加し,総 菌数は盲腸では約10倍に増加したが,他

の部位では約1/10～1/100に減少した。

4.ED摂 取により末給血でV.B12は約 3～ 5倍 に増

加し,葉 酸は約1/3～2/3に減少した。また肝組織では

前者は約1/3に,後 者は約4/5に減少した。

5。以上から,ED摂 取時のV.K欠 乏症あるいはV.

B12,葉酸の変動の重要な原因として消化管内細菌叢の

著明な乱れが推察された。

稿を終わるに臨み,御指導,御校閲を賜わりました勝見正

治教授に深甚の謝意を表するとともに,終 始直接御指導を

戴きました青木洋三講師ならびに御協力を戴いた共同研究

班,教 室の諸兄に深く感謝いたします。

本論文の要旨は第21回日本消化器外科学会総会,第 83回

日本外科学会総会,第 22回日本外科代謝栄養学会において

発表した。
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