
I．目 的

消化器外科分野における長期間の完全静脈栄養法

（total parenteral nutrition：以下，TPNと略記）は，癌

患者などの栄養障害の治療に著しい効果をもたらし

た．一方，長期TPN施行患者では，消化管粘膜の萎縮

が起こることにより腸管の barrier 機能が低下し，細

菌やエンドトキシン（endotoxin：以下，ETと略記）な

どの腸管外への移行を許す，いわゆる bacterial

translocation（以下，BTと略記）が発現すると考えら

れている1）．この BTが長期TPN患者に発症する臓

器不全の原因ではないかとの報告2）もあるが，BTの発

現の有無や生体への関与など，いまだ解明されない部

分が多い．また，臨床例においてBTを証明した報告は

なく，BTに対して疑問視する見解もある3）．一方，BT

に対する対策として，TPNに対して早期腸管栄養を行

うことにより腸粘膜の萎縮の抑制が認められたことか

ら，経腸栄養法によるBT抑制が示唆されている4）．

血管拡張物質である nitric oxide（以下，NOと略記）

は，細菌やET，サイトカイン，好中球などの刺激によ

り種々の細胞から放出される．肝実質細胞やKupffer

細胞からは，各種メディエーターの刺激によりNO産

生に必要な誘導型NO合成酵素（inducible NO syn-

thase：以下，iNOSと略記）が誘導されることが知られ

ている5）．BTでは，腸管内から門脈に移行した腸内細

菌や細菌から誘導されたET，サイトカインなどが

iNOSを誘導してNOを産生するものと考えられてい

る．しかし，これまでBTとNOの関係について検討し

た報告は少ない．以前に，我々は空腸回腸バイパス

（jejuno-ileal bypass：以下，JIB と略記）モデルを作製

し，BTとNOの関係を検討した．その結果，JIB によ

る腸粘膜の形態の変化や腸間膜リンパ節内への細菌の

発現を証明し，加えて門脈血中のNO増加と腸管内の

iNOS mRNAの発現を認め，JIB モデルにおけるBT

とNOの関係を証明した6）．

本実験では JIB モデルを用いて，BTの抑制効果が

あると考えられる7）遊離アミノ酸である L‐グルタミ

ン（glutamine：以下，Gln と略記）と食物繊維である

ポリデキストロース（polydextrose：以下，PDと略記）

を投与し，BTの抑制効果を非投与群とNO発現の関

係から比較検討した．さらに，小腸粘膜の形態的変化

と肝機能についても検討した．なお，NOの発現は数秒
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と短いため，本実験ではNOの発現についてNOの代

謝産物であるNO2－�NO3－（以下，NOxと略記）を測定
した．

II．方 法

1．JIB モデル作製

Wistar 系雄性ラット（250～300g）を用い，ネンブ

タール（40mg�kg）腹腔内投与による麻酔を行った．
腹部正中切開にて開腹し，空腸をTreitz 靭帯から約4

cm肛門側で切離して口側切離端を回盲部から約1.5

cmの回腸に端側吻合した．縫合糸は7―0の Prolene を

用い，全層連続縫合を行った．また，盲管とした肛門

側切離端からは，小腸内に直接Gln, PDを投与する目

的で，17Gの硬膜外カテーテルを3cm挿入した．カ

テーテルは皮下トンネル通して頸部に導き，LW95

TwistIN アンカーボタンに接続して無拘束下に管理

した（Fig. 1）．食事，飲水は術翌日より自由摂取とし

た．このカテーテルを経由して投与する内容により以

下の 3群に分けて検討を行った． 5％ブドウ糖を単独

投与した対照群（C群）， 5％ブドウ糖＋Gln を投与し

たG群， 5％ブドウ糖＋PD投与した P群の 3群であ

る．各群とも各 7例を作製した．G群，P群の Gln およ

び PDは 5％ブドウ糖液10ml にて溶解した．Gln の投

与速度，投与量は Jaime ら8）の方法に準じ，2ml�hr, 1
g�kg�day とした．PDの投与速度，投与量もGln と同
様にして 5時間で投与した．投与にはシリンジポンプ

（テルフュージョンシリンジポンプMODEL STC

525）を用いた．以上の操作は無菌的に行った．

2．門脈血中GOT，GPT，NOx値の測定

JIB 作製 7日後に再開腹し，門脈より採血した後に

犠死させ，glutamic oxaloacetic transaminase（以下，

GOTと略記）， glutamic pyruvic transaminase（以下，

GPTと略記），NOxの測定を行った．GOT, GPT値の

測定は，血清分離後に日立製作所7170系自動分析装置

を使用しUV法にて測定した．NOxの測定は，自動計

測器（Model TICNOX1000：東京化生工業社）を用い

て以下のように行った．サンプルの作製は，Green らの

方法9）に準じて35％スルホサリチル酸0.2ml を加え血

漿成分を除去，遠沈後，上澄液を 5％NH4Cl�5％NaOH
で中和した．その後に，高性能Cd-Cu カラムを用いて

NO3－から NO2－に還元し，Griess reagent（1％sulfona-

mide ， 0.1％ N-1-naphthyl-ethylene-diamine-dihydro-

choride，5％H3PO4）を加え，反応後のサンプルの吸光

度を540nmの波長で分光光度計を使用して測定した．

3．小腸組織 iNOSmRNAの測定

JIB 作製 7日後に門脈より脱血犠死させ，回盲部よ

り約5cm口側の回腸を摘出後，acidguanidium-phenol-

chloroform法にて total RNAを抽出した．1µg の total
RNA を用いて， reverse transcription polymerase

chain reation（以下，RT-PCRと略記）法で小腸の

iNOS および glyceraldehyde-3-phosphate-dehydroge-

nase（以下，GAPDHと略記）のmRNAのレベルの検

討を行った．RT-PCRは RNA PCR kit（Takara）を用

いて増幅は30サイクルとした．用いた primer は NOS

forward 21-mer，5'-CTGCAGGTCTTTGACGCTCGG-

3'；NOS reverse 21-mer，5'-GTGGAACACAGGGGT-

GATGCT-3'；GAPDH forward 21-mer，5'-GCAGGT-

CTTTGACGCTCGG-3'；GAPDH reverse 21-mer，5'-

GTGGAACACAGGGGTGATGCT-3'で あ っ た10）11）．

その生成物を 2％アガロースゲルにて電気泳動し，エ

チジウムブロマイドで染色し撮影した．

4．組織学的検討

Fig. 1 Schematic illustration of jejunoileal bypass

procedure

Fig. 2 Serum GOT value 7days after JIB was statisti-

cally lower in group G than that in group C（n=7）
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肝臓および回盲部より4cm口側の回腸を摘出した

後，10％ホルマリンで固定しHE染色を行った．この標

本について，光学顕微鏡を用いて100倍で観察した．

5．細菌学的検討

腹腔内腸間膜リンパ節を摘出しステンレス製ホモ

ジェナイザーで無菌的に均一化して，その溶液を好気

的条件下で37℃24時間混合希釈定量培養した．菌の同

定は血液寒天培地，ドリガルスキー改良培地にて行っ

た．

6．統計学的解析

統計学的処理はKruskal-Wallis の検定で全体を検定

し，個々の差をMann-Whitney の U検定で行った．さ

らに，その結果をBonferroni 法に従って検定し，有意

水準（危険度）5％以下を持って有意差ありとした．な

お得られた結果は，平均値±標準偏差で表示した．

III．結 果

1．血清トランスアミナーゼ値

各群のGOT値は，C群142.6±35.2IU�l，G群59.2
±8.6IU�l，P群88.2±24.2IU�l であり，C群と比較して
有意にG群が低値であった（Fig. 2）．また，GPT値で

は，C群は75.8±40.9IU�l であったのに対し，G群では
31.8±6.5IU�l と有意にG群が低値であった．P群は
30.8±10.9IU�l であったが，C群と比較して有意差は
みられなかった（Fig. 3）．

2．NOx値

門脈血中NOx値は，C群では112.8±44.9µMであっ
たのに対してG群45.2±5.6µM，P群50.3±15.7µMと，
C群に比較してG，P群で有意に低値であった（Fig.

4）．

3．小腸組織内 iNOS mRNA

小腸組織内で，C群では明らかな iNOS mRNAが認

められた．G群，P群でもC群よりも低いレベルでは

あるが，iNOS mRNAの発現が見られた（Fig. 5）．また，

GAPDHのmRNAレベルは 3群間に差は認められな

かった．

4．病理組織学的検討

C群では回腸絨毛の萎縮，絨毛間腔の拡大，リンパ球

の浸潤と，粘膜被覆上皮の萎縮および脱落を認めた

（Fig. 6a）．また，G群では腸粘膜の一部にごく軽度な浮

腫がみられたが粘膜の脱落は認められず，上皮細胞形

態は保たれていた（Fig. 6b）．さらに，P群では絨毛形

態が不均一で，軽度な萎縮と浮腫をみたが，粘膜の明

らかな脱落像は認められなかった．また，上皮細胞の

一部に萎縮がみられた（Fig. 6c）．

肝臓においては，C群では小葉全体に脂肪浸潤を認

めた（Fig. 7a）．それに対してG群では，肝小葉の脂肪

浸潤はほとんどみられなかった（Fig. 7b）．また，P

群では部分的に脂肪浸潤を認めた（Fig. 7c）．

5．腹腔内リンパ節大腸菌量

細菌学的検索を腹腔内リンパ節の大腸菌で比較する

と，C群が22,864±22,059CFU�g に対して，G群では
1,096±1,939CFU�g，P 群672±920CFU�g と，G，P
群ともにC群と比較して有意に低値を示した（Fig.

8）．

IV．考 察

1966年にWolochowら12）が BTを提唱し，その定義

を，何らかの原因で消化管の有する感染防御機構の破

綻が生じ，管内の細菌，あるいは細菌性因子が消化管

外臓器へ侵入する現象とした．1970年代後半から感染

巣の明らかでない熱傷，外傷，多臓器不全などの患者

の剖検時に消化管由来の細菌が消化管以外の臓器で認

Fig. 3 Serum GPT value 7days after JIB was statisti-

cally lower in group G than that in group C（n=7）

Fig. 4 NOx concentrations in the portal vein 7days

after JIB were statistically lower in both groups G

and P than that in group C（n=7）

20（20） 日消外会誌 ３２巻 １号ラットBTの抑制に関する L‐グルタミンとポリデキストロースの効果
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められることが報告されるようになった．そして，こ

の一因がBTではないかと考えられるようになり，近

年まで多くの報告がなされてきた2）．

BTに関連した実験報告では，長期TPN投与モデ

ル，熱傷モデル，放射線照射モデル，閉塞性黄疸モデ

ル1）13）～15）などがあり，それぞれBTの発現と臓器障害

を明らかにしている．今回用いた JIB モデルは，1960

年代に米国で病的肥満患者に対して施行された空腸短

絡術後にしばしば肝機能障害が認められたことから，

この現象にBTが関与している可能性を考えた Jaime

ら8）により作製されたものである．彼らは JIB モデルに

より肝機能障害が現われ，腹腔内リンパ節中に大腸菌

の出現率が増加することを認めたが，これらはGln の

経腸的投与によっても抑制されなかったと報告してい

る．

BTに関しては多くの因子が検討されているが，BT

とNOとの関係についての検討は少ない．Donald ら16）

が iNOSの選択的阻害剤である aminoguanidine を用

いて，NO産生阻害によりBTを抑制しうることを報

告しているにすぎない．NOは L‐アルギニンから

NOSによって産生されるが，NOSには複数のイソ

フォームが存在する17）18）．すなわち，カルシウムイオ

ンによって活性化される構成型NOSとしては脳型お

よび血管内皮型があり，一方，カルシウムイオン非依

存性である iNOSは，マクロファージをはじめとする

種々の細胞においてETやサイトカイン刺激によって

発現することが知られている18）．NOの有する多彩な

作用は，広範な臓器，組織にわたりその機能や病態に

関与していることが明らかにされてきた19）20）．我々

は，JIB モデルでのBTの発現について，NOx産生と

小腸組織内での iNOS mRNAの誘導を明らかにし，

BTにNOが関与していることをすでに報告した6）．

本実験では，BTのモデルとしてラットに JIB を作製

し，経腸投与によるGln と PDの BT抑制効果につい

て検討したものである．その結果，以下に述べるよう

に，経腸投与によるGln と PDに BTを抑制する効果

を認め，その抑制にNOが関与していることを初めて

証明した．

Gln は遊離アミノ酸で，骨格筋内の遊離アミノ酸

プールの約60％，血中遊離アミノ酸の30～50％を占め，

体内に豊富に存在している．特に，外科侵襲や重症感

染症時などに筋肉から大量に放出され，腸粘膜や免疫

系細胞のエネルギー基質になるため，侵襲時には体外

からの十分な補充が重要視されている21）．また食物繊

維は，人間の消化酵素で水解されない食物中の難消化

性成分の総体とされている．水に対する親和性から水

溶性と不溶性に大別され，腸粘膜構造，吸収能を改善

する効果を有している．食物繊維である PDは，ブドウ

糖とソルビトールを主原料とし微量のクエン酸を加え

て得られた多糖類である．消化酵素によって分解され

Fig. 5 The inducible NOS mRNA expression in the rat intestine. The inducible NOS

mRNA expression was clearly shown in the intestinal tissue in group C. It was also

found in group G and P, though in the lower levels than that in group C. No differ-

ences were noticed in the levels of mRNA in GAPDH among three groups.

Arrows indicate the predicted size of the PCR products. C：control group, G：L-

glutamine-infused group, P：polydextrose-infused group

1999年１月 21（21）



Fig. 6a Histology in group C demon-

strated atrophy of the villi, enlarge-

ment of intervillous space , infiltra-

tion of lymphocyte and epithelial at-

rophy with tendency of exfoliation

in the ileum（hematoxylin-eosin，×

100）．

Fig. 6b In group G, only a very slight

edema was partly demonstrated in

the intestinal mucosa and mucosal

exfolitation was not found. The ar-

chitecture of the epithelial cells was

preserved（hematoxylin-eosin，×

100）．

Fig. 6c Although the architecture of

the villi was heterogenous and slight

atrophy and edema were demon-

strated , mucosal exfolitation was

not found in group P. Epithelial at-

rophy was partly noticed（hemato-

xylin-eosin，×100）．

22（22） 日消外会誌 ３２巻 １号ラットBTの抑制に関する L‐グルタミンとポリデキストロースの効果



Fig. 7a In group C, fatty infiltration

was demonstrated in the whole lob-

ules of the liver（hematoxylin-eosin，

×100）．

Fig. 7b In group G, almost no fatty

infiltration was demonstrated in the

liver（hematoxylin-eosin，×100）．

Fig. 7c In group P, fatty infiltration

was partially demonstrated in the

liver（hematoxylin-eosin，×100）．

1999年１月 23（23）
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ず，腸内細菌による分解も受けにくい水溶性，難消化

性多糖類であり，粘膜保護作用があるので本実験に用

いた．

本実験において JIB を作製したC群での小腸の組

織学的検討では，回腸における絨毛の萎縮，絨毛間腔

の拡大，リンパ球の浸潤と粘膜上皮の萎縮，脱落が認

められ，腹腔内リンパ節への大腸菌の著明な移行がみ

られることから，BTの存在が証明された．一方，G，

P群ラットでは粘膜浮腫をともなってはいるものの，

明らかにC群よりも粘膜の構築が保たれており，腹腔

内リンパ節への大腸菌の移行も軽度であることから，

Gln および PD投与によるBTの抑制が示唆された．

Nakamura ら22）は，ラット熱傷によるBTモデルで，食

物繊維投与による腸粘膜の保持がBTの抑制に有用で

あったと報告している．

次にBTとNOxの関係については，C群ラットの門

脈血中NOx濃度は明らかな増加を認めた．ラディカ

ルであるNOは，発現時間が数秒と短いため，その作

用は局所で発揮されることが前提となる．C群ラット

における門脈血中のNOxの増加は，BTの起こる小腸

組織内でNOが合成されると考えられる．小腸組織内

の iNOS mRNAの発現はC群ラットで明らかに認め

られ，門脈血中のNOxの増加が小腸組織内で誘導さ

れた iNOSから産生されていることを示唆している．

また，G，P群ラットでは，門脈血中NOxの上昇が軽

度であること，小腸組織内の iNOS mRNAの発現がC

群に比較して弱かったことから，Gln，PDには BT

を抑制することでNO産生を抑制する効果があるもの

と推測された．したがって，JIB では小腸粘膜の構築が

破壊されることで，そこに侵入した細菌，サイトカイ

ン，あるいは好中球などの刺激により，小腸組織から

iNOS mRNAが誘導され，NOが産生されたと推測で

きる．そして，この産生されたNOが小腸自身をター

ゲットとし，cytotoxic に作用しBTをさらに誘導する

ものと推察された．これに対し小腸組織形態を維持し，

BTを抑制するとされているGln，PDの投与でBT，

NOxの抑制と iNOS mRNAの発現の抑制が示唆され

た．

一方，肝障害に関しては，C群ラットでGOT，GPT

の上昇を認めたが，G群ラットではC群に比較して有

意に低値であった．P群でも有意差は認めなかったも

のの増加は抑制された．肝の組織学的検討では，C群

ラットでは全体的に脂肪浸潤が認められた．それに対

してG群ラットでは， 脂肪浸潤はほとんどみられず，

P群ラットでも軽度の脂肪浸潤のみを認めた．Jaime

ら8）による JIB モデルでは，JIB 作製 3週間後に肝障害

を認めている．本実験では，JIB 作製 1週間後からも肝

機能障害と肝の病理学的変化を認めた．Burke ら23）は，

臨床例の JIB 術後患者で，肝硬変に移行した症例に肝

移植を施行したが移植後も肝機能障害が継続し，その

原因は不明でありバイパスをもとに戻したことで軽減

したと報告している．この例では，長期間の JIB によ

り持続的なBTの状態が継続し肝障害をもたらしたと

考えられる．C群でのBTによる肝障害に対して，Gln

の投与によりGOTおよびGPT値の増加は有意に抑

制され，肝組織の障害も軽度に認められるのみであっ

た．また，PD投与によって，GOT，GPT値には有意

な抑制は認められなかったが，肝の組織学的変化は軽

度であった．これらのことからもGln および PDによ

るBTの抑制と，それによる肝機能障害の軽減が示唆

された．また，Gln の薬理学的な作用として，糖原性ア

ミノ酸であるアラニン，グルタミンの投与がラットの

実験的アルコール性肝障害で生じる脂肪蓄積，壊死，

線維化を抑制したという報告24）がある．このように，G

群ラットにおいて脂肪浸潤などの肝障害がより明らか

に抑制された原因として，グルタミンが小腸粘膜上皮

においてアラニンに変化し，肝臓に至ってグルコース

生成などに利用されることから，脂肪浸潤とGOT,

GPT値がより著明に抑制された可能性も考えられる．

またNOの肝に対する影響としては，肝組織に対し

て cytoprotective に働く報告25）26）やミトコンドリア機

Fig. 8 E. coli population levels in the mesenteric

lymph nodes. The population levels of E. coli was

statistically suppressed in group G and P as com-

pared with that in group C（hematoxylin-eosin，×

100）．
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能障害をもたらすといった cytotoxic な報告27）もみら

れる．このように，肝に対するNOの評価は定まって

いない．門脈血中からはG，P群ではC群と比較して

少量のNOxがみられた．G，P群で C群と比較して肝

機能障害が軽度であった原因として，BTによる肝機

能障害の他に，BTにより小腸組織から誘導されたNO

の量も関与している可能性もある．小腸で発現された

大量のNOでは肝障害をきたし，NOの量が少なけれ

ば肝では保護的に働くことも考えられる．この場合は，

NOの作用時間は短時間であることから，小腸で誘導

されたNOが直接肝障害をもたらすことは考え難い．

そのため，サイトカインなどの何らかの液性因子が関

与している可能性が示唆される．

以上，ラット JIB モデルによって，BTの発現を小腸

粘膜の変化と腹腔内リンパ節大腸菌量により証明し

た．さらに，BTの発現は，Gln，PD投与により抑制さ

れた．また，BTに伴い小腸組織での iNOS mRNA誘導

と門脈血中NOx濃度の増加を認めた．BTによるNO

産生は，Gln および PD投与により抑制された．一方，

BTによりGOT，GPT値の増加と組織学的に肝小葉全

般におよぶ脂肪変性が認められた．しかし，この肝機

能障害と肝組織の変化は，Gln および PD投与による

BTの抑制によって軽度となった．肝障害に関して，

NOの関与が示唆された．

本研究の要旨は，第23回日本外科系連合学会学術集会，第

52回日本消化器外科学会総会において報告した．また本研

究の一部は平成 9年度私立大学等経常費補助金特別補助に

よった．

稿を終えるにあたり，本研究に対して懇切なる御指導と

御校閲を賜りました獨協医科大学第 2外科学教室小暮洋暉

教授，門脇 淳助教授，木多秀彰講師に深謝します．また，

終始御指導をいただいた，第 1病理学教室正和信英教授に

謝意を表します．
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Suppression of Bacterial Translocation by L-Glutamine and Polydextrose in Rats,
Particularly Evaluated from Changes of Nitric Oxide

Hidemi Yamaguchi
Second Department of Surgery, Dokkyo University School of Medicine

Using the jejunoileal bypass（JIB）-induced bacterial translocation（BT）model in rats, the effect of L-
glutamine and polydextrose was investigated for prevention of BT with changes in local nitric oxide（NO）and
inducible NO synthase mRNA. The rats were divided into 3 groups according to the material administered in-
traluminally：Group C（control）received infusion of only 5％glucose. Group G received infusion of 5％glucose
+L-glutamine. Group P received 5％glucose+polydextrose. Seven days after JIB, increases in NOx, GOT, GPT
levels in the portal vein were demonstrated in group C. In group G, these three levels statistically showed a
tendency of decrease as compared with those in group C. In group P, the level of NOx was statistically sup-
pressed significantly.
Although no statistically significant difference was found in the levels of serum GOT and GPT, there was

a tendency of decrease. Translocation of Escherichia coli to mesentric lymph nodes and atrophy of the intesti-
nal mucosa revealed a tendency of decrease in groups G and P.

As a conclusion, intraluminal administration of L-glutamine and polydextrose seems to suppress the ap-
pearance of local NO and BT.
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