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第１章  緒言  

 

第１節  ストレスとは  

現代社会は「ストレス社会」であると形容されるほど，ストレス

の存在は我々の健康状態と密接に関係している．日本においてスト

レスという概念が認知され始めたのは 1980 年代と比較的最近のこと

である．  

元来，ストレスという単語は物理工学の分野で用いられていたも

のであり，「物体に外から圧力が加えられた際に生じる歪み」を意味

し て い た ． 医 学 領 域 に ス ト レ ス の 概 念 を 初 め て 持 ち 込 ん だ の は

Cannon 1 )であり， 1915 年のことである．彼はイヌに吠えられたネコ

が興奮し，副腎髄質からアドレナリンが分泌されて自律神経系が興

奮した結果，瞳孔散大，血圧上昇，脈拍数増加，消化管運動低下，

唾 液 分 泌 低 下 な ど の 生 体 反 応 が 出 現 す る こ と を 発 見 し ， こ れ を

“ f ight -or- f l ight  response”として提唱した．  

一方，ストレスという言葉を医学領域で初めて用いたのは Selye2 )

である．彼は 1936 年に発表した論文の中で，外界からの刺激に対す

る一連の生体反応を“ general  adaptat ion syndrome” (汎適応症候群，

以下 GAS と略す )と命名し，報告している．この発表が契機となって

ストレスの概念が広く知られるようになった．この時点ではまだス

トレスという単語は用いられていなかったが，後に Selye は生体に加

えられる外界からの刺激や環境因子を“ st ressor”，刺激に適応しよう

として生じる生体の内部に非特異的な反応を“ st ress”と定義した．

現在では両者が混同され，両者とも「ストレス」と呼称されること

が多い．  

なおストレスは刺激の種類により，物理的なもの (温度，光，音な

ど )，化学的なもの (薬物，食事など )，生物学的なもの (細菌，花粉な

ど )，精神的なものに大別される．本研究は，精神的ストレスと消化

管機能との関係について研究したものである．  
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第２節  視床下部―下垂体―副腎皮質軸  

(hypothalamic-pi tui tary-adrenal  ax is :  HPA axis )  

Selye は GAS の過程において副腎皮質に変化がみられることを発

見し，その背景には非特異的な神経内分泌反応が存在すると考えた

が，これこそが HPA axis として現在広く知られている概念の原点で

ある．HPA axis は Cannon の提唱した “fight -or -f l ight  response”でみら

れる自律神経系の変化と併せて，ストレスの病態生理の根幹を形成

していると考えられている．  

生体が st ressor に曝露されると，視床下部室傍核より副腎皮質刺激

ホルモン放出ホルモン (cort icotropin  releasing hormo ne:  CRH)が放出

され，CRH は下垂体からの副腎皮質刺激ホルモン (adrenocort icotropic 

hormone:  ACTH)の分泌を促し，ACTH は副腎皮質からのグルココル

チコイド分泌を引き起こす．  

グルココルチコイドには糖新生の促進や免疫反応の抑制などの作

用があり，生体にとって重要なホルモンである．正常であればネガ

ティブフィードバックにより，ACTH は CRH の分泌を抑制し，グル

ココルチコイドは ACTH と CRH の分泌を抑制するが， st ressor 曝露

が過剰になるとネガティブフィードバックが破綻し，HPA axis が亢

進した状態となる．HPA axis の亢進が長期化すると生体が疲弊する

のみならず，海馬神経細胞の萎縮やアポトーシス促進がみられるよ

うになり，記憶や学習能力の低下といった高次脳機能障害を惹起す

る原因となる 3 )．  

 

第３節  脳腸相関 (brain-gut  interact ion)  

ストレスの概念が提唱され始めたのは比較的最近ではあるものの，

「腹が据わる」，「腸が煮えくり返る」，「断腸の思い」などの慣用句

にみられるように，消化器と中枢神経との関連性は古来より日本に

おいても注目されていた．  

消化管と脳は，炎症性サイトカイン，神経伝達物質，消化管ホル

モンなどを介して双方向的に関連しているが，その概念は脳腸相関
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として知られている 4 )．消化管の情報は中枢神経系を介して大脳に伝

達され，腹痛や腹部不快感などの腹部症状，時には抑うつや不安な

どの情動（比較的急速に引き起こされた一時的で急激な感情の動き）

を惹起する．また，それらの情動が HPA axis や自律神経系を介して

消化管へ伝達されることにより，腹部症状が増悪するという悪循環

を形成することもある．  

 

第４節  脳腸相関と腸内細菌の関係  

近 年 で は 先 述 の 脳 腸 相 関 に 加 え て 中 枢 神 経 系 (central  nervous 

sys tem: CNS)と腸内細菌との相互作用が注目されており，これらを包

括した腸内細菌叢―腸―脳軸 (microbiota-gut -brain ax is :  MGB axis )と

いう概念も提唱されている 5 )．MGB axis の経路としては自律神経系

の一種である腸管神経系 (enteric nervous sys tem: ENS )が注目されて

おり，腸内細菌と ENS との関係についての報告もみられている．  

Sudo ら 6 )は無菌 (germ free:  GF)マウスに Bif idobacterium infant is を

経口投与すると，視床下部において神経活動のマーカーである c-Fos

の発現が速やかに増強されることを報告し，さらにその反応は乳幼

児期にカプサイシン処理で求心性神経線維を破壊した GF マウスで

は認められないこと，またセロトニン (5-hydroxyt ryptamine:  5 -HT)受

容体の一つである 5-HT3 受容体のアンタゴニスト，グラニセトロン

で前処置を行うと抑制されることを報告した 7 )．この結果は，腸内細

菌の作用によって腸クロム親和性細胞 (enterochromaffin  cel l :  EC  cel l )

から産生されたセロトニンが求心性神経末端の 5-HT3 受容体に作用

し，孤束核を経由して脳へ情報を伝達する経路が重要であることを

示唆している．  

また，Bravo ら 8 )はマウスに Lactobaci l lus  rhamnosus  JB-1 株を経口

投与するとストレスによる不安・抑うつ行動が減弱するが，迷走神

経を切離したマウスではその作用が認められないことを報告し，JB-l

株による不安抑制効果は迷走神経を介していることを示した．  
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第５節  うつ病と腸内細菌との関係  

 うつ病はストレス関連精神疾患の一つとして知られており，スト

レスと関連の深い消化器疾患である過敏性腸症候群 ( i r r i table  bowel  

syndrome:  IBS)と強い関連性を持つ疾患であるため，近年うつ病患者

の腸内細菌叢も注目されるようになってきた．実際にそれを検討し

た報告もあり，Naseribafrouei ら 9 )はうつ病患者において Bacteroides

目の増加と Lachnospira 科の減少の他，Osci l l ibacter と Alis t ipes に強

い関連性がみられたと報告し，J iang ら 1 0 )は  Enterobacter や Alis t ipes

の増加と Faecal ibacterium の減少がみられたと報告している．また

Maes ら 1 1 ) , 1 2 )はうつ病患者の血清に含まれる腸内細菌由来の抗 LPS

抗体濃度は健常人のものと比較して有意に高く，またその血中濃度

と消化器症状に相関がみられたことを報告している．  

 

 第６節  現代社会におけるストレス  

IT 技術の発展やグローバリゼーションの進展は現代社会に大きな

恩恵をもたらしたが，一方で労働力流動化によって職場における人

間関係は希薄化し，コンピューターやスマートフォンの普及はテク

ノストレスを惹起するようになった 1 3 )．それらは現代社会における

ストレスの一因となっているが，日本においては特有の労働環境に

まつわる問題もみられる．  

第二次世界大戦後，日本は高度経済成長やバブル景気を経て復興

を成し遂げたが，その裏では長時間労働とサービス残業を強いる事

業所，そして労働者の過労死（ karoshi）が社会的問題として浮き彫

りとなった 1 4 )．過労死の原因は心血管系イベントと抑うつ状態・う

つ病に関連した自殺が大半を占めるとされており，近年は労働環境

の改善以外に労働者のメンタルヘルスケアの重要性も注目されてい

る．2015 年 12 月に「労働安全衛生法」が改正され，一定規模以上の

事業所ではストレスチェックが義務付けられた 1 5 )．  
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第７節  ストレスと過敏性腸症候群 ( i rr i t able bowel  syndrome:  IBS)  

精神的ストレスはうつ病や心的外傷後ストレス障害 (post - t raumatic  

s t ress  disorder:  PTSD)など多岐にわたるストレス関連精神疾患の誘因

となるが，それらの疾患は機能性胃腸障害 ( funct ional  gastrointest inal  

disorder:  FGID)との関連性が指摘されている． FGID の発症機序は未

だ不明な点が多いが，FGID の一形態である IBS においては精神的ス

トレスが脳腸相関に影響を与え，内臓知覚過敏や消化管の運動障害

などの機能異常が惹起されることにより，腹痛，便通異常，腹部膨

満感などの症状が出現すると考えられている．  

IBS は通常，検体検査や画像検査で器質的疾患を除外することによ

って診断を行うが，内臓知覚過敏の有無を評価するバロスタット法

の有用性が報告されている 1 6 )．なお IBS 動物モデルを用いた実験に

おいても，colorectal  dis tension (CRD)に対する反応によって内臓知覚

過敏の有無を評価する手法が広く行われている．  

また IBS 発症の機序に関係するものの一つとして腸内細菌の変化

が注目されている．実際 IBS の患者では腸内細菌叢の構成が健常人

と異なることが知られており 1 7 )，実臨床においてもプロバイオティ

クスによる IBS の治療が広く試みられている．  

一方，ストレス性精神疾患であるうつ病や不安症の既往は IBS 発

症リスクとなることが知られており，IBS 患者はうつ病や不安症との

合併率が高いことも指摘されている 1 6 ) , 1 8 ) , 1 9 )．なお PTSD と IBS との

関連性を指摘する報告もいくつかみられる 2 0 ) - 2 3 )．また IBS 患者にお

いて腸内細菌叢の変化が報告されているが，前述の通りうつ病患者

においても同様の報告があり，両者に関連性がみられる可能性があ

る．  

 

 第８節  本検討における仮説と目的  

前述の通り，精神的ストレスと IBS との関連性については広く知

られており，脳腸相関に着目したストレスと消化管の関係は以前よ

り検討され，報告されてきた．しかしながら，ストレスによって惹
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起された情動がどのような行動変化を引き起こし，どのような消化

器症状と腸内細菌叢の変化を引き起こすのか，といった MGB axis の

一連の流れを同時に直接検討した報告はない．また，腸内細菌叢の

変化はどのように一連の病態に関連しているのかは未だ不明瞭であ

る．  

そこで今回我々は，精神的ストレスが行動変化や内臓知覚過敏を

惹起する原因は腸内細菌の変化にあるという仮説を立て，ストレス

を負荷した動物モデルを用いて検討を行うこととした．  
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第２章  急性ストレス負荷動物モデルを用いた腸内  

細菌叢および消化管内臓知覚の変化の検討  

 

第１節  目的  

前章で述べた通り，ストレス関連精神疾患と IBS との関連性につ

いては一般的に知られているものの，ある個体における腸内細菌叢

の変化が，行動変化と消化器症状の両方の原因になっているという

確証はない．それを確認するには，実際にストレスによって惹起さ

れた情動がどのような行動変化を引き起こし，どのような消化器症

状と腸内細菌叢の変化を引き起こすのか，といった MGB axis の一連

の流れを同一の個体で同時に検討する必要があるが，これまでにそ

のような報告はみられない．  

そこで我々は前述の仮説を基に，ストレスによる行動変化を検証

する実験モデルとして確立されている，シャトル箱を用いた急性ス

トレス負荷動物モデル 2 4 ) - 2 9 )を用い，精神的ストレスにより惹起され

た行動変化と腸内細菌の変化，そして消化器症状との関係を探るべ

く実験を行うこととした．なお当モデルは，本学の行動科学研究部

門と精神科学講座で考案されたものである．  

 

第２節  方法  

第１項  動物  

6 週齢の雄性 Wistar ラット (日本クレア，東京 )を使用した．ラッ

トはプラスチックケージ 1 ケージにつき 3 匹ずつの飼育とし，飼

育環境は室温を 24°C，湿度 55%とし，12 時間明暗サイクルに保た

れた環境下で，飼料 (日本エスエルシー，東京 )および水は自由に摂

取させた．入荷後 1 週間の馴化期間を経た後，実験を行った．  

実験は防衛医科大学校の動物実験倫理委員会の承認を得て行っ

た (No.  15089)．動物の扱いは防衛医科大学校の実験動物使用に関

するガイドラインに準拠し，これを遵守した．以降の動物実験も

同様である．  
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第２項  シャトル箱法によるストレス負荷と行動試験 (図 1A, B)  

一定のストレッサーを動物に負荷した場合，個体によっては異

常な行動パターンを呈することがある．シャトル箱法はストレッ

サーとして電撃を使用し，その後の行動変化をモニターすること

により，うつ様変化や PTSD 様変化の出現した個体を区別すること

ができる実験法である．  

当実験には既報と同様の動物モデルを使用している．薄暗い環

境の中で 2 方向シャトル箱型行動解析システム (Med Associates ,  

Inc . ,  St .  Albans,  VT,  USA )を使用し，ラットに逃避不能の電撃を

0.8mA，刺激時間 15 秒，待機時間 15±7.5 秒の設定で 60 回 (30 分 )

負荷し，その 2 週間後に行動観察を実施する．  

行動観察では薄暗い環境の中で同じシャトル箱システムを用い，

5 分間の周囲環境への順応期を設けてラットの自発運動量を測定

した後，回避・逃避試験を行う．回避・逃避試験では，5 秒間の光

刺激が呈示されている間にシャトル箱の中央ゲートを通過しない

場合，0.8mA の電撃が最大で 15 秒負荷される，という t r i al を待機

時間 15±7.5 秒で合計 80 回繰り返す．  

各 t r i al の成績は，電撃負荷前に光刺激のみに反応して反対側に

移動する「回避 avoidance」，電撃に曝露されてから移動する「逃避

escape」，移動せずに電撃を受け続ける「失敗 error」のいずれかに

分類する．最終的には，順応期の自発運動量と回避・逃避試験の

成績を総合し，行動パターンを判定する．  

 

第３項  行動パターンの定義  

同一の条件で電撃負荷を実施しても行動観察の成績は個体によ

って異なるが，ある一定の傾向がみられるため，パターン傾向に

よって分類を行った．回避・逃避試験中に「失敗」を 10 回以上示

した場合は，うつ病の動物モデルとされる learned help lessness  (LH)

状態 3 0 ) , 3 1 )と同様の特徴を呈していると考えられるため， LH 群と
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して分類した．その他のラットに関しては non-LH 群 (以下 NLH 群 )

として分類し，比較検討を行った．  

また NLH 群において，刺激の少ない順応期に活動が少なく (中央

ゲートの通過が 10 回以下 )，刺激の多い回避・逃避試験中に活動が

多い ( t r ial 間のゲート通過と「回避」が合計 30 回以上 )ラットがみ

られた．これは PTSD に特徴的な活動性と反応性の二方向性の行動

変化を伴い，精神障害動物モデルとしての表面妥当性と構成概念

妥当性を満たすと捉えることができるため 3 2 )，これを PTSD 群と

して分類してその他のラット (non-PTSD 群，以下 NPT 群 )と比較検

討を行った．  

 

第４項  Colorectal  dis tension (CRD) 

内臓知覚過敏の有無を評価するため， CRD を実施した．前章で

述べた通り，内臓知覚過敏は IBS の主要な病態として知られてお

り，CRD は IBS 動物モデルを用いた実験で内臓知覚をモニタリン

グする手段として極めて有用であると報告されている 3 3 )．  

装置は既報 3 4 )を参考に自作したものを用いた (図 2)．行動試験終

了後，一晩絶食としたラットにイソフルラン (和光純薬工業，大阪 )

吸入麻酔を行い，ERCP カテーテル (PR-V234Q；オリンパス，東京 )

先端にラテックス手袋から作成した 5cm 長のバルーンを糸とテー

プで固定したものを経肛門的 6cm に挿入し，尾根部にテープ固定

した．その後ラットをホルダー (KN-325-A；夏目製作所，東京 )内

に静置し，覚醒後 30 分経過した後に CRD を開始した．  

バルーンカテーテルには三方活栓で血圧計とゴム球が接続され

ている．バルーンを秒速 1mmHg で緩徐に加圧し，ラットの腹筋が

視覚的に収縮を開始した時点での圧を閾値とした．これをビデオ

録画と共に最低 3 回繰り返し，評価を行った．評価に際しては，

急性ストレス負荷と行動試験を実施していないラット (cont rol 群，

以下 CON 群 )と比較を行った．  
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第５項  腸内細菌叢の解析  

既報を参考に処理を行った 3 5 ) - 3 7 )．CRD 終了後，ラットより新鮮

な盲腸内容物を採取し，採取後は速やかに -80°C で保存した．盲腸

内容物から QIAamp stool  mini  ki t  (QIAGEN,  Valencia,  CA, USA)を用

いて腸内細菌 DNA の抽出を行った． 16S rRNA 遺伝子の可変領域

V4 を標的とし，プライマー (Forward:  515F,  Reverse:  806rcbc33~52 )

と TaKaRa Ex Taq  (タカラバイオ，大阪 )を用いて 16S rRNA 遺伝子

領域を PCR 法により増幅した． QIAquick  PCR puri f icat ion ki t  

(QIAGEN)により PCR 産物を精製した．次世代シーケンサーMiSeq  

( Il lumina,  Inc . ,  San Diego,  CA, USA )を用いた解析は明治 (株 )に委託

した．  

 

第６項  統計処理  

 結果は平均値±標準誤差で示した． CRD による閾値については

一元配置分散分析 (one way analysis  of  variance:  one  way ANOVA )と

Tukey‒Kramer 法を用いて評価を行った．腸内細菌の相対豊富度に

ついては Kruskal -Wall is 検定と Steel -Dwass 法を用いて評価を行っ

た．統計処理には JMP Pro vers ion 12 .2.0 (SAS Inst i tute Inc . ,  Cary,  

NC, USA)を使用した．有意水準は 0.05 とした．腸内細菌叢の多様

性については Quanti tat ive Insights  Into Microbial  Ecology (QIIME)

を用いて解析したデータを基に評価を行った．  

 

第３節  結果  

第１項  行動パターンの変化  

14 匹のラットに対し急性ストレス負荷を実施し，行動試験を行

った結果，LH を呈したラットは 2 匹 (14.3%)であった．また，PTSD

様変化を呈したラットは 7 匹 (50 .0%)であった．  

1 回のプロトコールでは LH を呈するラットが 2 匹と少数であっ

たため，以降 LH を呈するラットが合計 5 匹となるまで同一のプロ

トコールを繰り返した． LH を呈した 5 匹を LH 群とし，その他の
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個体から無作為に抽出した NLH 群 10 匹 (PTSD 群 5 匹と NPT 群 5

匹 )と共に，以降の検討を行った．  

 

第２項  CRD の閾値  

各群における CRD の閾値は，LH 群で 21.42±1.57mmHg，NLH 群

で 28.43±1.49mmHg，CON 群で 29.07±1.07mmHg であり， LH 群の

閾値は CON 群のそれと比較して有意に低値であった (p=0.0480,  

Tukey-Kramer 法 )  (図 3 A)．  

また，NLH 群を PTSD 群と NPT 群に分け，CON 群との比較検討

も実施したが，CRD の閾値は PTSD 群で 29.30±1.50mmHg，NPT 群

で 26.88±3.34mmHg であり，明らかな差を認めなかった (p=0.6786,  

one way ANOVA) (図 3 B)．  

 

第３項  腸内細菌の相対豊富度  

LH 群，NLH 群， CON 群の三群間における腸内細菌の相対豊富

度の比較を行ったところ，門レベルの解析では LH 群において

Actinobacteria の相対豊富度が CON 群と比較して有意に高値であ

った (1.94±0.72% vs  0.46±0.11%,  p=0.0326,  Steel -Dwass)  (図 4 A,  B)． 

存在比率 0.1%以上の上位 27 科の解析では， LH 群において

Clostr idiales  incertae sedis の相対豊富度が CON 群と比較して有意

に 低 値 で あ っ た (15 .80±1.24% vs  29.67±2.79%, p=0.0326,  

Steel -Dwass)．また LH 群において Lactobaci l laceae (22.52±2.21% vs  

10.90±1.07%, p=0.0326 ) ， Turicibacteraceae (9.55±1.59% vs  

3.28±0.54%, p=0.0326 ) ， Peptos treptococcaceae  (4.53±0.96% vs  

2.33±0.20%, p=0.0326) ， Bifidobacteriaceae (1.55±0.71% vs  

0.24±0.05%, p=0.0326)の相対豊富度が CON 群と比較して有意に高

値であった．一方，NLH 群において S24-7 の相対豊富度が CON と

比 較 し て 有 意 に 高 く (3.17±0.69% vs 1.39±0.20%, p=0.0446 ) ，

*[Mogibacteriaceae]の相対豊富度が CON と比較して有意に低値で

あった (0.41±0.04% vs 0.77±0.10%, p=0.0230 ) (図 5 A,  B)．  
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存在比率 0.1%以上の上位 28 属の解析では， LH 群において

Clostr idiales  incer tae sedis の相対豊富度が CON 群と比較して有意

に 低 値 で あ っ た (15 .80±1.24% vs  29.67±2.79%, p=0.0326,  

Steel -Dwass)．また LH 群において Lactobaci l lus  (22.50±2.20% vs  

10.89±1.07%,  p=0.0326 )， Turicibacter  (9 .55±1.59% vs  3.28±0.54%,  

p=0.0326) ， Peptos treptococcaceae incertae  sedis  (4 .52±0.83% vs  

2.33±0.20%, p=0.0326)，Bif idobacterium  (1 .55±0.71% vs 0.24±0.05%,  

p=0.0326)の相対豊富度が CON 群と比較して有意に高値であった．

一方，NLH 群において S24-7 incertae  sedis の相対豊富度が CON と

比 較 し て 有 意 に 高 く (3.17±0.69% vs 1.39±0.20%, p=0.0446 ) ，

* *[Mogibacteriaceae]  incertae  sedis の相対豊富度が CON と比較して

有意に低値であった (0 .41±0.04% vs  0 .77±0.10%, p=0.0230 ) (表 1)．  

次に，NLH 群を PTSD 群と NPT 群に分け，CON 群と三群間にお

ける腸内細菌の相対豊富度の比較を行った．門レベルの解析では

明らかな差は認めなかった (図 6 A,  B)．  

存在比率 0.1%以上の上位 27 科の解析では， PTSD 群において

S24-7  (2 .64±0.18% vs 1.39±0.20%, p=0.0326,  Steel -Dwass)の相対豊

富度が CON 群と比較して有意に高値であった．一方，NPT 群にお

いて *[Mogibacteriaceae]  (0.31±0.04% vs 0.77±0.10%,  p=0.0326 ) の

相対豊富度が CON 群と比較して有意に低値であった (図 7 A,  B)．  

存在比率 0.1%以上の上位 28 属の解析では， PTSD 群において

S24-7  incertae sedis  (2 .64±0.18% vs 1.39±0.20%,  p=0.0326,  

Steel -Dwass)の相対豊富度が CON 群と比較して有意に高値であっ

た ． 一 方 ， NPT 群 に お い て * *[Mogibacteriaceae]  incertae sedis  

(0 .31±0.04% vs  0.77±0.10%,  p=0.0326 )の相対豊富度が CON 群と比

較して有意に低値であった．  

 

第４項  腸内細菌叢の多様性  

LH 群，NLH 群， CON 群の三群間における腸内細菌叢の多様性

の比較を行った． α 多様性の評価で Shannon index を比較したとこ
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ろ，LH 群は他二群と比較して低い傾向を示した  (LH 群 :  6 .16±0.25,  

NLH 群 :  6 .74±0.14,  CON 群 :  6 .79±0.19 ,  p=0.0715,  ANOVA ) (図 8 A)．

β 多様性の評価で主座標分析 (Principal  Coordinate  Analys i s :  PCoA )

を行ったところ，LH 群は他二群と比較して異なる分布を示した (図

8 B)．また平均 UniFrac 距離 (weighted)解析を行ったところ， CON

群― LH 群間の平均 UniFrac 距離が CON 群内の平均距離よりも有

意に高く (0.18±0.01  vs  0.12±0.01 ,  p=0.0062,  Steel -Dwass)，また LH

群内の平均距離よりも高い傾向を示した (0.18±0.01 vs  0.14±0.01,  

p=0.1778)  (図 8 C)．これは両群間の細菌叢構造が異なる傾向を示す

ことを意味する．  

次に，NLH 群を PTSD 群と NPT 群に分け，CON 群と三群間にお

ける腸内細菌叢の多様性の比較を行った． Shannon index の比較で

は三群間で有意な変化は認めなかった (PTSD 群 :  6 .63±0.25,  NPT 群 :  

6 .87±0.14,  CON 群 :  6 .79±0.19 ,  p=0.6989 ,  ANOVA) (図 9 A)が， PCoA

では  PTSD 群は CON 群と比較して異なる分布を示した (図 9 B)．  

 

第４節  小括  

同一の急性ストレス負荷を実施したのにもかかわらず，その反応

として出現する行動パターンは個体によって異なっていた．LH 群に

おいては内臓知覚過敏が認められた．また，特に LH 群においては腸

内細菌叢の多様性が低下し，特徴的な腸内細菌叢の構成がみられた．  

 

*  QIIME 解 析 時 ， Greengenes database に よ り Clost r idiales 目

Mogibacteriaceae 科として分類．  

** QIIME 解 析 時 ， Greengenes database に よ り Clost r idiales 目

Mogibacteriaceae 科として分類，所属位置不明．  
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第３章  水回避ストレスモデルを用いた内臓知覚過敏  

に対する糞便微生物移植の有効性の検討  

 

第１節  目的  

 第１章で述べた通り，IBS 発症の機序の一つとして腸内細菌叢の変

化が注目されており，臨床においてもプロバイオティクスによる IBS

の治療が試みられている．しかしながら，実際に IBS に対するプロ

バイオティクスを用いた腸内細菌への治療介入試験は数多くみられ

る も の の ， 有 効 性 が 示 さ れ た も の は Bif idobacterium 3 8 ) や

Lactobaci l lus 3 9 )に属する特定の単一菌種であったり，複数の菌種の合

剤 4 0 ) - 4 2 )であったり，有効な菌種は一様ではない．  

一方， 2013 年に再発性偽膜性腸炎に対する糞便微生物移植 ( fecal  

microbiota t ransplantat ion:  FMT )4 3 )の有効性が報告されて以降，各種消

化器疾患の腸内細菌叢に介入する治療法として健常人をドナーとし

た FMT が注目され始めた．IBS に対する FMT の有効性を検討した報

告もみられるがその数はわずかであり，有効性も一様ではない 4 4 ) - 4 6 )． 

そこで我々は，動物実験モデルを用いて IBS に対する FMT の有効

性を検討した．前章で用いた手法では内臓知覚過敏を呈するラット

の発生率が低率であったため，本検討では IBS の動物実験モデルと

して水回避ストレス (water  avoidance s t ress :  WAS)モデルを用いるこ

ととした．なお，WAS モデルは慢性的な精神的ストレス負荷により

内臓知覚過敏が惹起されることを示したモデルであり 4 7 )，精神的ス

トレスで腹痛が増悪する IBS の病態を反映するものとされている．  

 

第２節  方法  

第１項  動物  

使用動物と飼育環境については  前章  第２節  第１項  と同様で

ある．実験は防衛医科大学校の動物実験倫理委員会の承認を得て

行った (No.  14101)．  
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第２項  糞便微生物移植 ( fecal  microbiota t ransplantat ion:  FMT ) 

既報を参考に実施した 4 8 )．同齢のストレス負荷をしていないラ

ットをドナーとして新鮮便を採取し，-80°C で保存した．FMT 実施

の際は 10 倍量の 1% PBS を加えてホモジナイズした後，4°C，800g，

2 分間の遠心分離で得られた上清を使用した．WAS 負荷開始後よ

りイソフルラン吸入麻酔の上で経胃的に 1 日 2 回，1 回あたり 1mL

を投与した．FMT を行う WAS+FMT 群，WAS 負荷を実施して 1% PBS

を 1mL 経胃投与する WAS+PBS 群，WAS 負荷を行わず同様に 1% 

PBS を経胃投与する Sham+PBS 群の全 3 群で実験を行った．本検

討のタイムラインを  図 10 に示す．  

 

第３項  水回避ストレス (water  avoidance s t ress :  WAS ) 

入荷後 1 週間の馴化期間を経た後，既報を参考にして WAS 負荷

を開始した 4 7 )．幅 46.5cm×奥行 37cm×高さ 24cm の透明な容器の中

央に直径 10cm×高さ 10cm のプラットホームを設置し，プラット

ホームの頂部より 1cm 下が水位となるように容器に水を入れ，ラ

ットをプラットホーム上に 1 日 1 時間， 10 日間連続で放置した．

同様の容器に水がない状態でラットを 1 日 1 時間， 10 日間連続で

放置したものを Sham WAS とした．   

 

第４項  CRD 

使用する器具と詳細な閾値の測定方法については  前章  第２節  

第４項  と同様である．今回は時系列による閾値の変化を評価した． 

まず 10 日間の WAS 負荷開始の前日 (day0)に CRD を実施し，WAS

負荷終了の翌日 (day11)，6 日後 (day16)，11 日後 (day21)に再度 CRD

を実施した． day0 の結果を基準とし，各々の結果から差分で変化

量を求めて三群間で比較した．  

 

第５項  腸内細菌叢の解析  

各群より無作為に 5 匹ずつ選択し，WAS 負荷開始前 (day0)と WAS
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負荷終了後 (day10)にそれぞれの個体より新鮮便を回収し，腸内細

菌叢の解析を行った．使用試薬と詳細な解析手法については  前章  

第２節  第５項  と同様である．  

 

第６項  統計処理  

 結果は平均値±標準誤差で示した． CRD による閾値の変化量の

評価については one way ANOVA と Tukey‒Kramer 法を用いて評価

を行った．また腸内細菌の解析を行った個体に関しては，WAS 負

荷前後の各腸内細菌の変化を pai red t - tes t，WAS 負荷前後の各腸内

細菌の変化と CRD による閾値の変化の関係を Pearson の積率相関

係数 ( r )を求めて評価した．腸内細菌の相対豊富度，腸内細菌叢の

多様性については  前章  第２節  第６項  と同様である．  

 

第３節  結果  

第１項  CRD の閾値の変化量  

WAS 負荷前後における CRD の閾値の変化量を比較したところ，

day11 で は Sham+PBS 群 で 0.81±1.11 mmHg ， WAS+PBS 群 で

-4.21±0.83 mmHg，WAS+FMT 群で 1.41±1.49 mmHg であった．

WAS+PBS 群における閾値の変化量は Sham+PBS 群と比較して有意

に低下していた (p=0.0203,  Tukey-Kramer 法 )が，この閾値低下の変

化は WAS+FMT 群において有意に改善していた (p=0.0092)  (図 11)． 

以降の閾値の変化量は Sham+PBS 群の day16 で 2.37±1.48 mmHg，

day21 で 2.37±1.57 mmHg，WAS+PBS 群の day16 で -4.21±2.55 mmHg，

day21 で -4.67±3.32 mmHg，WAS+FMT 群の day16 で 3.22±1.54 mmHg，

day21 で 1.81±1.65  mmHg であった．いずれも有意差は認めなかっ

たものの，WAS+PBS 群における閾値の低下は WAS の終了後も遷

延する傾向にあり，WAS+FMT 群においては WAS の終了後も閾値

低下の改善効果が持続する傾向にあった (p=0.1031,  0 .0723,  one  

way ANOVA)．  
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第２項  腸内細菌の相対豊富度  

まず WAS 負荷前の三群間における腸内細菌の相対豊富度の比較

を行った．門レベル，WAS 負荷前における存在比率 0.1%以上の上

位 20 科，存在比率 0.1%以上の上位 26 属のいずれの解析において

も明らかな有意差は認められなかった．  

次に WAS 負荷後の三群間における腸内細菌の相対豊富度の比較

を 行 っ た ． 門 レ ベ ル の 解 析 で は ， WAS+FMT 群 に お い て

Actinobacteria の相対豊富度が Sham+PBS 群と比較して有意に高値

を示した (11.90±2.12% vs  4.13±1.14%, p=0.0326,  Steel -Dwass)  (図 12 

A,  B)．WAS 負荷後における存在比率 0.1%以上の上位 21 科の解析

では，WAS+FMT 群において Bifidobacteriaceae の相対豊富度が

Sham+PBS 群と比較して有意に高く (11 .33±2.14% vs  3 .47±1.17%, 

p=0.0326)，また WAS+PBS 群において Staphylococcaceae の相対豊

富度が Sham+PBS 群と比較して有意に低値を示した (0.13±0.06% vs  

0.01±0.00%, p=0.0326)  (図 13 A,  B)．また存在比率 0.1%以上の上位

31 属の解析では，WAS+FMT 群において Bif idobacterium の相対豊

富度が Sham+PBS 群と比較して有意に高値を示した (11.33±2.14% 

vs 3.47±1.17%,  p=0.0326)．  

 

第３項  腸内細菌叢の多様性  

WAS 負荷前の三群において腸内細菌の α 多様性を Shannon index

で比較したが，明らかな差は認めなかった (WAS+PBS 群 :  5 .16±0.12,  

WAS+FMT 群 :  5 .42±0.12,  Sham+PBS 群 :  5 .16±0.13,  p=0.2832 ,  

ANOVA)．また WAS 負荷後の三群間についても同様に比較したが，

明らかな差は認めなかった (WAS+PBS 群 :  5 .70±0.36,  WAS+FMT 群 :  

5 .59±0.22,  Sham+PBS 群 :  5 .74±0.31,  p=0.9335)．  

 

第４項  WAS 負荷前後における腸内細菌の変化  

それぞれの群において WAS 負荷前後の各腸内細菌の変化を比較

した．WAS 負荷後における存在比率 0.1%以上の上位 31 属におい
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て， WAS+PBS 群でのみ有意な変化を認めた菌は， Lactobaci l lus  

(WAS 前 WAS+PBS 群 :  45.04±4.57%, WAS 後 WAS+PBS 群 :  12.98±

2.38%, p=0.0051)， SMB53 (WAS 前 :  3 .85±0.72%, WAS 後 :  6 .18±

0.65%, p=0.0416)，* [Prevotel la]  (WAS 前 :  0 .69±0.13%, WAS 後 :  0 .23

±0.05%, p=0.0496)，* *Prevotel la  (WAS 前 :  0 .26±0.05%, WAS 後 :0 .08

±0.02%, p=0.0321)であった (図 14)．  

 

第５項  CRD の閾値の変化と腸内細菌の変化の相関  

WAS 負荷後の存在比率 0.1%以上の上位 31 属の腸内細菌を解析

の対象とし，WAS 負荷前後の各菌の変化と CRD による閾値の変化

の相関分析を行った． *[Prevotel la]  (WAS+PBS 群 :  -0.46±0.16%,  

WAS+FMT 群 :  -0 .27±0.20%, Sham+PBS 群 :  -0 .01±0.05%, r=0.5055,  

p=0.0546)， Parabacteroides  (WAS+PBS 群 :  0 .10±0.02%, WAS+FMT

群 :  0 .13±0.06%, Sham+PBS 群 :  0 .06±0.01%, r=0.4684,  p=0.0782 )，

Lactobaci l lus  (WAS+PBS 群 :  -32.05±5.74%, WAS+FMT 群 :  -12.24±

4.50%, Sham+PBS 群 :  -17.45±6.39%,  r=0.4627,  p=0.0825)の変化に

おいて正の相関を示す傾向を認め，Clostr idium  (WAS+PBS 群 :  -6 .74

±2.04%, WAS+FMT 群 :  -14 .39±4.13%, Sham+PBS 群 :  -8 .93±2.23%,  

r=-0.5078,  p=0.0533)において負の相関を示す傾向を認めた．  

 

第４節  小括  

WAS 負荷の継続により，内臓知覚過敏がみられた．FMT を実施す

ることにより，内臓知覚過敏の出現が抑制された．一部の腸内細菌

は WAS 負荷前後で存在割合が大きく変化し，また内臓知覚過敏の程

度と相関を示す傾向がみられた．  

 

*  QIIME 解析時，Greengenes  database により Paraprevotel laceae 科

Prevotel la 属として分類．  

** QIIME 解析時， Greengenes database により Prevotel laceae 科

Prevotel la 属として分類．   
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第４章  水回避ストレスモデルを用いた内臓知覚過敏  

に対する自家培養菌の有効性の検討  

 

第１節  目的  

 前章では IBS の動物実験モデルの一つである WAS モデルを用いて

FMT の有効性を検討したところ， FMT によって内臓知覚過敏が抑制

された． FMT は IBS に有効な治療手段の一つとなる可能性が示唆さ

れたが，実際に臨床応用する際にはレシピエント側の精神的な問題

の他，感染や手技に伴う偶発症のリスクなど安全性の問題などが少

なからず存在する．  

 そこで我々は，内臓知覚過敏の抑制に関連している優勢菌種をド

ナーの糞便から培養して FMT の代用とすることにより，それらの問

題を解決できるのではないかと考え，再度 WAS モデルを用いた実験

を行って IBS に対する自家培養菌の有効性を検討した．  

 

第２節  方法  

第１項  動物  

使用動物と飼育環境については  前章  第２節  第１項  と同様で

ある．実験は防衛医科大学校の動物実験倫理委員会の承認を得て

行った (No.  14101)．  

 

第２項  自家培養菌の投与  

前章  第２節  第２項  と同様，同齢のストレス負荷をしていない

ラットをドナーとして新鮮便を採取し，-80°C で保存した．前章  第

３節  第４項，第５項  の結果を基に， FMT によって相対豊富度の

低下が抑制され，かつ CRD による閾値の変化と正の相関を示す傾

向を認めた菌の中で優勢菌種であった Lactobaci l lus を自家培養菌

として選定した．  

糞便 1g を Lactobaci l l i  MRS Broth (Becton,  Dickinson and Company,  

Frankl in  Lakes ,  NJ ,  USA )で作成した液体培地  10mL で希釈した後，
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100μL ずつ Lactobaci l l i  MRS Agar (Becton,  Dickinson and  Company)

で作成した寒天培地に塗布し，37°C で 72 時間嫌気培養した．生育

したコロニーを液体培地内に接種後，さらに 37°C で 48 時間嫌気

培養した．培養後の液体培地を 4°C，3,100rpm，10 分間で遠心し，

上清を捨てて PBS による洗浄を 2 回繰り返し， Lactobaci l lus を得

た．  

PBS を用いて Lactobaci l lus  150  mg/mL を含有する懸濁液を作成

し，WAS 負荷開始後よりイソフルラン吸入麻酔の上で経胃的に 1

日 2 回投与した．  

 

第３項  WAS 

使用する器具と詳細な実施方法については  前章  第２節  第３

項  と同様である．  

 

第４項  CRD 

使用する器具と詳細な実施方法については  前章  第３節  第５

項  と同様である． 10 日間の WAS 負荷開始の前日 (day0)に CRD を

実施し，WAS 負荷終了の翌日 (day11)に再度 CRD を実施した．day0

の結果を基準とし，差分で変化量を求めた．  

 

第５項  大腸 mRNA の抽出とその発現の評価  

大腸におけるタイトジャンクションの発現の程度によって腸管

透過性を評価するため，大腸 messenger r ibonucleic acid  (mRNA)の

発現を reverse t ranscript ion  (RT) -polymerase chain react ion (PCR)法

にて評価した．10 日間の WAS 負荷終了後，ラットにペントバルビ

タールナトリウム (共立製薬，東京 )50mg/kg を腹腔内投与して麻酔

を行い，回腸末端より 3cm の箇所より近位結腸組織を採取し，

RNAlater  (Thermo Fisher  Scient i f ic ,  Waltham, MA, USA)へ浸漬した

後， -20°C で保管した．  

組 織 の ホ モ ジ ナ イ ズ に は MagNA Lyser (Roche,  Basel ,  
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Switzerland)を 6,500rpm，50 秒の条件で使用した．ホモジナイズ後

は RNeasy Mini  Kit  (QIAGEN)を用いて RNA を抽出し，分光光度計

(Gene Quant ;  Pfizer,  New York,  NY, USA)で濃度を測定した後，その

うち 1.5μL を DNAse /  RNAse free 蒸留水 (Thermo Fisher  Scient i f ic)

で希釈して 14μL の水溶液を作成し，逆転写反応に使用した．  

逆転写反応は RNA 水溶液 14μL，Random Primer  1.25μL(タカラバ

イ オ )， SuperScrip t  II Reverse Transcriptase 1μL (Thermo Fisher  

Scient i f ic)， dNTP Mixture 0.625μL (タカラバイオ )，RNasin 0.625μL 

(Promega,  Fi tchburg,  WI,  USA)，DTT 2.5μL (Thermo Fisher  Scient i f ic)，

Firs t  Strand Buffer  5μL (Thermo Fisher  Scient i f ic)を混合した後，

Gene Amp PCR Sys tem 9700 (Thermo Fisher  Scient i f ic)を使用して行

った．反応条件は 25°C 15 分， 42°C 15 分， 48°C 30 分， 20°C 15 分

とし，終了後に complementary deox yr ibonucleic acid (cDNA)を得た． 

cDNA を得た後，リアルタイム PCR 法を行った． 1 検体あたり

cDNA 3µL，プローブ 2µL， qPCR Mastermix  (Eurogentec,  Seraing,  

Belgium) 5µL を混合して 384 wel l プレートに配置し， t r ipl icate と

した．反応には 7900HT Fast  Real -Time PCR System (Thermo Fisher  

Scient i f ic)を使用し，条件は 50°C 2 分， 95°C 10 分の後， 95°C 15

秒，60°C 1 分を 40 サイクル繰り返す設定とした．プローブは β act in  

(Actb;  Rn00667869_m1,  Thermo Fisher  Scient i f ic)を内在性コントロ

ールに設定し， Claudin-1  (Cldn1;  Rn00581740_m1,  Thermo Fisher  

Scient i f ic)を使用した．結果の解析には SDS 2 .4 (Thermo Fisher  

Scient i f ic)および RQ Manager 1.2.1 (Thermo Fisher  Scient i f ic)を使用

し， ΔΔCt 法によって評価した．   

 

第６項  統計処理  

 結果は平均値±標準誤差で示した．本実験系を WAS+Lac 群とし，

前章の WAS+PBS 群，WAS+FMT 群， Sham+PBS 群の三群と比較を

行った．  CRD による閾値の変化量の評価については one way 

ANOVA と Tukey‒Kramer 法を用いて評価を行った． PCR の結果に
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ついては Kruskal -Wall is 検定と Steel -Dwass 法を用いて評価を行っ

た．   

 

第３節  結果  

第１項  CRD の閾値の変化量  

WAS 負荷前後における CRD の閾値の変化量を比較したところ，

1.95±1.66mmHg であった．前章の三群と共に比較すると，WAS+PBS

群における閾値の変化量は Sham+PBS 群と比較して有意に低下し

ており (p=0.0452 ,  Tukey-Kramer 法 )，WAS+FMT 群と WAS+Lac 群に

おける閾値の変化量は WAS+PBS 群と比較して有意に上昇してい

た (それぞれ p=0.0212,  0 .0170 ) (図 15)．  

 

第２項  大腸タイトジャンクション mRNA 発現の変化  

大腸 Claudin-1 の mRNA 発現量を測定し，前章の WAS+PBS 群，

WAS+FMT 群， Sham+PBS 群の三群と共に比較した． Sham+PBS 群

を基準とした近位結腸における Claudin-1 の発現量は WAS+PBS 群

で 0.48±0.04 倍，WAS+FMT 群で 1.38±0.34 倍，WAS+Lac 群で 1.07

±0.28 倍であった．WAS+PBS 群では Sham+PBS 群と比較して減少

する傾向を認めたが (p=0.0931,  Steel -Dwass 法 )，WAS+FMT 群と

Sham+PBS 群，WAS+Lac 群と Sham+PBS 群の間には差を認めなか

った (p=0.8698,  1 .0000)  (図 16)．  

 

第４節  小括  

自家培養菌の投与を実施することにより，WAS 負荷による内臓知

覚過敏の出現が抑制された．  
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第５章  総括  

 

 急性ストレス負荷動物モデルにおける腸内細菌叢の構成と内臓知覚

の変化の検討，WAS 負荷 IBS 動物モデルにおける腸内細菌に介入する

治療の有効性の検討を行った．  

 シャトル箱を用いた急性ストレス負荷動物モデルの実験においては，

急性ストレスの反応として出現する行動パターンは個体によって異な

っていることが判明した．また特にうつ病様の行動パターンを呈する

個体においては内臓知覚過敏がみられた他，腸内細菌叢の多様性が低

下し，特徴的な腸内細菌叢の構成がみられた．  

 WAS 負荷 IBS モデルの実験において，WAS 負荷により誘発される内

臓知覚過敏は FMT の実施により抑制されること，一部の腸内細菌は

WAS 負荷前後で存在割合が大きく変化しており，内臓知覚過敏の程度

と相関を示す傾向がみられることが判明した．また，その相関を示す

優勢菌種を自家培養し，投与することによっても内臓知覚過敏の出現

が抑制されることが判明した．  
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第６章  考察  

 

第１節  急性ストレス負荷動物モデルにおける検討  

今回我々は，ストレスがどのような行動変化を引き起こし，どの

ような消化器症状と腸内細菌叢の変化を引き起こすのか，といった

MGB axis の一連の流れを同時に直接検討すべく，シャトル箱を用い

た急性ストレス負荷動物モデルの実験を行った．その結果，ストレ

スの反応として出現する行動パターンは個体によって異なっていた．

また特にうつ病様の行動パターンを呈する個体においては内臓知覚

過敏がみられた他，腸内細菌叢の多様性が低下し，特徴的な腸内細

菌叢の構成がみられた．  

実際にラットに急性ストレスを負荷し，その後 CRD を実施して内

臓知覚の評価を行ったところ，うつ病と類似した行動パターンを呈

する LH 群ラットのみに内臓知覚過敏がみられた．うつ病や不安症の

既往は IBS 発症リスクとなること，また IBS 患者はうつ病や不安症

との合併率が高いことが知られており 1 6 ) , 1 8 ) , 1 9 )，内臓知覚過敏は IBS

でみられる所見の一つとしてよく知られている 4 9 ) , 5 0 )が，本検討でみ

られたこの所見はうつ病と IBS との関連性を支持する所見と考える． 

 IBS の詳細な機序の全容は未だ不明な点が多いが，その一つとして

腸内細菌の関連が指摘されている 1 7 )．一方，うつ病においても腸内

細菌叢の構成に変化がみられる旨の報告がみられる 9 ) - 1 2 )．本検討で

は，ラットに急性ストレスを負荷しその後に盲腸便を採取して腸内

細菌叢の比較を行ったが，特にうつ病様の LH 群ラットでは無処置群

である CON 群と比較して腸内細菌叢の構成が大きく異なっていた．

腸内細菌叢の多様性を評価したところ，LH 群はα多様性で低下傾向

を示し，β多様性で異なる傾向を示していた．これは腸内細菌叢を

構成する細菌種や細菌数が変化し，細菌叢の構成に異常をきたす

dysbiosi s がみられたことを意味している 5 1 )．  

また各群の菌種ごとの比較においては，属レベルで最優勢菌種で

ある Clostr idiales  incertae sedis の割合が有意に低下していた． Yu ら



- 25 - 
 

5 2 )は chronic variable s t ress  (CVS)を負荷するラットモデルにおいて腸

内細菌叢の解析を行っているが， CVS 負荷により Clostr idiales  

incertae sedis の割合が有意に低下していたと報告しており，我々の

結果はこれと合致している．  

一方，本検討の LH 群ラットでは Lactobaci l lus， Turicibacter，

Peptostreptococcaceae incertae sedis， Bif idobacterium の割合が有意に

上昇していた．この結果は， Lactobaci l lus， Turicibacter，

Bif idobacterium は精神的ストレスの負荷により割合が低下するとい

う報告 5 3 ) - 5 5 )や，Lactobaci l lus や Bif idobacterium はプロバイオティク

スとして IBS の治療に有効である 3 8 ) - 4 2 )という報告とは異なるように

みえる．しかしながら，プロバイオティクスとして IBS に有効性が

示されている菌種は未だに一定していないのが現状であり，また精

神症状の改善に寄与する微生物は「サイコバイオティクス」

(psychobiot ics )5 6 )として注目され，研究が進められているが，こちら

も菌種に関しては未だ確立されたものはない．なお， Zheng ら 5 7 )は

うつ病患者では Bif idobacterium が属する Actinobacteria 門の割合が増

加していたと報告しており，Dalziel ら 5 8 )はしばしばうつ病モデルと

して用いられる Wistar -Kyoto ra t において Turicibacter と Lactobaci l lus

の割合が増加していたと報告している．これらは我々の結果と合致

している．先述の Clostr idiales  incertae sedis の変化と併せて考察す

ると，特定の菌種のみが病態を左右しているというよりも，むしろ

腸内細菌叢全体の構成が変化して多様性が低下する dysbiosis が病態

に多大な影響を与えているのではないかと考える．  

また本検討では，PTSD と IBS との関連を示すいくつかの報告が見

られることを受け，PTSD 群に対しても内臓知覚や腸内細菌叢の検討

を行っている．PTSD に関する内臓知覚や腸内細菌叢の検討を行った

という報告は今までみられていない． PTSD 群では LH 群のような著

明な内臓知覚過敏や腸内細菌叢の変化はみられなかった．両群間で

内臓知覚や腸内細菌叢の傾向は明らかに異なっており，これは特定
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の精神疾患で特徴的な内臓知覚や腸内細菌叢の変化がみられること

を示唆しているものと思われる．  

 本検討の問題点としては，単一種の雄性ラットでのみ検討を行っ

ていること，腸内細菌や内臓知覚の変化との関連性が指摘されてい

る炎症性サイトカイン，短鎖脂肪酸 (short -chain fat t y acids:  SCFA )，

5-HT などの神経伝達物質，HPA axis に関連するホルモン 5 ) - 8 ) , 1 6 ) , 1 7 )

の変化を評価していないことなどが挙げられる．そのため，腸内細

菌の変化がどのような機序を介して行動パターンや内臓知覚の変化

に関連するのかという詳細については解明されていない．また，急

性ストレス負荷前の腸内細菌叢の評価が未実施であり，各個体にお

ける腸内細菌の時間的変化は不明である．うつ病様の行動パターン

を呈し内臓知覚過敏がみられた個体はストレス負荷前より他の行動

パターンを呈した個体と腸内細菌叢の構成が当初より著しく異なっ

ていた可能性があるが，それについても未検証である．しかしなが

ら，精神的ストレスと MGB axis の関連が今後より明確になれば，腸

内細菌に介入する治療法をストレス性精神疾患に応用できる可能性

もある．今後さらなる検討が必要と考える．  

 

第２節  WAS 負荷 IBS 動物モデルにおける検討  

シャトル箱を用いた急性ストレス負荷動物モデルの実験において，

うつ病様の行動変化に伴って dysbios is と内臓知覚過敏がみられた．

内臓知覚過敏は IBS でみられる病態の一つであるため，この結果は

精神的ストレスによる dysbiosis が IBS 発症の原因とされることに合

致するものと考えられる．しかしこの dysbiosis が内臓知覚過敏の原

因であるのか，偶然認められた現象に過ぎないのかは結論づけるこ

とはできなかった．そこで dysbiosi s が内臓知覚過敏の病態に関与し

ているか，さらに検討することとした．  

IBS の治療には様々な試みがなされており，腸内細菌に介入して

dysbiosi s の改善を狙う治療として，プロバイオティクスの投与は実

臨床において以前より広く行われてきた．近年，IBS を含め各種消化
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器疾患において健常者をドナーとした FMT の応用が検討され始めて

いるが， IBS におけるその有用性は明確でない．そこで我々は WAS

負荷 IBS モデルを用い， IBS に対する FMT の有効性を検討した．  

WAS 負荷を 10 日間連続で実施したところ，WAS 負荷終了後には

内臓知覚過敏がみられ，近位結腸の claudin -1 の発現が減少する傾向

もみられた．これらの所見は IBS の病態を反映しているものと思わ

れるが，WAS 負荷期間中に連日 FMT を実施することにより，内臓知

覚過敏の発生が抑制され，近位結腸の claudin-1 の発現減少が抑制さ

れる傾向もみられた．この結果は， FMT が IBS の治療法として有効

である可能性を示唆しているものと考えられる．  

今回，WAS 負荷前後において存在割合が大きく変化し，CRD の閾

値の変化と相関を示す傾向を持つ腸内細菌として， Lactobaci l lus と

Prevotel la が挙がった．Lactobaci l lus と IBS との関係は以前より注目

されており， IBS 患者において Lactobaci l lus の減少を認めたという

報告が度々なされてきた 5 9 ) - 6 1 )．それらの報告は本検討と合致してい

るものの，一方で逆に増加を認めたという報告も散見される 1 7 ) , 6 2 )．

実際，Lactobaci l lus の増減の変化については WAS 負荷 IBS 動物モデ

ルと先のシャトル箱法の動物モデルでは逆の結果が導かれた．また

Prevotel la もしばしば IBS との関係が言及されており 6 3 ) , 6 4 )，重症の

IBS 患者ほど Prevotel la の存在割合が低かったという報告もある 6 5 )．

本検討では WAS 負荷によって Prevotel la の相対豊富度が低下してい

たため，その報告と整合性はみられるものの Prevotel la の腸内細菌叢

全体に占める割合は低く，それ単体が内臓知覚過敏に関与している

とは考え難い．前節でも触れた通り，特定の菌単体ではなく腸内細

菌叢全体の変化，すなわち dysbiosi s が病態に影響している可能性が

考えられる．  

本検討で FMT が IBS の治療法の選択肢となる可能性が示唆された．

しかしながら実際に臨床応用する際には，他人の糞便を受け入れな

ければならないことに対するレシピエント側の精神的な受け入れ準

備，非特定な細菌や真菌も同時に移植されるために伴う感染のリス
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ク，手技に伴う穿孔や誤嚥などのリスク，等の問題が少なからず存

在する 6 6 ) , 6 7 )．現在は IBS 患者の腸内細菌叢に介入する治療としてプ

ロバイオティクスの投与が広く行われており，実際本邦のガイドラ

インにおいても推奨度 A となっている 1 6 )．しかし，プロバイオティ

クスの経口投与は比較的安価で安全性が高いものの，実際にそれの

みで IBS が寛解するケースを経験することは少ない．また海外にお

いては，  “Recommendat ions  for  Probio t ic  Use:  Update 2015”によると

IBS に対して有効性 A とされるプロバイオティクスはなく，

Bif idobacterium infant is  B5624 と VSL#3 が有効性 B とされるにとどま

っている 6 8 )．  

本検討の問題点としては先の急性ストレス負荷動物モデルと同じ

く，単一種の雄性ラットでのみ検討を行っている点，炎症性サイト

カイン， SCFA，神経伝達物質，HPA axis 関連ホルモンの変化を評価

していない点の他に，WAS 負荷を行わず FMT を行う Sham WAS と

FMT の組み合わせの検討が未実施であった点などが挙げられる．ま

た，先のシャトル箱法の動物モデルではうつ病様の行動変化を呈す

る個体が少なかったため，腸内細菌叢への介入の有効性を検討する

モデルには止むを得ず WAS 負荷 IBS モデルを用いたことも問題点と

して挙げられる．その結果，Lactobaci l lus の増減の変化は期せずして

二つのモデル間で反対の結果となった．この結果は，同じ内臓知覚

過敏という病態であっても，いくつかの行動変化のパターンとそれ

に対応した dysbios is のパターンを介して出現している可能性がある

ことを示唆している．今回検討することはできなかったが，シャト

ル箱法の動物モデルには Lactobaci l lus 投与は効果が期待できないと

想定され，同様に様々なストレッサーが病態に関与するヒトの IBS

に対して単一菌種由来のプロバイオティクスを臨床応用することに

は限界があると予想される．  

そこで我々は， FMT の有効性とプロバイオティクスの安全性を兼

ね備えた方法として，内臓知覚過敏の抑制に関連している優勢菌種

を同じ動物のドナーの糞便から単離し，培養して FMT に代用する方
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法を考案した．これは我々の今回の研究で特徴的な点である．プロ

バイオティクスの効果を左右する因子の一つとして，個体への生着

の成否が挙げられる．菌の生着の成否にはドナーとレシピエントと

の相性があるため，その動物から単離したプロバイオティクスは高

い効果が期待できると想定した上での検討であった．実際に WAS 負

荷 IBS モデルで検討したところ，期待通りの内臓知覚過敏の改善が

みられ，その効果は FMT とほぼ同レベルであった．この手法であれ

ば FMT に伴うレシピエント側の精神的な問題や感染のリスク等を排

除できる．また患者の人種，年齢，性別，食物，居住環境などの背

景に合わせて菌種を選定して対応することによって，より適切な治

療が可能になるものと考える．今後さらなる検討が必要と考える．  
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第７章  結論  

 

ストレス対策は現代の社会人にとって身近で重大な課題である．精

神的ストレスは様々な疾患の原因となることが知られているが，その

中でも IBS は有病率が高く，患者の QOL を著しく低下させる疾患であ

る．  

今回我々は動物モデルを用いて，ストレスはどのような行動変化を

引き起こし，どのような消化器症状と腸内細菌叢の変化を引き起こす

のか，という MGB axis の一連の流れを同時に直接検討すると共に，IBS

モデルにおける FMT や自家培養菌の投与の有効性を検討した．  

急性ストレス負荷動物モデルの実験において，精神的ストレスへの

曝露により dysbios is がみられ，行動変化や内臓知覚過敏を惹起する一

因となっていることが示された．また WAS 負荷 IBS モデルの実験にお

いて， FMT や自家培養菌の投与が内臓知覚過敏の出現抑制に効果的で

あることが示された．  

近年，個別化医療という概念が盛んに提唱されている．それは，患

者の個人レベルで病気の原因を特定し，最適な治療方法を施す医療の

ことを指す．最も早くその臨床応用を期待されているのが癌領域であ

り，癌細胞の遺伝子検索解析が対象となっている．今回我々が行った

自家培養菌の投与は，まさに dysbios is に由来する疾患に対する個別化

医療モデルである．すなわち， FMT は正常の腸内細菌に入れ替える汎

用性の高い「はまった治療」であるが，個別に腸内細菌の異常を解析

し同種の動物から単離した菌を用いて介入する手法も病態を改善させ

得ることが示された．現時点において IBS の治療に個別化医療を応用

するのは，費用対効果の面で困難と考える．しかし，遺伝子検索解析

のコストは年々飛躍的に低下しており，個別化医療に移行する時代が

遠くない未来に訪れるかもしれない．今後の研究のさらなる進展と臨

床応用が期待される．  
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略語説明  

 

5-HT 5-hydroxyt ryptamine  

/  se ro tonin  

5-ヒドロキシトリプタミン  

/  セロトニン  

ACTH adrenocor t ico t ropic  hormone  副腎皮質刺激ホルモン  

ANOVA analys i s  of  var iance  分散分析  

cDNA complementary deoxyr ibonucle ic  ac id  相補的デオキシリボ核酸  

CNS cent ra l  nervous  sys tem  中枢神経系  

CRD colorec ta l  d i s tens ion  結腸直腸膨張刺激  

CRH cor t ico t ropin  re leas ing hormone  副腎皮質刺激ホルモン放出  

ホルモン  

CVS chronic  var iable  s t ress  慢性変動ストレス  

EC cel l  enterochromaff in  ce l l  腸クロム親和性細胞  

ENS enter ic  nervous  sys tem  腸管神経系  

FGID funct ional  gas t ro in test ina l  d i sorder  機能性胃腸障害  

FMT feca l  microbio ta  t ransplanta t ion  糞便微生物移植  

GAS genera l  adapta t ion  syndrome  汎適応症候群  

GF germ f ree  無菌  

HPA axis  hypotha lamic -pi tu i ta ry -adrenal  ax is  視床下部―下垂体―副腎  

皮質軸  

IBS  i r r i t able  bowel  syndrome  過敏性腸症候群  

LH l earned  he lp lessness  学習性無力感  

MGB axis  microbio ta -gut -bra in  axis  腸内細菌叢―腸―脳軸  

mRNA messenger  r ibonucle ic  ac id  伝令リボ核酸  

PCoA pr inc ipa l  coordinate  ana lys i s  主座標分析  

PCR polymerase  cha in  reac t ion  ポリメラーゼ連鎖反応  

PTSD pos t -t raumat ic  s t ress  d i sorder  心的外傷後ストレス障害  

RT reverse  t ranscr ip t ion  逆転写反応  

SCFA shor t -cha in  fa t ty  ac id  短鎖脂肪酸  

WAS water  avoidance  s t ress  水回避ストレス  
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図 1 急性ストレス負荷試験の概要 (  22) ,24)より引用，改変 )  

 

A 試験全体の流れと各セッションの条件  

B 行動試験の概要と回避・逃避試験の成績判断基準  
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図 2 Colorectal  di s tension (CRD)  負荷装置の概略図  
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図 3 急性ストレス負荷後における CRD の閾値の比較  

 

 A CON 群 (n=5)， LH 群 (n=5)，NLH 群 (n=10)における比較． LH 群は

CON 群と比較して有意に閾値の低下を認めた (*p<0.05)．  

 B NLH 群を PTSD 群 (n=5)と NPT 群 (n=5)に分け， CON 群 (n=5)と比

較．各群間に明らかな差は認めなかった．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には one way ANOVA，post  

hoc には Tukey-Kramer 法を使用した．  
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図 4 
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図 4 急性ストレス負荷後における腸内細菌叢の比較  

(LH 群，門レベル )  

 

 A 各個体における門レベルの相対豊富度．  

 B 各グループにおける門レベルの相対豊富度の比較．CON 群 (n=5)，

LH 群 (n=5)，NLH 群 (n=10)． LH 群において Actinobacteria の相対

豊富度が CON 群と比較して有意に高値であった (*p<0.05)．  

 

B のデータは平均値で示した．統計には Kruskal -Wall i s 検定，post  hoc

には Steel -Dwass 法を使用した．  
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図 5 
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図 5 急性ストレス負荷後における腸内細菌叢の比較  

(LH 群，科レベル )  

 

 A 各個体における科レベルの相対豊富度．存在比率 0.1%以上の上位

27 科．  

 B 各グループにおける科レベルの相対豊富度の比較．存在比率 0.1%

以上の上位 27 科．CON 群 (n=5)，LH 群 (n=5)，NLH 群 (n=10)．LH

群において Clostr idiales  incertae sedis の相対豊富度が CON 群と比

較 し て 有 意 に 低 く ， Lactobaci l laceae ， Turicibacteraceae ，

Peptost reptococcaceae， Bifidobacteriaceae の相対豊富度が CON 群

と比較して有意に高値であった (*p<0.05)．また，NLH 群において

S24-7 の 相 対 豊 富 度 が CON と 比 較 し て 有 意 に 高 く ，

*[Mogibacteriaceae]の相対豊富度が CON と比較して有意に低値で

あった (#p<0.05)．  

 

B のデータは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検

定， post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  

 

*  QIIME 解 析 時 ， Greengenes database に よ り Clost r idiales 目

Mogibacteriaceae 科として分類．  
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表 1 急性ストレス負荷後における腸内細菌の相対豊富度  

(LH 群，属レベル )  

 

各グループにおける属レベルの相対豊富度の比較．存在比率 0.1%以

上の上位 28 属．CON 群 (n=5)， LH 群 (n=5)，NLH 群 (n=10)． LH 群にお

いて Clostr idiales  incertae sedis の相対豊富度が CON 群と比較して有意

に低値であった (p<0.05)．また LH 群において Lactobaci l lus，Turicibacter，

Peptostreptococcaceae incertae sedis， Bif idobacterium の相対豊富度が

CON 群と比較して有意に高値であった (p<0.05)．一方，NLH 群におい

て S24-7 incertae  sedis の相対豊富度が CON と比較して有意に高く，

**[Mogibacteriaceae]  incertae sedis の相対豊富度が CON と比較して有

意に低値であった (p<0.05)．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検定，

post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  

 

** QIIME 解 析 時 ， Greengenes database に よ り Clost r idiales 目

Mogibacteriaceae 科として分類，所属位置不明．  
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図 6 
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図 6 急性ストレス負荷後における腸内細菌叢の比較  

(PTSD 群，門レベル )  

 

 A 各個体における門レベルの相対豊富度．  

 B 各グループにおける門レベルの相対豊富度の比較．CON 群 (n=5)，

PTSD 群 (n=5)，NPT 群 (n=5)．  

 

B のデータは平均値で示した．統計には Kruskal -Wall i s 検定，post  hoc

には Steel -Dwass 法を使用した．  
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図 7 
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図 7 急性ストレス負荷後における腸内細菌叢の比較  

(PTSD 群，科レベル )  

 

 A 各個体における科レベルの相対豊富度．存在比率 0.1%以上の上位

27 科．  

 B 各グループにおける科レベルの相対豊富度の比較．存在比率 0.1%

以上の上位 27 科．CON 群 (n=5)，PTSD 群 (n=5)，NPT 群 (n=5)．PTSD

群において S24-7 の相対豊富度が CON 群と比較して有意に高値で

あった (*p<0.05)．一方，NPT 群において *[Mogibacteriaceae]の相

対豊富度が CON 群と比較して有意に低値であった (#p<0.05)．  

 

B のデータは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検

定， post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  

 

*  QIIME 解 析 時 ， Greengenes database に よ り Clost r idiales 目

Mogibacteriaceae 科として分類．  
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図 8 
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図 8 急性ストレス負荷後における腸内細菌の多様性の検討  

(LH 群 )  

 

 A α 多様性の評価，Shannon index の比較．CON 群 (n=5)，LH 群 (n=5)，

NLH 群 (n=10)． LH 群は他二群と比較して低い傾向を示した．  

 B β 多様性の評価，PCoA．CON 群 (n=5)，LH 群 (n=5)，NLH 群 (n=10)．

LH 群は他二群と比較して異なる分布を示した．  

 C 平均 UniFrac  距離 (weighted)解析．CON 群内 (n=10)，LH 群内 (n=10)，

NLH 群内 (n=45)，CON 群― LH 群間 (n=25)，LH 群―NLH 群間 (n=50)，

NLH 群―CON 群間 (n=50)．CON 群― LH 群間の平均 UniFrac 距離

が CON 群内の平均距離よりも有意に高く (**p<0.01)，また LH 群

内の平均距離よりも高い傾向を示した．  

 

A，C のデータは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is

検定， post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  
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図 9 
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図 9 急性ストレス負荷後における腸内細菌の多様性の検討  

(PTSD 群 )  

 

 A α 多様性の評価，Shannon index の比較．CON 群 (n=5)，PTSD 群 (n=5)，

NPT 群 (n=5)．  

 B β 多様性の評価，PCoA．CON 群 (n=5)，PTSD 群 (n=5)，NPT 群 (n=5)．

PTSD 群は CON 群と比較して異なる分布を示した．  

 

A のデータは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検

定， post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  
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図 10 「水回避ストレスモデルを用いた内臓知覚過敏に対する糞便  

微生物移植の有効性の検討」のタイムライン  

 

 WAS または Sham WAS の負荷は 1 日 1 時間， 10 日間連続で実施し，

FMT は WAS 負荷開始日より 1 日 2 回， CRD 実施日を除いて連日実施

した．また WAS 負荷開始の前日 (day0)，WAS 負荷終了の翌日 (day11)，

6 日後 (day16)， 11 日後 (day21)に CRD を実施した．  

 

WAS water  avoidance s t ress   水回避ストレス  

CRD colorectal  dis tension    結腸直腸膨張刺激  

FMT fecal  microbiota  t ransplantat ion  糞便微生物移植  
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図 11 WAS 負荷前後の CRD の変化  

 

Sham+PBS 群 (n=9)，WAS+PBS 群 (n=8)，WAS+FMT 群 (n=9)における

比較．WAS 負荷前後における CRD の閾値の変化量を比較した．WAS

負 荷 終 了 翌 日 (day11) で は WAS+PBS 群 に お け る 閾 値 の 変 化 量 は

Sham+PBS 群と比較して有意に低下しており (*p<0.05)，WAS+FMT 群に

おける閾値の変化量は WAS+PBS 群と比較して有意に上昇していた

(**p<0.01)．  

以降 day16 と day21 ではいずれも有意差は認めなかったものの，

WAS+PBS 群における閾値の変化量は低下している傾向であった．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には one way ANOVA，post  

hoc には Tukey-Kramer 法を使用した．  
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図 12 
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図 12  WAS 負荷終了後 (day10)の腸内細菌叢の比較 (門レベル )  

 

 A 各個体における門レベルの相対豊富度．  

 B 各グループにおける門レベルの相対豊富度の比較． Sham+PBS 群

(n=5)，WAS+PBS 群 (n=5)，WAS+FMT 群 (n=5)．WAS+FMT 群にお

いて Actinobacteria の相対豊富度が Sham+PBS 群と比較して有意

に高値であった (*p<0.05)．  

 

B のデータは平均値で示した．統計には Kruskal -Wall i s 検定，post  hoc

には Steel -Dwass 法を使用した．なお，この図における“ Sham”は

Sham+WAS，“ PBS”は WAS+PBS，“ FMT”は WAS+FMT をそれぞれ表

している．  
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図 13 
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図 13  WAS 負荷終了後 (day10)の腸内細菌叢の比較 (科レベル )  

 

 A 各個体における科レベルの相対豊富度．存在比率 0.1%以上の上位

21 科．  

 B 各グループにおける科レベルの相対豊富度の比較．存在比率 0.1%

以上の上位 21 科．Sham+PBS 群 (n=5)，WAS+PBS 群 (n=5)，WAS+FMT

群 (n=5)．WAS+FMT 群において Bifidobacteriaceae の相対豊富度が

Sham+PBS 群と比較して有意に高く (#p<0.05)，また WAS+PBS 群

において Staphylococcaceae の相対豊富度が Sham+PBS 群と比較し

て有意に低値を示した (*p<0.05)．  

 

B のデータは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検

定，post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．なお，この図における“ Sham”

は Sham+WAS，“ PBS”は WAS+PBS，“ FMT”は WAS+FMT をそれぞれ

表している．  

  



- 64 - 

 

図 14 WAS 負荷前後における腸内細菌叢の変化  

 

それぞれの群において WAS 負荷前後の各腸内細菌の変化を比較した．

WAS 負荷後における存在比率 0.1%以上の上位 31属において，WAS+PBS

群で有意な変化を認め，WAS+FMT 群と Sham+PBS 群で有意な変化を認

めなかった菌は，Lactobaci l lus，SMB53，*[Prevotel la]，**Prevotel la で

あった (すべて *p<0.05)．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には paired t - tes t を使用し

た．なお，この図における“ PBS”は WAS+PBS を表している．  

 

*  QIIME 解析時，Greengenes  database により Paraprevotel laceae 科

Prevotel la 属として分類．  

** QIIME 解析時， Greengenes database により Prevotel laceae 科

Prevotel la 属として分類．  
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図 15 WAS 負荷中 Lactobaci l lus 投与における CRD の変化  

 

WAS+Lac 群 (n=7)，Sham+PBS 群 (n=9)，WAS+PBS 群 (n=8)，WAS+FMT

群 (n=9)における比較．WAS 負荷前後における CRD の閾値の変化量を

比較した．WAS+PBS 群における閾値の変化量は Sham+PBS 群と比較し

て有意に低下しており (*p<0.05)，WAS+FMT 群と WAS+Lac 群における

閾値の変化量は WAS+PBS 群と比較して有意に上昇していた (双方とも

*p<0.05)．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には one way ANOVA，post  

hoc には Tukey-Kramer 法を使用した．  
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図 16  WAS 負荷中 Lactobaci l lus 投与における大腸タイトジャンク  

ション mRNA 発現の変化  

 

WAS+Lac 群 (n=7)，Sham+PBS 群 (n=6)，WAS+PBS 群 (n=6)，WAS+FMT

群 (n=9)における比較．近位結腸における Claudin-1 の mRNA 発現量を

比較した．WAS+PBS 群では Sham+PBS 群と比較して減少する傾向を認

めた．  

 

データは平均値±標準誤差で示した．統計には Kruskal -Wall is 検定，

post  hoc には Steel -Dwass 法を使用した．  

 


