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第 1章 緒言 

 

第 1節 軽度頭部爆傷 

  テロリズムによる攻撃は，2014 年をピークに 2019 年には世界で 14,000 人

以上の犠牲者が発生している[1]．近年はテロリストによる即席爆発装置の使

用が頻発しており，その結果，爆風による外傷性脳損傷  (blast-induced 

traumatic brain injury : bTBI) の割合が増加している[2,3]．イラク戦争における

外傷性脳損傷の 98%は爆風によるものであった[4]．低エネルギーの爆発装置

もしくは爆発点より比較的距離をおいて受傷した患者のほとんどは，

Computed Tomography (CT) 検査や Magnetic Resonance Imaging (MRI) 検査で急

性期の異常所見がないことから軽症と診断される[5,6]．しかし頭痛，動悸，

倦怠感の他，過敏性腸症候群 (Irritable bowel syndrome : IBS) の症状に類似した

便秘や下痢などの持続的な消化器症状を呈する患者が意識消失を伴った軽度

bTBIの患者で多かったという報告がある[2]．加えて心的外傷後ストレス障害，

抑うつ，不安などの心理的変化がみられ[7–9]，外傷性脳損傷 (traumatic brain 

injury : TBI) と診断された退役米国軍人の 89％が精神科の診断を受けたとの報

告があり[3]，これらの精神症状は社会的な問題となっている． 

  bTBI は複雑な効果が作用することで受傷することがわかっている．その受

傷機転から 1から 4次爆傷に分類される．1次爆傷は爆風そのものに起因した

衝撃波による直接的な損傷，2 次爆傷は爆発物の飛散や爆発により推進され

た物体による損傷，3 次爆傷は爆風により吹き飛ばされた受傷者が地面や物
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体などに衝突することで生じる損傷，4 次爆傷はその他であり熱傷，化学物

質による損傷や被曝による損傷などを含む[10]．2，3 および 4 次爆傷は bTBI

に特異的なものではないためその病態生理は比較的報告があるものの，1 次

爆傷に関しては未だに解明されていないことが多い． 

 

 第２節 衝撃波 

  衝撃波とは，物理現象が起きた際に媒質の急激な圧力変化により流体中を

伝播する変化のことであり，圧力波の一種である．爆傷においては，爆発に

より急激な空気圧変化が生じ，それが爆発点から離れた地点に到達すること

で生体に影響を与える[11]．爆発による衝撃波は，圧上昇が極めて速く，ピ

ーク圧が高いという特徴を持つ[12]．衝撃波による頭部へのダメージの特徴

は直撃損傷 (coup injury) や対側損傷 (contrecoup injury) ，回転性損傷がなくと

も神経外傷を誘発することである[13]． 

これまでに bTBI動物モデルとして微小な爆発を頭部付近で発生させたモデ

ル[14]，Shock tube を用いたモデル[15]，Blast tube を用いたモデル[16]，エア

ーガンを用いたモデル[17]などが報告されているが，2，3 および 4 次爆傷を

完全に排除することや再現性高くエネルギーをターゲット臓器に伝播させる

ことが困難であった．1次爆傷によるTBI，特に衝撃波による影響を観察する

ためには頭部にのみ衝撃波だけを伝播させることが重要である．近年，本校

からレーザーにより衝撃波を誘起 (Laser-induced shock wave : LISW) したモデル

が開発された[18]．このモデルは 2，3 および 4 次爆傷の影響を完全に排除す



3 

 

ることができ，かつ頭部にのみ衝撃波を伝播させることができる．LISW に

よる頭部爆傷の病態生理は，詳細は未だわかってはいないものの，全身の生

理的パラメータに明確な変化が認められない条件下においても，脳波の抑制，

低酸素血症状態やミトコンドリアのエネルギー障害を示す信号変化が観察さ

れたと報告されている[12]．LISW を用いると軽症の bTBI モデルを再現性高

く作製することができ，その病態生理解明に期待されている． 

 

 第３節 過敏性腸症候群 

IBS とは少なくとも診断の 6 カ月以上前に症状が出現し，腹痛が最近 3 カ

月で週に 1 日以上あり，① 排便に関連している，② 排便回数の変化に関連し

ている，③ 便形状 (外観) の変化に関連している，といった特徴を 2 項目以上

認めるものと定義されている．加えてその原因が悪性腫瘍や炎症性腸疾患と

いった器質的疾患によるものではないものである[19]．本邦の有病率は 6.1～

14.2％，女性の方が 1.2～1.7 倍多いとの報告がある[20–23]．IBS 患者の便形

状は様々であり，その形状に応じて便秘型 (IBS-C) ，下痢型 (IBS-D) ，混合型 

(IBS-M) ，分類不能型 (IBS-U) の４型に分類される[19]． 

  IBS の病因は，これまでに，感染性腸炎[24]，腸内細菌[25]，心理学的異常

[26]，遺伝[27]などが提唱されてきたが，ストレス[28]の関与が非常に重要で

あることがわかっている．特に近年は脳と消化管の機能を統合する双方向性

の神経・内分泌性コミュニケーションシステムの障害により，症状が発現す

るという脳腸相関の関与が注目されている[29,30]．つまり，ストレスが脳腸
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相関に影響を与え，消化管運動の異常や内臓知覚過敏，腸管透過性亢進や微

小炎症に影響を与え，IBS としての症状が出現すると考えられ，上述した軽

症の頭部外傷もその原因となっている可能性がある． 

  便通異常は排便回数や便の性状により評価可能であるが，内臓知覚過敏は

自覚症状によるところが大きく，問診による聴取での評価が中心である．内

臓知覚の異常を直接検出する方法としてバロスタット法が導入された[31]．

これは被検者に経肛門的に大腸内にバルーンバッグを挿入し，それを加圧す

ることで大腸に伸展刺激を加え，疼痛刺激が生じたバルーンバッグ径や内圧

を測定する Colorectal distension (CRD) testにより評価する方法である．IBS患

者は健常者と比較して大腸の感覚過敏があり，痛覚は低い閾値を示す[31]．

バロスタット法はその後動物実験に応用され，ラットの大腸伸展刺激の評価

が可能になった[32]． 

  IBS の病態モデルはこれまでにストレスにより惹起させるものと炎症によ

り惹起させるものが報告されている．ストレスによるものは身体拘束モデル

[33]や水回避モデル[34]，幼少期早期に母子分離させるモデル[35]などがある．

炎症によるモデルは感染性腸炎後 IBS や炎症性腸疾患の寛解期にみられる

IBS 症状残存のモデルとしては最適かもしれないが，それが全てではないた

め，近年はストレスによるモデルが使用されることが多い． 
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 第４節 脳腸相関 

 IBS 患者の消化器症状はストレス曝露時に増悪する．ストレス曝露時には

大腸運動の亢進が見られ，大腸平滑筋電図のスパイク状電位活動の亢進がみ

られた[36]．また IBS患者の脳波の解析では power spectraにおいて α powerの

減衰と β powerの増強がみられ，中枢神経の感受性が亢進していた[37]．また

functional MRI による機能的脳活動の評価では，IBS 患者では直腸の刺激で異

常な脳活動が島皮質，前頭前野，視床，上側頭回，右下頭頂小葉で惹起され

たと報告されている[38,39]．このように脳と消化管は機能的に深く関連して

おり，脳腸相関と呼ばれている．IBS の病態生理の重要部分を占めているの

は脳腸相関であると考えられている[26]． 

 

 第５節 Corticotropin-releasing hormoneと消化管機能 

 Corticotropin-releasing hormone (CRH) は 41 のアミノ酸からなるペプチドホ

ルモンである．視床下部から分泌され，下垂体門脈を介して下垂体前葉に到

達し，Adrenocorticotropic hormone (ACTH) の放出を促す．これにより副腎か

らの glucocorticoid の分泌が刺激され，ストレス反応を引き起こす．これは

HPA軸 (hypothalamic-pituitary-adrenal axis) とよばれ，代謝や免疫に影響を及ぼ

すことがわかっている．CRH の受容体である CRH receptor (CRHR) は，下垂

体前葉のみではなく腸管壁内神経叢をはじめ様々な細胞や臓器に発現してい

る[40]．CRH を IBS 患者に投与すると健常者に比較して有意に大腸の壁運動
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が亢進し，腹部症状が増悪する[41]．これはラットの IBS モデルでも再現さ

れている[42,43]． 

  CRHRには type 1 (CRHR1) と type 2 (CRHR2) があり[44]，それを介して様々

な生理作用を引き起こす．IBS モデルラットに CRHR1 の選択的 agonist を投

与すると消化管運動が促進されるが，CRHR2 の選択的 agonist の投与では変

化はなく，加えて，CRHと CRHR1の選択的 antagonistをともに投与すると消

化管運動促進は認めなった．つまり CRHR1 はストレスに関連した大腸壁運

動亢進や壁伸展の感覚の過敏性亢進に関与しているということがいくつかの

研究で明らかになっている[45–47]．さらに大腸の壁運動において CRHR2 の

シグナルは CRHR1の作用を抑制し[48]，大腸の CRHRは IBSの症状の発現に

重要な因子となっていると考えられている． 

 

 第６節 過敏性腸症候群と粘膜透過性亢進 

 腸は栄養成分や水分といった生命維持に必要不可欠な物質を吸収する．そ

れと同時に管腔内の病原体や抗原に常に曝露されており，これらを適切に排

除するためのバリア機構を有している．腸管バリア機能は物理的バリア，環

境バリア，生物学的バリアの 3 つに大別される．その中でも物理的バリアの

うちタイトジャンクションは不要な物質の排除とともに細胞外経路を介した

イオンや分子，タンパク質や脂質の移動を司る最も重要な因子の一つである

[49]．タイトジャンクションの構造は，膜貫通型タンパク質の細胞質ドメイ

ンが zonula occludens (ZO)-1 proteinなどの細胞内の裏打ちタンパク質に結合し
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細胞骨格アクチンフィラメントに固定されている[50]．IBS 患者の盲腸では

ZO-1をはじめとする裏打ちタンパク質の messenger ribonucleic acid (mRNA) 発

現が低下しており，消化管粘膜透過性が亢進していることがわかっている

[51]． 

 

 第７節 過敏性症候群と腸内細菌叢 

 IBS では健常者と比較すると腸内細菌叢が異なることがわかっている．

Enterobacteriaceae，Lactobacillaceae，Bacteroides が増加し，Bifidobacterium，

Faecalibacterium が減少していたという報告がある[52]．特に Bifidobacterium

はプロバイティクスとして用いられ，奏効している[53]．しかし，IBSの病態

は腸内細菌叢の変化だけで一元的に説明できるわけではなく，プロバイオテ

ィクスの投与が全ての IBS 患者に効果があるわけではない．現在，次世代シ

ーケンサーによる解析がさかんに行われており，新薬の開発や患者プロファ

イル等に期待されている． 

 

 第８節 本検討における仮説と目的 

 本研究では，bTBIを受けたヒトでは IBSに特徴的な下痢・腹痛・便秘とい

った消化器症状が出現することがあることに注目し，LISWによる bTBIラッ

トモデルでも IBSと同様の病態生理が生じているのではないかという仮説を

立てた．そのため，IBSの主要病態である内臓知覚過敏が本モデルにおいて

生じているかを検討した．加えて脳腸相関が病態に関与しているかを，CRH

や，CRHRの antagonistが IBSの症状に関与していることに注目し，これら
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を投与することで内臓知覚に影響するのかを検討した．さらに IBSでは粘膜

透過性亢進や腸内細菌叢の変化が生じていることに注目し，本モデルで同様

の変化が生じているのかを検討した． 
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第２章 レーザー誘起衝撃波の頭部照射による直腸粘膜へ

の影響の検討 

 

第１節 目的 

  IBS は器質的疾患の除外が必要であることから，bTBI ラットモデルに IBS

と同様の病態生理が生じていることを示すには，まず器質的疾患の除外が必

要である．bTBI による消化管粘膜障害の誘発が消化器症状の原因となってい

る可能性も否定できないため，LISW による bTBI ラットモデルを用いて直腸

に粘膜障害が生じていないことを確認することを目的とした． 

 

第２節 方法 

第１項 動物 

   9 週齢 (230～270 g) の Wistar系雄系ラット (日本 SLC，静岡) を用いた．

プラスチックゲージに 3～4 頭ずつ飼育し，温度 21～23°C，湿度 55%，12 

時間ごとの明暗サイクルの環境下で飼育した．実験は入荷後最低 4 日間の

馴化期間を経た後に開始し，ラットの飼育は，防衛医科大学校実験動物に

関するガイドラインに従い，標準実験食 (日本クレア，東京) を与え，餌と

水は自由に摂取させた．また全ての実験計画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. 18011) ． 
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  第２項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 

   LISW の発生方法についての簡略図を図 1A に示す．レーザーを黒色天然

ゴムに照射すると熱膨張し衝撃波が生じる．それを polyethylene 

terephthalate (PET) 樹脂でできたシートで蓋をすることで衝撃波を組織に伝

えることができる．レーザーは Q-switched Nd: YAGレーザー (Brilliant B，

Quantel，フランス共和国) により発生させた．条件はパルス幅 6 ns FWHM，

波長 532 nmとし，１ 回照射量は 2.4 J/cm2とした．直径 8 mm，厚さ 0.5 mm

の円形の天然ゴムを，1 辺 1 cm，厚さ 1 mmの正方形の PET樹脂に接着し

たものをアタッチメントとして用いた． 

ラットはイソフルラン吸入用麻酔 (和光純薬工業，大阪) を用いて 4%の

濃度で導入麻酔し，レーザー装置に固定した．その後維持麻酔は 2%の濃

度で行い，頭部を十分に剃毛した．両耳介を結ぶ線上に，正中線から左右

対称に間隔 5 mm，さらに各点から前方 5 mmの部位に，脳全体をカバーす

るように 4 点のマーキングを行った (実際のマーキング写真を図 1Bに，模

式図を図 1C として示した) ．その後，ゼリー (超音波検査用プロゼリー，

ジェクス，大阪) を少量天然ゴム部に塗布し，天然ゴムの円の中心にマー

キングが来るように圧着させた．レーザーを天然ゴムの中央に照射し

LISWを発生させ，これを各マーキングに 1 発ずつ，合計 4 回繰り返した．

これを LISW群 (n = 6) とした．sham操作として，同様に導入麻酔，剃毛と

マーキングを行い，レーザーの照射は行わずにゲージに戻した．なお，

sham 操作の維持麻酔時間は LISW 群の維持麻酔時間と整合性をとるために，



11 

 

およそ 10 分とした．これを SHAM群 (n = 6) として対照群とすることとし

た． 

 

第３項 直腸粘膜の評価 

LISW照射もしくは sham 操作を行った 3 日後にラットをイソフルラン吸

入により安楽死させ，直腸を摘出した．長軸方向に切開し，直ちに 10%中

性緩衝ホルマリン液 (pH 7.4，和光純薬工業，大阪) で固定を行い，パラフ

ィン包埋し，切片を作成，Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行った．炎症の程

度は，MacPhersonらが報告した大腸炎の評価法をもとに[54]，grade 1 : 正常

粘膜，grade 2 : 炎症性粘膜，点状出血，粘液の増加あり，grade 3 : 直径 7 

mmまでの潰瘍性領域あり，縦走ひだ基部のスリット状病変あり，grade 4 : 

直径 15~30 mm のびまん性潰瘍あり，炎症性ポリープ様の粘膜残存あり，

grade 5 : 直径 45 mmまでのびまん性の深い潰瘍あり，潰瘍底は線維組織と

顆粒状物質で覆われており，新鮮出血なし，grade 6 : 穿孔に近い深い潰瘍

あり，と定義してスコアリングした．判定は検体を盲検化した上で，2 名

の実験者により行った． 

 また潰瘍形成には至らない軽微な炎症変化を評価することを目的に，

Cameronらが報告した評価法をもとに[55]，光学顕微鏡 (BZ-X810，Keyence，

大阪) 200 倍で 1 検体につき，5 カ所撮影し，粘膜面積をトレースして計測

し，粘膜内の単核球数を測定し平均値を比較した． 
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第４項 統計学的処理 

 各データは平均値 ± 標準誤差で表した．各群間の比較分析では Leveneの

等分散性検定を用いて，データの同時性を調べた．等分散の群間では

Student’s t-testを用いた．スコアの比較には Wilcoxon rank-sum testを用いた．

統計解析には JMP PRO software ver.15.2.0 (SAS Institute，アメリカ合衆国) を

用い，p値 0.05 未満を統計学的有意差ありとした． 

 

 第３節 結果 

HE 染色を行った直腸組織像を図 2A に示す．SHAM 群，LISW 群ともに潰

瘍形成，びらん，陰窩膿瘍，胚細胞の消失はなかった．大腸炎のスコア (図

2B) は SHAM群が 1.17 ± 0.11，LISW群が 1.27 ± 0.13であり有意差を認めなか

った (p = 0.53) ．粘膜内の単核球数 (図 2C) に関しては，SHAM群が 1 mm2あ

たり 2003 ± 169 個，LISW群が 1932 ± 151 個と有意差を認めなかった (p = 0.76) ． 

 

第４節 小括 

   LISW を照射した 3 日後のラットの直腸には粘膜障害は生じていなかった．

また軽微な炎症を示唆するような粘膜内への単核球の浸潤は増加していなかっ

た． 
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第３章 レーザー誘起衝撃波の頭部照射による直腸過敏性

への影響の検討 

 

第１節 目的 

 軽症の bTBI動物モデルにおいて消化管の内臓知覚過敏に与える影響をみた報

告はこれまでにない．今回，LISW による bTBI ラットモデルを用いて直腸にお

ける内臓感覚に変化が生じているのかをバロスタット法を用いることで検討し

た．また大腸の CRHR は IBS の症状の発現に重要な因子となっていると考えら

れているため，本モデルでその変化が生じているかを確認するため直腸組織の

CRHRの mRNA発現を定量することで評価した． 

 

第２節 方法 

第１項 動物 

  使用動物および飼育環境や方法は，第２章 第２節 第１項と同様であ

る．また全ての実験計画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. 18011) ． 

 

第２項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 

  レーザーの条件や LISWの発生方法，ラットへの照射方法，sham操作に関

しては第２章 第２節 第２項と同様である． 
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 第３項 直腸過敏性の評価 

  内臓感覚異常を定量する方法であるバロスタット法のうち，CRD test によ

る評価を行った．イソフルラン吸入用麻酔を用いて 4%の濃度で麻酔し，腹

壁が観察しやすいように剃毛を行った．透明アクリルケースに入れ，内視鏡

用潤滑ゼリー (スループロゼリー，カイゲンファーマ，東京)を塗布した直径 

2 cm のバルーン付きカテーテルを愛護的に経肛門的に挿入し，バルーン中心

がおよそ直腸に位置するように調整し，尾根部でテープ固定した．その後，

イソフルランの麻酔効果が完全に消失するまで 15 分間静置した．バルーン付

きカテーテルは Distender Series IIR (G & J Electronics，Ontario，カナダ) によ

り制御し，0 mmHgから開始し，60 mmHgまで 1 mmHg/secで加圧した．ラッ

トの腹筋が疼痛刺激で収縮し始める圧 abdominal withdrawal reflex (AWR) を視

覚的に測定した．加圧中は動画撮影し記録を行い，最低 5 回行った．また

CRD testの間隔を 5 分以上空けた．AWRは，① 腹筋の収縮 (腹筋の単発の収

縮) ，② 腹部のつり上げ (腹壁がアーチ状になるような運動，波打つような周

期的な腹筋運動) ，③ 逃避行動 (体幹を反るような大きな運動，足を突っ張る，

暴れる) を評価項目として定義し，動画は盲検化し 2 人の実験者により評価し

その平均を算出した．LISWの照射を行ったラットを LISW群 (n = 6) ，sham

操作を行った群を SHAM 群 (n = 6) とした．LISW 照射もしくは sham 操作の

前日 (pre) および 3 日後 (post) に CRD testにより AWRを評価し，比較検討し

た． 
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  第４項 mRNAの抽出および RT-PCR法 

   直腸における mRNAの発現を reverse transcription - polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 法を用いて評価した．LISW照射もしくは sham操作後 5 

日後にイソフルラン吸入により安楽死させ，肛門より 2 cm口側の直腸を採

取し，RNAlater (Thermo Fisher Scientific，MA，アメリカ合衆国) 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，スイス連邦) を 6,500 rpm 50 秒の条件で使用した．ホモジナイズ後

は RNeasy Mini Kit (Qiagen，Hilden，ドイツ連邦共和国) を用いて RNA抽

出し，分光光度計 (Gene Quant，GE Healthcare，IL，アメリカ合衆国) で濃

度測定した後，そのうち 1.5 μg を DNAse・RNAse free water (Thermo Fisher 

Scientific) で希釈して 14 μl の水溶液を作製し逆転写反応に使用した．逆転

写反応は RNA水溶液 14 μl，Random Primer 1.25 μl (タカラバイオ，滋

賀) ，SuperScript II Reverse Transcriptase 1 μl (Thermo Fisher Scientific) ，

dNTP Mixture 0.625 μl (タカラバイオ) ，RNasin 0.625 μl (Promega，WI，ア

メリカ合衆国) ，DTT 2.5 μl (Thermo Fisher Scientific) ，First Strand Buffer 5 

μl (Thermo Fisher Scientific) を混合した後，Gene Amp PCR System 9700 

(Thermo Fisher Scientific) 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 分で行い，終了後に complementary 

deoxyribonucleic acid (cDNA) を得た． 

   cDNAを得た後，RT-PCR法を行った．1 検体あたり cDNA 3 µl (9 ng) ，

プローブ 2 µl，qPCR Mastermix (Eurogentec， Seraing， ベルギー王国) 5 µl 
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を混合して 384 well プレートに配置し，triplicate で評価した．housekeeping 

geneとして ACTB (Rn00667869，Thermo Fisher Scientific) を設定し，primer 

probeとして Crhr1 (Rn00578611，Thermo Fisher Scientific) ，Crhr2 

(Rn00575617，Thermo Fisher Scientific) を使用した．装置は Applied 

Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System，SDS software version 2.4 

(Thermo Fisher Scientific) を使用し，50°C 2 分，95°C 10 分，95°C 15 秒，

60°C 1 分の条件のもと，40 サイクル繰り返す設定とした．結果の解析には

RQ Manager 1.2.2 (Thermo Fisher Scientific) を使用し，ΔΔCt 法によって評価

した．LISW照射後のラットから採取した検体を LISW群 (n = 6) ，sham操

作後のラットから採取した検体を SHAM群 (n = 6) とし比較検討した． 

 

  第５項 直腸過敏性の経時的評価 

   CRD testを行い AWRの計測を行った 1 週後に LISW照射を行った (n = 

4) ．その 1 ，2 および 4 週後にも CRD testを行い，AWRを計測した． 

 

  第６項 統計学的処理 

 各データは平均値 ± 標準誤差で表した．各群間の比較分析では Leveneの

等分散性検定を用いて，データの同時性を調べた．等分散の群間では

Student’s t-testを用いた．対応のあるデータについては paired Student’s t-test

を行った．p値 0.05 未満を統計学的有意差ありとした． 
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 第３節 結果 

  第１項 Colorectal Distention Test 

   各群の preと postでの個々の変化を図 3Aに示す．腹筋の収縮は SHAM

群では preは 30.5 ± 1.3 mmHg，postで 32.9 ± 0.9 mmHgに対し，LISW群で

は preは 31.3 ± 1.5 mmHg，postでは 22.0 ± 2.1 mmHgであった．腹部のつ

り上げは SHAM群では preは 40.4 ± 1.1 mmHg，postで 44.0 ± 1.1 mmHgに

対し，LISW群では preは 42.2 ± 1.7 mmHg，postでは 30.4 ± 1.8 mmHgであ

った．逃避行動は SHAM群では preは 50.6 ± 1.0 mmHg，postで 53.3 ± 1.0 

mmHgに対し，LISW群では preは 52.4 ± 1.0 mmHg，postでは 40.3 ± 1.8 

mmHgであった．これらの結果を postから preを引いた変化量として図 3B

に示した．腹筋の収縮は SHAM群では 2.4 ± 0.6 mmHgであったの対し，

LISW群では-9.4 ± 1.1 mmHgと有意に低下していた (p < 0.01) ．腹部のつり

上げは SHAM群では 3.5 ± 1.1 mmHgであったの対し，LISW群では-11.8 ± 

0.9 mmHgと有意に低下していた (p < 0.01) ．逃避行動は SHAM群では 2.7 

± 0.8 mmHgであったの対し，LISW群では-12.1 ± 1.3 mmHgと有意に低下

していた (p < 0.01) ． 

 

  第２項 直腸過敏性や直腸壁運動に関わる因子の mRNA発現 

   SHAM群と LISW群の CRHR1および CRHR2の mRNAの発現量を図 3C

に示す．CRHR1の発現量は SHAM群では 1.06 ± 0.31であったの対し，

LISW群では 2.31 ± 0.37と有意に高かった (p = 0.026) ．CRHR2の発現量は
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SHAM群では 1.02 ± 0.09であったの対し，LISW群では 0.75 ± 0.08と有意

に低かった (p = 0.045) ． 

 

  第３項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 1，2および 4 週後の Colorectal 

Distention Test 

   腹筋の収縮，腹部のつり上げ，逃避行動の経時的変化を図 3Dに示す．

どの観察項目も LISW照射 1 週後にみられた閾値の低下が 4 週後まで継続

していた．腹筋の収縮は preが 33.6 ± 1.3 mmHgであったのに対し，4 週後

では 24.3 ± 2.2 mmHg (p = 0.011) ，腹部のつり上げは preが 43.3 ± 2.4 mmHg

であったのに対し，4 週後では 35.2 ± 2.1 mmHg (p = 0.044) ，逃避行動は

preが 52.8 ± 1.2 mmHgであったのに対し，4 週後では 43.4 ± 1.1 mmHg (p < 

0.001) と，どの観察項目においても閾値が有意に低下していた． 

 

 第４節 小括 

   LISWを頭部照射したラットは CRD testにおける AWRは閾値が低下して

いた．この効果は少なくとも 4 週後まで持続していた．またその直腸組織

内における CRHR1の mRNA発現量は増加し，CRHR2の mRNA発現量は減

少していた． 
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第４章 レーザー誘起衝撃波の頭部照射による直腸過敏性

亢進の抑制や増悪への影響の検討 

 

 第１節 目的 

  LISWを頭部照射すると直接粘膜障害は生じずに直腸の過敏性が亢進する

ことがわかった．また，直腸組織の CRHR1の mRNAの発現増加と CRHR2

の mRNAの発現減少がみられた．既報の他の IBS動物モデルでは，CRHを

投与すると大腸膨満刺激に対する腹痛反応が増強し，CRHRの antagonistを

投与すると CRH投与時の内臓知覚過敏が抑制される[43,56]．本モデルにおい

ても同様の反応がみられるのかを CRH (BACHEM，Bubendorf，スイス) と

CRHRの antagonistである astressin (BACHEM) を用いて，CRD testでの AWR

を測定することで検討した． 

 

第２節 方法 

  第１項 動物 

   使用動物および飼育環境や方法は，第２章 第２節 第１項と同様であ

る．また全ての実験計画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. 18011) ． 
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  第２項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 

   レーザーの条件や LISWの発生方法，ラットへの照射方法，sham操作に

関しては第２章 第２節 第２項と同様である． 

 

  第３項 直腸過敏性の評価 

   CRD testの方法は第３章 第２節 第３項と同様である．第２章より

AWRの評価項目はどれも同じような傾向となることに加え，動物に必要

以上の苦痛を与えることを避けるため，本章では逃避反応として最初に出

現する腹筋の収縮のみを観察項目とし，腹筋の収縮が十分に見られたらそ

れ以上の加圧を行わずに終了した．それ以外の AWRの測定方法は同様で

ある．LISW照射もしくは sham操作の前日 (pre) および 3 日後 (post) に

CRD testにより AWRを評価し，比較検討した． 

 

  第４項 Corticotropin-releasing hormoneの投与 

   CRHの投与方法および投与量については既報を参考に行った[46]．即ち

CRHを生理食塩水で 10 μg/mlの濃度になるように溶解し，CRD testの 30 

分前に 1 ml/kg腹腔内投与した．CRHの対照として同量の生理食塩水のみ

を腹腔内投与した．これを LISW頭部照射したラットと sham操作したラ

ットにそれぞれ行い (図 4A) ，SHAM + VEHICLE群 (sham操作と生理食塩

水のみを腹腔内投与した群，n = 4) ，SHAM + CRH群 (sham操作と CRH 10 

μg/kgを腹腔内投与した群，n = 4) ，LISW + VEHICLE群 (LISW頭部照射と
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生理食塩水のみを腹腔内投与した群，n = 6) ，LISW + CRH群 (LISW頭部

照射と CRH 10 μg/kgを腹腔内投与した群，n = 6) の 4群で比較検討した． 

 

  第５項 CRHR antagonist astressinの投与 

   astressinの投与方法および投与量については既報を参考に行った[46]．即

ち astressinを純水で 33 μg/mlの濃度になるように溶解し使用直前で pH 7.0

になるように調整した．LISW頭部照射の 30 分前に 1 ml/kg腹腔内投与し

た．対照群には astressinの溶液である純水を同量腹腔内投与した．sham操

作を行うラットには純水を同量腹腔内投与した (図 4B) ．すなわち，

SHAM + VEHICLE群 (Sham操作と純水を腹腔内投与した群，n = 7) ，

LISW + VEHICLE群 (LISW頭部照射と純水を腹腔内投与した群，n = 7) ，

LISW + ASTRESSIN群 (LISW頭部照射と astressin 33 μg/kgを腹腔内投与し

た群，n = 7) の 3 群で比較検討した． 

 

  第６項 統計学的処理 

   各データは平均値 ± 標準誤差で表した．多群間の比較には Tukey’s testを

使用した．p値 0.05 未満を統計学的有意差ありとした． 
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 第３節 結果 

  第１項 Corticotropin-releasing hormoneの投与 

   各群の preと postでの個々の変化を図 4Cに示す．SHAM + VEHICLE群

では preは 33.0 ± 1.8 mmHg，postで 31.1 ± 1.4 mmHg，SHAM + CRH群で

は preは 32.0 ± 1.3 mmHg，postで 23.1 ± 1.3 mmHg，SHAM + VEHICLE群

では preは 33.0 ± 1.8 mmHg，postで 31.1 ± 1.4 mmHg，LISW + VEHICLE群

では preは 32.8 ± 1.7 mmHg，postで 22.8 ± 0.8 mmHg，LISW + CRH群では

preは 35.5 ± 2.8 mmHg，postで 12.9 ± 1.5 mmHgであった．これらの結果を

postから preを引いた変化量として図 4Dに示した．SHAM + VEHICLE群

では-1.8 ± 1.3 mmHgであったの対し，SHAM + CRH群では 

-8.9 ± 1.1 mmHg，LISW + VEHICLE群では-10.0 ± 1.5 mmHg，LISW + CRH

群では-22.6 ± 2.9 mmHgであった．LISW + CRH群は LISW + VEHICLE群

と比較して有意に閾値が低下していた (p < 0.001) ．SHAM + CRH群と

LISW + VEHICLE群との比較では閾値の低下に有意差はなかった (p = 

0.97) ． 

 

  第２項 astressinの投与 

   各群の preと postでの個々の変化を図 4Eに示す．SHAM + VEHICLE群

では preは 29.2 ± 1.3 mmHg，postで 32.0 ± 1.0 mmHg，LISW + VEHICLE群

では preは 30.0 ± 1.7 mmHg，postで 20.9 ± 1.0 mmHg，LISW + ASTRESSIN

群では preは 32.6 ± 2.1 mmHg，postで 33.3 ± 2.0 mmHgであった．これら
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の結果を postから preを引いた変化量として図 4Fに示した．SHAM + 

VEHICLE群では-2.7 ± 1.7 mmHg，LISW + VEHICLE群では-9.1 ± 1.0 mmHg

であったのに対し，LISW + ASTRESSIN群では 0.7 ± 1.9 mmHgであった．

LISW + ASTRESSIN群は LISW + VEHICLE群と比較して有意に閾値の低下

を抑制していた (p < 0.01) ．LISW + ASTRESSIN群と SHAM + VEHICLE群

とで比較すると閾値の低下に有意差はなかった (p = 0.64) ． 

 

 第４節 小括 

  LISW 頭部照射したラットに CRH を投与すると直腸過敏性がさらに増悪し

た．LISW 頭部照射と CRH 投与では直腸過敏性の亢進の程度に有意差を認め

なかった．また astressin を LISW 頭部照射前に投与すると直腸過敏性亢進が

抑制された．以上より，本モデルにおける直腸過敏性の亢進は直腸の CRHR

の関与が示唆された． 
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第５章 レーザー誘起衝撃波の頭部照射による腸管透過性

亢進への影響の検討 

 

 第１節 目的  

 LISW頭部照射を行ったラットでは，CRHや CRHRの関与が示唆される直

腸の過敏性亢進を認めることがわかった．これは IBSの病態生理と類似して

おり，LISW頭部照射ラットは IBSモデルとして有用である可能性が示唆さ

れた．IBS患者の盲腸では ZO-1，occludinをはじめとする裏打ちタンパク質

の mRNA発現が低下しており，消化管粘膜の透過性が亢進していることがわ

かっている[51]．また多くの場合，小腸の透過性亢進が大腸の粘膜透過性亢

進に先行し[57]，また小腸透過性と IBSの重症度には正の相関がある[58]． 

 本モデルでも同様に消化管粘膜の透過性亢進がみられるのかを小腸バリア

機能の細胞間隙透過性マーカーである fluorescein isothiocyanate dextran 4kDa 

(FITC-4kDa) を管腔内に投与し，門脈血の血清内の濃度を測定することで評

価した．また回腸末端のタイトジャンクション系タンパク質の mRNA の発現

量を測定することで評価し，検討した． 
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 第２節 方法 

  第１項 動物 

  使用動物および飼育環境や方法は，第２章 第２節 第１項と同様であ

る．また全ての実験計画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. 18011) ． 

 

  第２項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 

   レーザーの条件や LISWの発生方法，ラットへの照射方法，sham操作に

関しては第２章 第２節 第２項と同様である． 

 

  第３項 腸管透過性亢進の評価 

   小腸内への FITC-4kDaの投与量を安定させるため経胃・経十二指腸投与

を行った．LISW頭部照射もしくは sham操作を行った 5 日後のラットに対

し 12 時間絶食させた後，塩酸メデトミジン 0.75 mg/kg，ミダゾラム 4 

mg/kg，酒石酸ブトルファノール 5 mg/kg の 3 種混合薬で麻酔を行い，開腹

して胃および十二指腸を露出させた．その後，前胃に小さな孔をあけ，カ

テーテルを挿入し，十二指腸まで先端をすすめた．逆流しないように先端

より 5 mm程度口側を 4-0号絹糸で血管を避けるように注意しながら結紮

固定した．その後 0.1 mmol/lに調整した FITC-4kDa 10 mlをゆっくりと管

腔内投与した．30 分後に門脈から採血し，その血液を 3,000 rpm 5 分の条

件で遠心し，血清を得た．これの蛍光検出量を SpectraMax Gemini EM 
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(Molecular Devices， CA，アメリカ合衆国) を用いて測定した．計測は 480

～535 nmの波長で行い，スタンダードサンプルから検量線を作成し，

FITC-4kDa量を算出した．LISWを頭部照射したラットから採取した検体

を LISW群 (n = 4) ，sham操作を行ったラットから採取した検体を SHAM

群 (n = 4) として比較検討した． 

 

  第４項 mRNAの抽出および RT-PCR法 

   回腸末端における mRNA の発現を RT-PCR 法を用いて評価した．LISW

照射もしくは sham操作後 5 日後にイソフルラン吸入により安楽死させ，回

腸末端を採取した．検体の処理や cDNA の作成方法，RT-PCR 法の条件は

第３章 第２節 第４項と同様である．primer probe として occludin 

(Rn00580064，Thermo Fisher Scientific) ，ZO-1 (Rn02116071，Thermo Fisher 

Scientific) を使用した．LISW 照射後のラットから採取した検体を LISW 群 

(n = 7) ，sham操作後のラットから採取した検体を SHAM群 (n = 6) とし比

較検討した． 

 

  第５項 統計学的処理 

 各データは平均値 ± 標準誤差で表した．各群間の比較分析では Leveneの

等分散性検定を用いて，データの同時性を調べた．等分散の群間では

Student’s t-testを用いた．分散が異なる群間では Welch’s testを用いた．p値 

0.05 未満を統計学的有意差ありとした． 



27 

 

 第３節 結果 

  第１項 門脈血清中 fluorescein isothiocyanate dextran 4kDa量 

   門脈血清中の FITC-4kDa 濃度を測定したところ，SHAM 群では 258.0 ± 

31.6 ng/mlであったが，LISW群では 483.3 ± 24.3 ng/mlと有意に上昇してい

た (p = 0.0013) ． 

 

  第２項 タイトジャンクション系タンパク質の mRNA発現 

   回腸末端の occludinの mRNAの発現量は，SHAM群は 1.16 ± 0.10，

LISW群では 0.91 ± 0.07であり，LISW群の方が低い傾向にあった (p = 

0.051 ) ．ZO-1では SHAM群は 1.06 ± 0.04，LISW群では 0.86 ± 0.06であ

り，LISW群の方が有意に低かった (p = 0.012) ． 

 

 第４節 小括 

  LISW 頭部照射したラットに対し，小腸に FITC-4kDa を投与すると門脈血

清中の濃度が上昇しており，小腸粘膜細胞間隙からの FITC-4kDa の移動が亢

進していた．また回腸末端でのタイトジャンクション系タンパク質の mRNA

発現が低下していた．以上より，本モデルでもヒト IBS と同様に小腸での腸

管透過性亢進が生じていた． 
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第６章 レーザー誘起衝撃波の頭部照射が腸内細菌叢に与

える影響の検討 

 

 第１節 目的 

  IBSの腸内細菌叢は健常者と異なり，IBS-C，IBS-D，IBS-Mによっても細

菌叢構造が異なる[59]．細菌叢の多様性に関しては IBSの患者で減少してお

り[60,61]，また IBS患者に健常者の糞便を移植すると症状を改善したとの報

告がある[62]．このように病態生理には腸内細菌叢が関わっているとされて

いるが詳細は未だ解明されていない．本章では LISW頭部照射したラットの

糞便中の細菌叢の変化を検討した． 

 

 第２節 方法 

  第１項 動物 

   使用動物および飼育環境や方法は，第２章 第２節 第１項と同様であ

る．また全ての実験計画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. 18011) ． 

 

  第２項 レーザー誘起衝撃波の頭部照射 

   レーザーの条件や LISWの発生方法，ラットへの照射方法，sham操作に

関しては第２章 第２節 第２項と同様である． 
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  第３項 糞便の採取 

   LISW照射前日，3 日後，7 日後の新鮮な便を採取し，速やかに-80°Cで

保存した．前日に採取した便を PRE群 (n = 6) ，LISW頭部照射 3 日後に採

取した便を 3 DAYS群 (n = 6) ，LISW頭部照射 7 日後に採取した便を 7 

DAYS群 (n = 6) として比較検討を行った． 

 

  第４項 遺伝子学的な腸内細菌叢の解析 

   解析は既報を参考に行った[63]．糞便サンプルから protocol Q法により

DNAを抽出し，16SrRNA遺伝子の V3-V4領域をターゲットとし，Nextera 

XT index kit v2 (Illumina，CA，アメリカ合衆国) を用いて PCR法により増

幅した．これを次世代シーケンサーMiSeq V3-600 (Illumina) を用いて解析

した． 

 

  第５項 統計学的処理 

   結果は平均値 ± 標準誤差で示した．腸内細菌叢の多様性について

Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME2） を用いて解析したデ

ータを基に評価を行った．Kruskal-Wallis testを行い，事後検定として

Steel-Dwass testもしくは，PRE群を対照群に設定し Steel testを行った．β

多様性については Permutational analysis of variance (PERMANOVA) を使用

し，PERMANOVAでは第 1 種の過誤を補正した q値を用い，q値 0.05 未

満を有意差ありとした． 
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 第３節 結果 

  第１項 腸内細菌の多様性 

   PRE群と 3 DAYS群と 7 DAYS群の 3 群間における腸内細菌叢の多様性

の比較を行った．α多様性の結果を図 6Aに示す．Chao1 indexを用いた比

較では PRE群を対照群とすると 3 DAYS群は有意に低かった (PRE群 : 

456.6 ± 43.0，3 DAYS群 : 318.7 ± 15.5，p = 0.038，Steel test) ．3 DAYS群と

7 DAYS群では 7 DAYS群の方が高い傾向にあった (3 DAYS群 : 318.7 ± 

15.5，7 DAYS群 : 410.0 ± 31.2，p = 0.078，Steel-Dwass test) ．しかし

Shannon indexを用いた比較では 3 群間において有意差は認めなった． 

   また β多様性の評価で Jaccard距離を測定したところ，3 群はすべて異な

る集団であった (表 1，q = 0.007 : PRE群 vs. 3 DAYS群，q = 0.007 : PRE群 

vs. 7 DAYS群，q = 0.007 : 3 DAYS群 vs. 7 DAYS群) ．主座標分析 (Principal 

Coordinate Analysis : PCoA) では 3 群は異なる分布であることが示された 

(図 6B) ．平均 UniFrac距離に関して Unweighted解析を用いて行ったとこ

ろ，3 群はすべて有意に異なる集団であった (表 1，q = 0.033 : PRE群 vs. 3 

DAYS群，q = 0.033 : PRE群 vs. 7 DAYS群，q = 0.024 : 3 DAYS群 vs. 7 

DAYS群) ．PCoAでは 3群は異なる分布であることが示された (図 6C) ．

また，Weighted解析を用いて行ったところ，PRE群と 7 DAYS群は異なる

集団であった (表 1，q = 0.033) ．PCoAでは PRE群と 3 DAYS群，3 DAYS

群と 7 DAYS群は重なりが大きいが，PRE群と 7 DAYS群は異なる分布で

あることが示された (図 6D) ． 
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  第２項 腸内細菌の相対豊富度 

   腸内細菌の門レベルの検討では相対豊富度は存在比率 1%以上の 6 門で 3 

群間に大きな差異はなかった (図 6E) ．存在比率 1%以上の 32 属において

の相対豊富度の結果を図 6Fに示す．占有率を加味した Weighted解析で有

意差があった PRE群と 7 DAYS群に注目し比較すると 7 DAYS群で

Muribaculum，Prevotellaceae UCG-001， [Oscillospirales] ，

[Oscillospiraceae] ， [Eubacterium] siraeum groupが有意に増加し，

Turicibacter， [Peptostreptococcaceae] (■および■で示した両属) が有意に

低下していた (角括弧で表記したものはその目もしくは科まで同定できた

が属では所在不明であったことを意味する) ．Bifidobacteriumの占有率は

PRE群で 1.62 ± 0.64％，3 DAYS群で 1.08 ± 0.54％，7 DAYS群で 0.89 ± 

0.37％であった．PRE群と 7 DAYS群に注目して比較したが有意差はなか

った (p = 0.203) ． 

 

 第４節 小括 

LISW頭部照射前後の便中の細菌叢は α多様性，β多様性ともに変化してい

た．加えて 7 日後の糞便中には属レベルで数種類増減したものがみられた．

これより LISW頭部照射前後で腸内細菌叢が変化していることが示唆され

た． 
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第７章 考察 

 

 イラク戦争から帰還した米軍兵士において，意識消失を伴った軽症の外傷性

脳損傷患者に，便秘，軟便，下痢などの IBS 様の腹部症状が他の損傷患者に比

べ多く見られたことを基に，今回の研究では，その病態を明らかにする目的で

ラットに LISW 頭部照射を行い，消化管機能に及ぼす影響を観察し，さらにそ

の病態解明を試みた．ラットの頭部 LISW 照射では内臓知覚が亢進することが

観察された．また病態解析では，消化管に器質的な炎症性変化は誘発されず，

腸管バリア機能異常を認め，腸内細菌叢への影響を認めたことから，IBS と非

常に類似した病態が生じていることが推察された． 

 本研究では様々ある bTBIモデルの中でも LISWによるモデルを使用した．こ

れまでの他のモデル[45–47]ではエネルギーが脳以外の臓器に波及することや，

外傷ストレスとして直接消化管障害を来す可能性があり脳腸相関を観察するの

は困難であった．LISW によるモデルは非常に再現性が高く[12]，安全かつ安易

にエネルギーを目的臓器にのみ伝播させることができる．このモデルを用いる

ことで，bTBI モデルと消化管との関係，特に脳腸相関や IBS 様症状との関連を

観察することが可能となり，本研究はそれを初めて検討したものである． 

本研究で用いたモデルは，レーザーの１回照射量は 2.4 J/cm2 と強い熱量では

なく，大脳皮質に出血や挫滅は生じないと報告されている[12]．また，本研究

と同条件で行った既報では，LISW 照射 2 日後に運動能力が低下するものの，3 

日後には改善すること，照射後 7 日目には不安関連行動，うつ様行動を示すこ
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とが報告されている[64]．また，うつ病性障害と不安障害が IBS 発症のリスク

要因になると報告されている[65]．以上の結果から，イラク戦争の軽度頭部外

傷患者で認めた下痢などの消化器症状は消化器に直接爆傷が及んだ結果ではな

く，頭部爆傷による頭部の機能変化が脳腸相関を介して惹起されたものと考え

られ，脳腸相関を介しているという点において IBS と類似した病態を誘発して

いる可能性が示唆された． 

 functional MRI による機能的脳活動の画像化が発展し，IBS 患者では直腸の刺

激で異常な脳活動が島皮質，前頭前野，視床，上側頭回，右下頭頂小葉で惹起

され[38,39]，また IBS-C では右中帯状皮質が，IBS-D では左眼窩前頭皮質，左

鳥距溝，および両側紡錘状回が惹起され，脳活動パターンに違いがあると報告

されている[66]．LISW頭部照射ラットでは照射 7 日後の帯状束と脳梁の軸索密

度が低下したと報告されている[64]．本モデルにおいて直腸刺激時の機能的脳

活動の空間的評価はできていないが，LISW の頭部照射により脳腸相関に関わ

る神経回路の軸索密度に影響し，それが IBS 様の反応を来す脳活動を惹起した

可能性が考えられる． 

 IBS の病態には CRHR1 と CRHR2 のバランスが密接に関与している．ストレ

スにより CRH が分泌され，末梢の CRHR1 を刺激することで大腸壁運動亢進や

壁伸展の感覚の過敏性亢進が生じる[45–47]．また CRHR2 のシグナルは CRHR1

抑制性に作用し，ブロックすることで IBS 症状は悪化する[48]．LISW 頭部照射

ラットでは直腸の CRHR1の mRNA発現が増加し，CRHR2の発現が低下してい

た．これは既報の IBSモデルと同様の結果であり，LISW頭部照射ラットの内臓
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知覚過敏が IBS の病態生理と類似していることを支持するものである．また既

報では，IBSのモデルに対し astressinをはじめとする CRHRの antagonistを刺激

前に投与すると IBS 特有の大腸壁運動亢進，内臓知覚過敏，便排泄量増加が抑

制されたが[46,47,67]，本検討でも CRHR の antagonist である astressin の投与に

より内臓知覚過敏の亢進が抑制されたことも，LISW頭部照射ラットで IBSと同

様の機序が誘発されていることを支持している． 

 LISW 頭部照射で FITC-4kDa の小腸管腔から門脈への移動が有意に亢進して

いた．これは粘膜透過性が亢進し，上皮バリア機能の破綻，いわゆる leaky gut

が生じていることを示唆する結果である．内臓知覚過敏や腹痛は，腸管透過性

亢進と症状の増強とに関連があると報告されている[51]．またLISW頭部照射後

の回腸末端ではタイトジャンクション系タンパク質である ZO-1 の mRNA 発現

が有意に低下し，Occludin は低下傾向にあった．これらのタンパク質が低下す

る機序についてはいくつか想定されているがすべてが解明しているわけではな

い．マスト細胞が粘膜の神経に近接した場合，分泌するトリプターゼやヒスタ

ミンなどのメディエーターが上皮の透過性を亢進させると考えられている[68]．

また既報では，水回避モデルでの IBSモデルでは HPA軸の刺激が腸管透過性を

亢進させていたと報告されている[69]．同様の機序が本モデルでも病態を形成

していた可能性がある．すなわち LISW 頭部照射での中枢神経機能異常が，末

梢の消化管に分布する神経の制御を撹乱し，神経ペプチドの産生によりマスト

細胞を活性化させて粘膜透過性亢進を惹起した可能性が想定される．しかし，
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本研究では末梢神経の検討や，HPA 軸の制御が腸管透過性を変化させるかの検

討は行っておらず，今後検討の余地がある． 

 IBS と腸内細菌叢の関わりはこれまでに多数の論文で報告されている．

Bifidobacterium は IBS 患者で減少しており，プロバイオティクスにより改善し

たとする報告や[53]，Lactobacillus が有機酸を生成し腹痛や膨満感と関連してい

るといった報告があるが[70]，これらの報告のメタアナリシスでは，72％がコ

ントロールの選択もしくは人口統計学的なバイアスが懸念されるとの報告があ

り慎重な解釈が必要とされる[52]．それに加え，腸内細菌叢は食事の影響も大

きいとされ，コントロール患者でも食生活の違いによるばらつきが大きいとい

う問題点があり，ヒトでの病態解明が困難な理由の 1 つとされている．α 多様

性は細菌叢の種数を反映し，β 多様性は細菌叢の分布の違いを反映する．種数

を単純に比較する Chao1 indexでは LISW頭部照射群の 3 日目で低下していたが，

占有率を加味する shannon indexでは 3 群で有意差は見られなかった．また細菌

叢の分布の違いを反映する β 多様性では，系統を加味しない Jaccard 距離では 3 

群すべてが違う分布であることが示された．また系統を加味するが占有率を加

味しない Unweighted Unifrac解析でも同様に 3 群ともに違う分布であることがわ

かった．加えて，系統および占有率を加味する Weighted Unifrac 解析では PRE

と 7 DAYS 群で異なる分布であることがわかった．これらの結果を総合すると，

LISW 頭部照射により占有率を加味しないと有意差がいずれの時点でも認めら

れた．占有率を加味すると，3 日目には占有率の低い細菌種の減少がみられ，

それが 7 日目にはやや改善したものの照射前と 7 日目では占有率・系統を加味
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しても大きく異なるものとなったことを意味する．以上から，LISW 頭部照射

による腸内細菌叢の変化は照射後 3 日には起こりはじめ，少なくとも７日間は

影響が持続していたこと，また変化は占有率の少ない少数派の菌に主に認めら

れたと考えられた．また，LISW頭部照射の内臓知覚過敏の影響は少なくとも 4 

週後も持続していた．このタイミングで腸内細菌叢の変化を検討すると，腸内

細菌叢の変化が IBS 症状の 2 次的な影響を受ける可能性を考えて，今回は病態

解明の目的で LISW 照射後 7 日目までの照射後早期の変化を検討することとし

た．今回の腸内細菌叢の変化が病態に深く関わるものか，2 次的な変化である

かは断定できないが，今後 LISW を照射された動物の便を移植することで内臓

知覚過敏が移入できるかどうかなどの検討が必要と考えられる．属レベルでの

豊富度の検討では Bifidobacterium や Lactobacillus の様なヒトの既報で病態に関

与していると想定されている菌の有意な変化は見られなかった．それ以外の今

回増減していた菌種は，既報においては IBS で病態に関与しているものではな

かった．しかし Prevotellaceaeは，パーキンソン病の初発症状である便秘とその

減少とに関連が深いと報告が相次いでおり，消化管の機能を制御する菌として

注目されている[71]．今後さらなる検討で今回変化を認めた菌の中から新たな

プロバイオティクスの候補が見つかる可能性も残されていると考えられる． 

 本研究では内臓知覚過敏の原因として CRHや CRHRの関与が大きいとの実

験結果を得た．しかし IBSの病態生理は CRHや CRHRのみで一元的に病態を

説明できるわけではなく，神経ペプチドである orexin[72]，serotonin[73]なども

病態に関与していることが報告されており，本研究ではこれらの検討は行って
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いない．また実際の戦争時の爆傷の衝撃波では，頭部に衝撃を受ける前にすで

に精神的なストレスを受けており，実際の頭部の衝撃以外の要素が腹部症状の

感受性を高めている可能性もあり，今回の研究結果が全ての爆傷での消化器症

状に関する病態生理を説明できるわけではなく，これらを解決するためにはさ

らなる検討が必要である． 
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第８章 結論 

 

頭部爆傷モデルであるレーザー誘起衝撃波の頭部に限局した照射を行った動

物モデルでは内臓知覚過敏が生じることがわかった．この機序には

Corticotropin-releasing hormoneや直腸の Corticotropin-releasing hormone receptorが

関与しており，脳腸相関が関係していることが示唆された．また腸管透過性亢

進，腸内細菌叢の変化がみられた．これらの変化は過敏性腸症候群と同様の病

態である可能性が示唆され，軽度頭部爆傷後に生じる消化器症状に関して病態

生理の一端を解明したと考える．また，レーザー誘起衝撃波の頭部照射モデル

は再現性が高く内臓知覚過敏を惹起することから新たな過敏性腸症候群の動物

モデルとなることが期待され，過敏性腸症候群の病態解明や新規治療方法の開

発にも寄与できる可能性がある． 
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略語一覧 

ACTH : Adrenocorticotropic hormone 

AWR : abdominal withdrawal reflex 

bTBI : blast-induced traumatic brain injury 

cDNA : complementary deoxyribonucleic acid 

CRD : Colorectal distension 

CRH : Corticotropin-releasing hormone 

CRHR : Corticotropin-releasing hormone receptor 

CRHR1 : Corticotropin-releasing hormone receptor type 1 

CRHR2 : Corticotropin-releasing hormone receptor type 2 

CT : Computed Tomography 

FITC-4kDa : fluorescein isothiocyanate dextran 4kDa 

HE : Hematoxylin-Eosin 

HPA : hypothalamic-pituitary-adrenal 

IBS : Irritable bowel syndrome 

LISW : Laser-induced shock wave 

MRI : Magnetic Resonance Imaging 

mRNA : messenger ribonucleic acid 

PCoA : Principal Coordinate Analysis 

PERMANOVA : Permutational analysis of variance 

PET : polyethylene terephthalate 
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QIIME2 : Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 

RT-PCR : reverse transcription - polymerase chain reaction 

TBI : traumatic brain injury 

ZO : zonula occludens 
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附記 

 

本研究の主旨は下記の学会で発表した． 

  (1) 米国消化器病週間 2020 (2020年 5月，Web開催) 

  (2) 第 28回 日本消化器関連学会週間 (2020年 11月，神戸) 

  (3) 第 22回 日本神経消化器病学会 (2020年 11月，東京) 

  (4) 第 51回 日本消化吸収学会総会 (2020年 11月，Web開催) 

  (5) 米国消化器病週間 2021 (2021年 5月，Web開催) 

  (6) 第 24回 日本神経消化器病学会 (2022年 9月，北海道) 
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図 1  LISW頭部照射の方法 
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   (A)  LISWの発生方法の間略図 

     Q-switched Nd: YAGレーザーを使用し，パルス幅 6 ns FWHM，波長 

532 nmとし，１ 回照射量は 2.4 J/cm2の条件で行った．直径 8 mm，厚

さ 0.5 mm の円形の天然ゴムを，1 辺 1 cm，厚さ 1 mm の正方形の

polyethylene terephthalate 樹脂に接着したものをアタッチメントとし，

超音波検査用ゼリーを少量天然ゴム部に塗布し頭部のマーキングにそ

の中心が来るように圧着させた．これを各マーキングに 1 発ずつ，合

計 4 回照射した． 

   (B)  LISW頭部照射前のマーキング写真 

     ラットを麻酔下で頭部を剃毛し，マーキングを行った． 

   (C)  マーキング位置の模式図 

     両耳介を結ぶ線上に，正中線から左右対称に間隔 5 mm，さらに各点

から前方 5 mm の部位に，脳全体をカバーするように 4 点のマーキン

グを行った． 

LISW : Laser-induced shock wave 
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図 2  直腸粘膜の評価 

 

   対照群を SHAM群，LISW頭部照射を行った群を LISW群とした (各群 n 

= 6) ． 
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   (A)  直腸の代表的な HE染色像 

   (B)  大腸炎スコア 

     SHAM群と LISW群を比較したところ，有意差を認めなかった． 

   (C)   粘膜内の単核球数 

     SHAM群と LISW群を比較したところ，有意差を認めなかった． 

LISW : Laser-induced shock wave，HE : Hematoxylin-Eosin 
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図 3  LISW頭部照射による直腸過敏性の比較 
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   (A)  AWRの preと postでの個々の変化 

     対照群を SHAM 群，LISW 頭部照射を行った群を LISW 群として，

LISW 照射もしくは sham 操作の前日 (pre) および 3 日後 (post) に CRD 

testを行い，AWRを測定した (各群 n = 6) ．腹筋の収縮 (腹筋の単発の

収縮)，腹部のつり上げ (腹壁がアーチ状になるような運動，波打つよ

うな周期的な腹筋運動) ，逃避行動 (体幹を反るような大きな運動，足

を突っ張る，暴れる) が見られた最低圧を記録した．〇を SHAM群，×

を LISW群で示し，同一個体を線で結んで表示している． 

   (B)  AWRの変化量 

   図 3Aをもとに postから preを引いた変化量として示す．SHAM群と

比較して LISW 群では腹筋の収縮，腹部のつり上げ，逃避行動に全て

の観察項目において変化量は負の方向に有意に大きく，閾値が低下し

ていた．* p < 0.01 

   (C)  CRHR1および CRHR2の mRNAの比較 

    CRHR1 の発現量は SHAM 群と比較して LISW 群では有意に多かっ

た．CRHR2の発現量は SHAM群と比較して LISW群では有意に少なか

った．各群 n = 6，† p < 0.05 

   (D)  AWRの経時的変化 

   LISW群 (n = 4) に対し，pre，1 週後，2 週後および 4 週後に CRD testを

行い，AWR を計測した．４週後の AWR は pre と比較して有意に低かった．

‡ p < 0.05 vs. pre 
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LISW : Laser-induced shock wave，CRD test : Colorectal distension test，AWR : 

abdominal withdrawal reflex，CRHR1 : Corticotropin-releasing hormone receptor type 

1，CRHR2 : Corticotropin-releasing hormone receptor type 2 
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図 4  LISW頭部照射による直腸過敏性亢進の抑制や増悪への影響 
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   (A)  CRH投与のプロトコール 

sham 操作と生理食塩水のみを腹腔内投与した群を SHAM + 

VEHICLE群 (n = 4) ，sham操作と CRH 10 μg/kgを腹腔内投与した群を

SHAM + CRH群 (n = 4) ，LISW頭部照射と生理食塩水のみを腹腔内投

与した群をLISW + VEHICLE群 (n = 6) ，LISW頭部照射とCRH 10 μg/kg

を腹腔内投与した群を LISW + CRH群 (n = 6) とした．LISW照射もし

くは sham操作の前日 (pre) および 3日後 (post) に CRD testにより腹筋

の収縮がみられた AWRを評価し，比較検討した． 

   (B)  astressin投与のプロトコール 

LISW 頭部照射と純水のみを腹腔内投与した群を LISW + VEHICLE

群 (n = 7) ，LISW 頭部照射と純水のみを腹腔内投与した群を LISW + 

VEHICLE群 (n = 7) ，LISW頭部照射と astressin 33 μg/kgを腹腔内投与

した群を LISW + ASTRESSIN 群 (n = 7) とした．LISW 照射もしくは

sham操作の前日 (pre) および 3日後 (post) に CRD testにより腹筋の収縮

がみられた AWRを評価し，比較検討した． 

   (C)  CRH投与の AWRの preと postでの個々の変化 

腹筋の収縮 (腹筋の単発の収縮) が見られた最低圧を記録した．●を

SHAM + VEHICLE群，▲を SHAM + CRH群，◆を LISW + VEHICLE

群，■を LISW + CRH 群で示し，同一個体を線で結んで表示している． 
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   (D)  CRH投与の AWRの変化量 

post から pre を引いた変化量として示す．LISW + CRH 群は LISW + 

VEHICLE群と比較して有意に閾値が低下していた．  

* p < 0.05，† p < 0.001 

   (E)  atressin投与の AWRの preと postでの個々の変化 

腹筋の収縮 (腹筋の単発の収縮) が見られた最低圧を記録した．●を

SHAM + VEHICLE 群，▲を LISW + ASTRESSIN 群，◆を LISW + 

VEHICLE群で示し，同一個体を線で結んで表示している． 

   (F)  astressin投与の AWRの変化量 

post から pre を引いた変化量として示す．LISW + ASTRESSIN 群は

LISW + VEHICLE 群と比較して有意に閾値が低下を抑制していた．

LISW + ASTRESSIN群と SHAM + VEHICLE群とで比較すると閾値の低

下に有意差はなかった． 

    † p < 0.001，‡ p < 0.01 

LISW : Laser-induced shock wave，CRH : Corticotropin-releasing hormone，CRD 

test : Colorectal distension test ， AWR : abdominal withdrawal reflex ， i.p. : 

intraperitoneal injection 
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図 5  腸管透過性の評価 
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   (A)  門脈の血清中 FITC-4kDa濃度の比較 

対照群を SHAM群 (n = 4) ，LISW頭部照射を行った群を LISW群 (n 

= 4) とした．経十二指腸的に FITC-4kDaを 0.1 mmol/l 10 ml投与し，30 

分後に門脈から採血し血清を得た．血清中の FITC-4kDa 濃度は LISW

群では SHAM群と比較して有意に上昇していた． 

    * p < 0.01 

   (B)  タイトジャンクション系タンパク質の mRNAの比較 

対照群を SHAM群 (n = 6) ，LISW頭部照射を行った群を LISW群 (n 

= 7) とした．LLISW群の回腸末端での occludinの mRNAの発現量は，

SHAM 群と比較して低い傾向にあった．ZO-1 の発現量は LLISW 群で

有意に低かった． 

    † p < 0.05 

FITC-4kDa : fluorescein isothiocyanate dextran 4kDa，LISW : Laser-induced shock 

wave，ZO-1 : zonula occludens-1 
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図 6  腸内細菌叢の検討 
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 LISWの照射前 (PRE群) ，照射後 3 日 (3 DAYS群) ，照射後 7 日 (7 DAYS群) 

の新鮮な便を採取し比較検討を行った (各 n = 6) ． 

 

   (A)  α多様性の検討 

     Chao1 index (左図) では 3 DAYS群は PRE群と比較して有意に低かっ

た．また shannon index (右図) では 3 群間において有意差は認めなかっ

た． 

* p < 0.05 

   (B)  β多様性の検討，Jaccard PCoA 

     各個体の座標を群別に囲って表示している．3 群は異なる分布であ

ることがわかる． 

青色 : PRE群の細菌叢分布，赤色 : 3 DAYS群の細菌叢分布，緑色 : 7 

DAYS群の細菌叢分布 

   (C)  β多様性の検討，UniFrac距離の Unweighted PCoA 

     各個体の座標を群別に囲って表示している．3 群は異なる分布であ

ることがわかる． 

青色 : PRE群の細菌叢分布，赤色 : 3 DAYS群の細菌叢分布，緑色 : 7 

DAYS群の細菌叢分布 

   (D)  β多様性の検討，UniFrac距離の Weighted PCoA 

     各個体の座標を群別に囲って表示している．PRE 群と 7 DAYS 群は

異なる分布であることがわかる． 
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    青色 : PRE群の細菌叢分布，赤色 : 3 DAYS群の細菌叢分布，緑色 : 7 

DAYS群の細菌叢分布 

   (E)  便中細菌叢の門レベルでの相対豊富度 

     存在比率 1%以上の 6 門における相対豊富度を示す．3 群間で門レベ

ルでの相対豊富度に有意な差は認めなかった． 

   (F)  便中細菌叢の属レベルでの相対豊富度 

     存在比率 1%以上の 32 属における相対豊富度を示す．PRE 群と 7 

DAYS群に注目し比較すると 7 DAYS群で Muribaculum，Prevotellaceae 

UCG-001 ，  [Oscillospirales] ，  [Oscillospiraceae] ，  [Eubacterium] 

siraeum group が有意に増加し，Turicibacter， [Peptostreptococcaceae] 

(■および■で示した両属) が有意に低下していた． 

    * p < 0.05，PRE vs. 7 DAYS 

    †p < 0.01，PRE vs. 7 DAYS 

    ‡ 角括弧の科まで同定できたものの，培養されなかったもの 

    § 角括弧の科まで同定できたものの，属での所属位置不明なもの 

     || 角括弧の目まで同定できたものの，属での所属位置不明なもの 
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表 1   Jaccard距離，Unweighted UniFrac距離，Weighted UniFrac距離解析 

Group 
jaccard Unweighted UniFrac Weighted UniFrac 

pseudo-F p-value q-value pseudo-F p-value q-value pseudo-F p-value q-value 

PRE vs. 3 DAYS 1.6603 0.005 0.007† 1.5523 0.033 0.033＊ 0.4361 0.877 0.877＊ 

PRE vs. 7 DAYS 2.0819 0.004 0.007† 1.6600 0.028 0.033＊ 2.6929 0.011 0.033＊ 

3 DAYS vs. 7 DAYS 1.4406 0.007 0.007† 1.4955 0.008 0.024＊ 1.6575 0.137 0.206＊ 

 

 系統を加味しない Jaccard距離では各 3 群とも異なるすべて異なっていた．占

有率を加味しない Unweighted UniFrac 距離でも同様に各 3 群とも異なるすべて

異なっていた．占有率を加味する Weighted UniFrac距離では PRE群と 7 DAY群

は異なっていた． 

* q < 0.05，† q < 0.01 

PCoA : Principal Coordinate Analysis，LISW : Laser-induced shock wave 

 


