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序論 

 

1 研究の背景・目的 

 

出血や潰瘍を始めとする小腸粘膜上皮障害は、重症に至るまで痛みを伴わないことが

多く、自覚症状がないために発見が遅れることがしばしばある [1-3]。そのため、症状

が進行しやすく、小腸壁に穴が開いてしまう穿孔が生じて初めて発見されることも多い

ことから、臨床現場では大きな問題となっている。近年、カプセル内視鏡やダブルバル

ーン内視鏡を含む内視鏡技術の発達により、これまで発見が困難であった小腸の出血や

潰瘍を早期に検出できるようになった [4]。しかし、これらの内視鏡による検査は簡便

に利用できる手法ではなく、何らかの症状が現れ受診した際や人間ドックでの再検査等、

検査のきっかけがないと実施されないため、小腸粘膜上皮障害の根本的な解決には至っ

ていない。そのため、未だ臨床現場では、小腸の出血や潰瘍の早期発見や予防を含めた

対処法が求められている。 

 

一方で、血中のアミノ酸濃度を測定し、健常人と疾患患者のアミノ酸バランスを比較、

統計的に解析することで、種々の疾患における血中アミノ酸の変動パターンを特定し、

疾患の早期発見につなげようとする試みがある [5]。これまでがんの診断への応用研究

が最も進んでいるが [5-7]、小腸粘膜上皮障害を併発する疾患での研究報告もあり 

[8-13]（Table 1）、その一つが慢性腎臓病である。慢性腎臓病では腸内細菌叢の変化や尿

毒素の蓄積により腸管のバリア機能が低下し、出血や潰瘍を含む腸管粘膜障害が起こる 

[8]。同時に慢性腎臓病の患者には、血中ヒスチジン濃度の低下がみられる [14]。さら

に、クローン病や潰瘍性大腸炎を含む炎症性腸疾患でも、血中ヒスチジン濃度の低下が

複数報告されている [9-13]。このように、生体内における血中ヒスチジン濃度の低下と

小腸における疾患の関連性が注目されている。特に、慢性腎臓病や炎症性腸疾患では小

腸粘膜上皮障害と血中ヒスチジン濃度の低下が同時に認められており、その関連性が強

く疑われている。一方、アルギニンと消化管の関連については、マウス大腸上皮細胞を

用いた研究でアルギニン欠乏により遊走が低下すること [15]、壊死性腸炎を発症した

未熟児でアルギニンの投与により症状が改善することが報告されている [16]。このよ

うに、ヒスチジンやアルギニンの欠乏は小腸粘膜上皮における種々の病態に関連するこ

とが疑われているが、小腸粘膜上皮障害との直接的な因果関係については不明な点が多

い。 
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そこで本研究では、小腸の出血や潰瘍の発症に関わる小腸上皮細胞の遊走および細胞

生存率に着目し、小腸上皮細胞におけるヒスチジンの役割を解明することを目的とした。 

 

 

 

 

 

 

Table 1 種々の疾患における血中ヒスチジンおよびアルギニンの低下 

疾患 ヒスチジン or アルギニン 血中濃度比（%） 引用文献 

肺がん ヒスチジン 92 [5] 

胃がん ヒスチジン 87 

アルギニン 94 

大腸がん ヒスチジン 89 

アルギニン 92 

乳がん ヒスチジン 97 

前立腺がん アルギニン 96 

膵臓がん アルギニン 73 [7] 

炎症性腸疾患 ヒスチジン 38（潰瘍性大腸炎） [9] 

ヒスチジン 69（クローン病） 

ヒスチジン 84 [12] 

ヒスチジン 87 [13] 

慢性腎臓病 ヒスチジン 87-89※ [14] 

※健常人との比較ではなく軽症患者との比較 
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2 小腸上皮細胞による組織修復機構 

 

小腸は摂取した食物を消化し、栄養成分を吸収する重要な臓器である [17]。また小

腸の管腔表面は、小腸粘膜上皮で覆われており [18]、日常的に細菌感染、胃酸による

pH 変化、食物繊維の通過に伴う物理刺激等の外的刺激から生体を保護している [19]。

しかし小腸上皮細胞に強い外的刺激が加わると、小腸粘膜上皮が破綻し、その直下にあ

る粘膜固有層や毛細血管が障害を受けることで出血や潰瘍を生じる。また小腸粘膜上皮

の破綻は、薬物の副作用、身体的・精神的ストレス、さらに各種疾患の合併症でも誘発

されるため、ヒトは絶えずそのようなリスクにさらされていると考えられる。そのため、

様々な外的刺激に対して小腸上皮細胞による組織修復は、小腸保護に重要な役割を果た

している [20]。 

 

小腸上皮細胞による組織修復機構は、遊走、増殖および分化・成熟の 3 つの段階に分

けられる [21, 22]。まず小腸粘膜上皮が破綻すると、その直下にある粘膜固有層や毛細

血管が管腔側へ表出することを防ぐため、小腸上皮細胞が遊走し、次に同細胞が増殖し

て破綻部位を完全に埋め、さらに分化し成熟することにより組織修復が完了する [23]。

組織修復過程における細胞の遊走は、細菌感染や物理的・化学的刺激を阻止する初期反

応であり、特に重要である [24-26]。また、これらの組織修復機構が正常に機能するた

めには、小腸上皮細胞の生存が安定的に維持されている必要がある。 

 

多細胞生物には、不要な細胞や有害な細胞を除去する生体恒常性維持機構として、プ

ログラムされた細胞死すなわち細胞のアポトーシスがみられる [27]。アポトーシスは、

小腸上皮細胞の恒常性にも重要な役割を果たしており、小腸粘膜上皮障害に伴う修復時

に損傷を受けた細胞や不要な細胞を除去するため、アポトーシスが亢進する [28]。細

胞生存は、生存シグナルとアポトーシスシグナルの適度なバランスの上に成り立つため、

その詳細を解析するには細胞生存率だけではなく、アポトーシスも評価する必要がある。

アポトーシスを評価するには、アポトーシス関連タンパク質である caspase ファミリー

の活性化を検証する方法がある。caspase ファミリーはアポトーシスの制御に必須とさ

れるタンパク質分解酵素の一群で、アポトーシス刺激が入ると分解・活性化し、そのプ

ロテアーゼ活性により下流の caspase を順に分解・活性化することでアポトーシスを発

現・亢進するシグナル伝達機構を持つ [29, 30]。またアポトーシス刺激の種類により活

性化される caspase が異なるため、アポトーシスの発現経路の追跡が可能である。主要
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な経路は、アポトーシスの亢進刺激別に、デスレセプターを介した経路（caspase-8活性

化）、小胞体ストレスを介した経路（caspase-12 活性化）、そしてミトコンドリアを介し

た経路（caspase-9活性化）の 3つである [31]。 

 

本研究では、ヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞に及ぼす影響を検討するため、小腸粘膜

上皮組織の修復初期反応として重要であることが知られている細胞の遊走、ならびに組

織修復の基盤とされている細胞の生存とアポトーシスに焦点を当て実験を行った（Fig. 

1）。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 ヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞に及ぼす影響 

矢印はヒスチジンを欠乏させた際の本実験結果を示す。 
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3 ヒスチジンおよびアルギニンについて 

 

 L-ヒスチジンは、タンパク質を構成する生体内アミノ酸 20 種類の 1 つであり、塩基

性アミノ酸に分類される [32, 33]（Fig. 2）。ヒトでは、生体内での合成経路が限られる

ため不可欠アミノ酸とされており [33, 34]、主に食物から小腸のアミノ酸トランスポー

ターを介して吸収されることで得ることができる [35]。食事からのヒスチジン摂取が

不足すると、血中のアルブミン濃度低下を始めとする様々なタンパク質の合成阻害や、

赤血球形成不全によるヘモグロビン濃度およびヘマトクリット値の低下、またアトピー

性皮膚炎を始めとする皮膚疾患が起こる [36-38]。しかし、ヒスチジンの欠乏と小腸疾

患との関係は解明されていない。 

ヒスチジンは生体内でヒスチジン脱炭酸酵素により生理活性物質のヒスタミンに代

謝される [39]。ヒスタミンの受容体は 4種類（H1-H4）が知られており、それら発現に

は局在性があるが、ヒスタミンが結合することで、血圧降下、血管拡張、血管透過性亢

進または胃酸分泌の促進等の作用を示す [40]。一方、ヒスチジンはカルノシン合成酵

素により β-アラニンと結合してジペプチドのカルノシンとなる [41]。カルノシンは抗

酸化作用を持ち、酸化ストレスから生体を保護する働きがある [42]。このようにヒス

チジンおよびその代謝物は生体で多様な機能を持つことが知られているが、ヒスチジン

の欠乏がどのようにして小腸粘膜上皮障害を引き起こすかについては不明である。 

 

ヒスチジン同様、L-アルギニンもまた生体内アミノ酸の 1つであり、塩基性アミノ酸

に分類される [32]（Fig. 3）。健康な成人が生体機能を維持するために必要な量のアルギ

ニンは体内で合成されるため、不可欠アミノ酸ではない [43]。しかし、炎症性疾患、

腎機能障害、感染症、ストレス、小腸の外科的切除等、一部の人にとっては体内で十分

なアルギニンが合成されず食事による補充が必要となる [44]。 

アルギニンは脳下垂体に作用し、成長ホルモンの分泌を促進することから、子供の成

長に大切なアミノ酸である [45]。またアルギニンは、下部消化管の治癒に重要な役割

をもつポリアミンの主要な前駆物質であることが報告されている [46]。さらに、アル

ギニンは一酸化窒素（NO）合成酵素の基質でもあるため、NOの血管平滑筋細胞への作

用による血管拡張作用を持つ [33, 47]。最近では、ω-3系多価不飽和脂肪酸や核酸にア

ルギニンを加えた経腸栄養剤が術後の感染防御に有効だと報告されている [48]。 
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 このように、ヒスチジンおよびアルギニンは様々な生理機能を有しており、これらの

欠乏条件下では生体の機能低下が示唆されている。よって、生体内で一定量維持されて

いることが重要であると考えられる。 

 

 

 

 

 

Fig. 2 ヒスチジンの特徴と分子構造 

 

 

 

Fig. 3 アルギニンの特徴と分子構造 
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4 ヒスチジンおよびアルギニンと小腸上皮細胞との関連 

 

 アミノ酸と小腸上皮細胞の遊走または増殖についての知見は、アルギニン、グルタミ

ン、ロイシンに関する報告がある [49]。 

アルギニンは小腸上皮細胞に 4 mM添加した際に遊走を促進し、mammalian target of 

rapamycin（mTOR）およびその下流の 70-kDa ribosomal protein S6 kinase（p70S6K）のリ

ン酸化量を増加させたことから、そのメカニズムが mTOR/p70S6K経路であると報告さ

れている [50]。また、アルギニンは NO合成酵素の基質であるとともに、小腸上皮細胞

への NOドナーの添加により遊走が促進されることから、アルギニンの代謝により生じ

た NOが遊走を促進することが示唆されている [51]。さらに、アルギニンを添加するこ

とにより focal adhesion kinase（FAK）と呼ばれる細胞接着に関与する因子の発現が増加

し、遊走が促進されるという報告がある [51, 52]。しかし、いずれもアルギニンを添加

した際の報告であり、アルギニンを欠乏させた際に小腸上皮細胞へ及ぼす影響は報告さ

れていない。 

一方で、グルタミンについては欠乏による影響の報告がある。グルタミン欠乏条件下

では、細胞増殖の低下とアポトーシスの亢進が起こり、いずれも 1 mM のグルタミン添

加により回復するとともに、1 mM のグルタミン添加時には非添加時と比較し、

extracellular signal-regulated kinase （ERK）のリン酸化量が増加した [53]。また、グル

タミン欠乏条件下で小腸上皮細胞に 2.5～10 mMのグルタミンを添加した際に増殖を促

進するとともに、ERKのリン酸化量を増加させた報告もあり、mitogen-activated protein 

kinase（MAPK）を介した経路の関与が示唆されている [54, 55]。ロイシンはその添加に

より遊走を促進し、アルギニンと同様 p70S6K のリン酸化量を増加させるが、NO の放

出を増加させることはなく、その遊走促進もアルギニンより効果が低い [56]。 

このように、それぞれのアミノ酸で異なる作用を有し、その制御経路も多岐にわたる

が、これらは相互に作用しあっている可能性がある。例えば、グルタミンは、アルギニ

ンやロイシンによる p70S6K のリン酸化を阻害するという報告がある  [57]。

mTOR/p70S6K 経路を阻害する分子機構は明らかになっていないが、個々のアミノ酸が

持つ分子機構に加え、その相互作用も小腸上皮細胞とアミノ酸の関係における研究に広

がりをもたらしている。しかし、このような状況にあって、ヒスチジンによる細胞の遊

走や増殖に関わる影響やシグナル伝達は報告がない。 
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また、ヒスチジンおよびアルギニンの両アミノ酸とも、その欠乏により小腸上皮細胞

に及ぼす影響やそのシグナル伝達機構については解明されていない。一方でアルギニン

は大腸上皮細胞において、その欠乏により遊走を低下させることが報告されている 

[15]。よって本研究では、より新規性が高いと考えられたヒスチジン欠乏における小腸

上皮細胞への影響とそのメカニズムの解明を目的とし、一部の実験においてアルギニン

を比較対照として用いた。 
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5 本論文の構成 

 

 序論では、本研究における背景と目的を示すとともに、本論文の構成を記述した。 

 

 第 1章では、小腸上皮細胞による組織修復機構の初期反応である遊走について、各実

験の結果と考察を記述した。生体内アミノ酸 20種類を含む培地をコントロールとし、1

種類ずつ各アミノ酸を欠乏させた培地を用いて細胞の遊走を評価した結果、ヒスチジン

欠乏が小腸上皮細胞の遊走を最も低下させることを見出した。また、細胞の遊走はヒス

チジンの濃度に依存して低下し、遊走の維持に必要とされるヒスチジンの最小濃度は

10 µM であった。ヒスチジンの欠乏による遊走低下の分子メカニズムは、transforming 

growth factor-β1（TGF-β1）の転写抑制により細胞外 TGF-β1量が低下し、TGF-β シグナル

伝達経路である Smad および non-Smad シグナル経路が抑制されたためと考えられた。 

 

 第 2章では、小腸上皮細胞による組織修復機構の基礎となる細胞生存率について検討

し、各実験の結果と考察を記述した。ヒスチジン欠乏は、小腸上皮細胞の著明な細胞生

存率の低下を引き起こすことを見出し、そのメカニズムはミトコンドリア膜電位の低下

によって誘導されたアポトーシスの亢進であることを明らかにした。また、細胞生存率

の低下とアポトーシスの亢進はヒスチジン濃度に依存し、その維持に必要とされるヒス

チジンの最小濃度は 10 µM であった。さらに、他の消化管上皮細胞として胃上皮細胞

を、消化管以外の細胞として腎線維芽様細胞を用いてヒスチジン欠乏条件下における細

胞生存率の低下およびアポトーシスの亢進を検討したところ、小腸上皮細胞が最もヒス

チジン欠乏に対する感受性が高いことが示唆された。 

 

 総括では、各章で得られた結果および考察をまとめ、ヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞

の遊走、細胞生存率に及ぼす影響とそれらのメカニズムについてまとめた。 
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第 1章 ヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞の遊走に与える影響 

 

1-1 概要 

 

本章では、小腸上皮細胞による組織修復機構の初期反応である遊走について、ヒスチ

ジン欠乏が与える影響を評価するとともに、そのメカニズムを検討した。 

 

小腸上皮細胞の遊走は、小腸粘膜上皮の直下にある粘膜固有層や血管の管腔側への表

出を防ぐために、細胞が寄り集まって損傷個所を埋める初期反応である [24-26]。遊走

は即時的な反応であり、その後に起こる増殖とは独立している [19]。小腸上皮細胞の

遊走が低下した場合、粘膜固有層や血管が小腸管腔に表出してしまい、出血や潰瘍の成

因となる。そのため、小腸上皮細胞の遊走は、出血や潰瘍を予防するために重要な細胞

応答である [20]。そこで本章では、小腸上皮細胞の遊走に焦点を当てて実験を行った。 

 

実験の構成は、まずヒスチジン欠乏条件下での小腸上皮細胞の遊走低下を評価するた

めに、小腸上皮細胞を播種したプレートに円形スクラッチを作製し、その細胞欠損面積

の縮小率を測定した。続いて小腸上皮細胞の遊走低下を改善するために必要なヒスチジ

ンの最小濃度を検討するとともに、その遊走低下のメカニズムを検討した。 
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1-2 方法 

 

1-2-1 実験試料 

細胞は、Rat intestinal epithelial cell-6（IEC-6, RIKEN BioResource Center, Tsukuba, Japan）

を用いた。 

細胞培養のための培地は、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 培地（DMEM培地, 

Sigma-Aldrich, St Louis, USA）を前培養に用い、実験条件用培地として、20種類のアミ

ノ酸を含んだDMEM培地（Full培地, Cell Science & Technology, Miyagi, Japanまたは

Research Institute for the Functional Peptides, Yamagata, Japan）、L-ヒスチジン欠乏DMEM培

地（ΔHis培地, Cell Science & Technology, Miyagi, JapanまたはResearch Institute for the 

Functional Peptides, Yamagata, Japan）、L-アルギニン欠乏DMEM培地（ΔArg培地, Cell 

Science & Technology, Miyagi, JapanまたはResearch Institute for the Functional Peptides, 

Yamagata, Japan）、各種アミノ酸欠乏DMEM培地（Research Institute for the Functional 

Peptides, Yamagata, Japan）、20種類のアミノ酸を全て欠乏させたDMEM培地（Zero培地, 

Cell Science & Technology, Miyagi, JapanまたはResearch Institute for the Functional Peptides, 

Yamagata, Japan）を用いた。以上の培地組成は、Table 1-1、1-2に詳細を示した。また、

全培地に抗菌剤（Penicillin/streptomycin, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を

添加し、前培養時のみFetal bovine serum（FBS, Equitech-Bio, Kerrville, TX, USAおよびGE 

Healthcare, Little Chalfont, UK）も添加した。また、実験条件に応じて、L-ヒスチジンお

よびL-アルギニン（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）、TGF-β1（R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA）を培地に添加した。 
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Table 1-1 Full培地の組成 

    

Full medium 

 [mg/L]   
 

    

Full medium 

 [mg/L]   

Amino acids   
  

Vitamins     

Gly Glycine 30.0    
  

Choline chloride 4.0  
 

Ala L-Alanine 35.6  
   

D-Calcium pantothenate 4.0  
 

Arg L-Arginine HCl 84.0  
   

Folic acid 4.0  
 

Asn L-Asparagine・H2O 60.0  
   

Niacinamide 4.0  
 

Asp L-Aspartic Acid 53.2  
   

Pyridoxine hydrochloride 4.0  
 

Cys L-Cystine 2HCl※ 63.0  
   

Riboflavin 0.4  
 

Glu L-Glutamic Acid 58.8  
   

Thiamine hydrochloride 4.0  
 

Gln L-Glutamine 584.0  
  

  i-Inositol 7.2    

His L-Histidine HCl・H2O 42.0  
  

Inorganic salts     

Ile L-Isoleucine 105.0  
   

CaCl2 200.0  
 

Leu L-Leucine 105.0  
   

Fe(NO3)3・9H2O 0.1  
 

Lys L-Lysine HCl 146.0  
   

MgSO4・7H2O 200.0  
 

Met L-Methionine 30.0  
   

KCl 400.0  
 

Phe L-Phenylalanine 66.0  
   

NaHCO3 3.7  
 

Pro L-Proline 46.0  
   

NaCl 6400.0  
 

Ser L-Serine 42.0  
   

NaH2PO4・H2O 125.0    

Thr L-Threonine 95.0  
  

Other components     

Trp L-Tryptophan 16.0  
   

HEPES 5960.0  
 

Tyr L-Tyrosine 71.3  
   

D-Glucose 1000.0  
 

Val L-Valine 94.0    
  

Phenol red 15.9  
 

     
  Na pyruvate 110.0    

 

※システインはシスチンとして添加 
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Table 1-2 各培地中のアミノ酸濃度 

    

Full medium 

 [μM] 

ΔHis medium 

 [μM] 

ΔArg medium 

 [μM] 

Zero medium 

 [μM] 

Amino acids         

Gly Glycine 400 400 400 0 

Ala L-Alanine 400 400 400 0 

Arg L-Arginine 400 400 0 0 

Asn L-Asparagine 400 400 400 0 

Asp L-Aspartic Acid 400 400 400 0 

Cys L-Cystine 400 400 400 0 

Glu L-Glutamic Acid 325 325 325 0 

Gln L-Glutamine 4000 4000 4000 0 

His L-Histidine 200 0 200 0 

Ile L-Isoleucine 800 800 800 0 

Leu L-Leucine 800 800 800 0 

Lys L-Lysine 800 800 800 0 

Met L-Methionine 200 200 200 0 

Phe L-Phenylalanine 400 400 400 0 

Pro L-Proline 400 400 400 0 

Ser L-Serine 400 400 400 0 

Thr L-Threonine 800 800 800 0 

Trp L-Tryptophan 80 80 80 0 

Tyr L-Tyrosine 400 400 400 0 

Val L-Valine 800 800 800 0 

 

各アミノ酸欠乏培地は、ΔHis 培地およびΔArg 培地のように、Full 培地から該当する

アミノ酸のみを 0 μM とした。 
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TGF-β1 測定では、Quantikine® ELISA Mouse/Rat/Porcine/Canine TGF-β1 Immunoassay

（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）ELISAキットを用いた。 

ウエスタンブロットでは、Protease inhibitor cocktail tablets（Roche, Basel, Switzerland）

をサンプル調製に、Canget signal solution（Toyobo, Osaka, Japan）を抗体反応に、Immobilon 

western chemiluminescent HRP substrate（Millipore, Billerica, MA, USA）をタンパク質検出

反応に用いた。また、一次抗体として、anti-β-actin monoclonal antibody（Sigma-Aldrich, St 

Louis, USA）、anti-TGF-β polyclonal antibody（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、

anti-phosphorylated mammalian target of rapamycin（p-mTOR, pSer2448）polyclonal antibody

（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、anti-phosphorylated 70-kDa ribosomal protein S6 

kinase（p-p70S6K, pThr389）polyclonal antibody（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、

anti-phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (p-ERK, pThr202/Tyr204) polyclonal 

antibody（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、anti-Smad2/3 monoclonal antibody（BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）、anti-phosphorylated Smad2（p-Smad2, pThr8）

polyclonal antibody (Acris Antibodies, Herford, Germany)を、二次抗体として polyclonal goat 

anti-rabbit immunoglobulin antibody（Dako, Glostrup, Denmark）、polyclonal goat anti-mouse 

immunoglobulin antibody（Dako, Glostrup, Denmark）を用いた。 

リアルタイム PCRでは、ISOGEN II（Nippon Gene, Toyama, Japan）を RNA抽出に、

ReverTra Ace qPCR RT（Toyobo, Osaka, Japan）を cDNA合成に用いた。 

 

1-2-2 細胞培養 

 IEC-6細胞は 10%FBSおよび抗菌剤（100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin）を

添加した DMEM培地を用いて、37℃、5%CO2条件下のインキュベーターで前培養を行

った。特記しない限り、コンフルエントの状態まで前培養を行った。その後、Full 培地、

ΔHis 培地、ΔArg 培地、各種アミノ酸欠乏培地等（いずれも FBS なし、抗菌剤あり、

37℃、5%CO2条件下で培養）に交換し、各種実験を行った。 
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1-2-3 遊走の測定 

遊走は、細胞欠損面積の変化（wound healing assay と呼ばれる方法）で評価した。6-cm

ディッシュに IEC-6細胞を前培養しコンフルエント状態にした上で、アスピレーターを

用いて直径約 1 mm の円形スクラッチを作製した。その後、培地を各種実験条件の培地

に交換し、12時間培養した。マイクロアナライザー（Nihon Poladigital, Tokyo, Japan）で、

円形細胞欠損面積を解析し、以下のように細胞欠損面積の変化から遊走によって縮小し

た面積比を算出し、遊走の指標とした。 

遊走（%）＝（培養前（0 時間）の円形細胞欠損面積 － 培養後 12 時間の円形細胞

欠損面積）/ 培養前（0時間）の円形細胞欠損面積 × 100 

 

1-2-4 培養上清中の TGF-β1濃度の測定 

 培養上清中の TGF-β1 濃度の測定は、Quantikine® ELISA Mouse/Rat/Porcine/Canine 

TGF-β1 Immunoassay を用いて測定した。吸光度は、SpectraMax 190 Microplate Reader

（molecular devices, Tokyo, Japan）を用いて 450 nm で測定した。リファレンスは 540 nm

で測定した。 

 

1-2-5 ウエスタンブロット 

 タンパク質の発現レベルおよびリン酸化レベルは、ウエスタンブロット法を用いて解

析した。IEC-6細胞は、各培地で適時（最大 12時間まで）培養後に培地を除去し、Protease 

inhibitor cocktail tablets を溶解した RIPAバッファーを適量添加の上、スクレイパーで回

収し細胞破砕サンプルとした。回収したサンプルのタンパク質濃度は、BCA Protein 

Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。適量のサンプルを 5-20% 

SDS-polyacrylamide gel にアプライし電気泳動を行った後、PVDF膜に転写した。転写後

の PVDF 膜は、Canget signal solution で希釈した一次抗体（anti-TGF-β（1:1000）、

anti-Smad2/3（1:1000）、anti-p-Smad2（1:1000）、anti-p-mTOR（1:1000）、anti-p-p70S6K

（1:1000）、anti-p-ERK（1:1000）、anti-p-JNK（1:1000）、anti-β-actin（1:5000））と 4℃で

12 時間反応させた。その後、Canget signal solution で希釈した二次抗体（HRP標識され

た goat anti-mouse IgG または goat anti-rabbit IgG）と反応させた後、Immobilon western 

chemiluminescent HRP substrate で発光させ、Image Quant LAS-4000 Mini（GE Healthcare 

UK, Buckinghamshire, UK）で撮像し、Image J software（NIH, Bethesda, MD, USA）で解

析した。 
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1-2-6 定量的リアルタイム PCR 

 IEC-6細胞は、各培地で 12時間培養後に培地を除去し、ISOGEN IIを用いて Total RNA

を抽出した。Total RNA濃度は、NanoDrop ND-1000（Thermo Fisher Scientific）を用いて、

吸光度 260 nm で測定した。測定後、ReverTra Ace qPCR RT を用いて、cDNAを合成し

た。反応は 37℃、15分で行った後、98℃、5分で reverse transcriptase の不活性化を行っ

た。遺伝子発現量は、ABI FAST 7500 Sequence Detection System（PE Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA）を用いた定量的リアルタイム PCR法で測定した。TaqMan probe

法を用い、 ラット Tgf-β1（NM_021578）に対する forward primer 5'-THC TTC GCA TCA 

CCG T-3'、reverse primer 5'-TAG TAG ACG ATG GGC AGT GGC-3'、TaqMan probe 5'-GCT 

GCG TGC CGC AGG CTT TGG-3'（5'末端に蛍光標識： 6-carboxyfluorescein（FAM）、 3'

末端にクエンチャー標識： 6-carboxytetramethylrhodamine（TAMRA））を使用した。各

サンプルとも triplicate で測定し、その平均値を用い、発現レベルは内部標準物質の

GAPDH（Rn99999916_s1; PE Applied Biosystems）により補正した。またデータは、ΔΔ

Ct 法で算出した。 

 

1-2-7 統計解析 

 各データは平均値±S.D.で示した。統計解析は IBM SPSS statistics ver. 24 を用い、

one-way ANOVAで解析し、群間の有意差検定は Scheffe test で行った。Fig. 1-3（D）の

TGF-β1添加有無の比較のみLeveneの等分散検定で解析し、群間の有意差検定は student’s 

t-test で行った。いずれも有意差は P < 0.05 とした。 
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1-3 結果 

 

1-3-1 各種生体内アミノ酸欠乏による遊走への影響 

 

 生体内には 20 種類のアミノ酸が存在する [33]。これら 20種類のアミノ酸において、

小腸上皮細胞の遊走への影響を検討するため、各アミノ酸の欠乏培地を用いて遊走を評

価した。 

 

 各アミノ酸の欠乏培地で IEC-6細胞を12時間培養した際の遊走を評価した（Fig. 1-1）。

結果、10種類の各アミノ酸欠乏条件下で遊走が有意に低下した（ΔHis, ΔArg, ΔVal, Δ

Ile, ΔGlu, ΔLys, ΔLeu, ΔTyr, ΔTrp, ΔPhe）。特に、ΔHis 培地における遊走の低下

が最も顕著であった（28 ± 4%, Full 培地を 100%として）。次いで、ΔArg 培地におけ

る遊走の低下も同程度であった（30 ± 8%, Full培地を 100%として）。遊走が低下した

10 種類の各アミノ酸欠乏条件のうち、7種類が不可欠アミノ酸（ΔHis, ΔVal, ΔIle, Δ

Lys, ΔLeu, ΔTrp, ΔPhe）であった。一方で、その他 10 種類の各アミノ酸欠乏条件（Δ

Cys, ΔAsp, ΔMet, ΔGln, ΔThr, ΔAla, ΔAsn, ΔPro, ΔSer, ΔGly）では、有意な遊

走の低下はみられなかった。 

 

 

1-3-2 遊走におけるヒスチジンまたはアルギニンの濃度検討 

 

 1-3-1 節でヒスチジン欠乏条件下において IEC-6 細胞の遊走が著明に低下することが

判明した。次にその濃度依存性を検証した。 

 

 ΔHis培地にヒスチジンを 0、5、10、50、200 µM（200 µM は Full培地相当）添加し

た各培地で IEC-6細胞を 12時間培養した際の遊走を評価した。IEC-6細胞の遊走は、ヒ

スチジン濃度が 5 µM 以下で有意に低下した。また、ヒスチジン濃度が 10 µM 以上で、

IEC-6細胞の遊走は Full培地と同等まで回復した（Fig. 1-2（A））。 

同様に、ΔArg培地にアルギニンを 0、10、50、100、400 µM（400 µM は Full培地相

当）添加した各培地で IEC-6細胞を 12時間培養した際の遊走を評価した。IEC-6細胞の

遊走は、アルギニン濃度が 10 µM 以下で有意に低下した。またアルギニン濃度が 50 µM

以上で IEC-6細胞の遊走は Full 培地と同等まで回復した（Fig. 1-2（B））。 
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1-3-3 ヒスチジンまたはアルギニン欠乏時の遊走低下と TGF-β1との関連 

 

TGF-β1は、小腸上皮細胞の遊走に関与する因子として知られている [23, 58]。ヒスチ

ジン欠乏による IEC-6 細胞の遊走低下に、TGF-β1が関与するかを検討した。 

 

まず培養上清中の TGF-β1濃度を測定した。IEC-6 細胞を 12 時間培養した後、培養上

清を採取し、培養上清中の TGF-β1濃度を測定した。TGF-β1濃度はそれぞれ Full 培地で

1581 ± 121 pg/mL、ΔHis 培地で 446 ± 164 pg/mL、ΔArg培地で 433 ± 278 pg/mL

であった。TGF-β1濃度は、ΔHis 培地またはΔArg 培地では Full 培地と比較して 3分の

1 程度の濃度となっており、有意な低下がみられた（Fig. 1-3（A））。 

 次に、1-3-2 節でヒスチジン濃度依存的に遊走が低下したが、その遊走低下と培養上

清中の TGF-β1濃度の関連性を検討した。1-3-2 節と同条件で IEC-6 細胞を 12 時間培養

し、ヒスチジンまたはアルギニン濃度依存的な遊走低下と培養上清中の TGF-β1濃度の

関連性を検討したところ、ヒスチジン濃度が 5 µM 以下、アルギニン濃度が 10 µM 以下

で、Full 培地と比較して有意に TGF-β1濃度が低下した（Fig. 1-3（B）, （C））。また、

TGF-β1 濃度とヒスチジン濃度は正の相関関係があり、いずれも濃度が上昇することで

遊走を回復させた。 

 さらに、Full 培地とΔHis 培地の TGF-β1濃度の差分をΔHis 培地に添加することで、

遊走が回復するかどうかを検討した。Full培地上清中の TGF-β1濃度とΔHis 培地上清中

の TGF-β1濃度の差は約 800 pg/mLであったことから、ΔHis培地またはΔArg 培地に終

濃度 800 pg/mL の組換え TGF-β1を添加し、その遊走が回復するかどうかを検討した。

ΔHis 培地またはΔArg 培地では低下した 12 時間後の遊走は、終濃度 800 pg/mL の

TGF-β1を添加した各培地を用いることで、Full培地と同等まで回復した（Fig. 1-3（D））。 

また、IEC-6細胞内での TGF-β1生合成が転写および翻訳レベルで低下しているかどう

かを検証した。IEC-6 細胞の Tgf-β1 mRNA量と、TGF-β1は細胞内で前駆体として生合成

されるため TGF-β 前駆体タンパク質の量を測定した（Fig. 1-4）。IEC-6細胞を 12時間培

養した後、RNA抽出または細胞破砕サンプルを調製し実験を行った。Tgf-β1 mRNAは、

Full培地と比較して、ΔHis 培地またはΔArg 培地で有意に減少していた（ΔHis：0.63 ± 

0.13倍, ΔArg：0.62 ± 0.22倍, Fig. 1-4（A））。細胞内 TGF-β 前駆体タンパク質も同様

に、Full 培地と比較して、ΔHis培地またはΔArg 培地で有意に減少していた（ΔHis：

71 ± 10%, ΔArg：54 ± 8%, Fig. 1-4（B））。 
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1-3-4 ヒスチジンまたはアルギニン欠乏時の遊走低下における機序解明 

 

 1-3-3 節で、ヒスチジン欠乏により、IEC-6 細胞内の TGF-β1生合成が転写レベルで低

下し、TGF-β 前駆体タンパク質および細胞外 TGF-β1タンパク質の量を減少させ、遊走

低下を引き起こしていることが示唆された。そこで、IEC-6細胞の遊走低下のメカニズ

ムを明らかにするため、TGF-β を介した各シグナル伝達経路の関与について検討した。 

 

TGF-β1をリガンドとしたシグナル伝達経路としては、Smad を介した経路が知られて

おり、IEC-6 細胞においてもその経路が報告されている [23, 58]。よって、ヒスチジン

欠乏条件下での IEC-6 細胞中の Smad2 リン酸化量を検討した。IEC-6 細胞を 12 時間培

養した後、細胞を回収し、サンプルを調製した。ΔHis 培地またはΔArg 培地における

リン酸化 Smad2 発現量は、Full培地と比較して有意に減少していた（ΔHis：66 ± 16%,

ΔArg：54 ± 27%, Fig. 1-5（A, B））。一方で、ΔHis 培地またはΔArg 培地における

Smad2/3 発現量は、Full培地と比較して有意差はみられなかった（ΔHis：85 ± 20%, Δ

Arg：80 ± 27%, Fig. 1-5 （A, C））。 

一方で、TGF-β を介したシグナル伝達経路には Smad に依存しない経路（non-Smad

経路）も存在する。そこで、遊走における non-Smad 経路の関与の有無について、関連

分子である mTOR、p70S6K、ERKのリン酸化量を検討した。IEC-6細胞を 12 時間培養

した後、細胞を回収し、サンプルを調製した。ΔHis 培地におけるリン酸化 mTORおよ

びリン酸化 p70S6K の発現量は、Full 培地と比較して減少傾向がみられた（p-mTOR：

85 ± 17%, p-p70S6K：80 ± 30%, Fig. 1-6（A, B））。また、ΔHis 培地におけるリン酸

化 ERKの発現量は、Full 培地と比較して有意に減少した（p-ERK：66 ± 23%, Fig. 1-6

（C））。一方で、ΔArg培地においては、mTOR、p70S6K、ERKのいずれのリン酸化量

も有意に減少した（p-mTOR：66 ± 31%, p-p70S6K：53 ± 30%, p-ERK：63 ± 35%, Fig. 

1-6（A-C））。 
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1-4 考察 

 

本章では、ヒスチジンが小腸上皮細胞の遊走において重要な役割を果たし、TGF-β シ

グナル経路を介して遊走を制御していることを明らかにした。 

 

 ヒスチジン欠乏は、生体内アミノ酸 20 種類の中で最も強く IEC-6 細胞の遊走を抑制

した（Fig. 1-1）。これは、IEC-6 細胞の遊走において、ヒスチジンが重要な役割を果た

すという初めての報告である。また、この遊走低下は全アミノ酸欠乏条件の Zero 培地

とほぼ同等であったことからも、ヒスチジンは IEC-6細胞の遊走に不可欠であることが

判明した。同様にアルギニン欠乏も、ヒスチジン欠乏に次ぐ遊走低下がみられた（Fig. 

1-1）。アルギニンについては、小腸上皮細胞の遊走に関して、その欠乏における報告は

ないが、大腸上皮細胞に対する次のような報告がある [15]。その報告中では、アルギ

ニン欠乏条件下で 12 時間培養後の遊走を測定した際に、400 µM アルギニン含有培地

（本実験の Full 培地の Arg濃度に相当）を 100%とすると、遊走が約 70%に低下すると

されている。本結果では、Full 培地と比較して約 30%に低下するため、大腸上皮細胞よ

り小腸上皮細胞の方がアルギニン欠乏の影響を受けやすい可能性がある。 

また、ヒスチジンとアルギニンの欠乏以外で特筆すべき点として、遊走が低下した

10種類のアミノ酸欠乏条件のうち、7種類が不可欠アミノ酸（ΔHis, ΔVal, ΔIle, ΔLys, 

ΔLeu, ΔTrp, ΔPhe）であり、IEC-6細胞の遊走において、不可欠アミノ酸の重要性が

示唆された。一方で、メチオニンとスレオニンの 2 種類の不可欠アミノ酸については、

各欠乏条件下で遊走は低下しなかったことから、小腸上皮細胞の遊走にはメチオニンお

よびスレオニンが必要でないことが示唆された。 

 

また本研究により、IEC-6細胞の遊走はヒスチジンまたはアルギニン濃度に依存して

低下し、IEC-6細胞の遊走維持に必要なヒスチジンおよびアルギニンの最小濃度は、そ

れぞれ 10 µMおよび 50 µM であることがわかった（Fig. 1-2）。正常ラットの血中ヒスチ

ジン濃度が約 25-60 µM、血中アルギニン濃度が約 70 µM であるため [59, 60]、本研究

で得られた IEC-6 細胞の遊走維持に必要なヒスチジンまたはアルギニンの最小濃度以

下になることは、生理的変動の範囲では生じにくいと考えられた。しかしながら、種々

の疾患において、血中ヒスチジン濃度の低下が報告されており（Table 1）、クローン病

の患者では健常人と比較して血中ヒスチジン濃度が 40%程度にまで低下するという報

告がある [9]。このように特定の病態下では血中ヒスチジン濃度または血中アルギニン
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濃度の低下が報告されており、本研究で得られた最小濃度を下回る可能性がある。この

ような場合には、臨床でも小腸上皮細胞の遊走能が低下する可能性がある。ただし、生

体内におけるアミノ酸の供給は血液からだけでなく、小腸管腔側からの吸収や細胞内で

のタンパク質・ペプチドからの供給が複合的に関与すると考えられるため、in vivo にお

ける基礎データや臨床データの取得、蓄積が必要と考えられる。今後、生体内における

ヒスチジンまたはアルギニンの血中および小腸上皮細胞内の濃度と、本実験で得られた

結果の整合性を確認することが重要であると考えられた。 

 

 次に、培養上清中の TGF-β1濃度を検討したところ、ヒスチジン欠乏またはアルギニ

ン欠乏のいずれも Full 培地の約 3分の 1となっており（Fig. 1-3（A））、その低下した濃

度分の TGF-β1をΔHis 培地、ΔArg 培地に添加した際に、遊走がほぼ 100%まで回復し

た（Fig. 1-3（D））。このことから、TGF-β1が遊走制御に重要な役割を担っていることが

示唆され、両アミノ酸濃度の低下による小腸上皮細胞の遊走低下は、主に TGF-β1濃度

の低下に依存していると考えられた。また、ヒスチジン濃度またはアルギニン濃度の上

昇に比例して TGF-β1濃度が上昇したことから（Fig. 1-3（B, C））、小腸上皮細胞は両ア

ミノ酸濃度の変化に応答して TGF-β1濃度を制御すると考えられた。小腸上皮細胞にお

いて、TGF-β1の添加が遊走を促進するという報告はあるが [23, 58]、ヒスチジンやアル

ギニンが TGF-β1濃度の調節に関与するという報告はなく、本結果は新規性が高いと考

えられた。 

 また、IEC-6 細胞の TGF-β1は mRNA 量、前駆体タンパク質量のどちらも、ヒスチジ

ンやアルギニンの欠乏により減少したことから（Fig. 1-4）、これらのアミノ酸欠乏によ

り TGF-β1生合成が転写および翻訳レベルで抑制され、細胞外へ分泌される TGF-β1濃度

が低下し、遊走の低下が引き起こされたと考えられた。しかしながら、これらのアミノ

酸欠乏がどのように TGF-β1生合成を低下させるかは、現時点で不明である。 

 

TGF-β シグナル伝達経路は、その下流にある Smadファミリーを介した経路が主に知

られている [23, 58]。本研究結果から、ヒスチジンまたはアルギニンの欠乏条件下では

培養上清中の TGF-β1濃度の低下に伴い、Smad2 のリン酸化が抑制され、遊走の低下が

起こることが示唆された（Fig. 1-5）。また、TGF-β シグナル伝達経路には、Smad を介

した経路以外にも、non-Smad経路と呼ばれる Smad 非依存的な経路があり、IEC-6細胞

でも報告されている。TGF-β 刺激による non-Smad 経路には大きく分けて 2 つの経路が

あり、1つは PI3K/Akt を介した mTOR/p70S6K経路、もう 1つはMAPKを介した ERK
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経路である [61]。本結果では、ヒスチジン欠乏またはアルギニン欠乏のいずれにおい

ても、これら 3つの経路すべての関連分子のリン酸化量（p-mTOR, p-p70S6K, p-ERK）

に、有意な減少ないしは減少傾向がみられたことから、Smadおよび non-Smadのどちら

の経路も関与していることが示唆された（Fig. 1-6）。 

IEC-6 細胞においては、基礎培地に 1 ng/mL の TGF-β1を添加した際、ERK のリン酸

化レベルの上昇が報告されており [58]、本結果とも一致する。しかしながら、基礎培

地に 4 mM のアルギニンを添加した際、mTOR/p70S6K経路を介してラット小腸上皮細

胞の遊走が促進されたが、ERK経路は関与しなかったという報告がある [50]。この ERK

経路に関しては本研究のアルギニン欠乏時の結果と異なるが、上記報告はアルギニンを

添加した際の結果であること、添加したアルギニンの量が 4 mM とラット血中濃度の

10 倍以上という高濃度であることから、実験条件が異なることによるものと考えられ

た。また、ERK と mTOR の間にはシグナルのクロストークが存在し [62]、TGF-β は

ERK/mTOR経路を介して遊走を調節する可能性もある。 

しかしながら、ヒスチジン欠乏またはアルギニン欠乏による Smad 経路や non-Smad

経路の抑制が、どのような因子を制御し遊走低下を引き起こすかは、現時点では不明で

ある。TGF-β1 と関連する報告としては、接着細胞の遊走を制御するインテグリンが挙

げられる。インテグリンは、コラーゲンなどの細胞外マトリクスと結合し、細胞接着を

調節することで、遊走を制御するタンパク質として知られている [63]。小腸上皮細胞

における報告はないが、ヒト神経膠芽腫細胞において 1 ng/mLの TGF-β1を添加すると

インテグリン発現が亢進することが報告されている [64]。さらに、ヒト腹膜線維芽細

胞において 1 ng/mL の TGF-β1を添加するとインテグリン発現の亢進により遊走を促進

することが報告されている [65]。また興味深いことに、前者では転写レベルでのイン

テグリン発現亢進が示唆されているが、後者では転写レベルの変化はなく翻訳レベルの

亢進であることが示唆されている [64, 65]。このように、TGF-β1は細胞遊走に深く関与

するインテグリンの発現を制御している。また、小腸上皮細胞における TGF-β/Smad2

のシグナル伝達経路を介した遊走制御に関する報告に、FAK の発現促進に関するもの

がある。FAK はインテグリンを始めとする細胞接着因子と相互作用し、接着細胞の遊

走に関与するタンパク質である [52]。IEC-6 細胞において、基礎培地に TGF-β1を添加

すると、Smad を介したシグナル経路の亢進により、mRNAおよびタンパク質レベルで

FAK 発現量が増加することで遊走を促進したという報告がある [58, 66]。また同様に、

アルギニンを基礎培地に添加した際に、FAK タンパク質のリン酸化亢進により遊走の

促進がみられたという報告もある [51]。したがって、ヒスチジン欠乏およびアルギニ
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ン欠乏は、TGF-β1生合成の低下による Smad 経路や non-Smad 経路の抑制に続き、細胞

接着を制御する因子であるインテグリンや FAKの発現ないしは FAKのリン酸化を抑制

した結果、細胞遊走が低下した可能性が考えられたが、今後の検証が必要である。 

 

ヒスチジンについては、シグナル伝達に関する研究が進んでおらず情報はないが、ア

ルギニンに関しては、上記以外にも消化管上皮細胞におけるアルギニンの代謝経路から

2 つの遊走制御メカニズムが報告されている。1 つはアルギナーゼによるポリアミンの

前駆物質であるオルニチンへの代謝、もう 1つは NO合成酵素による NOとシトルリン

への代謝である [15]。アルギナーゼによるアルギニンからオルニチンへの代謝は、大

腸上皮細胞の傷害修復時に必須であると考えられており、アルギナーゼをノックアウト

した細胞へオルニチンを処置すると遊走が回復すること、オルニチンからポリアミンへ

の代謝を阻害すると遊走が低下するが外来のポリアミンを添加することで回復するこ

とが報告されている [15, 51]。対して、アルギニンの NOへの代謝は、小腸上皮細胞が

潰瘍表面を遊走により覆う際に必須であるとする報告がある [67]。また、NOは遊走が

促進している小腸上皮細胞で発現が増加しており、創傷治癒への寄与が示唆されている

とともに、NOドナーの添加により遊走が促進されアルギニン添加と同様の効果を示し

ている [51]。アルギニン欠乏による遊走への影響に関しては、TGF-β1 以外にもこれら

のメカニズムの関与も考えられる。しかしながら、TGF-β1をΔHis 培地、ΔArg 培地に

添加した際に、遊走がほぼ 100%まで回復したことから（Fig. 1-3（D））、主として TGF-β1

を介したシグナル伝達経路に依存していることは明らかである。アルギニンが TGF-β1

を介したシグナル伝達経路により遊走を制御するという報告はなく、ヒスチジンに至っ

ては、メカニズムのみならず、遊走を制御するという報告自体がない。そのため、本結

果は、ヒスチジンおよびアルギニンが TGF-β1発現を介した小腸上皮細胞の遊走を制御

することを明らかにした初めての報告である。 
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1-5 小括 

 

 本章の実験結果から、小腸上皮細胞の遊走においてヒスチジンが重要な役割を果たす

ことが判明した。また TGF-β1を介して小腸上皮細胞の遊走を制御することを明らかに

した。 

 

 生体内アミノ酸 20 種類に対し、各アミノ酸欠乏培地を用いて IEC-6 細胞の遊走への

影響を検討したところ、ヒスチジン欠乏が生体内アミノ酸 20 種の中で最も遊走を低下

させることを見出し、アルギニン欠乏もヒスチジン欠乏に次ぎ遊走を低下させた。また

IEC-6細胞の遊走は、ヒスチジンおよびアルギニンに濃度依存性を示し、遊走維持に必

要な最小濃度は、それぞれ 10 µMと 50 µM であった。さらに、ヒスチジンおよびアル

ギニン欠乏条件下における IEC-6 細胞の遊走低下のメカニズムは、IEC-6 細胞内の

TGF-β1 生合成が転写および翻訳レベルで低下し、それに伴い細胞外に分泌される

TGF-β1が減少することで、TGF-β シグナル伝達経路である Smad 経路および non-Smad

経路のリン酸化が抑制された結果、遊走が低下したものと考えられた（Fig. 1-7）。 
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Fig. 1-1 Effects of individual amino acid deficiencies on intestinal cell restitution.  

The cell restitution rates in Full without each of the 20 intravital amino acids were expressed as 

percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 7–8). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 1-2 Effect of histidine or arginine concentration on intestinal cell restitution. 

(A) Cell restitution rates were measured for 12 h with the following histidine concentrations: 0, 

5, 10, 50 and 200 µM. Cell restitution rates were expressed as percentages of that in Full (200 

µM histidine). Data represent mean ± S.D. (n = 8). *P < 0.05 vs. Full. (B) Cell restitution rates 

were measured for 12 h with the following arginine concentrations: 0, 10, 50, 100 and 400 µM. 

Cell restitution rates were expressed as percentages of that in Full (400 µM arginine). Data 

represent mean ± S.D. (n = 8). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 1-3 Effect of TGF-β1 on intestinal cell restitution.   

(A) TGF-β1 concentrations in medium supernatants were evaluated for 12 h in Full, ΔHis or 

ΔArg. Data represent mean ± S.D. (n = 5–6). *P < 0.05 vs. Full. (B) TGF-β1 concentrations in 

medium supernatants were evaluated for 12 h with the following histidine concentrations: 0, 5, 

10, 50 and 200 µM. Data represent mean ± S.D. (n = 3–6). *P < 0.05 vs. Full. (C) TGF-β1 

concentrations in medium supernatants were evaluated for 12 h with the following arginine 

concentrations: 0, 10, 50, 100 and 400 µM. Data represent mean ± S.D. (n = 3–6). *P < 0.05 vs. 

Full. (D) Cell restitution rates were measured for 12 h in Full, ΔHis or ΔArg. “–” represents 

non-addition of TGF-β1 and “+” represents addition of 800 pg/ml TGF-β1. Cell restitution rates 

were expressed as percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 5–8). *P < 0.05 

vs. Full. #P < 0.05 non-addition vs. addition of 800 pg/ml TGF-β1 to ΔHis or ΔArg. 
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Fig. 1-4 Production of TGF-β1 in cells under histidine or arginine deficiency.  

IEC-6 cells were incubated under 5% CO2 for 12 h in Full, ΔHis or ΔArg. (A) Tgf-β1 mRNA 

levels were expressed as fold changes relative to that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 3). 

*P < 0.05 vs. Full. (B) Whole-cell lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting 

with anti-TGF-β precursor and anti-β-actin (loading control) antibodies. The level of TGF-β 

precursor was expressed as percentage of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 3). *P < 

0.05 vs. Full. 
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Fig. 1-5 Phosphorylation of Smad2 in intestinal epithelial cells under histidine or arginine 

deficiency. 

IEC-6 cells were incubated under 5% CO2 for 12 h in Full, ΔHis or ΔArg. (A) Whole-cell 

lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-phosphorylated-Smad2, 

anti-total Smad2/3 and anti-β-actin (loading control) antibodies. (B) Phosphorylated-Smad2 

levels were expressed as percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 9). *P < 

0.05 vs. Full. (C) Total Smad2/3 levels were expressed as percentages of that in Full. Data 

represent mean ± S.D. (n = 9). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 1-6 Phosphorylation of other molecules in intestinal epithelial cells under histidine or 

arginine deficiency.  

IEC-6 cells were incubated under 5% CO2 for 12 h in Full, ΔHis or ΔArg. (A) Whole-cell 

lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-phosphorylated mTOR and 

anti-β-actin (loading control) antibodies. Phosphorylated mTOR levels were expressed as 

percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 9). *P < 0.05 vs. Full. (B) 

Whole-cell lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-phosphorylated 

p70S6K and anti-β-actin (loading control) antibodies. Phosphorylated p70S6K levels were 

expressed as percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 9). *P < 0.05 vs. Full. 

(C) Whole-cell lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with 

anti-phosphorylated ERK and anti-β-actin (loading control) antibodies. Phosphorylated ERK 

levels were expressed as percentages of that in Full. Data represent mean ± S.D. (n = 9). *P < 

0.05 vs. Full. 
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Fig. 1-7 小腸上皮細胞の TGF-β1を介したシグナル伝達経路 

ヒスチジン欠乏下の小腸上皮細胞では、TGF-β1 発現量が減少し、それを介したシグナ

ル伝達経路上の Smad、mTOR、p70S6K、ERKのいずれのリン酸化も低下した結果、遊

走が低下した。 
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第 2章 ヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞の細胞生存率に与える影響 

 

2-1 概要 

 

 本章では、小腸上皮細胞の組織修復能を評価するため、細胞生存率を指標にヒスチジ

ン欠乏の影響を評価した。また、ヒスチジン欠乏による細胞生存率低下の原因と考えら

れたアポトーシスの亢進について、そのメカニズムを検討した。 

 

 小腸上皮細胞の細胞生存率が低下すると、小腸上皮細胞が小腸の管腔表面に正常に分

布できず剥がれ落ちてしまい、その直下の粘膜固有層や血管が管腔側に表出することで

障害が及び、出血や潰瘍の成因となる [22-24]。また、小腸粘膜上皮の修復機構は、遊

走、増殖、分化・成熟の 3つの段階で構成される [21, 22]。これらの修復過程が正常に

機能するためには、小腸上皮細胞が健全であること、即ち小腸上皮細胞の細胞生存率が

維持されていること、アポトーシスの異常亢進が起こっていないことが重要である。よ

って、本章では、小腸上皮細胞の細胞生存率およびアポトーシスを検討した。 

 

実験の構成は、まずヒスチジン欠乏条件下での小腸上皮細胞の細胞生存率の低下およ

びアポトーシスの亢進を現象として捉え、それらを改善するために必要なヒスチジンの

最小濃度を決定した。また、その細胞生存率低下のメカニズムについて、アポトーシス

関連タンパク質の解析から、ミトコンドリアを介した経路によるアポトーシスであるこ

とを特定した。 
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2-2 方法 

 

2-2-1 実験試料 

細胞は、Rat intestinal epithelial cell-6（IEC-6, RIKEN BioResource Center, Tsukuba, Japan）、

Rat gastric mucosal cells（RGM1, RIKEN BioResourse Center, Tsukuba, Japan）、Rat kidney 

cells（NRK, RIKEN BioResourse Center, Tsukuba, Japan）を用いた。 

細胞培養のための培地は、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 培地（DMEM 培地, 

Sigma-Aldrich, St Louis, USA）を前培養に用い、実験条件用培地として、20 種類のアミ

ノ酸を含んだ DMEM 培地（Full 培地, Cell Science & Technology, Miyagi, Japanまたは

Research Institute for the Functional Peptides, Yamagata, Japan）、L-ヒスチジン欠乏 DMEM

培地（ΔHis 培地, Cell Science & Technology, Miyagi, Japanまたは Research Institute for the 

Functional Peptides, Yamagata, Japan）、20種類のアミノ酸を全て欠乏させた DMEM培地

（Zero 培地, Cell Science & Technology, Miyagi, Japan または Research Institute for the 

Functional Peptides, Yamagata, Japan）を用いた。以上の培地組成は Table 1-1、1-2に詳細

を示した。また、全培地に抗菌剤（Penicillin/streptomycin, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA）を添加し、前培養時のみ Fetal bovine serum（FBS, Equitech-Bio, Kerrville, TX, 

USAおよび GE Healthcare, Little Chalfont, UK）も添加した。また、実験条件に応じて、

L-ヒスチジン（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）、TGF-β1（R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA）を培地に添加した。 

ウエスタンブロットでは、Protease inhibitor cocktail tablets（Roche, Basel, Switzerland）

をサンプル調製に、Canget signal solution（Toyobo, Osaka, Japan）を抗体反応に、Immobilon 

western chemiluminescent HRP substrate（Millipore, Billerica, MA, USA）をタンパク質検出

反応に用いた。また、一次抗体として、anti-β-actin monoclonal antibody（Sigma-Aldrich, St 

Louis, USA）、anti- caspase-3 polyclonal antibody（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、anti- 

caspase-8 monoclonal antibody（Abcam, Cambridge, UK）、anti- caspase-9 monoclonal antibody

（Cell Signaling, Danvers, MA, USA）、anti- caspase-12 polyclonal antibody（Abnova, Taipei, 

Taiwan）を用い、二次抗体として、polyclonal goat anti-rabbit immunoglobulin antibody（Dako, 

Glostrup, Denmark）、polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin antibody（Dako, Glostrup, 

Denmark）を用いた。 

 

 

 



34 
 

2-2-2 細胞培養 

 各種細胞は 10%FBS および抗菌剤（100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin）を添

加した DMEM 培地を用いて、37℃、5%CO2条件下のインキュベーターで前培養を行っ

た。特記しない限り、コンフルエントの状態まで前培養を行った。その後、Full 培地、

ΔHis 培地、Zero 培地等（いずれも FBS なし、抗菌剤あり、37℃、5%CO2条件下で培

養）に交換し、各種実験を行った。 

 

2-2-3 細胞生存率の測定 

 細胞生存率は、96 ウェルプレートに各種細胞を前培養しコンフルエント状態にした

後、培地を各種実験条件の培地に交換し、経時的に 18 時間まで培養後に測定した。測

定は、Cell counting kit-8（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）を用いて行った。吸光

度は、SpectraMax 190 Microplate Reader を用いて 450 nm で測定した。リファレンスは

650 nm で測定した。 

 

2-2-4 ウエスタンブロット 

 タンパク質の発現レベルおよびリン酸化レベルは、ウエスタンブロット法を用いて解

析した。各種細胞は、各培地で適時（最大 12時間まで）培養後に培地を除去し、Protease 

inhibitor cocktail tablets を溶解した RIPAバッファーを適量添加の上、スクレイパーで回

収し細胞破砕サンプルとした。回収したサンプルのタンパク質濃度は、BCA Protein 

Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。適量のサンプルを 5-20% 

SDS-polyacrylamide gel にアプライし電気泳動を行った後、PVDF膜に転写した。転写後

の PVDF 膜は、Canget signal solution で希釈した一次抗体（anti-caspase-3（1:5000）、

anti-caspase-8（1:2000）、anti-caspase-9（1:1000）、anti-caspase-12（1:1000）、anti-β-actin

（1:5000））と 4℃で 12時間反応させた。その後、Canget signal solutionで希釈した二次

抗体（HRP標識された goat anti-mouse IgGまたは goat anti-rabbit IgG）と反応させた後、

Immobilon western chemiluminescent HRP substrate で発光させ、Image Quant LAS-4000 

Mini（GE Healthcare UK, Buckinghamshire, UK）で撮像し、Image J software（NIH, Bethesda, 

MD, USA）で解析した。 
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2-2-5 アポトーシス細胞の蛍光観察 

 アポトーシス細胞の蛍光観察は、FITC-Annexin Vで蛍光染色したアポトーシス細胞を

顕微鏡下で観察、撮像することで実施した。スライドチャンバーに IEC-6細胞を前培養

した後、培地を各種実験条件の培地に交換し、6 時間または 12 時間培養した。細胞染

色は、Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection Kit（PromoCell, Heidelberg, Germany）を

用いて行った。蛍光観察時の excitationと emission の波長は、それぞれ 492 nmと 514 nm

で行った。観察、撮像は、TCS SP5 MP fluorescence microscope （Leica microsystems, Wetzlar, 

Germany）を用いて行った。 

 

2-2-6 ミトコンドリア膜電位の測定 

 ミトコンドリア膜電位は、96 ウェルプレートに IEC-6 細胞を前培養しコンフルエン

ト状態にした後、培地を各種実験条件の培地に交換し、経時的に 12 時間まで培養後に

測定した。測定は、Mito-ID Membrane Potential Cytotoxicity Kit（Enzo Life Sciences, New 

York, NY, USA）を用いて行った。蛍光検出時の excitation と emissionの波長は、それぞ

れ 490 nm と 590 nm で行い、Wallac 1420 ARVO MX plate reader（Perkin Elmer, Waltham, 

MA, USA）で測定した。 

 

2-2-7 統計解析 

 各データは平均値±S.D.で示した。統計解析は IBM SPSS statistics ver. 25 を用い、

one-way ANOVAで解析し、群間の有意差検定は Scheffe test で行った。Fig. 2-3の TGF-β1

添加有無の比較のみ Levene の等分散検定で解析し、群間の有意差検定は student’s t-test

で行った。いずれも有意差は P < 0.05 とした。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 ヒスチジン欠乏による細胞生存率への影響 

 

ヒスチジン欠乏が IEC-6細胞の生存へ及ぼす影響を検討するため、ヒスチジン欠乏培

地を用いて細胞生存率を評価した。 

 

IEC-6細胞を 18時間培養した際の細胞生存率を評価した（Fig. 2-1）。結果、ΔHis 培

地における細胞生存率は、Full 培地と比較して 37±2%に低下した（Fig. 2-1（A））。ま

た Zero 培地における細胞生存率は、Full 培地と比較して 33±5%に低下した（Fig. 2-1

（A））。さらに、ΔHis 培地で IEC-6 細胞の経時的な細胞生存率の変化を検証したとこ

ろ、Full 培地と比較して 3 時間までは有意な変化はみられなかったが、6 時間以降で細

胞生存率が有意に低下した（Fig. 2-1（B））。Zero培地においても同様に、6時間以降で

細胞生存率が有意に低下した（Fig. 2-1（B））。 

 

 

2-3-2 細胞生存率におけるヒスチジンの濃度検討 

 

2-3-1 節でヒスチジン欠乏が IEC-6細胞の細胞生存率を著しく低下させることが判明

した。次にその濃度依存性を検証するとともに、IEC-6細胞の細胞生存率を維持するた

めに最低限必要なヒスチジン濃度を評価した。 

 

 ΔHis培地にヒスチジンを 0、1、5、10、50、200 µM（200 µM は Full培地相当）添

加した各培地で IEC-6 細胞を 18時間培養した際の細胞生存率を検討した。IEC-6細胞の

細胞生存率は、ヒスチジン濃度が 5 µM以下で有意に低下した。また、ヒスチジン濃度

が 10 µM以上の際には、IEC-6細胞の細胞生存率は Full培地と同等であった（Fig. 2-2）。 

さらに、このヒスチジンの最小濃度は、1章で示した遊走における最小濃度と同じで

あった。そこで、ヒスチジン欠乏による IEC-6細胞の遊走低下と、細胞生存率低下が同

一メカニズムかどうかを確認するため、1-3-3節と同様に培養上清中へ終濃度 800 pg/mL

の TGF-β1を添加し、細胞生存率が回復するかどうかを検討した結果、TGF-β1添加によ

る回復はみられなかった（Fig. 2-3）。 
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2-3-3 ヒスチジン欠乏によるアポトーシスへの影響 

 

 消化管上皮細胞における細胞生存率の低下は、アポトーシスの亢進によって引き起こ

されるという報告がある [68, 69]。そこで、ヒスチジン欠乏下におけるアポトーシス亢

進の有無について検討した。 

 

 まず、アポトーシス亢進の有無を確認するため、細胞内における活性化 caspase-3発

現量を検討した。各培地で IEC-6細胞を経時的に 12時間まで培養した際の活性化

caspase-3発現量を測定したところ、Full培地と比較してΔHis 培地、Zero培地とも 9時

間時点から増加傾向がみられ、12 時間時点で有意に発現量が増加した（Fig. 2-4（A, B））。

12 時間時点では、Full 培地と比較して、ΔHis 培地での活性化 caspase-3発現量は 221 ± 

86%にまで増加した。 

 また、Annexin V染色によるアポトーシス陽性細胞の蛍光顕微鏡観察を行った。6時

間時点では Full 培地、ΔHis 培地ともアポトーシス陽性細胞はみられなかったが、12 時

間時点では Full 培地においてアポトーシス陽性細胞がみられなかったのに対し、ΔHis

培地ではアポトーシス陽性細胞を示す緑色蛍光がみられ、活性化 caspase-3発現量の増

加と一致した（Fig. 2-4（C））。 

 

 

2-3-4 アポトーシスにおけるヒスチジンの濃度検討 

 

 2-3-3 節で、ヒスチジン欠乏はアポトーシスを亢進することが判明した。そこで、細

胞生存率と同様に、そのヒスチジン濃度依存性を検証するとともに、アポトーシスを亢

進させないヒスチジンの最小濃度を検討した。 

 

 ΔHis 培地にヒスチジンを 0、1、5、10、50、200 µM（200 µM は Full培地相当）添

加した各培地で IEC-6 細胞を 9時間培養した際の細胞内における活性化 Caspase-3発現

量を測定した。活性化caspase-3発現量は、ヒスチジン濃度が5 µM以下で有意に増加し、

ヒスチジン濃度が 10 µM 以上の際には Full 培地と同等であった（Fig. 2-5）。 
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2-3-5 ヒスチジン欠乏によるアポトーシス亢進の機序解明 

 

 次にアポトーシス亢進が起こるメカニズムについて検討した。アポトーシスには大き

く分けて 3つの経路が存在する [31]。デスレセプターを介した経路、小胞体ストレス

を介した経路、そしてミトコンドリアを介した経路の 3 つである。各経路のシグナル伝

達機構には、それぞれ caspase-8、caspase-12、caspase-9の活性化が関係しており、それ

を指標にすることで、アポトーシス亢進のメカニズムを検討した。 

 

 各培地で IEC-6細胞を 12時間培養した際の活性化 caspase-8、caspase-12、caspase-9

発現量を測定した。各培地とも活性化 caspase-8および活性化 caspase-12の発現量につ

いて、12 時間を通して変動はみられなかった（Fig. 2-6（A-D））。一方で、活性化 caspase-9

発現量は、ΔHis 培地において、Full 培地と比較して培養後 6時間以降で有意に増加し

た（Fig. 2-6（E, F））。また Zero培地においては、Full培地と比較して培養後 3時間以降

で有意に増加した（Fig. 2-6（E, F））。 

 

 

2-3-6 ヒスチジン欠乏によるミトコンドリアへの影響 

 

 2-3-5 節で、ヒスチジン欠乏条件下におけるアポトーシスの亢進は、ミトコンドリア

を介した経路であることが示唆された。そこで、ミトコンドリア機能の指標として、ミ

トコンドリア膜電位を評価した。 

 

 各培地で IEC-6細胞を 12時間培養しミトコンドリア膜電位の変化を評価したところ、

Full培地と比較してΔHis 培地では培養後 6時間以降で有意なミトコンドリア膜電位の

低下がみられた（Fig. 2-7）。また、Full培地の培養開始時（0時間）の値を 100%として

比較すると、12時間時点のΔHis 培地におけるミトコンドリア膜電位は、61±4%であ

った（Fig. 2-7）。Zero培地においても Full培地と比較して、培養後 6時間以降で有意な

ミトコンドリア膜電位の低下がみられ、ΔHis培地と同様の結果を示した（Fig. 2-7）。 
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2-3-7 小腸上皮細胞以外の細胞でのヒスチジン欠乏による影響 

 

 小腸上皮細胞以外の細胞に対して、ヒスチジン欠乏の応答性やその強弱は不明である。

そこで、ラット胃上皮細胞の RGM1 細胞を小腸以外の消化管上皮細胞として、ラット

腎線維芽様細胞の NRK細胞を消化管上皮細胞以外の細胞として比較対象に用い、ヒス

チジン欠乏への応答性の違いについて、細胞生存率とアポトーシスを指標に評価した。 

 

 まず、RGM1細胞と NRK細胞を各培地で 18 時間培養し、細胞生存率を測定した。

RGM1 細胞では、Full培地と比較して、ΔHis培地および Zero培地で有意に細胞生存率

が低下した（それぞれ 75±6%, 40±13%, Fig. 2-8（A））。一方、NRK細胞では、Full培

地と比較して、ΔHis培地で有意な細胞生存率の低下はみられなかった（92±6%, Fig. 2-8

（B））。Zero 培地では有意な細胞生存率の低下はみられたものの、85±10%にとどまり

著明な変化はみられなかった（Fig. 2-8（B））。 

次に、RGM1細胞と NRK細胞を各培地で 12 時間培養し、細胞内の活性化 caspase-3

発現量を測定した。RGM1 細胞では、Full 培地と比較して、ΔHis 培地および Zero 培地

で活性化 caspase-3発現量が有意に増加した（163±23%, 269±33%, Fig. 2-8（C））。一方、

NRK細胞では、Full培地と比較して、ΔHis培地で有意な活性化 caspase-3発現量の増

加はみられなかった（117±16%, Fig. 2-8（D））。Zero 培地では有意な活性化 caspase-3

発現量の増加はみられたものの、159±15%にとどまり RGM1ほどの変化はみられなか

った（Fig. 2-8（D））。 

 

 

2-3-8 小腸上皮細胞におけるヒスタミンの影響 

 

心筋細胞において、ヒスチジンの代謝物であり、様々な生理活性を持つヒスタミンの

欠乏がアポトーシスを亢進したという報告がある [70]。そこで、IEC-6 細胞におけるヒ

スチジン欠乏下で、代謝物であるヒスタミンの形で作用しているかどうかを検討した。 

 

ΔHis 培地に 10-3～10-8 M のヒスタミンを添加し、細胞生存率の回復およびアポトー

シスの抑制がみられるかどうかを検討した。結果、ΔHis培地にヒスタミンを添加して

も、細胞生存率、アポトーシスのいずれにも変化はみられなかった（Fig. 2-9）。 
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2-4 考察 

 

 本章では、IEC-6細胞において、ヒスチジン欠乏が著明に細胞生存率を低下させ、そ

のメカニズムはミトコンドリア膜電位の低下によって誘導されたアポトーシスの亢進

であることを明らかにした。 

 

まず、ヒスチジン欠乏条件下における IEC-6細胞の細胞生存率への影響を評価したと

ころ、Full 培地と比較して有意な低下がみられた（Fig. 2-1（A））。陽性対照として置い

た全アミノ酸欠乏条件の Zero培地と同等の低下を示したことから、ヒスチジン欠乏が

細胞生存率低下へ及ぼす影響が大きいことが示唆された。このことから、ヒスチジンが

IEC-6細胞の生存率維持に重要であることが明らかとなった。 

 

また細胞生存率の経時的変化は、Full 培地と比較してΔHis 培地において 6時間以降

で有意に低下した（Fig. 2-1（B））。その細胞内におけるヒスチジン濃度を測定したとこ

ろ、ΔHis 培地で培養する前の IEC-6細胞 1.0×107個における細胞内ヒスチジン濃度は

54.6 µMであったのに対し、培養 6時間時点では定量下限（< 13.3 µM）を下回っていた

ため（data not shown）、IEC-6細胞の細胞生存率の低下と細胞内ヒスチジンの消費が一

致していることが判明した。また小腸上皮細胞である IEC-6細胞は、その倍加時間が約

18 時間と短時間であり、細胞の増殖、代謝回転が速いため [71]、ヒスチジンを始めと

する生育に必要な成分の要求性が高く、欠乏の影響を受けやすい可能性があると考えら

れた。 

 

次に、ヒスチジン欠乏による IEC-6細胞の生存率低下のメカニズムについて検討した。

IEC-6細胞の遊走低下と細胞生存率低下は、ヒスチジン濃度に対する推移が同じであっ

たため（Fig. 1-2（A）, Fig. 2-2）、遊走制御のメカニズムである TGF-β1産生阻害と同一

のメカニズムである可能性があったが、培養上清中へ終濃度 800 pg/mLの TGF-β1を添

加しても、細胞生存率は全く回復しなかった（Fig. 2-3）。このことから、ヒスチジン欠

乏が IEC-6細胞の遊走低下に及ぼす作用と細胞生存率低下に及ぼす作用は異なり、細胞

生存率の低下は別のメカニズムにより制御されていることが判明した。 

 消化管上皮細胞における細胞生存率の低下は、アポトーシスの亢進によって引き起こ

されるという報告があるため [68, 69]、ヒスチジン欠乏がアポトーシスを亢進するかど

うかを検討した。結果、IEC-6細胞におけるヒスチジン欠乏は、経時的に活性化 caspase-3
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発現量を増加させ、アポトーシスを亢進することが判明した（Fig. 2-4（A, B））。また、

活性化 caspase-3 発現量の増加は、Annexin V染色を用いた蛍光顕微鏡観察によるアポト

ーシス陽性細胞の発現タイミングと一致した（Fig. 2-4（C））。さらに、アポトーシスに

おけるヒスチジン濃度依存性を検討した結果、ヒスチジン濃度の低下とともにアポトー

シスが亢進することが明らかとなり（Fig. 2-5）、その推移は細胞生存率の推移と一致し

た（Fig. 2-2）。よって、細胞生存率の低下はアポトーシスの亢進によって引き起こされ

たと考えられた。 

 

 さらに、ヒスチジン欠乏条件下における IEC-6細胞のアポトーシス誘導経路を検討し

た。アポトーシスの主要な経路としては、3つの経路が知られている [31]。それは、デ

スレセプターを介した経路、小胞体ストレスを介した経路、そしてミトコンドリアを介

した経路の 3つである。検討の結果、活性化 caspase-9発現量の増加がみられたことか

ら、ヒスチジン欠乏条件下で起こるアポトーシスの亢進は、ミトコンドリアを介した経

路であることが判明した（Fig. 2-6）。 

 ミトコンドリアを介したアポトーシスの経路は、細胞に何らかのストレスが加わるこ

とでミトコンドリア膜透過性遷移孔が開き、ミトコンドリア膜電位が低下することで、

シトクロム c の放出、caspase-9の活性化、caspase-3の活性化とシグナルが伝達され、

アポトーシスを誘導する [72, 73]。本実験結果はこの過程に一致し、ヒスチジン欠乏が

小腸上皮細胞に何らかのストレスを与え、ミトコンドリアの膜電位を低下させアポトー

シスを誘導することで、細胞生存率の低下を引き起こしたと考えられた（Fig. 2-7）。細

胞ストレスにより生じるシグナルをミトコンドリアへ伝える経路として、アポトーシス

の促進タンパク質である Bax や Bakの活性化がミトコンドリア膜電位の低下を引き起

こすという報告がある [74]。また、抗アポトーシスタンパク質であるMcl-1について、

潰瘍性大腸炎患者の消化管上皮細胞における発現量減少が確認されており、アポトーシ

ス亢進の原因であるとされている [75]。今後、ヒスチジン欠乏がアポトーシス促進タ

ンパク質の活性化またはアポトーシス抑制タンパク質の不活性化に寄与しているかど

うかを検討する必要がある。また、小腸上皮細胞におけるミトコンドリア機能障害は、

酸化ストレスによる細胞へのストレス負荷で誘導されることが報告されている [76]。

現時点では、ヒスチジン欠乏条件下で酸化ストレスが誘導されているかどうかは不明で

あるが、検討の必要があると考えられた。小腸上皮細胞へ 25～50 mM の高濃度のヒス

チジンを添加することにより、酸化ストレスや tumor necrosis factor-α（TNF-α）刺激に

よる IL-8産生を抑制できるとする報告がある [77]。メカニズムは不明であるものの、
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酸化ストレスや TNF-α刺激はいずれも細胞死であるアポトーシス亢進を誘導するシグ

ナルであり、ヒスチジンがそれらに対する抑制効果を持つことは本研究結果と一致する。

また、同研究グループはヒスチジンを含むジペプチドであるカルノシン（β-Ala-His）や

Gly-His を作用させた場合でも IL-8分泌量を抑制させたと報告している [78]。よって、

ヒスチジン欠乏によるアポトーシス亢進は、ヒスチジン欠乏による直接的な影響または

その代謝産物である生理活性物質の欠乏としての影響という 2つの作用点が可能性と

して考えられた。 

 

また本研究により、IEC-6細胞の細胞生存率維持に必要なヒスチジンの最小濃度は 10 

µM であることが判明し、これはアポトーシス亢進を抑制するために必要なヒスチジン

の最小濃度と一致した（Fig. 2-2、Fig. 2-5）。これらの結果から、10 µM 以上のヒスチジ

ン濃度を維持することで、小腸上皮細胞の生存率低下およびアポトーシス亢進を抑制す

ることができると考えられた。しかしながら、今回の結果は in vitro の結果であり、生

体内での小腸では pH、腸内細菌、蠕動運動、免疫反応といった要因が関与すると考え

られる [79-82]。そのため、小腸上皮細胞の生存率について、ヒスチジン濃度のみでは

完全に説明することは難しい。今後、in vivo における基礎データや臨床データの取得、

蓄積が必要と考えられる。 

 

 またヒスチジン欠乏による細胞生存率の低下について、小腸上皮細胞である IEC-6細

胞以外の細胞でも共通した事象なのかどうかを検証したところ、胃上皮細胞である

RGM1 細胞においては、小腸上皮細胞である IEC-6細胞と同様の傾向を示し、ヒスチジ

ン欠乏条件下で有意な細胞生存率の低下とアポトーシスの亢進がみられた（Fig. 2-8（A, 

C））。このことから、消化管上皮細胞において、ヒスチジン欠乏による本事象は共通で

あることが示唆された。しかし、その影響の程度は異なり、IEC-6細胞の方が RGM1細

胞の約 2倍、変化の程度が大きかった（Fig. 2-1, 2-4, 2-8）。 

一方で、腎線維芽様細胞である NRK細胞においては、小腸上皮細胞である IEC-6細

胞と異なり、ヒスチジン欠乏条件下で細胞生存率とアポトーシスに影響がみられなかっ

た（Fig. 2-8（B, D））。このことから、ヒスチジン欠乏による本事象は、消化管上皮細胞

に高い感受性を示す反応であると考えられた。その理由としては、消化管上皮細胞は、

非常に代謝回転が速いことから、ミトコンドリア膜電位の低下のような細胞の分裂や代

謝に不可欠なエネルギー産生機能の障害が、短時間で大きな影響として現れたと考えら

れた。 



43 
 

また心筋細胞では、ヒスチジンの代謝物であり、様々な生理活性を持つヒスタミンの

欠乏がアポトーシスを亢進したという報告があるが [70]、IEC-6 細胞におけるヒスチジ

ン欠乏条件下では、心筋細胞とは異なり、代謝産物であるヒスタミンの添加が細胞生存

率やアポトーシスの回復に影響しないことが判明した（Fig. 2-9）。 
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2-5 小括 

 

 本章の実験結果から、小腸上皮細胞の生存において、ヒスチジンが重要な役割を果た

すことが判明した。また、ヒスチジン欠乏による小腸上皮細胞の生存率の低下に、ミト

コンドリアが関与することを明らかにした。 

 

ヒスチジン欠乏条件下で IEC-6細胞の生存率が有意に低下することを見出し、そのメ

カニズムはミトコンドリア膜電位の低下によって誘導されたアポトーシスの亢進であ

ることを明らかにした（Fig. 2-10）。また、IEC-6細胞の生存率低下とアポトーシス亢進

は、ヒスチジンに濃度依存性を示し、その維持に必要な最小濃度は 10 µM であった。

さらに、ヒスチジン欠乏条件下における細胞生存率の低下およびアポトーシスの亢進は、

他の細胞種と比較し、小腸上皮細胞である IEC-6細胞において高い感受性を示した。 
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Fig. 2-1 Effect of histidine deficiency on cell viability.  

(A) IEC-6 cells were incubated for 18 h in Full, Zero or ΔHis. Cell viability was expressed as a 

percentage of the Full. Data represent mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05 vs. Full. (B) IEC-6 cells 

were incubated for 0, 3, 6, 9 or 12 h in Full, Zero or ΔHis. Cell viability was expressed as a 

percentage of 0 h in the Full. Data represent mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 2-2 Effect of histidine concentration on cell viability.  

IEC-6 cells were incubated for 18 h with the following histidine concentrations: 0, 1, 5, 10, 50 

or 200 µM. Cell viability was expressed as a percentage of the Full (200 mM histidine). Data 

represent mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05 vs. Full. 

 

 

Fig. 2-3 Effect of TGF-β1 on intestinal cell viability.  

Cell viability was measured for 12 h in Full or ΔHis. “–” represents non-addition of TGF-β1 and 

“+” represents addition of 800 pg/ml TGF-β1. Cell viability was expressed as percentages of the 

Full. Data represent mean ± S.D. (n = 5–6). *P < 0.05 vs. Full. n.s.: not significant. 
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Fig. 2-4 Effect of histidine deficiency on activated caspase-3 expression and apoptosis.  

IEC-6 cells were incubated for 0, 3, 6, 9 or 12 h in Full, Zero or ΔHis. (A) Whole cell lysates 

were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-caspase-3 and β-actin (as loading 

control) antibodies. (B) Data were expressed as a percentage of 0 h. Data represent mean ± S.D. 

(n = 3). *P < 0.05 vs. Full.  
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Fig. 2-4 Effect of histidine deficiency on activated caspase-3 expression and apoptosis.  

(C) IEC-6 cells were incubated for 0, 6 or 12 h in Full or ΔHis. Apoptotic cells were stained 

green (FITC-Annexin V staining). Nuclei were stained blue (Hoechst 33342 staining). 
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Fig. 2-5 Effect of histidine concentration on activated caspase-3 expression.  

IEC-6 cells were incubated for 9 h with the following histidine concentrations: 0, 1, 5, 10, 50 or 

200 µM. (A) Whole cell lysates were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with 

anti-caspase-3 and β-actin (as loading control) antibodies. (B) Data were expressed as a 

percentage of the Full (200 mM histidine). Data represent mean ± S.D. (n = 3). *P < 0.05 vs. 

Full. 
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Fig. 2-6 Effect of histidine deficiency on activated caspase-8, -9 and -12 expression.  

IEC-6 cells were incubated for 0, 3, 6, 9 or 12 h in Full, Zero or ΔHis. (A) Whole cell lysates 

were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-caspase-8 and β-actin (as loading 

control) antibodies. (B) Data of (A) were expressed as a percentage of 0 h. Data represent mean 

± S.D. (n = 3). *P < 0.05 vs. Full. (C) Whole cell lysates were analyzed by SDS-PAGE and 

western blotting with anti-caspase-12 and β-actin (as loading control) antibodies. (D) Data of 

(C) were expressed as a percentage of 0 h. Data represent mean ± S.D. (n = 3). *P < 0.05 vs. 

Full. 
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Fig. 2-6 Effect of histidine deficiency on activated caspase-8, -9 and -12 expression.  

IEC-6 cells were incubated for 0, 3, 6, 9 or 12 h in Full, Zero or ΔHis. (E) Whole cell lysates 

were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with anti-caspase-9 and β-actin (as loading 

control) antibodies. (F) Data of (E) were expressed as a percentage of 0 h. Data represent mean 

± S.D. (n = 3). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 2-7 Effect of histidine deficiency on the mitochondrial membrane potential. 

IEC-6 cells were incubated for 0, 3, 6, 9 or 12 h in Full, Zero or ΔHis. The mitochondrial 

membrane potential was expressed as a percentage of 0 h in the Full. Data represent mean ± S.D. 

(n = 6). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 2-8 Effect of histidine deficiency in other cells.  

(A) RGM1 cells were incubated for 18 h in Full, Zero or ΔHis. Cell viability was expressed as a 

percentage of the Full. Data represent mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05 vs. Full. (B) NRK cells 

were incubated for 18 h in Full, Zero or ΔHis. Cell viability was expressed as a percentage of 

the Full. Data represent mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05 vs. Full. (C) RGM1 cells were incubated 

for 12 h in Full, Zero or ΔHis. Activated caspase-3 levels were expressed as a percentage of the 

Full. Data represent mean ± S.D. (n = 4). *P < 0.05 vs. Full. (D) NRK cells were incubated for 

12 h in Full, Zero or ΔHis. Activated caspase-3 levels were expressed as a percentage of the 

Full. Data represent mean ± S.D. (n = 4). *P < 0.05 vs. Full. 
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Fig. 2-9 Effect of histamine concentration on cell viability and activated caspase-3 

expression.  

IEC-6 cells were incubated for 18 h (A: cell viability) or 12 h (B: activated caspase-3 

expression) in Full, ΔHis and ΔHis with the following histamine concentrations: 10-3 to 10-8 M. 

(A) Cell viability was expressed as a percentage of the Full. Data represent mean ± S.D. (n = 

5-6). *P < 0.05 vs. ΔHis. (B) Activated caspase-3 levels were expressed as a percentage of the 

Full. Data represent mean ± S.D. (n = 4). *P < 0.05 vs. ΔHis. 
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Fig. 2-10 小腸上皮細胞におけるアポトーシスの主要経路 

ヒスチジン欠乏による細胞生存率の低下は、ミトコンドリアを介した経路による 

アポトーシスの亢進であることが判明した。 
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総括 

 

本研究は、20 種類のアミノ酸の中でヒスチジン欠乏が小腸上皮細胞の遊走および細

胞生存率を大きく低下させることを初めて明らかにした。本結果は、小腸上皮細胞の遊

走や細胞生存率の維持にヒスチジンが非常に重要な役割を果たすことを示唆している。

さらに、ヒスチジンと小腸上皮細胞の関連性を明らかにしたことで、本基礎研究が小腸

の出血や潰瘍の原因究明の一助となると考えられた。 

 

本研究では、ヒスチジンの欠乏により遊走および細胞生存率の低下、アポトーシスの

亢進が起こることを示した。一方で、いずれの変化も 10 μM 以上のヒスチジンで抑制

できることを示した。このことは、一定量のヒスチジンを生体内に維持することで、小

腸粘膜上皮障害を予防・改善できる可能性を示唆している。一方で、生体における適用

には解決すべき課題は多くある。その一つに、ヒスチジンの代謝産物であるヒスタミン

によるアレルギーや炎症惹起のリスクがあるため、過剰なヒスチジン摂取は避ける必要

がある。今後、in vivo や臨床で小腸の出血および潰瘍の改善・予防に対するヒスチジン

の適正量等のデータを蓄積することで、適正量が効率よく摂取できるサプリメント等の

剤形開発や、推奨食物とその摂取量の目安を決定するというように、ヒトでの安全性が

高いヒスチジンの投与法および摂取法の開発が一つの目指すべき方向性であると考え

られた。 

 

また、本研究により、ヒスチジン欠乏によるこれらの事象のメカニズムは、遊走につ

いては TGF-β1生合成の転写レベルでの抑制によるシグナル伝達の減弱であり、細胞生

存率についてはミトコンドリア膜電位の低下によるアポトーシスの亢進であることを

明らかにした。これまで、ヒスチジン欠乏による小腸上皮細胞の遊走および細胞生存へ

の影響やそのメカニズムは報告されておらず、TGF-β シグナル経路やミトコンドリア機

能との関係を特定した本研究の意義は大きい。また、遊走と細胞生存に必要なヒスチジ

ン濃度が同じであるにも関わらず、TGF-β1 の関与が異なる点は非常に興味深いが、な

ぜ異なる経路で制御する必要があるのか、クロストークはないのかという点については、

今後の課題である。さらに、ヒスチジン欠乏とアルギニン欠乏で、遊走の抑制程度とそ

のメカニズムとして TGF-β1が共通していた点も重要な知見である。アルギニンはその

添加について、関連するシグナル伝達経路やそれにより調節される転写因子が報告され

ているため、それらがアルギニンの欠乏にも関連している可能性は高い。また、それら
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をヒスチジン欠乏でも検討するといった研究手法によって、小腸上皮細胞におけるヒス

チジンの機能やそのメカニズムの解明が進む可能性がある。ヒスチジン、アルギニンと

も塩基性アミノ酸であり、メカニズムの共通性も期待できるため、さらなる研究が必要

である。 

 

ヒスチジン欠乏によるこれらの事象のメカニズム解明は、学術的な意義とともに、小

腸粘膜上皮障害の解決に異なる視点からの進展をもたらす可能性がある。例えば、主要

な関連因子である TGF-β1およびミトコンドリアに対する薬剤開発という選択肢も考え

られる。しかしながら、薬剤開発については、TGF-β1 およびミトコンドリアの特性か

ら困難であると考えられた。TGF-β1 は、遊走や分化を促進する一方で、増殖は抑制す

るといった相反する作用を持ち、過剰または慢性的な作用により肺、肝臓および腎臓に

線維化を引き起こすという副作用も持つ。TGF-β1 は、このような方向性の異なる多様

な作用を持つため、主薬効以外の副作用を制御することが非常に難しいと考えられた。

さらに、過剰な TGF-β 刺激は上皮細胞の発がんリスクを高めるという報告もあり、疾

患の重篤性から考えてベネフィットよりもリスクが勝ると考えられた。また、ミトコン

ドリアに関しては、本研究によりヒスチジン欠乏後 6時間で膜電位の低下が確認された。

ミトコンドリアは膜電位が低下するとシトクロム c を放出するが、シトクロム cの放出

後は不可逆かつ速やかにアポトーシスが進行するため、薬剤を適用できるタイミングが

ほとんどない。さらに、TGF-β レセプターおよびミトコンドリアは、全身細胞に広く分

布するため、副作用の予測が困難で、それを避けるためには小腸上皮細胞への薬物の特

異的輸送や吸収の制御が必要となり現実的ではない。これらの理由から、関連因子であ

る TGF-β1およびミトコンドリアに対する分子レベルでの薬剤開発は難しいと考えられ

た。一方で、重度の小腸粘膜上皮障害の治療には薬剤治療の他に、経腸栄養療法が行わ

れている。しかし、この経腸栄養療法で使用される栄養剤は、様々な疾患に汎用的に用

いられるものであるため、小腸粘膜上皮障害に特化したアミノ酸組成にはなっていない。

そこで、小腸粘膜上皮障害に特化したアミノ酸組成の経腸栄養剤の開発という形であれ

ば、本研究で得られた成果を活かせると考えられた。しかしながら、薬剤開発という視

点は将来的な可能性はあるものの難しい側面もあると考えられ、前述した栄養学的アプ

ローチの重要性が高まると考えられた。 
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小腸の出血や潰瘍は発見されにくく、突然の穿孔により QOL を著しく損なう疾患で

ある。本研究は、栄養学的アプローチにより、生体内に一定量のヒスチジンを維持する

ことが小腸上皮細胞における生理的恒常性の保持につながり、小腸の出血・潰瘍の進行

を改善・予防するために重要である可能性を示唆した。 
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