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言命

ヒトの腸内には、生後まもなく多種多様の細菌が定着し、そののちは一生の間ひ

とときも腸内細菌なしで過ごすときはない。口から侵入した細菌のうち特に腸内に

住むのに適したものだけが一定のバランスを保ちながら腸内細菌叢を構成すること

になる。ヒトが腸内にもっている細菌の種類は 100種近くにもおよび、その数は

100兆以上もある。腸内細菌を構成する細菌の種類や数は、消化管の部位によっ

て異なり、健常人の場合、好気性薗と嫌気性薗に分類してみると Figure1のよう

になる。
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唾液では、総菌数 107/gで、好気性薗と嫌気性薗はほぼ同程度の菌数から構成さ

れている。胃では、胃酸のため菌数が少なく、空腹時では103/g以下である。食物

摂取直後pHが上昇し104-10B/gになるが、食物に胃酸が混ざると再び菌数は減少す

る。十二指腸・空腸でも菌数は少なく 101-104/gである。しかし、回腸では、総菌

数が上昇し大腸への移行薗叢を示し、空腹時でも多数の薗(105-10
g
/g)が検出され

る。更に、回盲弁を境として薗叢の著しい変化がおこり、盲腸では、既に糞便類似

の薗叢となり総薗数も 1011/gに遣し、その 99-99.9%は嫌気性薗で占められるよう

になる 1-7)。

腸内細菌は毎日食餌成分や身体から腸内に分泌または排池されたものを栄養とし

て生命活動を営んでいる。腸内細菌の物質代謝に於ける酵素の種類は、肝臓の酵素

の種類より多いと言われており、しかもこれらの酵素は肝臓の様に身体に有用な物

質だけでなく、有害な物質を産生する酵素も多く、腸内細菌は宿主に対し有用と有

害の 2面性を持つことになる 1・B-1 0)。有用な面では、腸内細菌が各種ビタミン類

の合成を行なうこと、また、病原性を有する細菌が侵入した時、常在細菌がその定

着或いは増殖を阻止することなどが挙げられる。有害な面では、潜在的に病原性を

もっている腸内細菌が、身体の抵抗力が減退したとき病原牲を発揮し臓器に入り込

んで感染症を起こしたりすること、また、腸内細菌は、 N-ニトロソ化合物などの

生成を行ない身体に有害な影響を及ぼすこと、更にまた、ある種の毒物がグルクロ

ン酸抱合体として解毒されたとき、腸内で腸内細菌による脱抱合により再び毒化さ

れることなどが挙げられる。このように、正常なヒトでも腸内細菌は有用と有害の

2面性を有しており、腸内細菌の異常な変動や、薗叢の急激な変化は、身体にとっ

て好ましいものではない。

健康なヒトの小腸上部に於ける細菌の数は少なく、主として Lactobacillussp.、

Enterococcus sp.などのグラム陽性通性嫌気性薗がいるにすぎないが、胃切除、胃

酸減少症などの胃の機能の異常 JJ)、腸管狭窄、硬皮症 (scleroderlla)、ろう孔

(fistula) 、空腸多発性憩室症 (jejunaldiverticulosis)などの盲管係蹄症候群

(blind loop syndrome)J2)にみられる腸の規則的娼動の障害や腸内容物の穆滞をお

こすような状態のときには、小腸内に細菌の異常増殖(bacterial overgrowth 

syndrollle)が起こる。この場合、普通は大腸部位にしかみられない細菌群、 Enter-

ococcus faecalis、Escherichiacoli、Bacteroidessp.、 Clostridiua sp.など
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が小腸内に異常増殖し、それらの細菌の産生する加水分解酵素の作用によって、グ

リシン及びタウリン抱合胆汁酸の脱抱合が充進し、遊厳型になった胆汁酸は回腸末

端からの能動輸送だけでなく近位の空腸からも受動拡散によって吸収される。その

結果、小腸の胆汁酸が減少するためにミセル(・ice11es)形成能が低下し、脂肪が

消化吸収されず脂肪便を呈したり 13)、吸収されなかった脂肪酸は腸内細菌によっ

てヒマシ油の成分であるヒドロキシ脂肪酸などに代謝され下痢を呈する 14)。この

ような s.a11intestina1 bacteria1 overgrovth syndroaeによる下痢は、普通日

常おこなわれる糞便の細菌検査を行なっても原因不明と診断され、原因薗のわから

ない慢性下痢の 70%ぐらいを占めている 1・4)。また、肝硬変115) 、鰭尿病 12)など

の患者でも s.a11intestina1 bacteria1 overgrovthが認められており、それらの

疾病の一次的病因か、二次的病因かは不明であるが、このような病態を把握するこ

とが治療上必要となっている。

小腸内の細菌叢の検索には doub1e-1u.entubeを用いて腸内容物を採取・培養す

る方法 5)や、カプセルを飲み込ませた後、外部から高周波発振器で信号を送って

一定時間だけカプセルの蓋を開け、腸内容物を採取.t音養する方法 Id)などがある。

しかし、前者では、ゾンデを飲み込むことによる苦痛のため、後者では、排便まで

カプセルの回収を待たなければならず、その聞にカプセル中で細菌が増殖してしま

う事など信頼性に欠けるため 1¥ また、嫌気性培養には長時間を要するため 7)、臨

床応用に至っていない。

1971年、 Froa.と Hlofllann17) は [1-'4C]グリシンをコール酸とカップリング

した [1-'4C]グリココール酸(以下 [1-'4C]GCAと略す)を用いた 14CO2 

呼気テストと呼ばれる、小腸内細菌の異常滑殖する b1ind100p syndr・o・eの様な病

態の臨床診断法を開発した。 Figure2に示す如く、 (1-'4CJ GCAの経口投与

後、腸内細菌により脱抱合されて生じた [1-'4C]グリシンは最終的に 14CO2と

して呼気中に排池される。正常人の場合には、 [1-'4C] GCAの大部分は腸肝循

環系に入り、その聞に小腸の細菌叢により徐々に脱抱合され、また、一部が大腸に

移行してから脱抱合されるので、呼気中の 14CO2量は徐々に噌加してゆく。しか

し、小腸内に細菌が異常増殖した、いわゆる bacteria1overgrowth syndrolleて寸立、

小腸内で抱合胆汁酸が速やかに脱抱合されること、及び、遊厳したグリシンは腸内

細菌によって代謝を受け14CO2を生じ腸管から吸収されることにより、正常人に

ーラー



比し、早期にしかも多量の 14CO2 が呼気に排池される。一方、胆汁酸を吸収する

回腸が切除または障害を起こした、いわゆる ilealdysfunction syndroaeにあっ

ては、胆汁酸が回腸末端で吸収されず、大部分の胆汁酸は大腸に入り、大腸内細菌

で脱抱合される結果、 bacterialovergrowth syndro.eの場合と同様に、呼気中に

8reath 

('.COa determinatiα9 

(1-14C) GCA 

~. Microbial enzyae ~. Microb・-

FeC8a 

Flatus 

Int・:Ita閣

Fig.2 Principle of breath test with [1-'4C ] glycocholic acid (GCA). 

Closed arrows enterohepatic circulation of bile acids. 

Oblique line arrows microbial hydrolysis and analysis. 
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早期に多量の 14C02 が排池される 。したがって、この呼気中の 14CO2 を液体シ

ンチレーションカウンターで連統計測することにより、これらの症候群を診断する

ことができる 18・1g)。

また、その他に 14Cでラベルしたキシロース投与による 14CO2 呼気テストがあ

り、小腸内細菌の異常に増殖する様な病態の診断に有効であることが報告されてい

る20・21)。

しかし、これらの方法は、放射性同位元素使用による放射線被爆の危険性がある

こと、測定が煩雑であること、特殊な装置を必要とすることなど幾つかの欠点を有

し、少なくとも我が国での臨床応用には適さない。

従って、このトレーサーを何か別のものに代え、腸内細菌によってよく脱抱合さ

れ、定量が容易でしかも毒性のない物質を用いることができれば、我が国でも腸内

細菌発育活性度の検査を行なうことができると考えられる。

そこで、現在臨床で汎用されている勝外分泌機能テスト (pancreaticfunction 

diagnostant test; P FDテスト)22) のトレーサーであるパラアミノ安息香酸

(以下PABAと略す)に着目し、 14Cラベルのグリシンの代わりに PABAを用

い、ウルソデオキシコリルーパラアミノ安息香酸(以下PABA-UDCAと略す)

を用いた腸内細菌発育活性度の新評価法の開発を試みた。
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オ文 言命

1972年、 r.ondiら 22)によりトレーサーとして PABAを含有する合成ペプチド

(ベンチロミド)の経口投与による PFDテストの動物実験が報告された。彼等は、

その過程でトレーサーとして αーアミノイソ酪酸、パラアミノ馬尿酸など多くの物

質を用い検討した結果、腸管内のキモトリプシンで水解され、定量が容易でしかも

毒性がないものとして PABAを選択している 23)。

PABAは、葉酸の構成成分である。また、第七改正日本薬局方 24)に抗自毛剤

その他に対する適用が収載されたことがある薬物で、そのLD ~Oはマウスで~~.85:t 

O.4g/kgである。また、臨床例では30g/dayを用いた記録もあり、毒性の少ない物

質としてよく知られている。特性として、経口投与された PABAは腸管から容易

に吸収され25・26)、肝細胞内で抱合されたものは胆汁中へは排池されず、大部分は

血中へ逆流し 27)、腎から速やかに排池される 28) 。更に PABAのような芳香族

第一アミンはジアゾカップリング反応で容易に定量でき 28)、この点でも P.f¥BA

はトレーサーとして優れた性質を有しているといえる。

PFDテストは Figure3に示す如く、安息香酸、チロシン、 PABAの縮合体

であるベンチロミド (N-Benzoyl-L-tyrosyl-p-aainobenzoicacid B z -'Ty r 

-PABA)が、消化管内で勝液中の αーキモトリプシンにより静素水解を受けて、

PABAを遊厳し、この PABAが消化管より吸収されたのち、肝で抱合を受け尿

中に排池されることにもとづいている。したがって、一定時間の尿中に排池された

PABA量を測定することにより、勝臓から分泌された αーキモトリプシンの活性

度、すなわち勝液の分泌の状態がわかるというものである。この動物実験に基づい

て、 1976年、 Gyrら 2g)はこの化合物をヒトに投与し、ヒトでの勝外分泌機能テス

トとして有用であることを報告し、その価値が認識されるようになり、現在、臨床

で広く用いられている。

さて、胆汁酸は肝臓においてコレステロールを原料として生成されることは既に

よく知られている。ヒトではこのコレステロールから一次胆汁酸であるコール酸と

ケノデオキシコール酸が肝で生合成され、この生成された胆汁酸は同じく肝内でグ

リシン或いはタウリンと抱合された後、抱合胆汁酸として胆汁中に分泌され最終的

に腸管内に排池されてゆく。こうして腸管内に排池された抱合胆汁酸は腸内細菌の
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産生する抱合胆汁酸水j解酵素の作用により脱抱合を受ける。この脱抱合能を有する

腸内細菌としては、日3stridiulI sp.， Bacteroides sp.， Bifidobacteriull sp. ， 

Eubacteriu・sp.， などの嫌気性薗と、 Lactobacillussp.， Enterococcus faeca-

lis， Staphylococcus epider.idisなどの好気性薗が報告されている(Table 2と

Table 3を参照) 30-::U)。

こうした PABAの特性と胆汁酸代謝の特性に鑑み、ウルソデオキシコール酸

(以下UDCAと略す)の PABA抱合体 (PABA-UDCA)が腸内細菌の状

態を簡便に評価する新しい方法を提供しうるものかどうかを検討したわけである。

尚、 UDCAはコレステロール胆石患者に治療薬として既に遍く投与され毒性の

ないことも証明されているため 35)、本胆汁酸を多くの胆汁酸の中から選択した。

OH 

O 
o CH20 

02・NμH-3:問。COOH (8日 yr-PABA)

間 Pancreatictfa-chymotrypsin 

。
↓

P-Aminobenzoic acid 
(PABA) 

Intestinal absorption 

i 

PABA-free PABA-conJ叩 atesJ PABA-glycinate 
i ' l P A B A -1引9ω引Il川ucαωωW…u山山山JμJro勺。n

L Acetylated-PABA 

|Ur山inel

PA8A determination 

Fig.3 Principle of pancreatic function diagnostant test. 
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以下に本研究の結果を次の各章に別けて詳述する。

(第一章 )PABA-UDCAをグリシンまたはタウリン抱合胆汁酸合成法に準じ

て合成し、その赤外吸収スペクトル、 'H-NMRスペクトル、マススペクトル、

元素分析で生成を確認した。

(第二章 )PABA-UDCAの加水分解酵素に対する挙動を明らかにするために、

in vitroで、パンクレアチン、カルボキシペプチダーゼA、カルボキシペプチ

ダーゼB、トリプシン、 αーキモトリプシン、肝ホモジネート、小腸粘膜ホモ

ジネート、血清、及び、細菌性酵素の Clostridiu.perfringens(welchii)か

ら分隊・精製されたコリルグリシンヒドロラーゼとのインキュベーションによ

る水解実験を行なった。

(第三章)内因性抱合胆汁酸である GCAを対照物質として、 PABA-UDCA

の各種腸内細菌(好気性薗である Enterococcusfaecalis、LactobacilllJS

acidophilus、 Staphylococcus epideraidisなどと、嫌気性薗であるBactero-

ides fragilis、 Bifidobacteriumadlescentis、Bifidobacteriu・longUIl、

Clostridiu・perfringens、 Eubacteriumaerofaciens、 Fusobacteriuavar-

iumなど)による脱抱合について検討した。

(第四章 )PABA及び PABA-UDCAの吸収挙動をラットの摘出反転勝管を

用いて検討した。

(第五章 )PABA及び PABA-UDCA経口投与時の PABA尿中排池量を、

無処置群、抗菌剤処置による腸内細菌制腐群、腸管内停滞係蹄による腸内細菌

異常増殖群に於いて比較検討した。
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算事一一重量 月旦才十酉愛幸包壬当「併:s;:<:7.:>壬当「買え

第 1節 ウルソデオキシコール酸のパラアミノ安息香酸抱合体 (PABA-UDC

A)の合成

グリシンまたはタウリン抱合胆汁酸の合成については燦つかの方法36-3¥;1)が報告

されている。その何れを用いても PABA-UDCAの合成は可能であったが、

Bergstromと NorJlanの報告した方法36) により、収率 87%と最も高い収率で合成

することができた。クロロホルムーメタノール(4:1，v/v) を使用したシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーに付し精製し、 PABA-UDCAの粗結晶を得、メタノ

ール一酢酸エチルで再結品後、目的とする PABA-UDCAの無色結晶を得た 。

本化合物は、融点 294-296・C(分解)を示した。赤外吸収スペクトル (KBr)では、

Figure ちに示す如く、 1520 cm-I(ν 川アミド 1)、 1600CII-I (νc=oアミド

1 )、 1665CII-1(νc=oカルボキシル基)による吸収帯を認めた。マススペクトル

では、 m/z: 512 (H+)を示した (Figure6)0 lH-NHR ( OPPII )では Figure7に示

す如く、 0.71 (s， 3H， 18-CH3)， 0.96 (s， 3H， 19-CH3)， 1.00 (d， 3H， J=6.4Hz， 

21-CH3)， 3.48 (br m， 2H， 3β-H and 7α-H)， 7.64 (d， 2H， J=8.8Hz， ar・o・atic
H)， 7.94 (d， 2H， J=8.8Hz， aromatic H) を認めた。元素分析では Anal.Calcd.

for C31H45N05 : C，72:.32: H.8.76: N，2.79. Found: C，72.77; H， 8.86;N，2.74を

認めた。以上の結果は、 Figure4に示すPABA-UDCAの化学構造を支持して

いた。

H COHN -<! ¥}-C∞H 

ト幻
H 

Fig.4 Chemical Structure of PABA-UDCA. 
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第二節 ウルソデオキシコール酸の Lーロイシン抱合体の合成

ウルソデオキシコール酸 (UDCA)のLーロイシン抱合体(以下 L-LeuべJDCA
と略す)の合成は、 UDCAとLーロイシンより上記の PABA-UDCA合成法

に準じて行ない、精製はクロロホルムーメタノール (9:1，v/v)を使用したシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィーに付し、再結品はメタノールー酢酸エチルにて行ない、

目的とする L-Leu-UDCAの無色結晶 854.5mg(mp:274-276・C) を収率 83%で得た。

その化学構造を Figure8に示す。

yOOH 
.CH3 

CONH-CH-CH2-CHくー一.
'-'n3 

Fig.8 Chemical Structure of L-Leu-UDCA. 

第三筋 ウルソデオキシコール酸の L-リジン抱合体の合成

ウルソデオキシコリル-L-リジン(以下 L-Lys-UDCAと略す)の合成も上記に

準じて行ない、 UDCAとNε ーカルボベンゾキシ -L-リジンを使用、反応終了

後、 10%)'¥ラジウムカーボンとギ酸アンモニウム 40) を用いて Nε ーカルボベンゾ

キシ基の除去を行なった。精製はエタノール-アンモニア水 (9:l，v/v)を用いたシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、再結品はメタノールー酢酸エチルにて

行ない、目的とする L-Lys-UDCAの無色結晶 614.8mg(mp:258-260・C) を収率 58%

で得た。その化学構造を Figure9に示す。

COOH 

CONH-CH-CH2-CH2-CH2-CH2 NHz 

Hぴ、

Fig.9 Cheaical Structure of L-Lys-UDCA. 
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第四節 各種胆汁酸抱合体の純度

合成した PABA-UDCAの純度を、島津二波長クロマトスキャナーによる高

性能薄層クロマトグラフィー (HPTLC)で検定した。 HPTLCKiselgel 60 F254 

薄層プレートを使用し、ベンゼンージオキサンー酢酸(15:5:2，v/v/v)で展開後、

PABAとPABA-UDCAは254nllの紫外線下にてスポットを検出定量した。

一方、 UDCAとPABA-UDCAは5%リンモリブデン酸エタノール溶液の噴霧

により発色させ680n.で検出定量した。 UDCA，PABA， PABA-UDCA 

のRf値は、それぞれ、 0.68，0.73， 0.49であった。合成PA B A -U D C A 25 

μgをスポットしたところ単一スポットを与え、その純度は 97%以上であると判明

した。その他の胆汁酸抱合体、 L-Leu-UDCAと L-Lys-UDCAもHPTLCで純度を

測定した。 UDCA，L-Leu-UDCA， L-Lys-UDCA， L-Lys(z)ーUDCA， L-ロイシン，及

びLーリジンのTLCにおける Rf値は、展開溶媒としてベンゼンージオキサンー酢

酸(15:ラ:2，v/v/v) を用いた時、それぞれ、 0.68，0.52， 0.10， 0.48， 0.00，及び

0.00であり。エタノールーアンモニア水 (3:1，v/v)を用いた時、それぞれ、 0.82，

0.78， 0.50， 0.68， 0.65，及び、 0.15であった。尚、胆汁酸は5%リンモリブデン酸

エタノール溶液の噴霧により発色させ680nllで検出定量した。更にアミノ酸は 0.2

Zニンヒドリン-プタノール溶液の噴霧により 570n.て'検出定量した。 L-Leu-UDCA

とL-Lys-UDCAは、それぞれ単一スポットを与え、その純度は 95%以上であると判明

した。

小括

胆汁酸抱合体の合成に於いて、 HuijghebaertとHofl1ann37
)の報告した EEDQ

(N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l，2-dihydroquinoline)を使用し、アミノ酸のカルボ

キシル基をメチルエステルとして反応を行ない、反応、後エステル体を加水分解する

方法、パラニトロフェニルエステルを用いるエステル交換法 38)、塩化チオニルを

用いる酸塩化物法 3Q)、及び:BergstromとNorman36
} の報告した酸無水物法を比較

検討した結果、酸無水物法が他法と比べ操作が簡単で反応は迅速に進行し、しかも

高収率に PABA-UDCAを得ることができる最良法であると判明した。この方

法で合成した PABA-UDCA、 L-Leu-UDCA及び L-Lys-UDCAは遊厳UDCA、

遊厳PABA、遊離アミノ酸を含まず純度の高いものと判明し第二章以降の各種実

験に供した。

戸う
司

i



第篭二二重偉 月旦才十酉変#包百三r や~cry 酉孝雲表 71<角若手

一般に、腕液中にはカルボキシペプチダーゼA、カルボキシペプチダーゼB、

トリプシン、 αーキモトリプシンなど多く酵素が存在する。カルボキシペプチダー

ゼAはカルボキシル末端の中性L一αーアミノ酸のペプチド結合を切断し 41)、カ

ルボキシペプチダーゼBはカルボキシル末端の塩基性L-α-アミノ酸のペプチド

結合を切断し 42)、トリプシンはアルギニンやリジンのカルボキシル基を含有する

ペプチド結合を水解し 43)、また、 αーキモトリプシンは芳香族アミノ酸のカルボ

キシル基を含有するペプチド結合を水解したり、芳香族アミノ酸の代わりに大きな

アルキル基のアミド型でも水解することが知られている 44)。

1986年、 HuijghebaertとHofaann37
)により、内因性抱合胆汁酸、即ち、グリシン

またはタウリン抱合胆汁酸は、勝酵素のカルボキシペプチダーゼに対し抵抗性があ

るが、中性-L-アミノ酸の胆汁酸抱合体 (cholyl-L-alanine，cholyl-L-valine， 

cholyl-L-leucine， and chOlyl-L-tyrosine)はカルボキシペプチダーゼAにより

水解され、話量基性一 Lーアミノ酸の胆汁酸抱合体 (cholyl-L-lysineand cholyl-L 

-arginine)はカルボキシペプチダーゼBにより水解を受けることが報告された。

ところで、 PABA-UDCAは、勝外分泌機能テストのベンチロミドの原理に

基づいているため、 αーキモトリプシンにより水解される可能性がある。また、勝

液中には多くの酵素が存在しており PABA-UDCAはそれらの作用によって水

解される可能性もある。更に、 PABA-UDCAは新規化合物のため、血清中酵

素、肝薬物代謝酵素、小腸粘膜酵素などによって水解されるかどうかも判っていな

い。 PABA-UDCAは腸管内細菌活性度を評価するための物質であり、腸内細

菌の静素のみによって水解されることを前提としている。仮に他の醇素によって水

解されることがあれば、腸内細菌の評価物質として用いることはできない。

したがって、本章では PABA-UDCAが腸内細菌のみによって水解されるこ

とを確認する為に、勝酵素混合物であるパンクレアチン、勝臓由来のカルボキシペ

プチダーゼA、カルボキシペプチダーゼB、トリプシン、 αーキモトリプシン、及

び、肝ホモジネート、小腸粘膜ホモジネート、血清、更に既に胆j十酸抱合体を水解

することが知られている腸内細菌の酵素、コリルグリシンヒドロラーゼによる酵素

水解実験を行なった結果について述べる。尚、対照として腸内細菌の酵素によって
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水解されるが勝醇素には抵抗性がある内因性抱合胆汁酸のGCA 31)、細菌性醇索

以外に勝醇素のカルボキシペプチダーゼAで水解される中性L-α ーアミノ酸抱合

体 31)のL-Leu-UDCA、及び、細菌性酵素以外に勝酵素のカルボキシペプチダーゼ B

で水解される極基性L-α ーアミノ酸抱合体 31)のしーLys-UDCAも同織に検討した。

本章で用いた抱合胆汁酸の化学構造を Figure10に示す。
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Fig.10 Cheaical structure of bile acid conjugates. 
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また、標準基質として、カルボキシペプチダーゼAは、 hippuryl-L-phenylala-

nine (Bz-Gly-L-Phe) 41. 45. 46、カルボキシペプチダーゼ Bは、 hippuryl-L-argi-

nine (Bz-Gly-L-Arg) 42. 47¥ トリプシンは、 benzoyl-L-arginine-p-nitroanil-

ide (Bz-L-Arg-PNA) 43.48)、及びαーキモトリプシンは N-benzoyl-L-tyrosyl-p-

aminobenzoic acid (Bz-Tyr-PABA) 44)を用い同様に検討した。以上の結果をTable

lに示す。

第一節 パンクレアチンの影響 (Table 1) 

プタ勝臓由来のパンクレアチンは勝液中に含まれる多種酵素の混合物で 4g)、カ

ルボキシペプチダーゼ、トリプシン、キモトリプシン、アミラーゼ、リバーゼなど

を含んでいる。このパンクレアチンは、標準基質のBz-Gly-L-Phe，Bz-Gly-L-Arg， 

Bz-L-Arg由 PNA，Bz-Tyr-PABAの全てに対し活性を示し、パンクレアチン中に、カル

ポキシペプチダーゼA、カルボキシペプチダーゼB、トリプシン αーキモトリプ

シンなど諸種の勝酸素を含んでいることが明らかとなった。同一実験条件下で、胆

汁酸抱合体を24時間インキュベーションしたところ、 67%の L-Leu-UDCAと 42%の

L-Lys-UDCAが遊離胆汁酸と遊離アミノ酸に水解されており、勝酵素に抵抗性がある

と言われている内因性抱合胆汁酸のGC A 37) も11%が水解を受けたが、 PABA

-UDCAは全く水解されなかった。

第二節 カルボキシペプチダーゼAの影響 (Table 1) 

カルボキシペプチダーゼA (ウシ勝臓製)は、中性L-α-アミノ酸の胆汁酸抱

合体を水解するという報告 37)どおり、 L-Leu-UDCAを3時間後に100%水解した。

また、 GCAも24時間後に16%の水解を示したが、 PABA-UDCAは本酵素

でも水解を受けなかった。

-18-
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第三筋 カルボキシペプチダーゼBの最多響 (Table 1) 

カルボキシペプチダーゼBによる 24時間インキュベーションの結果、 GCAの

8%、L-Leu-UDCAの 17%、L-Lys-UDCAの 63%が水解された。即ち、カルボキシペプチ

ダーゼB (ブタ勝臓製)は、塩基性L一αーアミノ酸の胆汁酸抱合体を水解すると

いう報告 37)どおり、 L-Lys-UDCAを水解した。また、 Bz-Gly-L-Pheと L-Leu-UDCA

も水解され、本酵素中にカルボキシペプチダーゼAの混入があると推察された。し

かし PABA-UDCAは水解を受けなかった。

第四節 トリプシンの影響 (Table 1) 

トリプシンは、一般にアルキ‘ニンやリジンのカルボキシル基を含有するペプチド

結合を水解 43)するというものであるが、本酵素により水解される抱合胆汁酸は認

められず、 PABA-UDCAはトリプシンに安定であることが判った。

第五節 αーキモトリプシンの影響 (Table 1) 

αーキモトリプシンは、勝外分泌機能テストの Bz-Tyr-PABAを特異的に水解する

ために、 PABA-UDCAを水解する可能性があったが、本酵素によって水解さ

れる抱合胆汁酸は認められず、 PABA-UDCAはαーキモトリプシンによって

水解きれないことが判った。以上、第一節から第五節に述べた結果より、腸管内で

PABA-UDCAは腕液の影響を受けないことが明らかとなった。

第六節 血清中酵素の影響 (Table 1) 

血中に逸脱する胆汁酸はわずかであるが 50・51} 、本節では血清を、トリプシン

52} と塩化コバルト 53)存在下に前もってインキュベーションし、カルポキシペプ

チダーゼを活性化したものを用いた結果、 Bz-Gly-L-Argが水解されカルポキシペプ

チダーゼBの作用があると思われたが、 L-Leu-UDCAは水解きれなかった。その他の

被検抱合胆汁酸も全く水解されず、 PABA-UDCAは血清中酵素により水解さ

れないことが判った。
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第七節 肝ホモジネートの影響 (Table 1) 

内因性抱合胆汁酸は肝践で脱抱合を受けることはないが、 PABA-UDCAは

内因性抱合胆汁酸でないため肝臓の酵素によって水解される可能性がある 。したが

って、本節では、ラット肝ホモジネートの10000xg上清とインキュベーションした

結果、水解される抱合胆汁酸は認められず、 PABA-UDCAは肝臓の酵素に対

し安定であることが判った。

第八節 小腸粘膜ホモジネートの影響 (Table 1) 

小腸粘膜には多種の酵素が含まれている 54)。一方、 Sterchi ら 55)はαーキモ

トリプシンの基質 Bz-Tyr-PABAがキモトリプシン以外に小腸粘膜のペプチダーゼて'

水解されることを報告している。したがって、小腸粘膜ホモジネートとインキュベ

ーションした結果、勝液由来の酵素も多数認められたが、水解される抱合胆汁酸は

認められず、 PABA--UDCAは小腸の酵素に対し安定であることが判った 。

第九節 細菌性コリルグリシンヒドロラーゼの影響

既に胆j十酸抱合体を水解することが知られている腸内細菌の Clostridiumperf由

ringensから分厳・精製されたコリルグリシンヒドロラーゼ 56)とインキュベーシ

ョンした結果、 Table1に示す如く、 PABA-UDCAを含めて全ての抱合胆汁

酸が水解された。

1967年、 Nairら 57)は Clostridiumperfringensのもつコリルグリシンヒドロラ

ーゼによる抱合胆汁酸の脱抱合態度を報告した 。それによるとグリコケノデオキシ

コール酸、グリコデオキシコール酸、 GCA、タウロケノデオキシコール酸、タウ

ロデオキシコール酸、及びタウロコール酸のコリルグリシンヒドロラーゼに対する

Michaelis定数(KIl値)は、それぞれ 14mM，1.2aM， 3.6IlM， 3.0m阿.3.5m阿，及び

3.7酬である。このKm値が小さいほどコリルグリシンヒドロセーゼに対し基質親和

性が高いということになる 。ところで、 PABA-UDCAは腸内細菌のもつコリ
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ルグリシンヒドロラーゼによって水解されることが Table1で確定されている。

この細菌酵素によってどの程度の水解を受けるか知るために、

UDCA濃度の異なる五つの溶液に、一定量のコリルグリシンヒドロラーゼを加え

37.Cでインキュベーションし経時的に加水分解により遊隠する PABA量を検討し

Figure 11に示す如く、基質量に応じた PABAの遊艇を認めた。 Figure

PABA-更に、

た結果、

Lineweaver-Burk plotすると、 Michaelis定数(Km値)

A 

B 

c 

D 

E 

(Figure 12)。
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11で得られたデーターを

は3.74・Hを示した

60 

Tlm.ωwt) 

Time course of enzymatic hydrolysis of PABA-UDCA by cholylglycine 

45 30 20 

Fig. 11 

(pH 5.6). hydrolase in 0.025M acetate buffer 

Incubation was carried out with five different concentrations: 

1・96mM;B， 0.98mM; C， 0.49mH; D， 0.2mH; E， 0.098mM of PABA-UDCA. 
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Fig.12 Lineweaver-Burk plot of the hydrolysis of PABA-UDCA by cholylgly-

cine hydrolase. 

The rate of rel，eased PABA was deterained with five different conc-

entrations， and the best~fit straight line through the points was 

obtained by linear regression analysis. The approximate Km value 

thus calculated was 3.74・M.

小括

比較に用いた GCAは細菌性酵素以外、極一部が勝酵素で水解された 。L-Leu-

UDCAは細菌性酵素以外に勝酵素の、特にカルボキシペプチダーゼAで水解された の

L-Lys-UDCAは細菌性酵素と勝醇素の、特にカルボキシペプチダーゼBにより水解さ

れた。しかし、 PABA-UDCAは腸内細菌の酵素以外、全ての酵素に安定であ

り、腸内細菌の Clostridiumperfringensから分離・精製されたコリルグリシンヒ

ドロラーゼによってのみ水解されることが明らかとなった 。

PABA-UDCAのコリルグリシンヒドロラーゼに対する Km値は、 3.74酬を

示した。この値は、 Nairら 57)が同様の操作によって得たヒトの主要胆汁酸である

GCAの Km値 3.6酬と近似の値を示し、本物質がコリルグリシンヒドロラーゼ

の良い基質であることが判明した 。
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算事三三重量 PABA-UDCAt-こ女寸寸F る

昂易管重fI村藤田直宮グコ且兇ナ包壬当「背包

腸内細菌叢と胆汁酸代謝に関する問題は多くの研究者の興味と関心を集め数多く

の研究成果についての報告がなされている 3()-34に invitroにおける胆汁酸脱抱合

能に関する研究は195ラ年、 NorlRanと Grubb!j8)によって報告されて以来、抱合胆汁

酸の水解酵素として使用されているコリルグリシンヒドロラーゼを産生する Clos二

tE・idiullperfringens以外にもBacteroidesfragilis， Bifidobacterium bifidull， 

Fusobacteriull sp.， Eubacteriull lentu11， Veillonella sp.などの偏性嫌気性菌

や Lactobacillussp .， Streptococcus faecalisなどの通性嫌気性薗が脱抱合能

を有していることが知られている 30-34)。また、グリシン抱合型胆汁酸またはタウ

リン抱合型胆汁酸のいずれか一方のみを特異的に脱抱合する細菌が存在することも

知られている。グリシン抱合型胆汁酸のみを脱抱合する細菌は Streptococcus

faecalis， Staphylococcus epidermidisなどで、タウリン抱合型胆汁酸のみを脱

抱合する細菌としては、 Clostridiumdiffieile， ClostridiulI ramosu11， Bacter-

oides preacutus， Bacteroides distasonis， Propionibacterium lYllphophilum， 

Propionibacterium freundenreichiiSuceinillonas amylolyticaなどがある 31)。

ところで、 PABA-UDCAは第二章で述べたように Clostridiull perfrin-

巴墜により水解されることが明らかとなったが、本章では、 ClostridiulI perfrin-

堅竪以外の腸内細菌による脱抱合について検討した。尚、比較として GCAにつ

いても同様の検討を行なった。

第一節 好気性菌の影響

好気性菌による PABA-UDCAとGCAの脱抱合は Table2に示す如く、腸

球菌の中で最も多く存在するEnterococcusfaecalisでは、 GCAの場合、 6株中

6株(100%)に脱抱合能を認め、 PABA-'UDCAの場合 6株中ぢ株(83%) に脱

抱合能を認めた。 Lactobacillusacidophill1Sーでは、両者に対し 100%の脱抱合能を

有し、 Staphylococcusepidermidisてeも、 GCAの場合、 4株中4株(100%) に脱

抱合能を認め、 PABA-UDCAの場合 3株中 2株(67%)に脱抱合能を認めた。

-24-



これに対し、他の好気性菌 Citrobacter freundii 4株、 Enterobacter aer0-

巴盟主 4株、 Escherichiacoli ち株、 klebsiel1a pneumoniae 4株、担金豆-

e11a oxytoca 4株、 Morgane1lamorganii 4株、 ProteuslIirabilis 4株、

Proteus vulgaris 4株、 Pseudollonasaeruginosa 4株、 Sa1.one11aschwar-

zengrund 4株、 Ser・ratiamarcescens 4株、 Staphy1ococcusaureus 4株、

Vibrio parahaemolyticus 4株、 Candidaa1bicans 3株では、 GCA、PABA

-UDCAともに全株脱抱合能が認められなかった。

Table 2 Bi le acid deconjugation by aerobぬ bacteria

Ir官cubation
ト10.of st rains capable 
。.fdecon j uga t ion Deconju伊 ti側 ratio(紛

Species period 
No.of strains tested (day) 

GCA PABA-UDCA GCA PABA-UDCA 

Citrobacter freundii 3 0/4 0/4 。 。
Enterobacter 3 。/4 0/4 。 。

aerogenes 

Enterococcus faecalis 3 6/6 5/6 100 8 3 

Escherichia coli 3 0/5 0/5 。 。
Klebsiella pneumoniae 3 0/4 0/4 。 。

K. oxytoca 3 0/4 0/4 。 。
Lactobacill':z~ idoDhil 3 1 / 1 1 / 1 100 100 aClaopnuus 

Morganella morganii 3 0/4 0/4 。 。
Proteus mirabilis 3 0/4 0/4 。 。

P. vulgaris 3 0/4 0/4 。 。
Pseudomonas 3 0/4 0/4 。 。

aeruKlnosa 
Salmon e h Ilw a 3 0/4 0/4 。 。

schwarzengrund 

Serratia marcescens 3 0/4 0/4 。 。
Staphylococcus 

3 0/4 0/4 。 。aureus 

s. epidermidis 3 4/4 2/3 100 6 7 
』ー

Vi b ri PO a 3 0/4 0/4 。 。
rahaemolyticus 

Candida albicans 3 0/3 0/3 。 。
』ー

一

F
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第二節 嫌気性薗の影響

嫌気性薗による PABA-UDCAとGCAの脱抱合は Table3に示す如く、多

くの細菌が脱抱合能を有している。ほとんどのヒトから検出され最も多い薗の旦空二

cteroides fragilisでは、 GCAの場合6株中宮株 (83%)、PABA-UDCAの

場合6株中 6株(100%)に脱抱合能が認められ、 Bacteroidesthetaiotao・icronで
は、 GCAの場合4株中 1株 (25%)、PABA-UDCAの場合4株中 1株 (25%)

に脱抱合能が認められ、 Bacteroidesvulgatusて'は、 GCAの場合4株中4株

(100%)、PABA-UDCAの場合4株中4株(100%)に脱抱合能が認められた。

Table 3 Bile acid deconjugation by anaerobic bacteria 

Incubation 
No. of st rains capabl・

Species I periω 
of deconju'gat ion D・conjugationratio (%) 
No. of strains tested 

(day) 
GCA  PABA-UDCA GCA  PABA-UDCA 

Bacteroides 
bivius 7 0/3 0/3 。 。

B. fragi1is 7 5/6 6/6 8 3 100 
B. melaninogenicus 7 0/3 0/3 。 。
B. thetaiotaomicron 7 1/4 1/4 2 5 2 5 

B. vulgatus 7 4/4 4/4 100 100 
Bifidobacterium 

adolescentis 7 3/4 3/4 7 5 7 5 
B. longum 7 3/3 3/3 100 100 

Clostridium 
difficile 7 0/3 0/3 。 。

C.. perfringens 7 7/7 7/7 100 100 

c. ramosum 7 0/2 0/2 。 。
Eubacterium 

7 3/4 2/4 7 5 aerofaciens 5 0 

E. lentum 7 0/4 0/4 。 。
Fusobacterium varium 7 0/2 2/2 。 100 
Peptostreptococcus 

7 0/3 0/3 。anaerobius 。
P. micros 7 0/3 0/3 。 。
Stre r ptOCOC iCFEEStS e di 7 0/3 0/3 。 。rmealus 

Veillonella parvula 7 0/3 0/3 。 。

f
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また、 Bifidobacteriumadolescentisでは、 GCAの場合4株中 3株 (75%)、PA

BA-UDCAの場合4株中 3株 (75%)に脱抱合能が認められ、 Bifidobacterium

longullでは、 GCAの場合 3株中 3株(100%)、 PABA-UDCAの場合 3株中

3株(100%)に脱抱合能が認められた。 Clostridiumperfrinfl:enでは、 GCA、P

ABA-UDCA共に 7株中 7株(100%)に脱抱合能が認められた。 Eubacterium

aerofaciensでは、 GCAの場合4株中 3株 (75%)、PABA-UDCAの場合4

株中 2株(う0%)に脱抱合能が認められた。また、 Fusobacterium Varilmでは、寧

ろGCAで水解は認められず、 PABA-UDCAで2株中 2株(100%)の脱抱合

能を認めた。これに対し Bacteroidesbivius 3株、 Bacteroidesmelaninogenic-

us3株、 Clostridiumdifficile 3株、 Clostridiumramosum 2株、 Eubacterium

lentull4株、 Peptostreptococcusanaerobius 3株、 Peptostreptococcusmicros 

3株、 Streptococcus intermedius3株、 Veillonella parVllla3株で、 GCA、

PABA-UDCA共に全株脱抱合能が認められなかった。

小括

PABA-UDCAの各種腸内細菌による脱抱合を検討した結果、 (1-14C) G C 

A呼気テストに用いる内因性抱合胆汁酸、 GCAとほぼ同じ薗種・同じ菌株で脱抱

合されることが判明した。好気性薗・嫌気性薗いずれにも脱抱合能を有するものが

あるが、両者を比較すると嫌気性薗の方が脱抱合能を有するものが多いことが明ら

かになった。
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多再巨耳望事~ PABAと P2え BA一一 UDCA

グ〉切ヨtJl又主持重力

PABAの腸管吸収に関する報告は数多くある。例えば、受動拡散によって吸収

されること、 PABA濃度に比例した吸収量であること、空腸や回腸の部位の遣い

による局所的な吸収を示さないこと、ナトリウム，グルコース，安息香酸，葉酸，

ウアパインなどの影響を受けないことなどである 25.26)。しかし、これらの報告は

小腸を対照として行なわれたもので、結腸での PABAの吸収に関する報告は見当

たらない。よって PABA-UDCA投与試験のトレーサーである PABAの吸収

部位、吸収機構を更に追加研究した。

また、十二指腸に分泌された胆汁酸は、消化管のほぼ全域にみられる受動的吸収

機構と、回腸末端に局在する量的に重要な能;動的吸収機構により目)、その大部分

が再吸収され、門脈を経て肝臓に戻り、再び胆汁中に分泌される。これが胆汁酸の

腸肝循環と呼ばれるものである 60にそこでPABA-UDCAが内因性胆汁酸と

同様に回腸末端からの能動輸送によって吸収されるか否かを Kreb'sRinger-bicar 

bonate solutionを用いたラットの摘出反転勝管!51. 62)で検討した。

第一節 PABAの吸収

PABAの能動的吸収機構は Figure13 (A)に示す如く、粘膜側(mucosalside) 

と媛膜側 (serosalside)に同濃度の PABAを入れインキュベーション後、粘膜

側と媛膜側の PABAの濃度比を検討した結果、近位空腸から結腸まで初濃度と同

じ1から動かず能動輸送は認められなかった。

PABAの受動的吸収機構は Figure13 (B)に示す如く、 PABAを粘膜側だけ

に入れインキュベーション後、 PABAの粘膜側の濃度に対する紫膜側の濃度の%

で検討した。その結果、小腸の空腸から回腸までは効果的に同じ比率で吸収され現

在までの報告25・26)に一致することが明らかとなった。また盲腸、結腸では小腸に

比し吸収率は低いものの、 PABAは確かに吸収されていることが認められた。
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(A) Act ive Transport Experiment of PABA， 

Intestine Final Concentrati∞Ratio Serosak /Mucosal 

Jejunum 1 

Jejunum 

lleum 1 

Ileum :0: 

Cecum 

Col∞ 

2 3 4 (Ratio) 

(B) Passive Diffusion Experiment of PABA 

Intestine Final C∞centration P…ntage Seros九ωsalxl00 

Jejunum 1 

Jejunum n 

lleum 1 

Ileum I 

Cecum 

Col∞ 

ω 係〉

Fig.13 Transport of PABA by everted gut sacs prepared from various 

segments of the rat intestine. 

(A) Initial concentration. O.lmM of PABA in both the serosal and 

mucosal compartments. 

(B) Initial concentration， buffer in the serosal compartment and 

O.lmM of PABA in the mucosal compartment. 

Each bar represents the mean ::t S. E. of three incubations. 
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第二節 PABA-UDCAの吸収

PABA-UDCAの能動吸収機構は、粘膜側と築膜側に同濃度のPABA一

UDCAを入れ検索したところ、 Figure14に示す如く、回腸末端で濃度勾配に逆

らった PABA-UDCAの著しい輸送が認められ、吸収機構における PABA-

UDCAの挙動は内因性胆汁酸のそれと同一であると考えられた。

Active Transport Experiment of PABA-UDCA 

Intestine 

Jejunum 1 

Jejunum 1 

Ileum 1 

lleum I 

Cecum 

Col∞ 

Final C∞centration Ratio 

ム均'7777列

r///ff///////~ 

. 
2 3 

Serosal/， ーーーー/Mucosal 

Fig.14 Transport of PABA-UDCA by everted gut sacs prepared fro. various 

seg.ents of the rat intestine. 

Initial concentration， 0.1・Mof PABA-UDCA in both the serosal and 

mucosal compartments. 

Each bar represents the aean:t s. E. of three incubations. 
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小括

上述のように、 PABAは全腸管から受動鉱散によって吸収されること、また、

PABA-UDCAは回腸末端から能動輸送によって吸収されることが明らかとな

った。この結果から、経口投与された PABA-UDCAは内因性胆汁酸と同様、

主として回腸末端から能動輸送により吸収され、腸肝循環を営み、この間に腸内細

菌により脱抱合されて生じた PABAが腸管全域から受動輸送により吸収され、尿

中に排池されることが推察された。

正常人の場合、 Figure 15 .(A)に示す如く、投与された PABA-UDCAの大

部分は腸肝循環系に入り、その聞に小腸の細菌叢により徐々に脱抱合されて生じた

PABAと、 PABA-UDCAの一部が大腸に移行したのち大腸の細菌叢により

脱抱合されて生じた PABAとが吸収され尿中に徐々に排池される。

抗菌剤処置の場合、 Figure15 (8)に示す如く、投与された PABA-UDCA

は、腸内細菌が抑圧されているために脱抱合が抑制され、正常人に比し PABA-

UDCAの腸肝循環量は上昇する。したがって尿中に排治される PABAは正常人

に比し減少する。

小腸内に細菌が異常増殖した場合、 Figure15 (C)に示す如く、正常人に比し、

より多くの PABA-UDCAが小腸内の細菌により脱抱合されるので、 PABA

-UDCAの腸肝循環量は減少し早期にしかも多量のPABAが尿中に排池される。

一方、回腸機能不全の場合、 Figure15 (D)に示す如く、 PABA-UDCAは

回腸で吸収されず、速やかかっ多量に大腸に移行し、そこで大腸内細菌によって脱

抱合される。したがって正常人に比し PABA-UDCAの賜肝循環量は減少し早

期に多量の PABAが尿中に排池される。

したがって、 PABA-UDCA投与後の尿中のPABA量を、 PFDテストの

尿中 PABA測定キットを使用し測定すれば、 l~C ラベルのGCA呼気テストと同

様に腸内細菌発育活性度を知ることを得、その変化の原因となった疾患の診断法と

なり得るものと思われた。

-31-



(A) Healthy Control Entercれepatic circulation 

川ヘ CONHo-C∞H

同， ~H~ ，α4 

Oral inge8 t ion 
of PA8AベJDCA

Large 

H似〈うーCOOH

PABA 

PABA- PABA 

conjuQates determinati∞ 

(B) Antlbacterlal Agent Treatnnent 

川ヘ CONH-Q-C∞H

刈'町 α4

Oral Inge8 t lon 
of PA8AベJDCA

circulati町、

Hが-o-COOH-一令Feces

PA8A 

( Liver 同噸 Urine)

PABA-PABA 
conjuQate8 determination 

Fig. 15 (A)(B) Fate of PABA on PABA-UDCA test. 

(A) Healthy control. 

(B) Antibacterial Agent Treatment. 

~ PABA-UDCA， _ PABA ， ε玄~ PABA-conjugates. 

つ担「コ



(C) Small Intestinal Bacterlal Overgrowth 
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ヒトと動物とでは消化管の構造や生理が異なっており、食性も異なっている。

ヒト、ラット、サルなどは雑食性で、イヌ、ネコは肉食性で、ウサギ、モルモット

などは草食性である。したがって動物の種類によって異なった腸内細菌叢のパター

ンを有しており 1¥ヒトと腸内細菌叢のパターンが類似したラットを用い PABA

-UDCA投与試験を行なうことにした。

まず、 PABA-UDCAの動物投与試験に際し、トレーサーである PABAの

吸収に対するグルコース、ナトリウム、ウアパインなどの影響についての報告 2fi)

はあるが、腸内細菌による吸収と排池の最多響を報告したものは見当たらない。よっ

て無処置ラットと抗菌剤jの前処置ラットを用い、抗菌剤処置による、また腸内細菌

の数による PABAの吸収と排濯に与える彬響を検討するとともに、トレーサーの

PABAの吸収・排池速度について検討した。

次に、 PABA-UDCA投与試験に於いて、前章の PABA-UDCAの原理

の推察で述べたように、正常人の場合、 PABA-UDCAは徐々に脱抱合される

が、四allintestinal bacterial overgrowthでは、速やかに脱抱合される。しか

し長時間の尿を採集し、そこに排池される両者の PABA累積量を求めると同じ結

果になることが予測できるため、両者の状態を最もよく反映する採尿時間について

検討した。更に、無処置群、腸内細菌を抑制した抗菌剤処置群、腸内細菌を増殖さ

せた腸管内停滞係蹄群を用い PABA-UDCA投与後、一定時間の尿中 PABA

排池量の比較を行ない PABA-UDCA試験の有効性を明らかにした。また、こ

の3群における新鮮使 19中の総好気性菌数・総嫌気性菌数を測定し PABA尿中

排池量との関係を検討した。

尚、尿中 PABA量の測定は市販の PFDテスト用尿中 PABA測定キットを使

用し backgroundPABA量を差し引くことにより計算した。
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第一節 PABAの投与試験

P A B A (2.677I1g)単独投与で腸内細菌発育活性度による PABAの吸収と排池

に与える影響は、 Figure16(A)に示す如く、無処置群と抗菌剤j処置群との間で尿中

PABA排池量に有意差は認められなかった。この結果から抗菌剤j処置、いわゆる

腸内細菌の数は PABAの吸収・排濯に影響を及ぼさないことが明らかになった 。

更に、 PABA投与後 3時間の尿中 PABA排池量は既に約?8%であり、腸内細菌

の抑圧時においても容易に吸収、速やかに排池されることが明らかになった 。

第二節 最小有効採尿時間について

第一節に用いた PA B A (2.677mg) と当量の PA B A -U D C A (10mg)を無処置

群と抗菌剤処置群に投与し尿中 PABA排池量を検討した結果を Figure16(8) に

示す。無処置群に比し腸内細菌を抑圧した抗菌剤処置群で3時間から 24時間に亘

り有意に低下した。しかし、採尿時間を 3時間とすると PABA-UDCAが腸内

細菌と接触するまでの lagtimeの影響が考えられる 。また 、無処置群において 、

24時間の採尿では、ほぼ 90%が脱抱合され排池されているために、腸内細菌が

糟殖したものを診断することは不可能である。したがって、腸内細菌発育活性度の

減少と増加が両方評価できる最小有効採尿時間として 6時間を採用した 。

第三節 無処置群について

PABA-UDCA試験前、一昼夜絶食とし自由に水を与え、 10mgのPABA-

UDCAを経口投与後、 6時間の尿中 PABA排池量は 338.5:t13.8μg ( mean:t 

S.E. )で 12.6%の回収率であった (Figure17)。

F
hノ「コ



(A) PABA 2.677 mg 

0> 

E 2.5 
、--'

〈

220 
c.. 
、令・

215  
0 
+-' 

g 10 
x 
ω 

と 0.5
∞ 
己

主 o

a) 

が 24 3 6 
Time (hr) 

(B) PABA-UDCA 10 mg 

0> 

52.5 
〈

22.o 
c.. 

-o 1.5 
c 
o 
+-' ε1.0 
u 
× 
ω 
>- 0.5 
~ 

句
c 

~ 0 コ

c) 

3 6 

Time (hr) 
24 

Fig.16 (A) Urinary excretion of PABA following administration of 

2.67711g PABA. 

(B) Urinary excretion of PABA following administration of 

10.g PABA-UDCA. 

Open circle: control， Closed circle: PL+TDZ-treated rats. 

Each value represents mean :!:::S.E. (n=5). 

a) Not significance. b) p<O.Ol. c) p<O.OOl. 
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第四節 抗菌剤処置群について

現在臨床で大腸手術前や骨偏移植時に、腸内細菌制腐剤として汎用されている抗

菌剤IJ 63-70) を Table4に示す。各々の 1回投与量(Table4) を1日2回3日間前

処置し、 10・gのPABA-UDCAを経口投与後、 6時間の尿中 PABA排池量を

検討した。その結果を Figure17に示す。硫酸ポリミキシンB (P L)、チニダゾ

ール (TDZ)、PL+TDZ、塩酸パンコマイシン (VCM) 硫酸パロモマイ

シン (PRM)、硫酸カナマイシン (KM)、及び塩酸クリンダマイシン (CLD 

M)処置群で、それぞれ224.9:t 23.5μg 、42.7:t8.6μg、 14.0:t 2.5μg 、

70.4:t8.5μg 、 160.4:t 16.4μg 、50.3:t5.8μg 及び5i7.4:t7.4μg (lIe 

an:t s. E.)のPABAが6時間の尿中に排池された。無処置群!と比較して、腸内細

菌を制腐した抗菌剤処置群で全てに於いて低値(p{O.OOl)を示した。その中でも P

L 、TDZ、及びPL+TDZ処置群の尿中PABA排池量は;、それぞれ、無処置

群の2/3，1/8，及び1/25に著しく減少しており、 PLが主として腸管内好気性薗に

作用し 611))、 TDZが主として腸管内嫌気性薗に作用すること dlll)、並びに腸内細

菌のほとんどが嫌気性薗で構成されている事実2)をよく反映し、 PABA-UDC

A投与試験の有用性を示す一例と思われた。

Table 4 Drugs and their amounts as a sing le dose 

Polymyxin B sulfate (PL) 30，000 u 

Tinidazole (TDZ) 20 mg 

PL 30，000 u + TDZ 20 mg 

Vancomycin hydrochloride (VCM) 20 mg 

Paromomycin sulfate (PRM) 30 mlg 

Kanamycin sulfate (KM) 50 m~J 

Clindamycin hydrochloride (CLDM) '10 mg 
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groups of rats. 

Open bar: control， Oblique line bar: antibiotics treatment， 

Closed bar: small intestinal stagnant loop. 

a) P(O.OOI. b) p(O.Ol. 
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第五節 腸管内停滞係蹄群について

腸内容物が停滞することを目的とした、いわゆる腸管内停滞係蹄 (intestinal

stagnant loop)を、 Figure18に示す如く、外科的に回腸に 12cmの袋を作製する

ことにより小腸内細菌異常増殖状態 (smallintestinal bacterial overgrowth)を

人工的に生じせしめたもの 71) における 10mgのPABA-UDCA投与後、 6時間

の尿中 PABA排池量は、 673.6:t70.2μg (lIlean士S.E.)と無処置群に比し約 2

倍に有意に増加 (p<O.Ol) した (Figure17)。

C 

Fig. 18 Sketch of the surgical manipulation for making rats stagnant loop. 

C:cecum， I:ileum， J:jejunum. 

第六節 糞便中の細菌数について

PABA-UDCA投与試験におけるラットの新鮮便 19中の総好気性菌数・総

嫌気性菌数を測定した結果を Table与に示す。 PL+TDZの併用で好気性薗・嫌

気性菌いずれも低下し、 PL単独投与では好気性菌、 TDZ単独投与では嫌気性菌

が低下していた 。その他の抗生物質も同様に低下したが、腸管内停滞係蹄群では嫌

気性菌が増加していた。このように糞便中の細菌数の測定は PABA-UDCA試

験をほぼ裏付けるものとなった 。それは糞便中の細菌数が大腸!の細菌を反映してい

るためと思われる 。
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Table 5 Bacterial counts in feces of rats on various conditions. 

Bacterial mean count per gram of wet fecesa) 
Animal model 

Aerobic bacteria Anaerobic bacteria 

Control 109.62 :t 0.0~7 1010.16:t0.66 

Pし 108.31土 1.111c) 1010.19:t0.94 d) 

TDZ 109.48土O.Hi d) 108.14:t0.96 c) 

Pし+TDZ 1 08.15 :t 0.8s b) 10 7.90:t0.51 C) 

VCM 109.27:t0.92 d) 10 7.84土0.55C) 

PRM 107.11 :土 0 .7 ~1 b) 1 010.84 :t 1. 76 d) 

KM 1 06.85 :t 0.56 b) 1010.32:t0.81 d) 

CLDM 109.28土0.091d) 1 0 9.49 :t0.17 C) 

Bacteria I overgrowth 109.49:t0.24 d) 1 010.86 :t0.27 C) 

a) mean:tS.E. (n = 5). 
b) Significantly different from the control at P<0.01. 
c) Significantly di fferent from the control at P < 0.05. 

d) Not significantly different from the control. 

小括

PABA-UDCA投与試験において、トレーサーのPABAは腸内細菌の抑圧

時でも容易に吸収され、速やかに排池されており、本テストのトレーサーとして優

れた性質を有していることが明らかとなった。また、本試験は、腸内細菌抑圧のた

め各種抗菌剤処置時に於いて、抗菌剤の作用機序と腸内細菌叢の状態をよく反映す

ると共に、小腸内細菌異常増殖状態の判定にも有効であることが明らかになった。
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本研究に於いては、腸内細菌活性度の評価のため、 PABA-UDCAを評価物

質とする新しい方法の開発を試みた。

この場合、新評価物質、 PABA-UDCAは以下に述べる諸条件を具備してい

なくてはならない。

先ず第一に、新評価物質は安価、容易に調製できるものであることが要求される 。

そうでないと折角新評価法を開発しでも経済的理由から実際に臨床で使用してもら

えないからである。著者は既報のグリシンまたはタウリン抱合胆汁酸合成法を準用

して、 PABA-UDCAを容易に高収率、高純度に調製することに成功した。

第こには、新評価物質、 PABA-UDCAは腸内細菌の作用によってのみ加水

分解されて標識化合物、 PABAを遊厳するもので、他の醇索、例えば、勝液中の

酵素などの作用で加水分解されるものであってはならない。

先ず、後者を検証するため、勝酵素など腸肝循環系に存在する諸酵素系による抱

合胆汁酸の水解をテストしたところ、 PABA-UDCAと同じく非天然型抱合胆

汁酸である L-Leu-UDCA及び L-Lys-UDCAはカルボキシペプチダーゼA及びBによ

ってそれぞれ高い高率をもって水解され、更には内因性胆汁酸である GCAまでも

がカルボキシペプチダーゼによって一部水解されたが、 PABA-UDCAはテス

トした全ての醇素系に対して安定であることを明らかにすることができた。

次に、腸内細菌から単離・精製されグリシンまたはタウリン抱合胆汁酸の脱抱合

に繁用されている加水分解醇素、コリルグリシンヒドロラーゼ (EC3.5.1.24)に対

する挙動を調べたが、 PABA-UDCAはこの酵素により、 GCAと全く同程度

の容易さをもって水解されることが判明した。

更に、 34菌種 128株の各種腸内細菌による PABA-UDCAとGCAの脱抱合

を調べて、 PABA-UDCAはGCAとほぼ同じ薗種、同じ菌株によって脱抱合

されるものであることを確定した。

以上の結果より、 PABA-UDCAは生体内に於いて腸内細菌の作用によって

のみ脱抱合されることが確認され、とりあえずこのことに限って言えば、カルボキ

シペプチダーゼAによって水解されることのある GCAよりも、 PABA-UDC

Aの方が優れた腸内細菌活性度評価物質であることが判明した 。

-41-



第三に、新評価物質、 PABA-UDCA自身は、体内に於いて内因性胆汁酸と

同じ挙動をとることが望まれる。このことは評価物質として絶対的に必要な条件で

はない。しかし、もし PABA-UDCAが内因性胆汁酸と異なる生体内挙動をと

るものであるならば、また別に評価物質たり得るための幾つかの条件について、そ

れを満足するかどうか検定せねばならない。既に、 (1-14CJ GCA呼気テストに

於いて、 GCAが評価物質となり得ることは確立されているから、 PABA-

UDCAがそのGCAと同じ挙動をとることが検証されるならば、それだけで生体

内挙動に関しては評価物質として用いうることが確定できる訳である。

そこでPABA-UDCAの腸管からの吸収について検討したところ、 PABA

-UDCAは回腸末端から能動輸送によって効率よく吸収されるものであることが

判明した。このことは経口投与された PABA-UDCAが内因性胆汁酸と同様に

腸肝循環を営むものであることを示しており、上述の腸内細菌による脱抱合の研究

結果と併せ考えると、 PABA-UDCAはその腸肝循環の聞に腸内細菌による脱

抱合を受け、 (1-14CJ GCA呼気テストに於ける〔ト14CJグリシンの遊艇と問

機にその標識化合物である PABAを遊厳してくるものと推察できる。

第四には、新評価物質中に用いた標識部分、即ち PABAに関する問題点がある。

PABAはPFDテストに於いても標識化合物として用いられており、ベンチロミ

ドから勝液醇素の作用で生じた PABAが小腸から容易に吸収され尿中に速やかに

排池されること、並びに尿中 PABAは容易にしかも正確に定量し得ることは既に

明らかにされている。しかし、本研究ではPABAを様識とした胆汁酸を用いて腸

内細菌活性度の評価を行なおうとするものであり、その場合、勝液分泌機能の評価

法である PFDテストの場合には問題とならなかった次のことを確認しておかねば

ならない。その一つは、 PABA-UDCAの腸内細菌による脱抱合が通常時には

主として大腸で行なわれるということであり、従って大腸内で遊離された PABA

が小腸からと同様に容易に吸収されなければならないということであり、このこと

が満足されねばPABA-UDCAテストは小腸内細菌の過剰繁殖しか評価できな

いということになる。もう一つの問題点は、腸内細菌数の多寡によって PABAの

吸収量に変化があってはならないということである。例えは‘、過剰繁殖した腸内細

菌によって PABAがその分析法で定量できないような代謝物に変換されるならば、

この方法は腸内細菌活性度評価法とはなり得ないのである。
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そこで、著者は、反転勝管を用いた実験より PABAが、盲腸、結腸でも確かに

吸収されること、また、抗菌剤処置ラットを用いた実験より腸内細菌数の多寡は、

PABAの吸収、排池に影響を与えないことを明らかにし、 PABAが腸内細菌活

性度評価法に於いて (1-'4CJグリシンに代わる標識として用いうることを確定す

ることができた。

ここで、 (1-'4CJ GCAテストと PABA-UDCAテストとを比較してみる

と、後者は Table6 にまとめたような多くの長所をもっている。

Table 6 Co.parison of 14C-GCA test and PABA-UDCA test. 

14C-GCA Test PABA-UDCA Test 

安全性 低(放射性同位元素) 高(治療薬+診断薬)

代謝 14C-GCA→14C-Gly→14C02 PABA-UDCA→PABA 

検体 呼気(マウスピース) 尿

測定機器 液体シンチレーションカウンター 吸光度計

測定感度 低 高

影響因子 tissue enzyJles 吸収・肝・腎障害(補正可能)

患者拘束 重(ベッド上) 軽(自由)

価格 高 低

先にも述べたように14C-GCAテストは放射性同位元素を使用するもので放射

線被爆の危険性があり、実際上、我が国では使用できない診断法て'ある。これに対

し、 PABA-UDCAは、葉酸の成分であり、診断薬、ベンチロミドの構成成分

である PABAと、胆石溶解剤として長期間大量投与される UDCAより構成され

ている。加えてこの両者の縮合体、 PABA-UDCAは内因性胆汁酸と同ーの生

体内挙動をとるものであることを本研究は明らかにしている。即ち、放射性化合物

を使用しないだけて'なく、このように無害な物質を単回投与するだけのPABA-

UDCAテストは極めて安全性の高い診断法であると断言することができる。

14C-GCAテストに於いては、 (1-'4CJ GCA自体が高価であること、放射

能の測定に通常の病院には設置されておらず、しかも高価な液体シンチレーション

カウンターを用いること、更には後述するように呼気CO2 補集のための特殊なマ

ウスピースを必要とすることなど診断法全体の価格が高額なものとなることは避け
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られない。これに対し PABA-UDCAテストでは評価物質は調製が容易なこと

もあって安価に供給し得る筈であり、加えてその測定には安価でしかもどこの病院

の検査室にも常備されている吸光度計があれば事足りる。

14C-GCAテストの場合、呼気中 14CO2を測定することになるので、 (1-

14CJ GCA投与を受けた患者の呼気を特殊なマウスピースを用いて補集しなけれ

ばならず、このため患者を補集装置のある場所に長時間拘束しなければならない。

これに対し PABA-UDCAテストでは評価物質投与後、 6時間までの尿を採取

するだけで、患者拘束度は 14C-GCAテストよりも格段に軽い。しかも、 14C-

GCAテストでは患者を重度に拘束しているにもかかわらず、標識化合物の回収率

は極めて低いのである。進藤 15)は健常人の場合、 14CO2の 0-6時間呼出率 o. 
69::t0.03% (・ean::tSO)で、 bacterialovergrowth syndro.eと回腸機能不全の場

合、 0-6時間呼出率 17.25::t10.46% (aean::tSD)と報告している。また、 Fro..

と Hof・ann1 7)は健常人の場合、 14CO2の 0-4時間呼出率 O.ラ2::t0.09% (aean 

::t SE)で、 bacterialovergrowth syndr・o・eの場合、 0-4時間呼出率5.56士 1.5与

% (mean ::t SE)と報告している。いずれも、健常人の場合、 14CO2の呼出ピーク

が見られず平坦で低値を示し、腸内細菌が異常増殖した状態のみを対象としている

15・17-1g) 。この低値を示す原因としては脱抱合された (1_14C) グリシンが微生

物による代謝を受けて 14CO2になること 72)、また脱抱合された (1_14C)グリ

シンが吸収され肝騒などの醇素によりいくつもの代謝過程を経て最終的に 14CO2 

になること 73，74)などが考えられる。これに対し PABA-UDCAテストでは腸

管内でPABAが遊離されてからのちは極めて短時間内に高い効率で吸収され、尿

中に回収される。この聞にPABAは腸内細菌による代謝を受けることはなく、吸

収後、肝、腎などでの抱合反応を受けるものの尿中 PABAの定量の際、脱抱合操

作をしているので非抱合型、抱合型の別なく定量されている。このように PABA

-UDCAテストでは標識化合物、即ち PABAの回収率が高く、従って、 14Cの

回収率の低い 14C-GCAテストよりも高い感度で腸内細菌活性度の測定を行なう

ことができるのである。

今述べたように、 14C-GCAテストでは投与した (1_14C) GCAから生成し

た (1-14CJ グリシンが更に数段階の代謝過程を経て 14CO2に変換される。従っ

て、グリシン代謝に異常のある疾患患者 74)に於いては 14CO2生成量が変動し、
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そのような患者には、この試験法は用いることができない。 PABA-UDCAテ

ストはグリシンがどのように代謝されようが関係はなく、従って、この試験法がグ

リシン代謝異常症患者にも使用可能なことは言うまでもない。しかし、 PABA-

UDCAテストは、 PABAの腸管からの吸収、肝での抱合、腎からの排滑によっ

て影響を受けると思われ、従って、このテストを吸収障害、肝障害、腎陣容の患者

に実施するときには充分注意を払う必要があるが、 PFDテストではこれらの障害

を補正するために、まず、 Bz-Tyr-PABAと当量のPABAを経口投与し

6時間の尿中回収率を測定し、次に、 Bz-Tyr-PABAを経口投与し 6時間

の尿中回収率を測定し、前者に対する後者の比で比較することにより補正できるこ

とが報告されている 75)0 PABA-UDCAテストに於いて、この方法、即ち、

PABA投与によるプランクテストを併用することにより、これらの障害が補正可

能となり信頼性は更に向上するものと考えられる。

尚、 PFDテストの場合、投与 90分後の血集中 PABA濃度の測定 H!)或るい

は最高血築中 PABA濃度の測定 77)により測定時間の短絡を謀り有効であること

が報告されている。 PABA-UDCAテストに於いても、同一操作により測定時

の短縮は可能であるものと思われる。

以上、 PABA-UDCAテストが14C-GCAテストよりも優れていることは

明らかとなったが、最後に、 PABA-UDCAテストの有用性について動物試験

を行ない最小有効採尿時間を 6時間と定めることにより腸内細菌数の減少と増加の

両方を評価することを可能にした。この結果、 PABA-UDCAテストは小腸内

に細菌が異常増殖する blindloop syndroae、クローン病78)、肝硬変 10) など各

種疾病と腸内細菌とのかかわりを追求する上で有力な診断法となることに加えて、

更に、術後感染症の対策や骨髄移績時の無菌療法として抗菌剤投与による消化管内

殺菌が行なわれているが、その抗菌剤の選択にあたっても本試験が効果判定に有効

であることが示唆された。即ち、本研究の開発した PABA-UDCAテストは、

(1_14 C) GCA呼気テストに優る、我が国でもおおいに使用できる簡便で安全な

信頼性の高い腸内細菌発育状態の評価法であると考える。

只
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要警 来勺

従来、腸管内細菌活性度を評価する方法として 14Cでラベルしたグリココール酸

(GC A)投与による呼気テストや、 1
4Cでラベルしたキシロース投与による呼気

テストがあり、腸内細菌の異常に糟殖する blindloop syndroaeの様な病態の診断

に有効であることが報告されている。しかし、これらの方法は放射性同位元素を使

用すること、測定が煩雑であることなど幾つかの欠点を有し少なくとも我が国での

臨床には適さない。そこでこれらの欠点を解消すべく新たにウルソデオキシコール

酸 (UDCA)のパラアミノ安息香酸 (PABA)抱合体，ウルソデオキシコリル

ーパラアミノ安息香酸 (PABA-UDCA)を合成し、本物質経口投与後の尿中

PABA排池量の測定による腸管内細菌発育の新評価法の開発を試みた。

(l)PABA-UDCAは、 PABAとUDCAを出発物質とし、グリシンま

たはタウリン抱合胆汁酸合成法と同一手法により織合させることによって収率よく

合成できた。

(2)PABA-UDCAは、腕醇素混合物であるパンクレアチン、カルボキシ

ペプチダーゼA、カルボキシペプチダーゼB、トリプシン、 αーキモトリプシン、

肝ホモジネート、小腸粘膜ホモジネート、及び、血清によっては水解されず、腸内

細菌のClostridiu・perfringensから分隊、精製されたコリルグリシンヒドロラー

ゼによってよく脱抱合され、 Lineweaver-Burk式よる Michaelis定数(Km値)

3. 74m Mを示した。この値は、同様の操作によって得られたヒトの主要胆汁酸であ

るGCAのKm値3.6mMと近似しており、本物質がGCAと同様に腸内細菌に由

来する水解醇素の良い基質であることが判明した。

(3)PABA-UDCAの各種腸内細菌による脱抱合を検討した結果、この非

天然型抱合胆汁酸は、内因性胆汁酸のGCAと同様に好気性菌であるEnterococcus

faecalis， Lactobacillus acidophilus Staphylococcus epider・idis 及び嫌気

性菌であるBacteroidesfragilis， Bifidobacteriu. adlescentis， Bifidobacte-

Tiua longu・Clostridiu・perfringens，Eubacterium aerofaciens 及び:'Fuso-

Mcteriu・varium により脱抱合されることが判明した。

(4) PABA は小腸からだけでなく大腸からも受動輸送によって吸収されるこ

と、並びに、 PABA-UDCAは回腸末端から能動輸送により吸収され、従って、

内因性胆汁酸と同様に腸肝循環を営むことが判明した。
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(ち )PABAの吸収と排池は、腸内細菌数により影響を受けないこと、また、

PABA投与 3時間後には、既に78%が尿中に排池されていることを明らかにした 。

これは PABAが腸内細菌発育活性度評価のトレーサーとして優れた性質を有して

いることを示している。

(6) PABA-UDCA経口投与による 6時間尿中 PABA排池量を検討した

ところ、腸管内を制腐した抗菌剤処置群では、無処置群に比し、 2/3から 1/25に

有意に低下した。また、外科的に小腸の腸管内停滞係蹄を作製!することにより、腸

管内細菌異常増殖状態を人工的に生じせしめたものでは無処置群の約2倍と有意に

高い値を示した。これらの糞便中の細菌数は尿中 PABA排池量の結果を裏付ける

ものであり、 PABA-UDCA投与後の尿中 PABA量の測定によって腸内細菌

発育状態が評価できることを確立した。

以上、 PABA-UDCAは経口投与後、内因性胆汁酸と同様に腸肝循環を営み、

その聞に腸内細菌により脱抱合されて生じた PABAは腸から吸収され、尿中に排

池される。したがって本物質投与後、 6時間の尿中 PABA緋:液量の測定は、 PA

BA-UDCAの脱抱合の程度、即ち、腸内細菌の発育状態を反映することが明ら

かとなり、 PABA-UDCAテストは、 14CラベルのGCA呼気テストに優る、

我が国でも使用できる、簡便で安全な信頼性の高い腸内細菌発育状態の新評価法で

あると考える。
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実験 の部

Materials 

ウルソデオキシコール酸は東京田辺製薬株式会社より提供を受けた。パラアミ

ノ安息香酸 (PABA)、極化コバルト(1 ) 6水塩、 αーキモトリプシン(ウ

シ勝臓)、パンクレアチン(プタ勝臓)、トライトン-x、及び、ニコチンアミ

ドは和光純薬稼式会社より購入した。 NE.~ーカルボベンゾキシ -L ーリジン

(Lys(Z))、べンゾイルーし-アルギニンーパラニトロアニリド (L-BAPA)、及

びヒプリルー Lーアルギニン(Bz-Gly-L-Arg)はペプチド研究所より購入、 D-

グルコース -6ーリン酸2ナトリウム塩 (G-6-P)とニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチド (NADP)はオリエンタル酵母工業株式会社より購入、 N-ぺンゾイル

-Lーチロシルーパラアミノ安息香酸 (Bz-Tyr-PABA)はエーザイ綜式会社製を使

用、ヒプリルー Lーフェニルアラニン (Bz-Gly-L-Phe)、カルボキシペプチダーゼ

A ( 1型，ウシ勝臓)、カルボキシペプチダーゼB( 1型，プタ勝臓)、トリプ

シン(1型，ウシ勝臓)、コリルグリシンヒドロラーゼ (Clostridiu・perfri申

ngens )、及び、グリココール酸 (GCA)はシグマ社より購入した。抗菌剤

としては温酸バンコマイシン (VCM，境i野義製薬)、塩酸クリンダマイシン

(CLDM，日本アップジョン)、硫酸カナマイシン (KM，明治製薬)、硫酸

パロモマイシン (PRM，協和醗酵)、硫酸ポリミキシン B (P L，ファイザー)

チニダゾール (TDZ，ファイザー)を使用した。腸管内細菌株はファイザー株

式会社より提供を受けた。その他の試薬は和光純薬より特級品を購入した。

Hethods 

融点(・p)

柳本微量融点測定器で測定し、未補正である。

赤外吸収スペクトル (1R)

目立分光 aodel 1RA-} ， Shimadzu model 1R-408 spectrophotometerを用いて、

KBr錠剤法で測定した。
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1H一核磁気共鳴スペクトル

JEOL aodel JNM-GX 400を使用し、 100KHzで測定し溶媒は重メタノールを用い、

内部様準として tetramethylsilaneを用い、 che・icalshiftはS値 (pp・)で示し

た。また、多重度は s:singlet， d: doublet， a: .ultipletで表した。

二次イオンマススペクトル

目立製作所製 .odel M-80 aass spectroaeterを用い、二次イオンマススペクト

ル(正イオン)を次の条件で測定した。一次イオン種として Xe+を用い、加速電

圧 7KeVで、マトリックスとしてグリセロールを用いて行なった。

元素分析

Yanaco CHN corder MTろを用いて測定した。

高性能薄層クロマトグラフィー

HPTLC-alufolien Kieselgel 60 F254 plates (Merk) を使用し、島津2波長クロ

マトスキャナー CS-930型を用いて胆汁酸濃度、 PABA濃度、或いはアミノ酸

濃度を次の条件で測定した。測定モード:反射吸収測定，クロマトグラム測定，

2波長法，ジグザグ走査。各々のサンプル波長(入 1)とリファレンス波長(入 2)

を次に示す。胆汁酸 680n.(λ1)，400nll (入 2)、アミノ酸:570n. (入 1)，400 

nm (λ2)、PA B A : 254n. (入 1)，370nll(λ2)で測定した。

薄層クロマトグラフィー

Kieselgel 60 F254 plates (0.25ma，Merk)を用い展開後、 5:~ リンモリブデン酸

ーエタノール溶液または 0.2%ニンヒドリンープタノール溶液を噴霧加熱にて行

なった。

カラムクロマトグラフィー

充填剤として silicagel 60 (Merk， 70-230Ilesh) をガラスカラムに充填し使用

した。

吸光度

Jasco uvidec-40 UV/Visible digital spectrophotoaeterを用い測定した。
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第一章の実験

PABA-UDCAの合成は 1.473g(3.752am01e)のUDCAを0.89・1のトリー

n-プチラミンを含有するジオキサン 6.1に溶解して 10・cに保ち、クロルギ酸エチ

ル 0.375・1を加え、 15分後に lNNaOH 3.75111で溶解した PA B A510llgを加え激

しく撹持した。 15分間の反応時間の後に60・1の蒸留水を加え、塩酸で pH1とした

後60・1の酢酸エチルで3回抽出、その抽出液を蒸留水で3回水洗し、無水硫酸ナト

リウムで乾燥後溶媒を留去。残留物をクロロホルムーメタノール (4:l，v/v)を使用

したシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し PABA-UDCAの粗結晶を得、

メタノールー酢酸エチルで再結晶後、目的とする PABA-UDCAの無色結品

1. 67g (87%)を得た。

ウルソデオキシコリル-Lーロイシン(レLeu-UDCA)の合成は、 UD C A 800llg 

(2.038.1101) とL-ロイシン268ag(2.038..o1)を出発物質として上記の合成法に準

じて行ない L-Leu-UDCA の無色結晶 854.5・i~ (83%)を得た。

ウルソデオキシコリルー Lーリジン( L-Lys-UDCA )の合成は、 UD C A 800・g
(2.038..01)とNε ーカルボベンゾキシ-L-リジン571.g(2.038..01)を出発と

して上記に準じて行ない、反応終了後、 10%クエン酸で pH2とした後、酢酸エチ

ルで3回抽出、その抽出液を蒸留水で3回水洗し、無水硫酸ナトリウムで乾燥後溶

媒を留去。残留物をメタノール 5.1に溶解し 10%パラジウムカーボン 500IIgと

ギ酸アンモニウム 240・gを加え 10分間撹持後、炉過し、 P液を減圧濃縮後ブタ

ノール抽出し飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮し残溢を

精製し L-Lys-UDCAの無色結晶 614.8mg(58%)を得た。

PABA-UDCAの他の合成法として、①UD C A 300・gをジオキサン 3m1に

溶解したものに、 Dicyc10hexy1carbodiimide (DCC) 270agとパラニトロフヱノー

ル130.gを酢酸エチル 7m1で溶解したものを加え室温で 12時間撹持、者ヨ過後減圧

濃縮し残溢を酢酸エチル:ヘキサン (3:1)を用いたシリカゲルカラムクロマトグラ

フィーに付しウルソデオキシコリルーパラニトロフェノールエステルを合成。この

200・gをピリジン 5.1に溶解したものに、蒸留水 0.5m1に溶解した PA B A 110 IIg 

を加え室温で 12時間撹梓し行なった(エステル交換法)。②UD C A 400・gをピ

リジン 3.1に溶かし無水酢酸 1111を加え60・cで 3時間撹梓し、塩酸で pHlとして

酢酸エチルに抽出し減圧濃縮後、 UDCA3，7ージアセタートを得、この 300mgに
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ベンゼン 10・1と塩化チオニル 0.5・1を加え、 2時間加熱還流した。反応液を減圧

濃縮乾回し、この残留物のジオキサン溶液 2.1を、 1NNaOH 1.11で溶解した PAB

A 86.gの溶液に氷冷撹持下に滴下後 1時間反応させた後、メタノール 3・1と 20%

NaOH溶液 3111を加え 12時間放置しアセチル基を水解した(酸塩化物法)。③UDC

A 400・g、EEDQ(N-ethoxycarbony1-2-ethoxy-1，2-dihydroquino1ine)250・g，トリ

エチルアミン0.11.1、パラアミノ安息香酸メチル 155・gを無水酢酸エチル 20・1に

加え、 2時間加熱還流し反応液を減圧濃縮乾固し、 10%K2C03 の H20:EtOH (1: 9)溶

液でメチルエステルを水解した (EE DQ法)。

第二章の実験

( 1 )勝酵素による水解実験:

①パンクレアチン:最終濃度 11lMの抱合胆汁酸(或いは被検基質)を0.05M3-モ

ルホリノプロパン硫酸緩衝液(pH7.0)5111に溶解し、パンクレアチン 5.0・gを加え

37・cで3，6， 24時間インキュベーションした。

②カルボキシペプチダーゼAはsz-G1y-L-Pheを基質として評価し、最終濃度

1.Mの抱合胆汁酸(或いは被検基質)を 0.5MNaC1を含有する 0.025Mトリス溢酸緩

衝液 (pH7.5)4.5111に溶解し、 227U/.1のカルボキシペプチダーゼA0.5111を加え

37.Cで3，6， 24時間インキュベーションした。

③カルボキシペプチダーゼBは Bz-G1y-L-Argを基質として評価し、最終濃度

1ltMの抱合胆汁酸(或いは被検基質)を 0.1MNaC1を含有する 0.025Mトリス塩酸緩

衝液 (pH7.0) 4.95・1に溶解し、 2066.7U/.1のカルボキシペプチダーゼB0.05.1を

加え37・cで"3，6， 24時間インキュベーションした。

③トリプシンはBz-L-Ar・g-PNAを基質として評価し、トリプシンは最終濃度 5000U

/m1となる様に 1.M溢酸て'溶解した。最終濃度1酬の抱合胆汁酸(或いは被検基質)

を11.5.M CaC12 を含有する0.05M トリス塩酸緩衝液 (pH8.1) 4.7m1に溶解し、

トリプシン溶液 0.3111を加え37・cで3，6， 24時間とインキュベーションした。

⑤ αーキモトリプシンは Bz-Tyr-PABAを基質として評価し、厳終濃度1.Mの抱合

胆汁酸(或いは被検基質)を 1mMCaC12 を含有する 0.05Mトリス溢酸緩衝液 (pH 

7.8) 4.5.1に溶解し、 5000U/m1のαーキモトリプシン0.5111を加え37・cで3，6， 24 

時間とインキュベーションした。
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( 2 )血清中酵素による水解実験:

体重約 250g雄性 Sprague-Daw1eyラットから得た血清 1・1当たりに、トリプシ

ン2agと0.1凶 CoC12 の存在下に 37・Cで予めインキュベーションしカルボキシペ

プチダーゼを活性化した血清の1.25 m1と、最終濃度 1・H抱合胆汁酸(或いは被検

基質)を0.5MNaC1含有の0.025Mトリス緩衝液 (pH7.6) 3.75111に溶解したものを

加え37・cでし 3，12時間インキュペーションした。

( 3 )肝ホモジネートによる水解実験:

実験前 24時間絶食した約250gの雄性 Sprague-Daw1eyラットの肝動脈から氷冷

1.15%KC1溶液を潅流した後、肝臓を摘出した。肝重量の 3倍量の1.15%KC1含有の

0.01Mリン酸緩衝液 (pH7.4) を加えホモジナイザー (PCUDrehzah1reg1er， Kine-

.a GabH Kriens-Luzern)を用いホネジネートした後、 4.C 10000 x gで 20分間違

心分隠した。その上清分画を Low1yら7'ol)の方法に準じ蛋白定量を行い、 o.1Mリン

酸緩衝液(pH7.4)で8mg/.1の蛋白質濃度にi調製し肝ホモジネートを得た。

反応は、 reducednicotina.ide adenine dinuc1eotide phosphate (N A D P H ) 

generating syste・(6.25・MMgC12， 0.25.M NADP， 6.25・KG-6-P， 7.75・Hニコチ

ンアミド)混液1.0・1と最終濃度 1mH抱合胆汁酸(或いは被検基質)を0.1Mリン酸

緩衝液(pH7.4) 2.75・1に溶解し、肝ホモジネート1.25・1を加え 37・Cで 1，3， 

12時間インキュベーションした。

( 4 )小腸粘膜上皮ホモジネートによる水解実験:

体重約250g雄性 Sprague-Daw1eyラットをエーテル麻酔し、小腸を取り出してそ

の内容物を滅菌生理食温水で除去し洗浄。小j揚重量の 3倍量の氷冷 1.15%KC1含有

の0.01Mリン酸緩衝液 (pH7.4)を加えホモジナイザー (PCUDrehzah1reg1er， Ki-

neaa GabH Kriens-Luzern)を用い20秒間ホモ;ジネートした後、 3000x gで・ 10分間

遠心分隠した。上清分画を Low1yら7'ol)の方法に準じ蛋白定量を行い、 0.1Mリン酸

緩衝液(pH7.4)で8・g/.lの蛋白濃度に調製し小腸粘膜上皮ホモジネートを得た。

反応は、最終濃度 1.H抱合胆汁酸(或いは被検基質)を 2.g/.1牛血清アルブミン含

有の 0.01Mリン酸カリウム緩衝液(pH7.0) 3.75.1に溶解し、小腸粘膜上皮ホモジ

ネート溶液 1.25.1を加え1， 3， 12時間37・cでインキュベーションした。

( 5 )細菌性コリルグリシンヒドロラーゼによる水解実験:

1.M抱合胆汁酸、或いは被検基質、 511M酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.6)、1mME 
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OTA、10.M2ーメルカプトエタノール、 60U/.1コリルグリシンヒドロラーゼ

(EC 3.ラ.1.24)の混液 5m1を37・cで3.6， 24時間とインキュベーションした。

( 6 )抱合胆汁酸の水解率測定:

各種酸素とのインキュベーション後、各々の検体の加水分解率は、検体 1111を

Sep-pak C18(~aters Associates)に通導し水洗後、胆汁酸をメタノールで溶出し減

圧濃縮の後、残溢をメタノール 0.1111に溶解しその10μ1を薄膚プレートにスポッ

トし展開後、第一章の純度測定と同じ操作によるデンシトメーターを用いて胆汁酸

濃度を測定し、抱合胆汁酸濃度に対する遊雌胆汁酸濃度の出現により算出した。

( 7 )標準基質の水解率測定:

sz-G1y-L-PheとBz-G1y-L-Argの場合、各種酵素とインキュベーション後、反応液

10μ1をHPTLCにスポットし、エタノール:アンモニア水(3:l，v/v)で展開後、デ

ンシトメーターを用いて安息香酸、馬尿酸、 Bz-G1y-L-Phe、或いは、 Bz-G1y-L-Arg

のスポットのピーク面積を254naで計測し、安息香酸と馬尿酸の出現から水解率を

計算した。

Bz-L-Ar・g-PNAの場合、各種酵素とインキュベーション後、分光光度計を用いて、

410naに於けるパラニトロアニリンの吸光度を測定し水解率を計算した。

Bz-Tyr-PABAの場合、各種樽素とインキュベーション後、 PFOテスト用尿中 P

ABA測定キット(エーザイ株式会社)を使用した。反応は各々の検体 1・1に1.ラ
N塩酸 2.1を加えて反応、を停止した後、その溶液0.1・1を0.1%パラジメチルアミノ

シンナムアルデヒド 3.1とクエン酸緩衝液 (pH2) 3111の混液に加え、 10分後 550

nllの吸光度を計測することによって行なった。

(8) PABA-UOCAの基質親和性実験:

2.0m1の0.75%2-メルカプトエタノール、 2.0111の1.86%エチレンジアミン四

酢酸 (EDTA)溶液、 5，2.5， 1. 25， 0.50， O. 25agのPABA-UDCAを含有

する 0.025M酢酸ナトリウム緩衝液 (pHち.6)の 5.1、1.0111の2mg/a1コリルグリ

シンヒドロラーゼ溶液の浪液を37・cで 3，5， 10， 15， 20. 30， 45. 60分とインキ

ュベーションし、各々の検体中の遊厳PABA量を PFDテスト用尿中 PABA測

定キットを用い上記の方法で測定した。その値からミカエリス定数(Km値)を算

出した。

「コ
F

う



第三章の実験

PABA-UDCAと生体内主要胆汁酸である GCAの各種腸内細菌による脱抱

合を瀬戸口と香月 B0)の報告した方法に準じ検察した。反応培地として GAMブロ

ス(日水製薬株式会社)を使用、 GAMブロス11.8gを70・c蒸留水で充分に溶解、

更に蒸留水を加えて 200m1に希釈しスクリューキャップ付試験管に 6.1ずつ分注し

た。これを 123・C・15分間滅菌後、 PA B A -U D C A30.4町或いはGC A 22. 711g 

を、 0.5・1ジメチルホルムアミドと 9.5.1の1/30Mリン酸緩衝液 (pH7.6)の混液

に溶解し、 0.3.1ずつをブロス溶液に加え撹持した。これに34薗種 128株の腸内細

菌浮遊液(菌数1.5x100/.1)の0.1.1を接種した。尚、 PABA-UDCA、或い

はGCAの最終濃度は283n.o1/1II1であった。偏性嫌気性薗は嫌気ジャーを用い、

37・cで7日間培養、通性嫌気性薗と好気性菌は好気下で37・cで3日間熔養した。反

応終了後、反応培地 4.1を塩酸で pH1に調製し、 8・1のブタノールで 3回抽出し

水洗後、減圧濃縮し残溢を 2.1のメタノールに溶解し10μ1を Kieselgel60 F254 

プレートにスポットし ベンゼンージオキサンー酢酸 (15:5:2，v/v/v)で展開した。

胆汁酸の確認は5%リンモリブデン酸エタノール溶液の噴霧による発色化で同定した。

判定は抱合胆汁酸の消失、コール酸、デオキシコール酸、 UDCA、リトコール酸

などの遊厳胆汁酸の出現により脱抱合の有無を確認した 30-34に

第四章の実験

Sprague-Daw1ey雄性ラット(体重 250:t20g)を一晩絶食し頚動脈切除により脱血

死させ開腹した。幽門部から結腸までの腸管を切り出し内腔を氷冷の生食で洗浄し、

小腸4等分の各中央部 10cm、盲腸、大腸を取り、通気(95%O2・持 CO2)しながら

0.3%グルコース含有の Kreb's-Ringer炭酸緩衝液 (pH7.4) ( 128mM NaC1， 1.2mM 

CaC12， 0.7.M MgS04， 5.111lM KC1， 1.3mM KH2P04， 25.6111M NaHC0 3 • and 9.M 

glucose Jに入れた。この各セグメントをマイクロスパーテルを用いて反転させ、

lJise.an 01) により報告されている摘出反転腸管を作製した。

(1) PABAの能動輸送を調べるため、反転腸管内(策膜側 ;serosa1side)と

反転腸管外(粘膜側;lIucosa1 side)に、 0.111MP A B A含有の同一緩衝液を入れ、

37'Cで 95%02と5%CO2を含むガスを吹き込みながら 60分インキュベーションした。

(2)PABAの受動拡散を調べるため、集膜側に緩衝液を入れ、粘膜側に 0.1
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mMPA B A含有の同一緩衝液を入れ、 37'Cで 95%O2と5%CO2を含むガスを吹き込

みながら 60分インキュベーションした。

(3)PABA-UDCAの能動輸送を調べるため、策膜側 (serosalside)と粘

膜側(Ilucosalside)に、 o.1mM P A B A -U D C A含有の同一緩衝液を入れ、 37・C

で95%O2と5%CO2を含むガスを吹き込みながら 60分インキュベーションした。

60分のインキュベーションの後、反転腸管を取り出し、切開いて内容液(嫌膜側)

を取り、また粘膜側の溶液をも採取した。この紫膜側と粘膜側の溶液中にある PA

BA、或いは PABA-UDCAの濃度を Bratton-Marsha1181)の S.ithら 28)の

変法によって測定した。即ち、 PABAは検体 1m1に濃塩酸 0.1・1を加え、その溶

液の 0.5.1を取り蒸留水で 5.0・1に希釈し、 0.1% NaN02溶液を 0.5m1i昆和後、 4

分放置、 0.5% A..onium su1famateを0.5111加え撹持後 4分放置、更に0.1% N-(1 

-Naphthy1)ethy1enediamine dihydroch1oride 0.5 m1を加え 10分後、 550nmの吸

光度を計測し行なった。また PABA-UDCAは濃塩酸を加え 100.Cで 60分加

熱により加水分解して生じた PABAを同じ方法で測定した。

第五章の実験

100匹の雄性 Sprague-Daw1eyラット(体重 200士20g)を下記の4群に類別した。

( 1 )コントロール群 (n=10): 試験に付すラットは一昼夜絶食とし、自由に水

を与えた。予め、これらのラットを代謝ケージに入れ、経時的に 3時間毎の尿を採

取した。これらの検体中に存在する PABAを測定し backgroundPABAとした。そ

の後ラットに PA B A -U D C A 1 Omg/ m1溶液の 11111を経口投与し経時的に 3時間

毎の尿を採取した。これらの尿中 PABA量の測定は PFDテスト用尿中 PABA

測定キットを使用し、標準液としてパラアセトアミノ安息香酸を用いた。検体 1m1 

を各々スクリューキャップ付試験管に入れ、1.5N溢酸 2.1を加えて密栓し、 15分間

沸騰水浴中で加温後、水冷し、その溶液 0.1 m1を0.1%パラジメチルアミノシンナ

ムアルデヒド (DACA)3 111とクエン酸緩衝液 (pH2) 3 m1の混液に加え撹持する。 10

分後 550nmの吸光度を計測することによって行なった。尚、 3，6， 9， 12. 24時間で

排池された尿中 PABA累積量は backgroundPABAを差し引くことにより求めた。

( 2 )抗菌剤j処置群 (n=70): この群は大量の抗菌剤を経口役与する事により腸

管内を制腐した群である。ラットは無作為に 7群に分け(a1-a7:n=10)、各々の抗菌

戸つR
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邦~ 1回投与量は Tab1e4に示す知く、 1日2回3日間前もって経口投与した。抗菌

剤処置中にコントロール群と同様に尿を採取し backgroundPABAとした。抗菌剤jの

最終投与4時間後に、 10・gPABA-UDCAを経口投与しコントロール群と同様、

尿中 PABA排池量を測定した。

( 3 )腸管内停滞係蹄群 (n=10): この群は腸管内細菌異常増殖(intestina1 

bacteria1 overgrowth)を目的とし、外科的に腸管内停滞係蹄(intestina1stagna 

nt loop)を作製したものである。ラットは手術前一昼夜絶食としエーテル麻酔下で

開腹後、盲腸より約1.5clI口側の回腸を切断、その日側端は盲端とし、虹門側断端

の回腸を回腸切断部より約12cII口側の小腸と端側吻合した (Figure18)。術後3日

聞は水だけを与え術後3日目から食餌を与えた。 1週間後に、まず6時間尿を採取

しPABAの backgroundを求めた。その後、 10・gのPABA-UDCAを経口投

与し 6時間累積尿中 PABA排液量を測定した。

(4) PABA経口投与群 (n=10): コントロール群 (n=5)とPL+TDZ処置

群 (n=5)でトレーサーである PABAを投与し、その吸収と排池を調べた。投与量

は10・gのPABA-UDCAと当量の2.677111gを含む水溶液 1.1を経口投与した。

尿中 PABAの定量は上記と同様に行なった。

( 5 )糞便中の細菌数の測定: 前記PABA-UDCA動物投与試験に於ける

各群より、 5匹を無作為に取り出し、糞便 1g当たりの細菌数を測定した。各々の

新鮮便を滅菌生理食温水で101-108
倍に希釈し、好気性薗はヒツジ血液寒天培地

(日水製薬)を用い、 37・C24時間好気下て勺培養、嫌気性薗はGAM寒天熔地(日

水製薬)を用いて、 37・c48時間嫌気ジャーにて行ない、糞便 1g当たりの総好気

性菌数と総嫌気性菌数を算出した。
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