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【要約】 
消化管における平滑筋の役割は、食物を胃や腸において消化液と混合し、同時に押し砕

くことにより、栄養分や水分を吸収しやすくし、残渣は排便へと導くことである。しかし

ながら、ストレスや食生活の乱れなどを原因とする腹痛や下痢などの症状は、平滑筋機能

が正常に働かないことに起因し、日常生活における QOL の低下が引き起こされる。さら

に、近年食物嗜好の欧米化や免疫力の低下により、クローン病や潰瘍性大腸炎などの慢性

炎症性大腸疾患を引き起こす患者数が増加してきている。このような炎症性腸疾患の原因

は不明であり、治療法は対症療法に限られている。そのため、我々は実験的炎症性腸疾患

モデル動物を作製し、炎症時の平滑筋の機能障害に着目してきた。本研究においては、機

能障害の原因が神経性機能の低下によるものか、平滑筋自体に障害が起きているか、電気

刺激により検討をおこなった。併せて、炎症の予防効果を期待し、多価不飽和脂肪酸が結

腸平滑筋の収縮能に影響をおよぼすか検討をおこなった。 
実験動物は、ウイスター系雄性ラットを用いた。多価不飽和脂肪酸としてエイコサペン

タエン酸：EPA（300 mg/kg/day）を用いた。炎症処置 2～3 週間前に EPA を毎日経口投

与した。結腸炎症モデル動物の作製は、結腸の内腔に起炎物質であるトリニトロベンゼン

スルホン酸（TNBS）試薬（100 mg/kg）を注腸して作製した。実験に用いた群は、水を

あらかじめ経口投与し結腸内腔に生理食塩水（0.9% NaCl）を注腸した非炎症群、TNBS
処置した炎症群、EPA をあらかじめ経口投与し TNBS 処置した EPA 群の 3 群で測定した。

張力測定は、マグヌス装置を用いて、等尺性張力を測定した。平滑筋組織標本は、ラット

より結腸を摘出し、粘膜層を取り除き、約 5 mm のリング標本とした。輪走筋方向の収縮

を測定した。電気刺激の条件は、神経刺激として 0.5 ms、20 Hz、40 V、筋刺激として 5 
ms、20 Hz、40 V、いずれも 10 秒間刺激をおこなった。 
結腸平滑筋組織に神経刺激を与えると、刺激直後に起こる収縮反応（On-contraction）

と刺激を停止した直後に起こる収縮反応（Off-contraction）が 3 群で認められた。Off-
contraction は炎症群で非炎症群より大きな収縮反応であった。この反応は、EPA をあら

かじめ経口投与していた群でも同様であった。神経刺激をおこなった反応は、ムスカリン

受容体を介した収縮反応であった。炎症によりムスカリン受容体を介した収縮反応への依

存性が高くなることが示唆された。また、筋刺激をおこなった反応は Off-contraction は

非炎症群と比較して炎症群では有意に発生張力は小さかった。EPA 群では、この反応が回

復した。 
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【緒言】 
消化管は、食物を消化・分解し栄養分を体内に吸収する重要働きを有する器官である。

これらの働きは、複雑かつ精巧であり、消化管を構成する代表的な組織の 1 つである平滑

筋の機能は、未だ不明な点が多い。新たに解明される事実は、健康維持に直結することが

多く、関心が高まってきている。消化管には、多くの神経細胞や神経叢、筋組織や線維芽

細胞、特別な細胞として腸管平滑筋組織に存在するカハール介在細胞などが存在し、腸管

運動をコントロールしている（1, 2）。このような細胞や組織は、消化管の管状構造を形成

し、空間的な配置をとっており効率的かつ、異なる機能をもつ細胞群がお互い協力し合い、

食物を正確に安全に輸送・消化・吸収するために働いている。 
また、腸管には神経系がとてもよく発達している。この腸神経系は、脳から独立したか

たちで腸管機能を制御している。これにより、蠕動運動が起こり、中枢とは完全に独立し

た動きを担っていることから、腸は「第二の脳」と言われている。このように、腸管は独

自の機能を有し、細胞内に腸管特有の作用をもたらすタンパク質を有すると考えられる。 
腸管のもう一つの特徴として、免疫系が発達していることが挙げられる。つまり、体内

に入ってくる異物（ウイルスや細菌など）を排除する防御システムが発達している。身体

の内側に存在する腸管であるが、絶えず外部からの危険にさらされ外界と接していると考

えられている。このことから、腸内細菌や好中球、マクロファージ（3, 4）などの免疫細

胞が多く存在する。これらの腸内細菌のバランスが腸管の機能に影響を与えると考えられ

る。 
このような腸内細菌のバランスの乱れは、腸が過敏となり疾患に結びついてくる。また、

ストレスや軽い腸炎により病気を引き起こし、過敏性腸症候群はその代表的な疾患である。

下痢、便秘、腹痛をはじめ、全身にさまざまな症状が起こる。同様にクローン病や潰瘍性

大腸炎などの慢性炎症性大腸疾患でも、大腸、小腸の粘膜に慢性の炎症・潰瘍を引き起こ

し（5, 6）、これにより十分な栄養が取れず食事制限が強いられ長期間の薬物療法が必要と

なる。この中でも、現代社会におけるストレスは腸管機能に密接に関係し、日常生活にお

ける QOL に多大なる影響を及ぼす。ストレスを受けることで、腸管運動が亢進したり抑

制したりするため、下痢や便秘が起こる。これらの現象は、神経と深く関係し、自律神経

失調症の症状や吐き気、消化器の不調が起こる。このように過敏性腸症候群は、QOL を

低下させる深刻な疾患である。明確な原因は不明であり、難治性疾患となっている。現時

点での治療法は、対症療法である。 
日本におけるクローン病の疫学的な研究では、多価不飽和脂肪酸の摂取が炎症抑制と関

係しているとの報告がある（7）。本研究では、多価不飽和脂肪酸である n-3 系脂肪酸のエ

イコサペンタエン酸エチル（EPA）と n-6 系脂肪酸のリノール酸（LA）（今回の研究報告

では LA の結果は除く）を毎日経口摂取することにより、腸管の機能に影響を与えるので

はないかと考えた。EPA は、生体内物質であるプロスタグランジンやトロンボキサン、ロ

イコトリエンなどのエイコサノイドの前駆体である n-3 系多価不飽和脂肪酸の一つである。
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生体内では合成できない脂肪酸であり、魚油に多く含まれ、肉の油に含まれている飽和脂

肪酸とは異なり、中性脂肪を減少させ動脈硬化を改善する効果が報告されている（8）。マ

ウスを用いた研究では、高酸素投与の異常な血管新生を抑制したり、インスリン抵抗の抑

制や耐糖能を改善したりするとの報告がある（9, 10）。 
これまでの我々の報告において、結腸平滑筋における CCh 刺激による収縮反応は、細

胞外からの Ca2+の流入と細胞内カルシウムストアーからの Ca2+の放出が重要な役割を果

たしていることを明らかとしている（11）。また、ラット結腸平滑筋組織の自動運動と脱

分極性刺激薬である KCl の収縮反応について詳細な検討をおこなってきている（12）。炎

症が惹起されると KCl による反応の立ち上がり速度が速くなり、炎症による過敏性が示唆

された。そこで本年度は、炎症による機能障害が神経性機能の低下によるものか、平滑筋

自体に障害が起きているか、電気刺激により検討をおこなった。併せて、炎症の予防効果

を期待し、多価不飽和脂肪酸が結腸平滑筋の収縮能に影響をおよぼすか検討をおこなった。

これらの研究が、炎症性腸疾患の治療薬開発するための基盤となることを目的とする。 
 
 
【実験方法】 
＜動物＞ 
実験動物は、7 週齢ウイスター系雄性ラット（体重 200 ～ 250 g ）を東京実験動物

（株）より購入し、2 ～ 3 日間本学の動物飼育環境に慣らした後、実験に用いた。飼育

環境は、室温を 24℃に保ち、12 時間の明暗サイクルで自由に飲食・飲水させて飼育した。

実験動物の取り扱いおよび処置に関しては、文京学院大学動物実験倫理委員会の管理下に

おいておこなった。 

 
＜多価不飽和脂肪酸投与方法＞ 
多価不飽和脂肪酸の投与方法は、n-3 系（20:5：C20H30O2）エイコサペンタエン酸エチ

ル（EPA）、n-6 系（18:2：C18H32O2）リノール酸（LA）を 300 mg/kg body weight/day 
1 mL をそれぞれ 2～3 週間にわたり経口投与した。非炎症群は水を同量経口投与した。こ

の多価不飽和脂肪酸の投与は、共同研究先である城西大学の協力にておこなった。 
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エイコサペンタ塩酸（EPA）: n=3 系多価不飽和脂肪酸 (20:5) C20H30O2 

    

リノール酸（LA）: n=6 系多価不飽和脂肪酸 (18:2) C18H32O2 

 

＜炎症動物の作製＞ 
結腸炎症モデル動物の作製は、2 ～ 3 週間脂肪酸または水を経口投与したラットをイ

ソフルラン吸入麻酔下で開腹し、結腸の内腔に起炎物質であるトリニトロベンゼンスルホ

ン酸（TNBS）試薬（100 mg/kg）を注腸した（13）。これを炎症群とした。また、同様に

麻酔下で生理食塩水（0.9% NaCl）をラットの結腸内腔に投与したものを非炎症群とした。

それぞれの薬液を投与した後に、腹腔および皮膚を縫合した。麻酔から醒めたラットを

ケージ内に戻し、室温 24℃、12 時間の明暗サイクルで自由に飲食・飲水させて 3 日間飼

育した。これらのラットは、非炎症群（水+0.9% NaCl）、炎症群（水+TNBS）、EPA 群

（EPA+TNBS）の 3 群に分け、測定に使用した。 
 

＜張力測定と電気刺激条件＞ 
平滑筋組織標本は、0.9% NaCl、TNBS 処置後 3 日目にラットを致死させ、開腹し結腸

を摘出した。近位結腸組織を約 5 mm の長さに切り取り、管腔を開き輪走筋方向の等尺性

張力を測定した。張力の測定方法は、オーガンバスに組織を懸垂し、36℃に加温した生理

的塩類栄養液（Krebs 溶液；120 mM NaCl、4.7 mM KCl、2.5 mM CaCl2、1.2 mM 
MgSO4、1.1 mM KH2PO4、23.8 mM NaHCO3、11.1 mM glucose、95% O2、5% CO2の

混合ガスを通気し、pH 7.4 とした）10 mL 中に結腸組織を懸垂し、張力測定をおこなっ

た（図 1）。標本に約 1 g（10 mN）の静止張力をかけ、張力の大きさは、反応前と反応後

の最大張力の変化量（g）を組織質重量当たりの収縮力（mN/mg wet wt）で示した。 
電気刺激の条件は、神経刺激として 0.5 ms、20 Hz、40 V、筋刺激として 5 ms、20 Hz、

40 V、いずれも 10 秒間刺激をおこなった（図 2）。 
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図1. 収縮測定装置と電気刺激電極（上）と結腸組織標本と白金電極 

図2. 神経刺激と筋刺激の条件 
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＜データ解析＞ 
解析はそれぞれの実験データより張力を読み取り、反応前と反応後の最大張力の変化量

（g）を組織質量あたりの収縮力（mN/mg wet wt）に換算して求めた（平均値±標準誤

差）。統計的判断は多群間比較検定に基づき、有意水準を 5% 未満とした。 

 
【結果と考察】 
＜神経刺激による収縮反応＞  
神経刺激（0.5 ms）を 10 秒間おこなった時の収縮反応について検討した。周波数や電

圧はそれぞれ、10～40 Hz、20～40 V で数回測定をおこなったが、その時の筋の状態によ

り、最適刺激周波数・電圧には多少の違いが生じた。しかし、20 Hz と 40 V での刺激が

多くの組織で反応が安定していた。図 3 に収縮反応の典型的な収縮波形を示した。 
収縮の波形には、電気刺激をおこなった時に生じる収縮反応 On-contraction と電気刺

激停止直後、収縮反応が起こる反応を Off-contraction、この両方の反応が起きる反応の 3
つのパターンが認められた（14）。これらの反応が、どのくらいの頻度で認められるか、

割合を測定した（結果未掲載）。その結果、On-contraction は非炎症群で約 44％、炎症群

で約 92％、EPA 群で約 33％の割合で反応が生じた。このことから、炎症が生じると反応

する割合が増加し、神経過敏になる可能性が示唆された。同様に Off-contraction につい

ても検討したところ、非炎症群で 100％、炎症群でも 100％、EPA 群で約 90％の割合で

反応が生じた。神経刺激停止直後の収縮反応は、炎症・非炎症と関係なく、収縮反応が生

じやすいことが明らかとなった。これは、神経刺激により結腸組織に存在する様々な神経

が興奮し、反応性が高まったと考えられる。また、この反応する割合は EPA の前処置で

改善されることが明らかとなった。 

 

図 3. 神経刺激による収縮波形の典型例 
  結腸平滑筋組織をオーガンバスに懸垂後、神経刺激（0.5 ms）を与えた。矢印のと

ころで刺激をおこない、このとき発生した収縮反応をOn-contraction（左）、刺激停

止直後に発生した収縮反応をOff-contraction（中）とした。刺激時と刺激停止後の両

者で発生した収縮反応（右）が認められた。 
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また、このときの収縮反応の大きさを検討したところ、Off-contraction は On-

contraction と比較して、3 群とも大きな収縮反応が生じることが明らかとなった（図４）。

3 群間での収縮力の大きさは、On-contraction では非炎症群が炎症群、EPA 群と比較して

増加傾向であった。Off-contraction は、その反対に非炎症群は炎症群、EPA 群と比較し

て減少傾向であった。3 群間での収縮波形を確認したところ、非炎症群は On-contraction
は一過性の反応であり、その後 Off-contraction が再度一過性に反応するような 2 相性の

反応であった。炎症群や EPA 群では、On-contraction が十分弛緩しないうちに Off-
contraction が現れる傾向であった。すなわち、非炎症群は神経刺激により速やかに収

縮・弛緩反応するが、炎症群や EPA 群は収縮反応の応答が遅いと考えられる。 
次に、神経刺激による収縮反応が、確実に神経を刺激して起こしている反応であるか確

認した（図 5）。神経の作用を遮断するテトロドトキシン（TTX）を用いて検討した。0.1 
μM TTX を 10 分間前処置した後、神経刺激をおこなった。TTX 非存在下での収縮反応を

100％として、TTX 存在下での神経刺激時の反応を測定した。その結果、On-contraction
は 3 群とも TTX により有意に抑制された。また、Off-contraction においても 3 群とも有

意に抑制された。このことから、On-contraction は神経を介した反応であることが確認

でき、また Off-contraction においても神経系を介した反応であることが明らかとなった。

いずれの反応において、神経刺激をおこなうことにより結腸平滑筋組織から収縮性の神経

伝達物質が作用し、収縮反応を引き起こしていることが示唆された。 

図4. 神経刺激による収縮反応の比較 
 上段に典型的な収縮波形を左から対照群（非炎症群）、炎症群、EPA群で示した。

いずれも太い矢印のところで神経刺激をおこない、細い矢印で刺激を停止した。刺

激条件は、図中に示している。下段は、収縮反応の大きさを示した。左側がOn-
contractionの非炎症群（C）、炎症群（T）、EPA 群（E）、右側がOff-contraction
で、同様の並びで示した。 
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神経刺激による反応が、副交感神経伝達物質を介した収縮反応であるか検討した。副交

感神経阻害薬であるアトロピンを用いて測定した（図 6）。0.1 μM アトロピンを 3 分間前

処置した後、神経刺激をおこなった。アトロピン非存在下での収縮反応を 100% として、

アトロピン存在下での神経刺激時の反応を測定した。その結果、いずれの反応もアトロピ

ンにより有意に抑制された。アトロピン非存在下と比較して、On-contraction の非炎症群 
では 31.5±7.4%（n=4）、炎症群では 7.6±0.3%（n=3）、EPA 群では 23.4±8.6%
（n=4）の反応率であった。アトロピンの前処置により、炎症群での減少率は非炎症群よ

り大きく、EPA 群ではこの減少の割合が非炎症群と同様であり、EPA は炎症による障害

を回復させる傾向を示したと考えられる。Off-contraction においても、非炎症群では

24.5±7.5%（n=4）、炎症群では 14.5±7.9%（n=3）、EPA 群では 9.0±1.8%（n=4）の反

応率であった。このことから、炎症により神経刺激による反応はムスカリン受容体を介し

た収縮反応性への依存度が高くなることを示唆する。 

図 5. 神経刺激による TTX の影響 
  結腸組織に 0.1 μM TTX をあらかじめ 10 分間前処置し、神経刺激（0.5 ms、20 

Hz、40 V）を 10 秒間おこなった。TTX 未処置時の収縮反応を 100％として、処置後

に神経刺激を与えた時の収縮反応を％で示した。On-contraction の結果は左、Off-
contraction の結果は右に示す。それぞれの最大収縮力を平均値±標準誤差（n=3～4）
で示した。*P＜0.01 は TTX 非存在下での収縮を 100％としてそれぞれの発生張力を比

較した時の有意差を示した。 
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＜筋経刺激による収縮反応＞  
次に、神経刺激と同様に筋刺激による反応を検討した。筋刺激を与えるには、神経刺激

より強い刺激をおこなうことにより、筋に直接刺激が伝わる。その条件として、今回の実

験では周波数は 20 Hz、電圧は 20～40 V、パルス幅が 5 ms で 10 秒間電気刺激をおこ

なった。神経刺激時にもみられたが、その時の筋の状態により、最適刺激周波数・電圧に

は多少の違いが生じた。しかし、神経刺激より 20 Hz と 40 V で多くの組織が安定した反

応を示した。図 7 に収縮反応の典型的な収縮波形を示した。神経刺激時と比較すると、

On-contraction は 3 群とも約 2 倍以上の大きな収縮力が生じた。群間での差異は認められ

なかった（神経刺激：非炎症群 0.10、炎症群 0.06、EPA 群 0.05、筋刺激：非炎症群 0.22、
炎症群 0.28、EPA 群 0.28 mN/mg wet wt）。収縮波形は 3 群とも類似しており、十分弛緩

しないうちに Off-contraction が発生した。Off-contraction の収縮力の大きさは 0.56 ± 
0.1mN/mg wet wt であり、On-contraction（0.22 ± 0.0mN/mg wet wt）と比較して有意

に大きかった。筋刺激では、炎症群と EPA 群は On-contraction と Off-contraction で収

縮力に大きな違いは認められなかった。このことから、炎症により Off-contraction は収

縮力が減少することが明らかとなり、炎症が誘発されると収縮能が障害されることが示唆

された。これまでの報告においても、ハムスターの大腸を用いた研究で炎症処置 1 週間の

後の静止張力測定で減少することが明らかとなっている（15）。この収縮力の減少に影響

を与える機能障害には、EPA の前処置では有意な回復は認められなかったが、わずかに収

図 6.  神経刺激によるアトロピンの影響 
結腸組織に 0.1 μM アトロピンをあらかじめ 3 分間前処置し、神経刺激（0.5 ms、20 

Hz、40 V）を 10 秒間おこなった。アトロピン未処置時の収縮反応を 100％として、処

置後に神経刺激を与えた時の収縮反応を％で示した。左のカラムは On-contraction の結

果、右のカラムは Off-contraction の結果を示す。それぞれの最大収縮力を平均値±標準

誤差（n=3～4）で示した。*P＜0.05 は非炎症群と比較した時の有意差を示した。 
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縮力は回復傾向を示した。 

 
次に、この筋経刺激による収縮反応は、神経を介して起こっている反応であるか確認し

た（図 8）。神経の作用を遮断するテトロドトキシン（TTX）を用いて検討した。0.1 μM 
TTX を 10 分間前処置した後、筋経刺激をおこなった。TTX 非存在下での収縮反応を

100% として、TTX 存在下での筋刺激時の反応を測定した。その結果、On-contraction
は 3 群とも TTX により有意に抑制された（非炎症群 32.2 ± 6.4%（n=5）、炎症群 17.6 ± 
7.7%（n=4）、EPA 群 39.4 ± 5.2%（n=5））。このことから、筋刺激による On-contraction 
は神経性の因子を介した反応を刺激していることが示唆された。TTX による抑制率は、3
群の中で炎症群が一番大きかったことから、炎症により筋層内に存在するアウエルバッハ

の神経叢が過敏になり収縮性の神経伝達物質が放出され作用することが示唆された。Off-
contraction においても 3 群とも有意に抑制された（非炎症群 60.5 ± 8.6%（n=5）、炎症群

21.2 ± 5.3%（n=4）、EPA 群 33.9 ± 5.8%（n=5））。Off-contraction においても神経系を

介した反応であることが明らかとなった。しかし、非炎症群での反応は、他の群と比較し

て抑制が弱かったことから、筋刺激停止後の収縮反応は神経を介した反応が弱いことが示

唆され、筋の自動運動を抑制している ICC 細胞が Off-contraction を制御している可能性

が考えられる。炎症により、ICC が傷害される可能性が考えられた。電気刺激による収縮

反応は、TTX やアトロピンで抑制されることが ICC を欠損したラットの大腸を用いた研

図7.  筋経刺激による収縮反応の比較 
 上段に典型的な収縮波形を左から対照群（非炎症群）、炎症群、EPA群で示し

た。いずれも太い矢印のところで神経刺激をおこない、細い矢印で刺激を停止し

た。刺激条件は、図中に示している。下段は、収縮反応の大きさを示している。

左側がOn-contractionの非炎症群（C）、炎症群（T）、EPA 群（E）、右側がOff-
contractionで、同様の並びで示した。 
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究やネコの食道平滑筋を用いた研究と本研究は同様の結果であった（16, 17）。食道平滑筋

では、G タンパク質や Ca2+チャネルの関与が収縮に重要と報告している。EPA の前処置

では、この回復はあまり認められなかった。筋刺激による Off-contraction の成因は不明

であるが、今回の結果から一部神経性の要因や ICC が関与していることが示唆された。 

 
筋経刺激による反応が、副交感神経伝達物質を介した収縮反応であるか検討した。副交

感神経阻害薬であるアトロピンを用いて測定した（図 9）。0.1 μM アトロピンを 3 分間前

処置した後、筋経刺激をおこなった。アトロピン非存在下での収縮反応を 100% として、

アトロピン存在下での筋刺激時の反応を測定した。その結果、いずれの反応もアトロピン

により有意に抑制された。アトロピン非存在下と比較して、On-contraction の非炎症群で

は 28.9 ± 6.4%（n=3）、炎症群では 7.2 ± 3.5%（n=4）、EPA 群では 31.8 ± 10.9%
（n=5）の反応率であった。Off-contraction においても、非炎症群では 35.7 ±12.2%
（n=3）、炎症群では 12.0 ± 5.2%（n=4）、EPA 群では 22.7 ± 9.0%（n=4）の反応率

であった。On-contraction、Off-contraction 共に、アトロピンの前処置により、炎症群で

の減少率は非炎症群、EPA 群より大きく、EPA は炎症を回復させる傾向を示したと考え

られる。このことから、炎症により筋経刺激による反応はムスカリン受容体を介した収縮

反応性への依存度が高くなることを示唆する。この反応は、ムスカリン受容体のサブタイ

プの中でも M2 や M3 受容体が関係しているとの報告がある。この中では、ノックアウト

マウスの回腸を用いた研究で、アトロピン前処置で電気刺激条件が 50 Hz、0.5 ms、50 V、

5 秒間刺激が抑制され、受容体の M2、M3 サブタイプと M2・M3 ダブルサブタイプノッ

図8. 筋経刺激によるTTXの影響 
  結腸組織に 0.1 μM TTX をあらかじめ 10 分間前処置し、筋経刺激（5 ms、

20 Hz、40 V）を 10 秒間おこなった。TTX 未処置時の収縮反応を 100％とし

て、処置後に筋経刺激を与えた時の収縮反応を％で示した。On-contraction の

結果は左、Off-contraction の結果は右に示す。それぞれの最大収縮力を平均値

±標準誤差（n=3～4）で示した。*P＜0.01、#P＜0.05 は TTX 非存在下での収

縮を 100％とし、それぞれの発生張力を比較した時の有意差を示した。 
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クアウトマウスを用いての研究で示唆している（18）。 

 
最後に、神経刺激、筋刺激における阻害薬の影響を収縮力で比較した（図 10）。神経刺

激では非炎症群が他の群と比較して On-contraction で収縮力が大きいが、Off-
contraction では炎症群や EPA 群が大きかった。Off-contraction の結果は、TTX やアト

ロピンの前処置で炎症群が一番抑制率が高かったことから、炎症により神経性の要因が強

く関与した結果か、神経による反応に過敏となり、刺激後の反応性が大きくなったかと考

えられる。On-contraction においても、炎症群では、TTX やアトロピンにより抑制が強

かったことから、神経を介し特に副交感神経伝達物質に敏感になり収縮反応が生じている

と考えられる。EPA の前処置は、Off-contraction の反応を回復させることが示唆された。 
筋刺激の On-contraction では、神経刺激の Off-contraction と同様な反応であった。し

かし、Off-contraction は非炎症群では TTX で有意な抑制でなかったことから神経を介し

た反応でないことが示唆された。しかし、炎症が起こると TTX で有意な抑制が認められ、

アトロピンでも有意な抑制であったことから、炎症群における Off-contraction の反応は、

神経を介したムスカリン受容体作動性の収縮反応であることが示唆された。炎症により

Off-contraction の収縮反応は非炎症群と比較して有意に減少したことから、炎症はムスカ

リン受容体を傷害する可能性を示唆する。EPA の前処置は、この反応を回復することを明

らかとした。 

図9. 筋経刺激によるアトロピンの影響 
結腸組織に 0.1 μM アトロピンをあらかじめ 3 分間前処置し、筋経刺激

（5 ms、20 Hz、40 V）を 10 秒間おこなった。アトロピン未処置時の収縮

反応を 100％として、処置後に筋経刺激を与えた時の収縮反応を％で示し

た。左のカラムは On-contraction の結果、右のカラムは Off-contraction の

結果を示す。それぞれの最大収縮力を平均値±標準誤差（n=3～4）で示し

た。*P＜0.01 は非炎症群と比較した時の有意差を示した。 



 

－185－ 

 
以上の結果をまとめると、神経刺激による Off-contraction は、炎症群で神経を介した

アセチルコリンによるムスカリン受容体刺激による収縮反応への依存性が高くなることが

示唆された。筋刺激による Off-contraction は、炎症により収縮反応が抑制され、この反

応は神経刺激と同様に、神経を介したアセチルコリンによるムスカリン受容体刺激による

収縮反応への依存性が高くなることが示唆された。Off-contraction の成因は未だ不明であ

るが、本研究によりこの反応の成因を明らかとする一助となる可能性が見いだされた。 
EPA の予防効果は、筋刺激による Off-contraction の反応を回復させることが明らかと

なった。また、筋刺激の On-contraction は炎症による神経への過敏反応を回復させる可

能性が示唆された。これにより、炎症性腸疾患治療薬の新たなターゲットが提案できると

期待される。 

 

図10. 神経刺激、筋刺激における阻害薬の影響 
結腸組織に神経刺激（上段）として 0.5 ms、20 Hz、40 V、筋経刺激（下

段）として 5 ms、20 Hz、40 V を 10 秒間おこなった時の収縮反応を

mN/mg wet wt として示した。0.1 μM TTX（10 分間前処置）、0.1 μM アト

ロピン（3 分間前処置）をした後、それぞれの刺激を与えた時の反応を同様

に示した。左のカラムは On-contraction の結果、右のカラムは Off-
contraction の結果を示す。それぞれの最大収縮力を平均値±標準誤差（n=3
～5）で示した。*P＜0.01 は阻害薬非存在下での反応と比較した時の有意

差、#P＜0.05 は非炎症群と比較した時の有意差を示した。 
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学長裁量経費を受けた「本学理学療法学科卒業生のスイスでの学術研修」の報告  

 

福井勉１），正保哲 2），三村節子 3），長谷川淳 4）  

１）保健医療技術学部学部長・理学療法学科教授  

2）保健医療技術学部・理学療法学科助教  

     3）文京学院大学 GSI オフィス   

4）  Kliniken Valens・  Kliniken Valens 生涯学習センター  

  

平成 28 年 3 月 18 日から 3 月 24 日にかけて、Kliniken Valens（スイス）での研修を行

い、卒業生 11 名および教員 2 名が参加した学術研修について報告する。学長裁量経費の

テーマのうち、「永久サポート大学」は非常に魅力的でタイムリーであった。それは、本

学部の設立からの事情がある。保健医療技術学部は開設から１０年が経過した。この間、

理学療法学科、作業療法学科、臨床検査学科のカリキュラムで重要な位置を占める、臨床

実習あるいは臨地実習施設の確保には本当に難渋してきた。その大きな理由は大学付属医

療機関が無いことと新設大学の最弱点とも言える卒業生のバックアップが無いことであっ

た。臨床実習制度を維持するための教員の負担度は大きく、卒業生が医療機関などでリー

ダー的存在となるまでにはあと数年必要と考えられ、本学への帰属意識を維持させるため

には継続的な教育が重要と考えられる。理学療法学科では、そのため現職者を対象とした

「理学療法ブラッシュアップコース」を 10 年前に加え、卒業生を対象とした「卒業生フォ

ローアップコース」を実質的に５年前から実施している。卒業生と教員の連携は非常に重

要であり、学会活動などの研究活動だけではなく、卒業生の仕事を紹介する授業内での教

育関係の時間も徐々に増大してきている。中でも卒業生が臨床実習指導者となることが

年々増加し、さらに学内での客観的臨床能力試験 OSCE（Objective Structured Clinical 

Examination）においても卒業生の協力が欠かせなくなっている。  

医療系大学では医療機関を中心とした実習制度に支えられているが、逆に卒業生が自ら

の母校に帰属意識を持っていない大学においては実習施設を断られるケースを多く聞く。

このような大学においては学生全員が一度に実習を行うことができなくなってきている。

本学科においては教員と卒業生の関係性は現状で極めて良好と考えられ、また帰属意識も

高いと考えられるが、「教員が変わっても大学への帰属意識を持続的に維持するためには

システム的改革が必要である」と考える。このためには卒業生に対する教育を継続的に行

うとともに、教員自身の能力向上が不可欠であると考える。  

今後この研修制度が確立されれば、卒業生の臨床能力向上を卒業した大学がバックアッ

プするという稀有なケースを作ることができさらに教員と卒業生の関係性を維持向上する

という、本研修の主目的を果たすことができると考えられる。現在、例えば毎日卒業生が

来学しない日はないくらい各教員の元へ卒業生が来ていることからも良好な関係性は伺い

することができこれを維持するには努力が必要であると考える。  

 本学の学長裁量経費のテーマのうちのひとつであるこの「永久サポート大学」において、

卒業生が帰属意識を保有し続けてくれることで、現役の学生に対しても多くのメリットが

ある。それは各方面からの評判、卒業生が臨床実習施設で重要な位置を占めるキャリアッ
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プ、そのために行われる臨床実習の施設確保など枚挙に暇がない。  

また臨床実習施設自体への最新情報提供も同様に重要である事を感じている。それは実

習施設訪問時に行う小規模セミナーの開催数の需要の多さ（年間 100 回以上）にも表され

ている。やはり我々が提供できる情報つまりは最新医療知識や技術に関する事項が常に刷

新されている必要性である。臨床実習施設の確保には前述のように教員負担が大きいが、

逆に人望のある教員のもとでは、卒業後も学びたいと大学院に入学するケースや共同で研

究を行っている例も本学ではよく見られる。この良好な卒業生との関係性は伝統となるま

で維持させ、システム化が必要であると考えられる。また前述したように我々の知る限り、

保健医療技術関係で卒業生に対する海外研修制度を有している大学はない。以下 (表１ )の

ようなメリットは学長裁量経費応募段階であげたが、このためには本学 GSI グループの存

在は特に重要であった。  
 

表１ 卒後研修の意義  
 

 １．入学前から謳うことが可能となり学部学生募集にも寄与する可能性があること  
 ２．卒業生の帰属意識が高まり、職場で「文京学院大学」教育に関心が高まる  
 ３．GSI グループにより組織的に、提携関係がフォーマルになる  
 ４．GSI グループにより医療研修で重要な「修了書」発行を提携先に正式に打診できる   
 
 特に、現役医療職が 1 週間休暇を確保するためには、修了書発行は重要であった。各職
場への卒業生からの説明と同時に本人の動機付けとしても有効であったと考えられる。ま
たミーティングを毎日行ったがこのことにより自分と異なる職場環境の紹介、自分の社会
人としての経過を改めて見つめなおしてもらった意義も大きいと考えられた。相手方との
交渉も、GSI グループ無しには考えることができなかった。  

保健医療技術学部卒業生の資格は教員保有資格と同等であるため、卒業後に学会、研修
会などで顔を合わせる機会は多い。医療職は元来が生涯学習であり本学の永久サポートの
概念はこの新しい教育システムに合致しているものと考えられる。海外研修についての相
手先については、医療技術やシステムに定評があり、安全面が確保されていることが重要
であると考えられる。理学療法分野においては特定の内容に関する研修が海外でも実施さ
れている事が多いため、特定の国と言うよりは特定の病院が指定されることが考えられる。
今後、２から 3 カ国の医療先進国との連携を強め、数年毎に研修を重ねて行きたいと考え
ている。今回行った第１回研修旅行では、上記条件を満たす事を考慮し、スイスにある
Kliniken Valens - Rehabilitazitonszentrum Valens を選別し大変良かったと考えている。
このクリニックはヨーロッパ各国から患者が集まり、リハビリテーションにおける研修制
度も有している。引率した 1 名が、過去に一度訪れていることと、理学療法士の 1 名に日
本人がおり、窓口になってくださったことがより安心できた用件であった。今回２日を研
修に当てたが、その内容は多岐にわたり、一部言語の問題はあったがほぼ不自由なく過ご
すことができた。別紙資料にある充実した内容からも理解して頂けることと考えている。  

実際の研修は 2 日間であり、院内見学、Kliniken Valens におけるクリニカルリーズニ
ング、慢性腰痛における疼痛メカニズム、エルゴノミックリハビリテーション、課題指向
型訓練とバランス、多発性硬化症に対するリハビリテーション、PNF テクニックの実技指
導、患者デモンストレーションを数回など本当に充実した内容であった。  
 今回の研修の終了後のアンケートをみると、海外と日本の違いについては、それほど大
きくないと感じる者が多かった。しかし、言語力をはじめとする自分の力の無さについて
も感じたものも多く、卒業生の今後のあり方についても一石を投じることができたと考え
ている。欠点としては、費用の問題である。今回、学長裁量で補填して頂いた金額は全体
の 1 割強であり、困難とは思う反面、アンケートでもその指摘が多く少し補助を増額して
頂きたく考えた次第である。また中には今後海外でも働きたい旨を述べてくれたものもい
て、企画者としての動機付けにもなったことを付け加えたい。海外と日本のボーダーは今
後徐々に無くなっていくものと思われ、本研修の意義は高いこともアンケートから伺える。
企画力と海外での協力体制も徐々に整えていく必要があると思われる。今後も図のように
永久サポート循環を回せるように努力していきたいと考えている。  
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図 1 卒業生の学部教育への好循環「永久サポート循環」  

 

2016 年 3 月 18 日（金） 成田空港出発  

 

  

永久サポート循環
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3 月 19 日（土）ルツェルン半日観光  
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ホテルでのミーティングの様子  

 

3 月 20 日（日）BAD RAGAZ 周辺施設の見 学 （旧結 核 施設） 

  

 

研修第 1 日目 3 月 21 日（月）施設見学と慢性疼痛の研修 （長谷川淳先生：Kliniken 

Valens）  
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施設見学  

    

長谷川先生による講義と実技研修  
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エルゴノミックリハビリテーション  
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ボルダリング体験  

  

  

研修第 2 日目 3 月 22 日（火）ａｍボバースコンセプト ｐｍＰＮＦの研修  

PNF の研修  
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ボバースコンセプトの研修   

  

 
 

修了式  

  
 

図 2 スイス研修風景  
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＜2016 年 チューリッヒ研修 日程表＞     

 

                                  食事あり→○ 食事 なし→× 機 内食あり→▲         
 

 

 

利用航空会社：スイスインターナショナルエアウェイズ 

日付  都市  時刻  交通手 段 日程・内容  食事

3 月 18 日

（金） 

成田  08：30  成田空 港集 合（予定） 昼 ：

機 

昼 ：

機 

 

夕 ：

× 

 11：10 LX161 国際線にてチューリッヒへ 

チューリッヒ 15：50  チューリッヒ空港到 着  

  専用車  日本語ガイドがお出迎 え。 

 

 

 

 

 

 

 

ガイドとともにホテルへ移動  

（NOVOTELCITY WEST 泊）

3 月 19 日

（土） 

チューリッヒ  

09：00 

13：00 

 

 

専用車  

 

ホテルにて朝食  

ルツェルンへの半日観光 （日本語ガイド付） 

チューリッヒ中央駅 付近 解散  

その後、自 由行動  

（ NOVOTELCITYWEST

泊） 

朝 ：

○ 

昼：X

夕：X

3 月 20 日

（日） 

チューリッヒ 

BAD RAGAZ

 

 

16：00 

 

 

専用車  

ホテルにて朝食  

夕方のご出 発まで自由 行動  

チューリッヒからバドラガッツへ向けて出発  

（日本語ガイドがホテルまで帯同します） 

（SORREL TAMINA 泊）

朝 ：

○ 

昼：X

夕：X

3 月 21 日  

（月） 

BAD RAGAZ

Kliniken 

Valens 

 

07：30 

08：00 

17：00 

17：15 

 

専用車  

 

 

専用車  

ホテルにて朝食  

ホテル出発  

Kliniken Valens にて研 修 

研修終 了  

研修先 出発 、ホテルへ 

＊往復送迎 にはガイドはおりません。 

（SORREL TAMINA

泊） 

朝 ：

○ 

昼：X

夕：X

3 月 22 日  

（火） 

BAD RAGAZ

Kliniken 

Valens 

 

07：30 

08：00 

17：00 

17：15 

 

専用車  

 

 

専用車  

ホテルにて朝食  

ホテル出発  

Kliniken Valens にて研 修 

研修終 了  

研修先 出発 、ホテルへ 

＊＊往復送 迎にはガイドはおりません。 

（SORREL TAMINA

泊） 

朝 ：

○ 

昼：X

夕：X

3 月 23 日  

（水） 

BAD RAGAZ

チューリッヒ 

 

09：00 

 

専用車  

 

ホテルにて朝食  

バドラガッツからチューリッヒ空港へ出発  

（日 本 語 ガイドがホテルから空 港 まで帯 同 し

ます） 

朝 ：

○ 

昼 ：

機 

夕 ：

－ 

 
 

13：00 

 

LX160 便 

 

チュリッヒ空港から国際 線にて成田空港へ 

   （機内泊）

3 月 24 日

（木） 

成田  08：55  

成田空 港到 着。お疲れ様でした。 

朝 ：

機 
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表 2 スイス研修計画  
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プログラムに関する期待は？  

 

海外研修は初めてですか？  

 

日本と海外の理学療法の違いを感じましたか？  

 
研修にかかった費用について  

 
  

72.20% 9% 18.20% 0%0%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Q1

かなり高かった 高かった 普通 低かった かなり低かった

100% 0%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Q3

はい いいえ

63.6% 36.4%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Ｑ18

はい いいえ

0% 45.50% 54.50%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

安い 適当 高い
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語学に対する意識は？  

 
 

職場で伝達講習の機会はありますか？  

 
今回の研修で臨床能力が改善したと感じますか？  

 

今回のようなプログラムは、継続する必要が思いますか？  

 
 

図 3 アンケート結果（一部抜粋）  

100% 0%0%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

もっと勉強したい 前と同じ あまり勉強したくない

63.60% 36.40%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

はい いいえ

81.80% 18.20%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

はい いいえ

100% 0%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

はい いいえ
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鶏卵の Salmonella 属菌汚染機序に関する観察研究 

文京学院大学 保健医療技術学部 

藤谷克己、鈴木光一、眞野容子、古谷信彦 

【背景及び目的】 

サルモネラ感染症の原因菌は、主にSalmonella Entericaで、2,500種ほどの血清型に細分されており、

本研究では食中毒の原因となるSalmonella Enteritidisを研究対象とする。欧米では、鶏卵の Salmon
ella Enteritidis（以下SEと略）を原因とする食中毒が知られており、鶏卵を生で食する習慣が殆どな

いが、わが国では鶏卵の生食は一般的な食事形態の１つとなっている。サルモネラ菌属による食中毒の

報告は減少しつつあるも、毎年何例かの報告があり、その危険性もしばしば指摘される１）。サルモネラ

による食中毒（サルモネラ症）は、汚染された食品を摂取してから12～48 時間の潜伏期間を経て発症

し、主症状は急性胃腸炎であり、下痢、腹痛、嘔吐および発熱等がみられる。下痢は軟便、水様便が多

いが、重症では粘血便が見られることもある。さらに重篤な場合には、死に至る可能性もあり、危険な

食中毒でることは疑いがない（表１）。原因菌としては、S. Enteritidis による食中毒が多く（図１）、

主として鶏卵を介して生じ、サルモネラ属菌は乾燥に強い等の特徴があるため、環境中での生存率が高

いとされる２）。鶏の体内にはサルモネラ属菌が常在し、in egg汚染とon egg汚染のルートが考えられ、

特にon eggの菌の侵入から繁殖に至る機序について、海外での研究結果では明らかにされているが３）、

本邦では明確にされていない。鶏卵は一般に洗浄後、市場で流通されるので、本研究において、鶏卵の

洗浄が菌の透過（on egg汚染）にどのような影響を及ぼすかについての検証を行った。 

 

 

表１  食中毒事件の発生件数と患者数及び死者数 
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図１ 菌種ごとの食中毒事件数の推移（年間）  厚労省統計データより著者作成 

 

【方法】 

鶏卵の菌汚染機序（on egg 汚染）については以下の 3 点について菌汚染の状況を調べた。 

１．鶏糞中又は鶏体内での salmonella 属菌存在の確認。 

鶏糞中には salmonella 属菌が存在することが確認されている４）５）６）７）８）。一般の鶏にどのくらい

の菌が存在するかを検証するために、臓器の検体（消化管＝盲腸）を採取し培養した。解剖を行った

鶏は日齢 51 日の鶏（ブロイラー）で、50 羽を解剖し、そのうちの 10 羽の盲腸から盲腸便を取り出

して、salmonella 属菌を分離培養した。さらに分離した菌株を用いて、市販の鶏卵で卵殻を菌が透過

するかの試験を行った。培養には、先行研究を参考に DHL 寒天培地を用い、さらにハーナテトラチ

オネート（HTT）で増菌培養を行った８）。 

２．卵殻を洗浄した洗浄卵と洗浄しない無洗浄卵での菌透過比較試験。 

卵の洗浄基準については、食品衛生に関する厚生省（当時）から出された通知に詳細が示されてい

るので概要を以下に示した９）（表２）。通常の洗浄方法は次亜塩素酸等の薬品で洗浄されている場合

が一般的で、効果も安全性も確認されている 10）。今回も洗浄用液には、先行研究と同様に次亜塩素酸

FAC 濃度 200ppm、32℃で 46 秒間液に浸し、10 分乾燥したものを使用した３）。また卵殻の構造は、

表面が厚さ 10μm 程度のクチクラ層で覆われており、これは主にタンパク質から成る脆弱な層であ

る。そのため簡単な洗浄や摩擦で失われることがある。内部の卵殻層は、スポンジ基質で、有機物か

らなるスポンジ状の構造に無機質が沈着したものである。これは炭酸カルシウムを主成分とするが、

最外層の部分ではマグネシウムやリン酸塩がやや増加し、卵殻強度を高めている。そのため全体とし

て鶏卵は固い殻で保護されている状態であり、外部からの様々な菌種が侵入するのを防いでいる。 

３．卵殻内での汚染範囲（卵白と卵黄）の確認。 

 菌の卵殻透過試験方法については、以下の表にまとめた（表３）。卵殻内での菌の汚染範囲に関し

て、割卵後、卵白と卵黄との分離し、それぞれの卵液の中に菌が存在するかを分離培養した。尚、使

用菌株に関しては、SE 及び SI の菌株については文京学院大学管理株を使用し、ST については本研

究に際し、日本獣医生命大学で解剖したブロイラーより採取した菌を株として保存培養したものを使

用した。 
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    表２ 鶏卵管理基準（「厚生省通知第 1674 号」を抜粋したものを著者改変） 

 

             

 

               表３ 菌の卵殻透過試験方法 

 

【結果】 

市販鶏卵で行った菌の経時的卵殻透過試験の結果からは以下の表に見られるように、Salmonella
属菌の透過は、SE のみが 9 日目から確認された 11)（表４）。又その後日を置いて菌量が増加するこ

とも確認できている。しかし、他の Salmonella 菌属では確認できなかった。Broiler10 羽中、1 羽の

盲腸便からは、Salmonella 属菌と疑われるコロニーを４検体分離培養し（図２）、4 検体を Api

（SYSMEX bioMérieux Co.,Ltd 社製）を用いて調べたところ、その１検体より Salmonella spp．を

検出した。該菌種は血清型の判別により Salmonella typhimurium であることが分かった。尚本実験で

は環境設定は全て常温下（20℃前後）での保存を行った。 

 

  
   表４ salmonella 菌属卵殻透過（on egg 汚染）試験    図２盲腸便の培養 
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洗浄卵と無洗浄卵での菌透過比較試験では、3 種の salmonella 属菌のうち、洗浄卵での Salmonella 

typhimurium のみに卵殻の透過が確認され、他の菌種については確認が出来なかった（表５）。また菌の

侵入も卵白にのみ確認されたが、卵黄に侵入したという形跡は不明であった。 

 

         

 

               表５ 卵殻の洗浄比較試験 

 

【考察】 

我が国の鶏卵の生産流通に関しては、徹底した管理体制が敷かれ、食卓には安全な食材が提供され

ていることが知られている 12）13）14) 15）16）17）。しかし我々の行った実験では、鶏卵に付着した鶏糞か

ら、卵殻を透過して、SE が侵入すること証明された。又 Broiler の盲腸便からは S. typhimurium が

検出されたところを鑑みるに、鶏卵が on egg で salmonella 属菌の汚染に曝露されることが in vitro で確

認できた。また一般に行われている鶏卵の洗浄に関しては、卵殻を洗浄した場合と洗浄しなかった場合で

は、洗浄した鶏卵に菌の侵入が認められ、むしろ洗浄したことで卵殻の強度や厚さに構造的な変化が生じ、

より一層卵殻への菌侵入の可能性が高まったと言えるのかも知れない。鶏卵を洗浄した後は、保存管理に

十分に注意を払う必要のあることが、本実験よりわかった。ただ実際に構造的な変化が生じたことで、菌

が侵入し易くなったのかどうかは、課題が残ったので、更なる追加的な検証が待たれる。また菌種によっ

て侵入の違いが見られたのは、菌の性質によるものかの確認は本実験では分からなかったので、やはり追

加的な実験が求められるであろう。今回の研究では、卵白と卵黄での違いもみられたが、それがいかなる

理由によるかも判明していない。さらなる詳細な分析が必要である。結論として、鶏卵の生食は、状況に

よっては危険性を残している。鶏卵の生食を行うに当たっては、徹底した衛生管理について追加的な指針

の策定が望ましい。 

 

＊ 本研究は、文京学院大学共同研究費助成を受けて行われた研究である。また研究に際しては、日
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本獣医生命科学大学 牛島研究室及び對馬研究室の協力を得て、貴重な検体の提供及びアドバイスを

頂いた。ここにお二方に対しあらためて本誌面にて心から謝意を申し上げる次第である。 

＊ 利益相反： 本研究において、開示すべき COI は存在しない。 
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【和文要旨】 

サルモネラ菌属による食中毒の報告は減少しつつあるも、その危険性がしばしば指摘される。一方我国

では鶏卵の生食は一般化しており、その危険性が予想されるところである。本研究においては、Salmonella 

属菌について鶏卵への on egg での菌汚染について検証した。鶏卵は採卵されると一般に洗浄して市場に

流通される。そこで洗浄前と洗浄後で卵殻の透過にどのような影響があるか検証を試みた。使用した

Salmonella 属 菌 は 3 種 類 で、 Salmonella Infantis, Salmonella Entiritidis, Salmonella 
Typhilimurium である。卵殻内への侵入機序については市販の鶏卵を用いて、9 日前後で透過するこ

とが先行の研究で認められている（2106 鈴木 藤谷 et al）。洗浄卵と無洗浄卵での菌透過比較試験で

は、3 種の salmonella 属菌のうち、洗浄卵での Salmonella typhimurium のみに卵殻の透過が確認さ

れ、他の菌種については確認が出来なかった。さらに菌の侵入も卵白にのみ確認されたが、卵黄に侵入し

たという形跡は不明であった。今後は鶏卵の生食に関して、その安全性を担保するべき何らかの追加的措

置が求められる。 

 

【英文要旨】 

Reporting of food poisoning case caused by Salmonella spp. is decreasing in these days, but its 

health risk is often pointed out. On the other hand eating raw eggs in our country is getting 

popular even at the street restaurants, where its risk is expected highly. In this study, we 

examined the bacterial contamination (on egg) of eggs for Salmonella spp. When the eggs 

collected at each chicken farm, they are circulated in the market after being washed generally. 

Therefore we verified whether there are any impacts on the bacterial penetration of the eggshell 

by eggshell washing. Salmonella spp., used in this study was three types, Salmonella Infantis, 
Salmonella Entiritidis, Salmonella Typhilimurium. For the bacterial penetration mechanisms 

through the eggshell into the egg inside, the period of transmission was in about 9 days, which 

was observed in the preceding study by using commercial eggs. (2106 Suzuki  Fujitani et al).In 

the comparison test of bacterial transmission between the wash eggs and un-washed eggs, the 

transmission of eggshell has been confirmed only in Salmonella Typhimurium in the wash 

eggs,but no other species were detected. Though the bacterial penetration of the eggshell was 

confirmed only in the egg albumen, but not detected in the egg yolk. With respect to eating raw 

eggs, any additional security measures should be required for the safety of food intoxication in 

the future. 
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人工呼吸器関連肺炎の発症機序における多剤耐性緑膿菌(MDRP)と non-MDRP の病原性

についての比較検討 
 

文京学院大学保健医療技術学部  古谷信彦、眞野容子 

 

要旨 

 人工呼吸器肺炎における多剤耐性緑膿菌(MDRP)と non-MDRP の病原性の差を明らかにするために

バイオフィルム形成量、菌体外物質(pyocyanin、elastase、total	protease)産生量を比較するとともにバイ

オフィルム形成状態での薬剤感受性試験を可能にする in	vitroモデルの作製を試み、MDRPと non‐MDRP

におけるバイオフィルム形成量とバイオフィルム内生菌数を比較検討した。pyocyanin はクロロホルム

で抽出し、elastase、total	proteaseはそれぞれ Remozol	Brilliant	Blue	R‐Hide法、elastin	congo	red法で測

定した。バイオフィルムは 1％クリスタルバイオレットで染色し、エタノ－ルで抽出後、吸光度(OD750)

で測定した。また、ミュラ－・ヒントン培地を用いてバイオフィルム内の生菌数を求めた。その結果、

菌体外物質(pyocyanin、elastase、total	protease)産生量はすべて MDRPよりも non-MDRPの方が高く、

バイオフィルム産生量は MDRP の方が non‐MDRP よりも多いことが明らかとなった。以上より MDRP

と non-MDRP の病原因子には相違があることが示唆された。 

 

背景・目的 

 近年、抗癌剤、免疫抑制剤などの薬剤や medical	 deviceなどの医療技術の進歩によりそれまで難治と

されていた疾病の予後が著しく改善している。しかし、その一方でこのような薬剤や medical	 deviceの

使用は compromised host の増加をもたらし、医療機関内で発症する日和見感染症の温床となっている。

人工呼吸器関連肺炎(VAP)はそのような日和見感染症の中で最も予後の悪い感染症であり、緑膿菌によ

る感染症はメチシリン感性黄色ブドウ球菌(MSSA)、インフルエンザ菌についで多くみられ、その死亡

率は 40%以上に達する。緑膿菌は多くの抗菌薬に対して自然耐性を示し、さらに多剤耐性緑膿菌(MDRP)

が出現・増加している 1～3)。MDRPは発症した場合、有効な抗菌薬がないのでほとんどの症例が死に至

るが、non-MDRPは発症した場合、薬剤感受性試験の結果によって適切な抗菌薬が投与されるのでほと

んどが救命されると考えられるが、実際には MDRPと non-MDRPで VAPの発症率と VAPによる死亡率

に差がないことが示唆されている 4)。 

  緑膿菌の病原性には付着や motilityに関与する鞭毛や 4型線毛、細胞壁の構成成分であり、内毒素で

もあるリポポリサッカライド(LPS)、菌体外に分泌される様々な種類の外毒素や酵素、宿主細胞に直接

毒素を接種する 2型および 3型分泌システム、バイオフィルムの形成や病原性の制御に関与するクオラ

ムセンシングシステムや GacA/GacS二成分システム、cyclic-di-GMPなど様々な因子が関与する 5)。 

 そこで、本研究ではその原因を解明するために MDRP と non-MDRP の病原因子について比較検討し

た。また、挿管チュ－ブに付着した緑膿菌はバイオフィルムを形成する。薬剤感受性検査に基づいた抗

菌薬投与にも関わらず、non-MDRPによる死亡率が高い背景には通常の薬剤感受性検査で測定される最

小抗菌薬発育阻止濃度(MIC：minimum	 inhibitory	 concentration)とバイオフィルム存在下における MIC

の乖離が想定される。そこで、今回、バイオフィルム産生量とバイオフィルム存在下における MICの測

定が可能な簡易法の確立を試みた。 
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材料・方法 

使用菌株：喀痰から分離された臨床由来 MDRP と non-MDRP をそれぞれ 7 株ずつ使用し、コントロ－

ル株として PAO1 を使用した。MDRP は感染症法に準じ、カルバペネム系、アミノグリコシド系、ニ

ュ－キノロン系の 3 剤すべてに耐性であるものとし、non-MDRP は上記 3 剤すべてに感性であるもの

とした。 

菌体外物質産生量の測定：pyocyanin：LB broth 5mL に 105/mL の菌液を 10μL 接種し、35℃、24 時

間振盪培養した。3000rpm、10 分の遠心で得た上清にクロロホルムを加え、よく混和し遮光状態で 3

時間静置した。上清を除去し、0.2N HCl を加えて遮光状態で 1 夜静置、クロロホルム層を除去した後、

520nm の波長で吸光度を測定した 6)。 

elastase、total protease：上記菌液を加えた LB broth を 35℃、15～16 時間振盪培養した。total protease

は 3000rpm、10 分の遠心で得た上清に Remozol Brilliant Blue R-Hide を 5mg 加え 1 時間反応させた

後に 595nm の波長で吸光度を測定した 7)。elastase は 3000rpm、10 分の遠心で得た上清に Elastin 

Congo Red を 10mg 加え 6 時間反応させた後に 495nm の波長で吸光度を測定した 8)。 

バイオフィルム形成量の測定：緑膿菌を 1.5×105/mL(マクファ－ランド 0.5)含むミュラ－・ヒントン

液体培地を 10倍希釈し、96wellマイクロプレ－トに 180μLずつ接種し、35�、24時間静置培養した。

培養後、各 wellに 1%クリスタルバイオレットを 20μLずつ分注し 10分間染色、PBSで洗浄後、各 well

の培養液を除去し乾燥させた。各 wellに 95%エタノ－ルを 200μLずつ分注し 15分間抽出後、570nm

の波長で吸光度を測定した 9)。 

バイオフィルム内生菌数の測定：ミュラ－・ヒントン液体培地で 104/mL の濃度の菌液を作製し、96well

マイクロプレ－トに 150μL/wellずつ接種し、pegの付いた蓋をかぶせ 35�、24時間静置培養した。培

養後、蓋をリンスプレ－トにかぶせ 2分間放置洗浄し、蓋をさらに PBSが 150μL/well入ったリカバリ

－プレ－トに移し、sonicatorで 10分間超音波処理した。リカバリ－プレ－トから蓋を外し、プレ－ト

から 10μLずつ採取し、段階希釈後、ミュラ－・ヒントン寒天培地に接種し菌数を測定した 9)。 

結果 

 pyocyaninの産生量の平均値は MDRP群よりも non-MDRP群の方が高値を示した。また、MDRP群で

は pyocyanin の産生はほとんど認められなかった(図 1)。elastase、total	 protease の産生量の平均値は

pyocyaninと同様、MDRP群よりも non-MDRP群の方が高値を示した。しかも MDRPでは elastase、total	

proteaseともにその産生はごく少量であった(図 2)。バイオフィルム形成量は、PAO1株の吸光度 1とし

た場合で示した(図3)。バイオフィルム形成量の平均値はnon-MDRP群ではPAO1株と同等であったが、

MDRP群は PAO1株の 2倍以上の産生がみられた。また、non-MDRP群では株によってバイオフィルム

形成量に差がみられた。一方、peg当たりのバイオフィルム内生菌数の平均値は non-MDRP群と MDRP

群で差はみられず、1菌当たりのバイオフィルム形成量も non-MDRP群よりも MDRP群の方が多量であ

ることが明らかとなった(図 4)。 
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       図 1. MDRPと non-MDRPにおける pyocyanin産生量の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2. MDRPと non-MDRPにおける菌体外酵素(Elastase、Total	protease)の産生量の比較 
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          図 4. MDRPと non-MDRPのバイオフィルム産生量の比較 

                

         P. aeruginosa PAO1株の吸光度を 1 とし、比で算出 

 

 

      図 5. MDRPと non-MDRPのバイオフィルム生菌数の比較 

          

  

考察 

 MDRP群は non‐MDRP群よりも菌体外産生物質の産生量は明らかに低値であり、一方、バイオフィル

ム産生量は MDRP 群の方が明らかに高値を示す。このことから non‐MDRP 群と MDRP 群では肺炎の発

症機序が異なることが推定される。すなわち、non‐MDRP 群では菌体外産生物質による肺胞破壊が、

MDRP群ではバイオフィルムによる肺拡散能の障害(DLcoの低下)が想定される。したがって、今後、バ

イオフィルムの酸素透過性についても検討する必要がある。また、今回の検討でバイオフィルム存在下

における MIC測定法を確立することができた。non-MDRP群による高い死亡率はバイオフィルムの影響

によって菌体表面に到達する抗菌薬の濃度が低下することによるものと考えられる。したがって、バイ

オフィルム存在下における MIC と通常の薬剤感受性検査で得られる MIC の比較検討も今後実施する必

要がある。 
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