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Abstract
A large number of injections of indomethacin（Indo）leads to acute mucosal lesions similar 

to Crohn’s disease.　Previously, using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
（SDS�PAGE）, we found increased proteins after injections of Indo.　In the present study, we identified 
these proteins and investigated their relationship with inflammation.　Intestinal inflammation 
was induced in male Sprague-Dawley rats by administration of two subcutaneous injections of Indo. 
Components of plasma and protein extracts of liver and intestinal mucosa were separated by SDS-
PAGE, and proteins were detected by Coomassie Brilliant Blue and periodic acid-Schiff（PAS）staining, 
which stains glycoproteins, and identified by western blotting.　The macroscopic inflammation 
score was highest ３ days after the injections of Indo.　Protein bands of ３７�５０ kDa detected by PAS 
staining were increased ２ or ３ days of injection. We expected that one of the proteins would be 
alpha-１ acid glycoprotein（AGP）, which is related to inflammation, and this was confirmed by western 
blot.　AGP was increased in the liver, intestinal mucosa, and plasma.　These results suggested 
that AGP could be used as an index of the degree of inflammatory diseases.
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要　旨
ラットに Indomethacin（Indo）を投与するとクローン病（CD）様の腸管傷害がみられる。本モデル

において血漿タンパク質の SDS�PAGE 解析をおこなったところ、増加するタンパク質が認められた。

そこで本研究ではこれらのタンパク質を同定し、炎症との関連を検討することを目的とした。Indo 投与

後の経日的変化を観察した結果、腸管傷害は投与２、３
　

 日目で重篤となり、同時に ３７～５０kDa のタン

パク質に増加がみられた。これらのタンパク質は PAS 染色陽性であり、糖タンパク質であった。これ

らの特徴より推測し、ウエスタンブロッティングを行った結果、α�１ 酸性糖タンパク質（AGP）であ

ることを明らかにした。また、AGP は血中のみならず、肝臓や小腸においても増加しており、炎症に

よる産生亢進が示唆された。AGP は CRP に比べて血中濃度が高く、CBB 染色で容易に判別できるた

め、実験動物等における炎症状態の判定にも利用できると考えられる。
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Ⅰ．緒　　　言

炎症性腸疾患のひとつであるクローン病

（Crohn’s disease; CD）は原因不明の難治性疾

患である。主に若年者に発症し、口腔から肛門

に至る消化管のあらゆる部位に病変が生じ、下

痢、腹痛などの消化管症状に加え、発熱や栄養

障害などの全身症状がみられる１）。患者数は食

の欧米化とともにここ２０年で急激に増加してお

り、発症の要因として遺伝学的因子、食事や環

境衛生などの環境因子、腸内細菌、免疫応答の

破綻などがあげられているが、原因特定されて

おらず、完治させる方法もみつかっていない２，３）。

CD の診断は、慢性的な下痢、腹痛や貧血、低

タンパク質、高度炎症などの血液検査結果を根

拠とし、縦走潰瘍や敷石像などの特異的所見を

内視鏡検査、Ｘ線造影などにより確認する１，４）。

CD は寛解と再発を繰り返す疾患であるため、

診断後も活動性の判定や治療効果のモニタリン

グを行う上で内視鏡検査やＸ線検査が必要とな

ることが多い５）。しかし、このような検査は患

者にとっては侵襲が大きく、負担となる。その

ため、CD の診断やモニタリングに利用できる

非侵襲的かつ簡便なバイオマーカーの開発が求

められている。

CD などの炎症性腸疾患の実験モデルとしては 

SAMP１/Yit マウスなどの自然発症モデルや IL

�１０ノックアウトマウスなどの遺伝子操作モデ

ル、化学物質により誘発するモデルなどがあ

る６�８）。非ステロイド系消炎鎮痛薬（nonsteroidal 

anti-inflammatory drugs; NSAIDs）である In-

domethacin（Indo）は化学物質誘発性腸炎モデ

ルに用いられる薬剤のひとつである。NSAIDs 

は、炎症を引き起こす PGE２ などのプロスタグ

ランジンの合成に必要な酵素であるシクロオキ

シゲナーゼを阻害することにより、抗炎症作用

を発揮する９）。しかしながら、ラットに Indo を

５�３０mg/kg 投与することにより、腸細胞間ジャ

ンクションの崩壊と透過性の亢進や、上皮バリ

アの機能の変化により小腸管腔内バクテリアの

過成長やバクテリアルトランスロケーションが

促され、小腸に潰瘍を生じることが報告されて

いる１０，１１）。

我々はこれまでに Indo 投与による腸管傷害

ラット（CD モデルラット）において抗体産生

能の変化や腸管透過性に関する研究を行い、そ

の研究の過程において血漿タンパク質の SDS� 

PAGE を行ったところ、Indo 投与後に増加す

るタンパク質の存在を認めた。そこで本研究で

は、Indo 投与時に増加したタンパク質を同定し、

腸管傷害との関連を検討した。

Ⅱ．方　　　法

１．CD モデルラットの作製およびサンプル

の採取

実験には九動株式会社より入手した７週齢 

Sprague-Dawley 系雄性ラット１８匹（０、１
　

 、

２
　

 日目解剖群４匹、３
　

 日目解剖群５匹、７
　

 日目

１匹）を用い、１２時間の明暗サイクルの飼育室

で個別ケージにて飼育を行なった。飼育期間中

は自由摂食、自由飲水とし、毎日定時に体重と

摂食量を記録した。Indomethacin（SIGMA）

は５％NaHCO３ 溶液に溶解し、馴化後のラット

に２日間連続皮下注射（９mg/kg BW）して小

腸傷害を惹起させ、CD モデルラットとした。

Indo 投与前に解剖を行った群（Indo 非投与群）

を投与０日目とし、投与１、２
　

 、３
　

 、７日目に

解剖を行い、血液、肝臓、小腸粘膜を採取した。

血液は腹部下大静脈より採取し、３,０００rpm で

１５分間遠心後血漿を得た。小腸は内腔をリン酸

緩衝食塩水で洗浄後切開し、スクラップして粘

膜を採取した。サンプルは分析まで－３０℃で保

存した。また、開腹時に Chen らの方法１２）（表１）

に基づいた肉眼的評価と小腸全長の測定を行っ

た。

なお、本研究の実施にあたっては、熊本県立

大学生命倫理審査委員会の承認（No.２５�０３）を

得た。
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２．Coomasie brilliant blue（CBB）染色お

よび PAS 染色

各サンプルのタンパク質濃度はプロテイン

アッセイ（BIO�RAD）を用いた Bradford 法

により測定した。サンプル間のタンパク量が一

定となるように試料を調製し、等量の２×サン

プルバッファーを加え９５℃で５分間熱変性させ 

た。調製後のサンプルは１０％アクリルアミドゲ

ルを用い、SDS�PAGE を行った後、Bio-Safe 

Coomassie（BIO�RAD）を用いてタンパク質 

の染色を行った。また、Pierce Glycoprotein 

Staining Kit（Thermo scientific）を用いて 

PAS 染色を行い、糖タンパク質を検出した。染

色後のゲルはルミノイメージアナライザー LAS

�１,０００plus および Image Reader LAS�１０００ Life

（FUJIFILM）を用いて撮影し（Digitaizing 

mode）、Science Lab ９９ Image Gauge（FUJI� 

FILM）を用いて画像を処理した。

３．α�１�酸性糖タンパク質（α�１-acid gly- 

coprotein; AGP）のウエスタンブロッティ

ング

２の手順で試料を SDS�PAGE で分離後、

PVDF メンブレン（BIO�RAD）に転写し、ウ

エスタンブロッティングを行った。一次抗体と

して Rabbit anti-rat α�１-acid glycoprotein

（Life diagnostics）を用い、二次抗体として 

Goat anti-Rabbit IgG Polyclonal Antibody, 

HRP conjugate（Assay designs）を用いた。

ECL Plus（GE Healthcare）により化学発光、

Image Reade LAS�１０００ Life（FUJIFILM）を

用いてバンドを検出した後、ImageJ（Rasband, 

W. S., Image J, U.S. National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// 

imagej.nih.gov/ij/, １９９７�２０１６）を用いてバン

ドの濃さを数値化した。

４．統計処理

小腸全長および傷害スコアは、一元配置分散

分析の後、Dunnett T３ の多重比較検定により

比較した。なお、Indo 投与７日目のデータに関

しては、１
　

 匹分のみのデータであるため、解析

からは除外した。

Ⅲ．結　　　果

１．Indo 投与後の小腸傷害スコアおよび小

腸全長

Indo 投与後、ラットの摂食量および体重は減

少した。また、解剖時には小腸の出血、癒着な

どが観察され、それらを点数化した小腸傷害ス

コアは Indo 投与後増加し、投与前（０日目）、１
　

 

日目に対し、投与２、３
　

 日目において有意な上
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表１　小腸傷害スコア

AbbreviationScore

None

Minimal

Involving several bowel loops

＜１ mm

１�３ mm

＞３ mm

None

Recognized

None

Single ulcer

Multiple（＜１０cm）

Multiple（＞１０cm）

０

１

２

０

１

２

０

１

０

１

２

３

腸間膜の癒着傷害

小腸壁の厚さ

充血

潰瘍



昇がみられた。また、小腸全長は癒着などによ

り短縮がみられ、０
　

 日目に対し、投与２、３
　

 日

目において有意な低下がみられた（図１）。

２．CBB 染色および PAS 染色

血漿タンパク質を SDS�PAGE により分離し、

CBB 染色を行った結果、Indo 投与後、２
　

 ～３

日目に分子量 ３７～５０kDa のタンパク質の増加

が認められた。（図２�Ａ）。また、PAS 染色に

おいてもそれらのタンパク質が検出され、増加

したタンパク質が糖タンパク質であることが示

された（図２�Ｂ）。
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図１　Indo 投与後の小腸全長および傷害スコアの経日的変化
Indo 投与０、１、２、３、７日目の小腸全長および表１に基づく傷害スコアを示した（平均±標
準偏差）。小腸全長は腸管傷害に伴い短縮した。傷害スコアにおいても Indo 投与後経日的に上昇
し、３日目で最も高い値となった（Ａ�Ｂ、ａ�ｂ異なる文字間に有意差あり）。

図２　Indo 投与後のラット血漿タンパク質 SDS�PAGE
Indo 投与前を day０とし、投与１、２、３、７日目の血漿タンパク質を SDS�PAGE で分離後、
CBB 染色および PAS 染色を行った。Indo 投与後に ３７～５０kDa 付近のタンパク質の増加がみら
れた。



３．ウエスタンブロッティング

分子量や PAS 染色による染色性から、Indo 

投与時に増加したタンパク質が AGP であるこ

とが推察されたため抗-ラット AGP 抗体を用い

たウエスタンブロッティングを行ったところ、

増加したバンド付近のタンパク質が抗ラット 

AGP 抗体により検出された。さらに、肝臓や

小腸粘膜における AGP の変化を検討したとこ

ろ、血漿同様に Indo 投与２～３日目に増加し

た（図３）。

Ⅳ．考　　　察

本研究では Indo 投与後に増加する血漿タン

パク質を同定し、Indo 投与に伴う腸管傷害との

関連を検討した。Indo 投与後の腸管傷害の重症

度を傷害スコアおよび小腸全長により経日的に
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図３　Indo 投与ラットにおける AGP のウエスタンブロッティング
Indo 投与後のラット血漿タンパク質を SDS�PAGE により分離した後、AGP のウエスタンブロッ
ティングを行ったところ、Indo 投与後の群においてバンドが検出され、AGP が増加したことが
示された�。また、肝臓�や小腸粘膜�においても Indo 投与後に AGP が増加した。



評価した結果、小腸傷害スコアは Indo 投与３

日目にピークとなり、小腸全長も投与３日目に

最も短かった。小腸全長の短縮は Indo 投与に

よる腸管の癒着や萎縮が生じた結果であると考

えられる。これらの結果より、Indo 投与による

腸管傷害は投与２、３
　

 日目に重症度が高くなる

ことが示された。次に血漿タンパク質の SDS� 

PAGE を行い、タンパク質を分離したところ腸

管傷害の重篤となる２、３
　

 日目において、分子

量 ３７～５０kDa 付近のタンパク質増加がみられた。

また、糖タンパク質を染色する PAS 染色にお

いてもそれらのタンパク質は検出された。増加

したタンパク質は ３７～５０kDa であり、炎症に

関連する糖タンパクであることから、本タンパ

ク質が AGP であると推測されたため、ウエス

タンブロッティングを行い、AGP であることを

明らかにした。AGP は主に肝臓において産生

され、肝細胞により分泌される血漿タンパク質

であるが、肝臓以外の様々な組織においても産

生されることが報告されている１３）。そのため、

AGP の主な産生部位である肝臓と、実際に炎

症を生じている部位である小腸における AGP 

の発現を検討したところ、いずれの組織におい

ても血漿と同様に、症状が重篤となる Indo 投

与２、３
　

 日目において増加することが示された。

このことから、腸管傷害時の血漿 AGP の増加

は、肝臓だけでなく、炎症部位である小腸にお

いても炎症のピーク時にみられ、これらの組織

が AGP の産生に寄与していることが示された。

炎症状態の指標として用いられているものの

ひとつに、C反応性タンパク質（C-reactive pro-

tein；CRP）がある。CRP は IL�６ などのサイ

トカインの作用により肝細胞において産生され

る急性期タンパク質であり、炎症発生後４８時間

でピークの値となるため、短期的な炎症状態を

反映する１４，１５）。健常者の CRP 濃度の中央値は

０.０８ mg/dL であり、０.３mg/dL が基準値であ

る１５）。一方、AGP の血中濃度は約 ５０mg/dL で

あり、炎症時には２～５倍に増加する１６）。AGP 

は CRP に比べて血中濃度が高いことから、SDS

�PAGE で分離後、CBB 染色で容易に判別でき

るため、実験動物等における炎症状態の判定に

も利用できると考えられる。また、AGP はそ

の４５％がシアル酸を多量に含む炭水化物であり、

５
　

 個のＮ結合型糖鎖を持つ酸性タンパク質であ

る１７，１８）。急性応答として、炎症時には AGP な

どの急性タンパク質のグリコシレーションが変

化することが知られており、枝分かれの程度、

糖鎖のフコシル化やシアリル Lewisix エピトー

プ発現の構造が変化することが報告されてい

る１７）。そのため、今後、発症前後や組織間での 

AGP の構造の違いを明らかにすることで、炎

症時における AGP の変化をより詳細に検討で

きる。

しかしながら、本研究における AGP の変化

はウエスタンブロッティングによる半定量の

データであるため、今後、ELISA 法を用いた定

量を行うとともに、例数を増やすことでより詳

細にラットの症状と AGP との関連を検討するこ

とが必要である。このような限界点はあるもの

の、AGP は腸管傷害や炎症状態を示すために

有効なバイオマーカーになり得ると考える。ま

た、CD 患者においても AGP 濃度の変化のみ

ならず、重症度、病変部位等の病状と AGP 糖

鎖の分岐やフコシル化の程度といった構造の変

化を検討することにより、CD の病態を判定す

るマーカーとしての活用が期待される。
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