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Themechanism ofdiarrheainducedhyCIostridium difficile(CDltoxinisnotfully

understoodalthoughthatbyCholeratoxinissufficientlydotle. Presentpxperim(､ntaims

toclarifyitsmechanism.

MaleWistarI-atSWeighingabout200gwereused.andCDtoxinwereinjectedinto

thelumen ofligatedjejunal1()()ps. First.timecoursestudyofhistologicalexamination

andmeasurementoffluidaccumulationintheligatedloopswere(-,lrripdollTfrom ?to

IOhoursafterCDtoxinexposure. Second,westudiedthechangesoftheacti＼Titiesof

mierovillusmembraneenzymesandintestinalabsorptionratesofoligopeptides. Third,

westudiedtlleChanges()∫aeti＼･,ities()∫twnilltraCellularmediat()rs,proteillkinaseC(PKCI

whichisactivatedbydiaeylglycerol.andinositolI-/1151trisph()sphate(lP31whichreleases

Ca十十fromendoplasmicreticulum.DiaeylglycerolandlP二iareproducedbyrut-eptor･mediated-

in()sitolphosph()lipidturnover.
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l.uminalfluidaccumulationsteadilyincreasd from2t()10hoursaftet･C･Dtoxinexposure.

Slightdamagein ･ヽ,illustipswasobs(､n･,ed2hoursafterexp()sure,andthechang(､became

moresP＼･TerLlWithtime.LeueineaminopeI)tidase(LAP)(lCtiヽ,itvwassignificantlydeer(ナaSCd

at2hours. Theabs()lT)ti()nratesofpeptid(ISWeremarkedlydecreas(チ(iintoxintIでated

r(its(,lSC( ) m Palでdwithcontr(llratsusingthejejLlnalperfusionmethod. ActivityofPKC

wassignifican恒,increasedat30minutes,andthatofIP3Wasalsoincreased1hourafter

CDtoxinexposure.lnadditi()ll.PKCantagonist､staurosporin,inllibitedtheI()又ininduce d -

nuidaccumulation.CalmodulinaJltagOnists.trifluoperazinealldch_1()tT)rOmaline,alsoinl山bited

it.

TheseresultsindicatethatCDtoxinincreasedinositolphospholipidturnoverwith

subsequentaetivationofPKCandIpainepithelialcell.Theninositolphospholipidtumover

andCa++mobilizationpossiblyplayasynergisticroleininhibitionofLAPandpeptide

carrierproteinsyntlleSis. ConsequentlyinhibitionofLAPsynthesisanddisturbanceof

peptideabsoll)一ionmaypartlycontl･ibutetotheCD toxininduceddiarrhea.

KL,),WOrds:elostr･idiumdifficiletoxin,digestionandabsorptiondisturballCe.intraeellLllar

signaltransductioll.brushllヽrdermembraneetv)nle.in(芯itolph(芯Pholipidtumover
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緒 田

感染性下痢症のうち Choleratoxin(以下 CpT)によ

る小腸分泌性下痢の発症に adenylatecyclasL,-てAMP

系の関与がすでに証明されており1),ひきつづくcAMP

dependentkinase(以下 A-kinase)の活性化が刷子縁

膜酵素 alkalinephosphatase汀十T:ALP)の産生およ

び分泌を先進させている乏)3),一方,近年広範囲スペク

トラム抗生物質の開発をこより注目を集めているClostridium

difficiletoxin(以下 CDT)は偽操性腸炎や急性出血

性腸炎の起因物質と考えられており4)5),ウサギにおけ

る実験モデルでも toxinによる粘操組織の損傷による

腸管粘膜の透 過 性克進が下痢の病態を修飾 していると考

えられている6).

しかし.CDT陽性例のなかには肉眼的に腸炎を伴わ

ない下痢の発症例も認められており7),cDT起因性下

痢症の病態には束だ不明な点が多い.今回この下痢の病

態解明を日的としラ-卜において toxin投-5-一後早期の

鼠織障害の比較的軽徽な小腸粘膜を対象とし,CT下痢

モ二iI:/Lと対比 して実験を行--,た.寸たわや.).CI)T起因

性下刷の発症において細胞内情報伝達系として1'ノシトー

･Lりン脂質代謝産物であるill(Xito11,4.51risphosphatc

廿上下 1P3)と proteinkinaseC汀lFPKC)活性お

よび細胞内 Ca++動員の閏EJ--･などに注目し､そcT)後の

細胞応答として刷子縁操酵素の変動とこれによる栄養素

の消化吸収障害の関与について検討 したので報告する.

方 法

体重 180-200gの Wistar系雄性ラ･･′卜を使用 し.

24時間禁食後ペソトバルビタール 50m宮/kgの腹腔内

注射により麻酔 し,腹部正中切開により開腹後 Treitz

靭帯直下空腸に約 12cm の結集′し-7pを作製 Lた.細

菌性毒素の注入方法は CT 群で精製 コレラトキシソ

(Sigma)を 50mM TrisHClbuffer(pH8.01iこ20

腸管JL･-1-日こ注入Lた.この contrLOl群E･二は toxin溶

解液であるtrisbufferのんを注入した.OJr群にはCUr

内に注入した.この C()ntr()1群として.t()xill溶解液

である生理食塩水LT)んを注入した.各群とも経時的に断

頭屠殺 し,以下の実験に供 した.

1.腸管内腸液量と組織学的変化

1) 経時的に摘H.A.Lた′し一一一7ぐ内に生理食塩水 1()mlを

潅流 し回収液量より腸管内貯留液量を算出した.

2) Haematoxylin-Eosin染色により組織傷害の程

度を経時的に検討 した.
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2.刷子縁膜辞素の検討

CT 群では腸液畳が最高に達 した6時間日の腸粘膜を

対象とし,CDT群では組織学的変化の軽救な2時間目

の勝粘膜を対象とした.

各時間毎に空腹粘膜をスライドガラスにより掻きとり

KesslercT)方法8､に準して繊 毛刷子縁膜を分離精製 した.

すなわち粘膜iこ2niMTris-HC150mM mannitolbuffer

pH7.1を加えて15分静置後4℃ 3.()O()Xgにて30分間

遠沈 した.この上活を再び4℃ 27.O状)Xgにて30分間

遠沈 したのち上清を捨て pelletを上記 bufferに再び

浮遊させ.PotterEIvehjemhomogenizerにて hom0 -

genizeした.これを再度4℃ 27.000×gにて30分間遠

沈 しこの pelletを械 ∈刷子縁睦分画とした.

各刷子縁膜辞素活性の測定は ALPが Fujitaの方法9㌧

leucineaminoDePtidase汀j/ドLAP)が Bella吊T)

方法10㌧ disaccharidaseが Dalquistの方法Il､により

行い,また蛋白L')定量は Lowr･y法121により行---た.

3.('DT群におけるオlJゴペプチ ドの潅流実験

投与後 2時間 目の腸管ル-プを対象 と し,Chun雷

i､-1の方法13､により in rヽivoにて還流実験を実施 した.

濯流させたベイ+卜は 10mMGly{;ly.2mM LLlu-Gly,

2mM Leu<,1ytlJly,および 2mM Alallla-Ala-AI凸

漣流 し.sutBtrt,.lteLI)吸収率を検討 した.こn際 IIO11a-

tBOrbablemarkeI一には 1℃ Iatx311edpolyethyleneglycol

を健闘し7ミノ酸分析iこは HITACH1835aminoacid

analyzeTを用いた.また,アミノ酸吸収率の算出は Silk

らの方法14)15)によった.

4.細胞内情報伝達物質の検討

CT 群ではヤマサ㈱のcAMPassaykitを僚桶し粘

膜をスライ ドガラスにより播 き取 り6%TCA IOml
とともに Potter-EIvehjem homogenizerにより

homogellateを作製 し 1,200Xgにて15分間遠沈 した

後.succinyl化しradioimmunoassayによilCAMP

濃度を測定 した.

CDT群では摘出した腸管粘膜をスライドガラスによ

り播き取 i)液体窒素にて凍結練--80℃にて保存 し111下の

方法iこよi)抽出後測定に供 した.

PKCは Ta上air〕の方法16､に準 じ,100mgwetwt.

に 50mM Tris,:HCIpH7.5の中に 5mM EDTA､lO

mM EGTA,0.3Qd(W'V)β-mereapt(滑thanol.10mM
tptvamidine.50FLg.,:'mlphenylmethylsulphonylnuoride

を加え,PotterEIvehjemhomogenizerにて homogen_ize

後 100,OOOxg60分間∫1℃にて遠沈 しこの 卜清を測定

に用い,Anle･rShaml社製 PKCradioimmunoassayに

て PKC過度を測定 した.

IP:1は.Palmer･吊り方法lT､iこ準Lr,100mgwt,twt.

h()mogenizer･にて homogL,nizL,後 L).OOO＼g15分間

･1Tにて遠沈しこL7)L･.清を 1.5h:IK()H6Omh:1HEPES

bufferにて pH7.5に滴定後.再度 I).OOOxg15分間

4℃にて遠沈 しこの上清を用いた.測定は,A111LlrShaJll

社製 IP3mdioimmunoassayによi)IP3濃度を測定

した.また,蛋白の定量は Lowry法12)をこよった.

さらに,PKCの阻害物質である staurosporin18)紘

よる下痢の抑制案験を追加 した.200nM staurosporin

lmlを CDT投与直前に腸管ルーブ内に注入,ct)rltr(-)1

には生食を使用し,ClつT投与後10時間臼(7)腸液量を比

較検討 した.

5.Ca]modu]in桔抗物質による下痢抑制実験

最後iこ細胞内情報伝達iこ細胞内 Ca++が関与してい

ることを証明する目的で2種類の calmodulinultこ唱Onisl,

により下痢の抑制実験を実施した.使用した calm(ylulill

antagonistは trinuoperazineL1十f:TFPlと chlor-

promazineu十FCl)ZうでLあり,TITPは 10mg･kghr

Cl速度で持続静注 し.CPZはみ時間毎に 1mgkgを

筋注 した,冬時間をこおける腺管内腺液量の測定にて下痢

の抑制効果を判定 した.

成 績

1. toxin投与後の腸管内貯留腸液量

CT投与評では腺管内腺液量は3時間目より有意に増

加し,6時間臼で最高の 83.O±2.5/Llemloopsに達

L 以後漸減 Lた (Fig.I-Al.

CI)T 投与群では腸液量は6時間目より有意に増加し,

10時間目で 318.5±41.2/flclmloopsに達 した (Fig.

トB).

組織学的には C′r群では腸液量が最高に達 した6時

間目においても特に変化は認められなかった.これに対

しCDT群では, 2時間目では繊毛先端の傷害が軽敏

であったが,4時間目より総毛上皮の脱落,間質への炎

症細胞浸潤や出血が経時的に増強 した.さ1､.'に.6時間

臼および10時間目には上皮の脱落が高度と在り,筋層内

および凍膜下層にまで出血がおよんでいた19).

2.刷子縁膜貞孝素の検討

CT群で腸液量が最高に適 した6時間目の腸粘膜を対

象とすると,toxirl投与群と control群の間に各酵素
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とも有意な変化は認められなかった ぼ豆欝.針A).COT

群では綴織学的変化の軽微な2時間目の腺粘膜を対象と

したが,AL㌣,maltase,sucrase値をこ有意な変化は認

められなかったものの,LAP値は control群で 0.97

±0 .23IEmOlminmgofmicr10＼･illusproteinである

(71iLニ対し.I_爪in処理群で 0.63±0.19lEmOlmin､IllgOf

mi｡rm,illusprotein十有意左低下を示した げig.2-ri上

3.rDT群におけるオリゴペプチ ド潅流実験

CDT群において刷子縁膜酵素 LAP活性の低下が認

められたので,toxin投与後2時間目の腸管ル-ヅを健

潤したペプチドの濯流実験を行った.その結果,10mM

び 2mM Ala-Ala-A呈a-Alaの吸収率は control群で

fimOl/汎in/冒mucosaであったのに対しtoxin投与群

で 0.90±0.20,0,13±0.02,0.24±0.04,0.65±0.16
tlmOl/min/gmucosaといずれにおいても低下が認め

られた (Fi藍.3).

4. 細胞内情報伝達物質の変動

CT群で粘膜内 cAMPが前値で 3.9±0.損pmol/min/

mgmucosa且proteinであるのに対し,6時間目で最

高に 8.2十1∴3pmolminmgTllueOSL,llproteinに達 し,
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以後漸減した (F短.那.

CDT群では縫I織傷害の軽微な2時間目までの粘莞薬を

対象とし測定 した.lP3活性は前値で 20.9±9.0pmol

mgproteimであるのに対し,1時間目で最高 82.6±16.6

I)mOlmgproteinに達 し.2時間t_｣には低 卜幌向を認

めた LFig..I)-A上

PIくC活性凍ih億で 1･･t5.O±6,4pmolminnlgOfprotein

であるし')に対し∴iO分臼ですてiこ165.()±LLJlpmolmin

mgofpTOteinと有意な上昇を認め,1時間目をこぼす

でに低下傾向を示した (Fig..rJ-tll.

さらをこ,PKCの阻害物質である staurosporinによ

る下痢抑制実験では.L10ntrOl群ハ腸液量が 376.()士JIO.8

/Lトビm loopsであるLT)に対し,staurosporin投与群で

は 251.0±66.9jli/cm loopsと有意な下痢の抑制効果

が認められた (Fig･.6).

5.ぐalmodulin桔抗物質による下痢抑制実験

CT群では toxinのみ注入群の腸液慶が 281.3±33.5

pl/cm loopsであるのに対し,TFPによる前処置群で

は 106.1±36.0pUcm loopsと有意な低下が認められ

CPZ前処置群でも同様の下痢抑鋤 晃が確認された (Fig.

7-A上

CDT群においても,これら2種額の薬剤によって同

Absorptionratesduringintestinalperfusion

Mean土SD
**P<0.01
*P<0.05

⊂==Icontrolrats
国璽国∃toxintreatedrats

10mM 2mM 2mM 2mM

G:y(1Ty I-C.L;Gl.Y･ L.t∴一一G-yG卜1.. A:LILAla-Nn一八l,1.

Fi欝.3 CDtoxin投与後のペプチド吸収率
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TimecourseofCAMPlevelsinratsmalrintestinal

mucosaafteradministrationofCholeratoxin
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様の下痢抑制効果が認められた 膵i欝.71拾).

考 案

CT 下痢症においては,腸液慶の増加と平行し粘膜内

cAMP の活性上昇が認められ また,adenylatecyclase

や ealmodulina)活性化阻害物質である TFPや CPZ

により下痢の抑制効果が認められたことより,下痢発症

i･こおける細胞内情報伝達には SharpL､1卜LT)し､･'ladpnlTlate

cyclase-cAMP糸の賦活化が関与し それ以後の反応

系において細胞内 Ca榊 の増加が関わっているものと

考えられた.また,刷子縁膜酵素のみの検討では,各酵

素をこ有意な変化が認められなかったが, すでに吉岡 2)

や浜 田 3)らは,同-モデルにおいて,小腸管腔内 ALP

活性の上昇と管腔側-の過分泌に対するき代償性の ALP

合成jLt;進が起きていることを韻書している.今回L'1検討

では, 過分泌後の代償された状態のみをとらえている可

能性があると思われた.

-方,CDT下痢モデルにおいては,toxin投与後2

時間目の組織学的変化の軽教な小腸粘膜をこおいて,刷子

縁膜酵素 LAP活性に選択的な低下が認められた.LAP

をはじめ各種の小腺刷子縁膜酵素は細胞内小胞体で含成

された後,ゴルジ装置を経由して倣総毛先端部に転送さ

れると考えられており20),cDT 下痢症では LAP

等の刷子縁膜酵素の合成および転送系に何らかの障害が

生じたものと考えられる.

また,小腸上皮よりのペプチド吸収はジおよびトリペ

プチド切 身くが膜消化を受けずペプチド輸送担体を介し

てベ7L'+卜Iのまま細胞内に取り込まれるLT)に対して.十

トラペプチド､以上のペプチドは刷子縁膜酵素で膜消化を

受けIJ'ミノ酸を遊離した練に細胞内に取り込まれること

が知られている21).cmT挺弼性下痢モデルをこおいてジ

およびトリペプチドばかりかテトラペプチドの吸収率の

低下が認められたことはサペプチド輸送担体の機能異常

だけでなく刷子縁琵菓酵素自体の活性低下の関与を示唆す

るものであり,これらは刷子縁膜酵素活性の検討結果と

一致 している.以上より CDT起因性下痢症の病態に

おいては,LAP活性等の低下によるペプチドの消化吸

収障害が関与しているものと考えられた.

また,CT下痢症をこおいては cAMP系の関与が証明

されてきている1)が CDT起因性下痢モデルにおいて

はすでに cAMP系の関与は否定的であるとされ22)卓

他の細胞内情報伝達系が関わっているものと考えられて

いる.

これまでイノシト-ルリン月旨質の代謝回転をこよる PKC
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が進んできたが,すでに種々(.T)臓器組織においてこtI)皮

応 糸CT)関与が証明されている23､.消化管においては Lllliba

己芋 1､が胃(LT)壁細胞における胃酸分泌において Histこmlill

刺激による cAh･･lP糸LI')関与に対し,Aeeth-1cholineや

Gastrin刺激による情報伝達系とLて細胞膜結合型 pKC

みられていない9

今[札 Cl)T .下痢モデILにおいて toxin投与後早期

のう｡ノト小腺粘膜において PKCや IP3の活性上昇が

確認され さ吊こPIくC(LT)阻害物質である staurosporill

をこよる下痢の抑制効果が認められたことより,この下痢

の発症をこtoximの細胞膜豪商レセプタ-結合線 phosphか

1ipaseCの活性化とこれiこ引き続 くIノIトーーJLl)ン

脂質の代謝回転の克進が関わっているものと考えられた.

特にこの反応系においてはイノシトーー′しりン脂質の分

解産物である IP3により小胞体内から細胞質内へ遊離

された Ca十十がカルモジュリンに代表される Ca十十受

容体を介して PKCの賦活化とともに,これと協同的

に働いて,それ以後の細胞応答を遂行 しているものと考

えられている25)

投与で,CDT による下痢の抑制効果が認められたこと

よ畑 この下痢の病態に Ca+Lcalmodulill系も関与し,

1ノシトー′川 ン脂質代謝糸と協同的に下痢の病態を形

成していると考えられる.ただしこれらの阻害剤をこは,

それ自体 PlくCLT)活性化因子である phosphatidI,Iserine

に対する阻害作用も存貯するとされ また. これiTlの

Ca++措抗剤の作用が細胞外 Ca++(,')細胞内への流 人

阻害に替り, ､-ナ‖こ(豊.1り to7(inの int(汀nalizationを

阻止 しているだけである27)とずる報告もあり, 今後さ

吊こ検討の必要がある上思われた.

(T 下痢モデ,Lにおいても ALPの 上昇が A-七inこISe

の基質蛋白質のリン酸化脱 IIン酸化系に関与 している可

能性28､が示唆 されているが.A-kinase以後の反応糸

に関する詳 しい解析はなされていない.同様iこ,CDT

下痢モデ′Lにおいても IP3により動員された Ca十十 や

PKC とそれ以後の細胞応答の間にいかなる反応系が存

在するかば不明である.ただし,これまで PKCによるりン

酸化の基質蛋白質は稜々の鼠織において報告がなされて

いる.Takaiら29)の報告では,サイ トスケレトソ蛋白

がこれらの基質となりマイクロチュプルス等をこ教練な形

態変化を認めている.これに対 し,CDT による細胞内
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形態変化には ′1~'11CLlestこullLl二Bl-〔山ne郎Ird 汗10､がヒト

線維芽細胞における形態変化しL_してて (TIC--フ(ニjJン

トの破壊とアタチソ蒋粒の横周囲への餐横を来すことを

兄いだ していろ.ft'た.こI巨､toxin投与後に生 しる

初耕LT)形態変化は ナノ.)トーーノLりン脂質代謝回転し')-j-ti進

により引き起こされ て lJ′[-7†∴ラメント糸L')閲Ej::㍗

る細胞質膜関連機能し'7喪失に連な上 蛋白LI)合成阻書が

起こるものと考えられている31㌦

･ト腸吸収 _上二夜細胞LT)管陸側に突出している徴繊 t･F畑こ

はヨo-30本J)I-l'')+ン線維が配列してお･r)細胞質iこもて

イタロチュプルスが分布するなど種々の細胞骨格系が秩

序正 しく構築されている32).これらの骨格系が CDT

投与後tT)[ノシトーJL'Jン脂質代謝回転の冗進により侮

害され さlL･,(･ここのTL進が内膜系での LAP 等の刷子

縁膜酵素の合成やゴルジ装置から刷子縁睦-の転送障害

またはアミノ酸やペプチド輸送担体の棟健障害を引き起

こしている可能性があり.こI汗)に上るべゾヰド叫.肖化

ているとも考えられた.

結 語

1,(T による下痢症では.粘膜内 Ĉ MT)(り活性 卜
昇が認め!､-れ 引き続 く細胞内 CLLl++(')動良が 卜刷L')

発症に関EJ--Lてし､る;i二r31:l･j-)ナlた. しかし,刷~f･練膜酵

素のみの検討では,有意な変化が認められなかった.

2. Cr)T によるf痢症におし､ては.刷 J'･縁膜酵素L/'1

うち LAP活性の低下とオリゴペプチ ドの消化吸収障

害が認められた.

3.CDT による下痢症では.toxin刺激後Eこ†/シ

ト-/Lりン脂質ftこ謝回転の先進により.IP3や PKC

などの細胞内情報伝達物質の活性 ヒ昇が認められ これ

に引き続 く細胞内 Ca++n動員が.~F痢LT)発症に関与 し

ているものと考えられた.

1.､.人LLLり､Cr)T起田性下痢症では, イr/ニトーILり

ン脂質代謝回転の先進と細胞内 Ca++(-')動員が協同的

をこ働き,その後の細胞応答として,LAPの合成阻害お

よびオリゴペプチドの消化吸収障害が引き起こされてい

か汀能性が示唆された.
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