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マイクロアレイ解析を用いたラット小腸におけるサラシア属植物エキスの免疫亢進機能の発見

1.	 緒言

　サラシア属植物（サラシアレティキュラータ，サラシ
アオブロンガなど）エキスに含まれる全成分の同定はで
きていないが1），サラシノール，コタラノール，マンジ
フェリン，カテキンを始めとする多くの成分が含まれて
いることが明らかになっている。
　サラシア属植物から抽出されるサラシノールとコタラ
ノールはin vitro の実験においてα-グルコシダーゼの働
きを阻害することが知られており，糖負荷ラットの血糖
値上昇を抑制する効果を有していることが明らかにされ
ている2）。また，サラシア属植物エキスは，糖尿病患者
や糖尿病モデルマウスにおいて症状を改善する作用があ
ることが証明されている3）。
　α-グルコシダーゼが分泌されている小腸は，異物の
排除や栄養成分の取り込み，免疫機能を司る生体にとっ

て非常に重要な器官であり，サラシア属植物エキスの作
用部位であると考えられている。しかし，腸管において
サラシア属植物成分がどのような影響を及ぼしているの
かは明らかにされていない。
　また，サラシア属植物エキスに含まれるカテキン，マン
ジフェリンなどの成分は，抗肥満作用を持つことでも知
られている4）。さらに，サラシア属植物に関する新知見
も続々と明らかにされている5）, 6）。しかし，現在までの
ところサラシア属植物エキスの糖尿病や肥満以外の効果
や生体での作用機序に関する知見は乏しく，サラシア属
植物エキスに含まれる複数成分が及ぼしている作用に関
しても不明確なままである。
　本研究は，糖吸収阻害の作用部位であり，吸収，異物
の排除など多様な機能を示す小腸におけるサラシア属植
物の生理機能解明を目的とした。実験では，サラシア属
植物エキスをラットに投与し，マイクロアレイ法による
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遺伝子発現解析とT-RFLP法による腸内細菌叢のプロ
ファイリングを行なった。その結果，サラシア属植物エ
キスの摂取は，小腸下部において複数の免疫関連遺伝子，
特に細胞性免疫を示すTh1関連遺伝子の発現上昇をもた
らし，大腸では，免疫機能を有する菌の増加など，腸内
細菌叢の変化を引き起こすことを明らかにした。

2.	 実験

2.1	 サラシア属植物エキス粉末の作製
　スリランカで生育したサラシア属植物（Salacia reticulata）
の幹と根の部分を乾燥させて，チップ状にした。十分に
乾燥させた後，チップを熱水にて1時間抽出した。チッ
プを濾過して除去した後，液体を冷却し，スプレードライ
ヤー ADL-310（Yamato Science Co., Ltd., Tokyo, Japan）
にてエキスを粉末化し，4℃で保存した。

2.2	 動物
　生後6週齢のオスのSprague Dawleyラット（SDラッ
ト）（CLEA Japan, Inc., Shizuoka, Japan）を購入し，1週
間の検疫馴化を行なった。飼育条件は室温23±2 ℃，相
対湿度50±10％，喚起回数15回/時間，人工照明1日 
12時間に設定して飼育を行なった。試験動物には飼料と
して放射線滅菌済みの固形飼料CRF-1（Oriental Yeast 
Co., Ltd., Tokyo, Japan）を自由摂取させ，飲水には，水
道法水質基準に適合した水道水をフィルター濾過（50μm 
and 5μm）（AION Co., Ltd., Osaka, Japan）後，紫外線
照射により殺菌したものを自動給水ノズルで与え，自由
摂取とした。飼育1週間後，ラットをランダムに10匹ごと
の群に分けた。サラシア属植物エキス粉末を80mg/ml
の濃度となるように注射用水（Otsuka Pharmaceutical 
Co., Ltd., Tokyo, Japan）に溶解し，金属性胃ゾンデを用
いてサラシアエキス粉末重量にして20mg/kgになるよ
うに強制経口胃内投与した。また，対照群に対しては，
注射用水のみ投与した。1日1回13週間反復投与を行な
い，投与最終日の夕刻から，16時間の絶食を行ない， 
ペントバルビタールナトリウム麻酔下で採血を行なった
後，放血により安楽死させた。解剖では各臓器の重量測
定および状態観察を行なった。ラットの回腸を摘出し，
上皮細胞を剥離し，ISOGEN（NIPPON GENE Co., Ltd., 
Tokyo, Japan）中で保存した。また，大腸下部から便を
採取し，ドライアイスにて凍結保存した。
　解剖時に後大静脈から採取した血液は，EDTA-2Kを
抗凝固剤として添加した後，生化学的検査を行なった。
　血液検査の項目は，白血球数（WBC）, 赤血球数（RBC），
ヘモグロビン量（HGB），ヘマトクリット値（HCT），
平均赤血球容積（MCV），平均赤血球血色素量（MCH），
平均赤血球血色素濃度（MCHC），血小板数（PLT），網
赤血球率（Reti），プロトロンビン時間（PT），活性化部
分トロンボプラスチン時間（APTT），総蛋白濃度（TP），
アルブミン濃度（ALB），A/G，トリグリセライド（TG），

総コレステロール（T-CHO），尿素窒素濃度（BUN）， 
クレアチン（Cre），カルシウム（Ca），無機リン（IP）， 
AST活性（AST），ALT活性(ALT），CPK活性（CPK）， 
総ビリルビン（T-BIL），ナトリウム（Na），カリウム（K）， 
塩素（Cl）である。WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH，
MCHC, PLT, Retiに関しては，総合血液学検査装置XT- 
2000iV（Sysmex Co., Ltd., Hyogo, Japan）を用いて測定
した。また，PT, APTTは全自動血液凝固線溶測定装置
STAコンパクト（Roche Diagnostics K.K. Tokyo. Japan）
を用い，TP, ALB, A/G, Glu, TG, T-CHO, BUN, Cre，
Ca, IP, AST, ALT, GGT, ALP, CPK, T-Bil, Na, K, Clは
血液生化学自動分析装置H7070（Hitachi Ltd, Tokyo， 
Japan）にて測定した。
　各群の体重，臓器重量（絶対重量および相対重量）デー
タ，血液生化学的検査データに関しては以下の検定を行
なった。
　最初にF検定で等分散検定を行ない，Student’ s t-test 
により結果の有意差を確認した。組織は，10％中性緩衝
ホルマリン液中で保存，固定を行ない，薄切標本を作製
し，ヘマトキシリン・エオジン染色（HE染色）を施し，
光学顕微鏡による観察を行なった。一般状態，病理解剖
学的検査結果，病理組織学的検査結果については，検定
を行なわなかった。
　なお，すべての動物実験は，富士フイルム動物実験委
員会の審査，承認を得て行なった。

2.3	 RNA抽出およびDNA Microarray Analysis
　保存しておいたラットの回腸細胞からISOGENの定法
に従いtotal RNAを抽出した後に，RNeasy Mini Kit 

（QIAGEN, Hilden, Germany）で，total RNAの精製を
行なった。サラシア属植物エキス投与群および対照群か
らそれぞれ体重が平均値に近い順に4個体を選び，その回
腸由来のtotal RNAからcDNAの合成，cRNAの合成お
よび標識化，標識cRNAの断片化はAffymetrixのKitを
用い，Affymetrixのプロトコルに従って行なった。また，
RNAの質のチェックには，Agilent 2100 バイオアナラ
イザ（Agilent Technologies Japan, Ltd., Tokyo, Japan）
を用い，cRNAの伸張が十分であることを確認した。断
片化したcRNAはHybridization Oven 640（Affymetrix 
Inc., CA, USA）を用いてGeneChip Rat Genome 230 2.0 
Array（Affymetrix Inc., CA, USA） に45℃で16時間ハ
イブリダイズし，洗浄，GeneChip Fluidics Station 450
を行ない，GeneChip Scanner 3000でスキャンし，遺伝
子発現量の測定を行なった。得られたデータをR version 
2.7.2と Bioconductor version 2.2にて Distribution Free 
Weighted method（DFW法）で正規化した後，二群間
比較にはRankProductを実行し，発現変動が顕著なプ
ローブセットとして，False Discovery Rate（FDR）
<0.05のプローブセットを抽出した7）, 8）, 9）, 10）, 11）。
　抽出したプローブセットを，機能ごとの階層構造とし
て示すために，Gene Ontlogy（Bingo 2.3（cytoscape 2.6））

（http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/index.htm）
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を参考に生物学的機能に応じて分類した12）, 13）。

2.4	 腸内細菌叢解析（T-RFLP法）
　ラット糞便を用いた腸内細菌叢解析はTechnoSuruga 
Laboratory Co., Ltd.（Shizuoka, Japan） に 委 託 し，
T-RFLP解析（Nagashima法）を用いた14）。以下に参考
文献からの改変部分を記載する。
　凍結された便を，GTC Buffer（100mM Tris-HCl［pH 
9.0］，40mM Tris-EDTA［pH 8.0］，4M Guanidine 
Thiocyanate）に懸濁した。液中に添加した糞便をジル
コニアビーズにより破砕し（5m/s，5分間，FastPrep 
FP100A Instrument（MP Biomedicals, CA, USA）， 
100μlの懸濁液から自動核酸抽出装置（Precision System 
Science, Chiba, Japan）を用いてDNA抽出を行なった。
自動核酸抽出時の試薬は GC series Genomic DNA 
whole blood（Precision System Science, Chiba, Japan）
を使用した。PCRに用いたプライマーは，516Fの標識
を参考文献に用いられていたHEXからFAMに変更し
た。PCR産物の精製には，MultiScreen  PCRμ96 plate 

（Millipore, Billerica, MA, USA）を使用した。
　フラグメント解析は，ABI PRISM 3130xl genetic 
analyzer（Applied Biosystems, CA, USA）で行ない，
解析ソフトウエアはGene mapper（Applied Biosystems, 
CA, USA）を用いた。なお，サイズスタンダードマーカー
には，MapMarkerR X-Rhodamine Labeled 50-1000bp

（BIOVENTURES, TN, USA）を使用した。総面積ピー
クに対する各OTUにおけるピーク面積の比率を用い，階
層的クラスター解析（pvclust関数を用いた）を行ない，
菌叢パターンの類似性比較を行なった。

3.	 結果

3.1	 生化学的検査値
　今回，サラシア属植物エキス投与群（20mg/kg）と対
照群において，13週間連続投与後の両群における体重

（541.2±47.8g vs 578.2±76.0g）， 血 液 生 化 学 的 検 査
（WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT，

Reti, TP, ALB, A/G, Glu, TG, T-CHO, BUN, Cre, Ca, IP，
AST, ALT, GGT, ALP, CPK, T-Bil, Na, K, Cl）に大きな
差異は認められなかった。また全個体において，解剖時
に脳，下垂体，胸腺，肺，肝臓，腎臓，脾臓，心臓，副
腎，精巣，精巣上体，精嚢，前立腺（腹葉）の重量測定
をした後，肝臓を10％中性緩衝ホルマリン液中で固定
し，薄切片標本にヘマトキシリン・エオジン染色（HE
染色）を施し，光学顕微鏡により観察を行なった。
　以上の試験の結果，今回の検討条件においては毒性と
判断されるような変化は観察されなかった。

3.2	 マイクロアレイ解析
　毒性を示す所見がないことを確認後，それぞれの群か
ら，体重が平均値に近い順に4個体を選択し，マイクロ
アレイ解析を行なった。その結果，コントロール群に対
し，サラシア群で発現が増加した237，減少した111の
プローブセットを抽出した。

3.2.1	 発現増加した遺伝子
　前述の解析によって得られたGene Ontologyの結果を
見ていくと，Oligopeptide transport, defense response，
response to nutrient levels, antigen processing and 
presentation of peptide or polysaccharide antigen via 
MHC classⅡに関わる遺伝子が濃縮されていることが明
らかになった。発現増加遺伝子を詳細に見ていくと，多
数の免疫関連遺伝子を含む生体防御関連遺伝子と，輸送
や代謝に関わる遺伝子が多く発現増加していた（Fig. 1）。
　抗原認識を行なうMHC classⅡ関連の遺伝子として
は，Cathepsin E（Ctse），RT1 class II, locus Ba（RT1-Ba），
HLA class II histocompatibility antigen, DM beta chain 
precursor（MHC class II antigen DMb, Hla-dmb）の発
現が上昇している15）。
　また，生体防御（免疫）に関連する遺伝子としては，
tumor necrosis factor alpha（Tnfα），Clusterin（Clu），
Chemokine（C-C motif）ligand 5（Ccl5, Rantes），
Adenosine deaminase（Ada），Apolipoprotein A-IV 

（Apoa5），Chemokine（C-X-C motif）receptor 4 （Cxcr4），
Apolipoprotein H（Apoh），Membrane-spanning 4- 
domains, subfamily A, member 1（Ms4a1），Dipeptidyl-

Fig. 1   Significant gene ontology categories (P < 0.001) were extracted from 237 genes showing increased expression.
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pep t i dase 4（Dpp4, Cd26），Pro te in ty ros i ne 
phosphatase（Ptprc, Cd45），T cell receptor beta locus 

（Tcrb），Apoptotic peptidase activating factor 1（Apaf1）
などが変動していた。
　コレステロール，ケトン体代謝系では3-hydroxy-3-
methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2（Hmgcs2）， 
輸 送 系 で はSolute carrier family 15（oligopeptide 
transporter），member 1（Slc5a1）が発現増加していた

（Table 1）。

3.2.2	 発現減少した遺伝子
　次に，発現減少した遺伝子には，Urea cycle, Lipid 
metabolic processが含まれていた。尿素サイクル関連
の 遺 伝 子 はArginase, type II（Arg2），Ornithine 
carbamoyltransferase（Otc），carbamoyl-phosphate 
synthase 1（Cps1）， 脂 質 の 輸 送 や 代 謝 に 関 わ る
peroxiredoxin 6（Prdx6）やPeroxisome proliferator-
activated receptor gamma（Pparγ）が発現減少してい
た（Fig. 2, Table 2）。

Table 2   �Genes showing decreased expression (P < 0.001, Gene 
ontology categories extracted using BiNGO).

Table 1   Genes showing increased expression (P < 0.001, Gene ontology categories extracted using BiNGO).

Fig. 2	 Significant gene ontology categories (P < 0.001) were 
extracted from 113 genes showing decreased expression.
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3.3	 腸内細菌叢解析
　遺伝子発現解析において，回腸上皮の免疫関連遺伝子
発現が増加していた。そこで，腸において免疫関連遺伝
子の発現に影響を与えるとされる腸内細菌叢解析もあわ
せて行なった。
　解析には，解剖時に大腸下部から採取した糞便を用い
た。大腸には培養困難な菌が多く存在するため，培養な
しで腸内細菌の状態を正確に表わすことが可能な解析法
であるT-RFLP法を用いて，腸内細菌叢の構成比測定を
行なった。腸内細菌叢の構成比の数値を用い，『Ｒ』で
クラスタリングを行ない，系統樹を作成し，菌叢パターン
の類似性比較を行なった。その結果，投与群の腸内細菌
叢は対照群のそれらとは異なったプロファイリングを示
した（Fig. 3）。
　サラシア属植物エキス粉末投与群と対照群を比較した
ところ，対照群の腸内細菌叢は個体ごとに大きく異なり，
系統樹の距離も離れて類似性が低かったのに対し，投与
群では腸内細菌叢のプロファイルが類似しており，系統
樹上の距離が非常に近くなり，バラバラであった腸内細
菌叢がサラシア属植物摂取により類似してくることが明
らかになった（Fig. 4）。
　また，菌門ごとに見ていくと，ファーミキューテス門

（OTU：106, 110, 168, 332, 338, 369, 423, 494, 505, 517， 
520, 650, 657, 749, 754, 919, 940, 955, 990）の割合が有 
意に減少し，バクテロイデス門（OUT：366, 469, 853）
の割合が有意に増加していることが明らかになった

（Fig. 5）。以上の結果から，サラシア属植物エキス投与
により，免疫関連遺伝子の遺伝子発現だけでなく，腸内
細菌叢にも変化が起きていることが明らかになった。

Fig. 3	 Fecal specimens were analyzed by T-RFLP analysis (Nagashima method) and presented as the intestinal bacterial flora composition 
by OTU.

Fig. 4	 Cluster analysis was performed on the intestinal bacterial 
flora composition data determined by T-RFLP analysis 
(Nagashima method) to construct a phylogenetic tree.

	 (au=Approximately Unbiased, bp=Bootstrap Probability)
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Fig. 5	 Proportions of Bacteroidetes and Firmicutes relative to the 
entire intestinal flora population in the fecal extract 
administration.
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4.	 考察

　サラシア属植物は従来から多くの機能を持つことが知
られていたが，小腸におけるサラシア属植物の生理機能
を解明するため，本研究を行なった。その結果，回腸上
皮において多くの遺伝子の発現が変化し，サラシア属植
物は腸管でも多機能を有することが明らかになった。そ
の中でも，免疫関連の遺伝子発現量変化は，本研究によ
り初めて示されたものであり，その作用も非常に顕著で
あったため，これ以降サラシアの免疫機能に着目して議
論を行なう。
　遺伝子発現解析の結果から得られた発現上昇した遺伝
子を詳細に検討していくと，異物認識や免疫機構，生体
防御に関わる遺伝子，特にTh1細胞関連遺伝子が多く含
まれていることがわかった。具体的には，アレルギーな
どを引き起こすIgEの産生を抑制するといわれている
Ptprc（Cd45）16）や，細胞性免疫に寄与するTh1細胞関
連遺伝子Cd26（Dpp4）17），さまざまな菌やインフルエン
ザを含むウイルスなど病原体の進入を食い止め，アレル
ギー抑制作用を持つIgG2a18），MHC classⅡ関連の遺伝
子であった。発現増加した遺伝子から，図のような作用が
Th1細胞周辺で起きているのではないかと推測した19）

（Fig. 6）。

Fig. 6	 Possible mechanism of action speculated from the genes 
identified as showing  increased expression in the vicinity of 
the Th1 cells (genes listed in Table 1 are shown in red, 
genes identified among the 237 genes showing increased 
expression but not used in the functional categorization by 
BiNGO are presented in black).

　また，以前，われわれが行なった検討では，サラシア
属植物エキスには腸内の腐敗産物やアンモニアを減少さ
せる効果があることが明らかになっている。つまり，サ
ラシア属植物エキス摂取により，腸内アンモニアが減少
し，小腸上皮の尿素サイクル関連遺伝子発現の減少

（Cps1, Arg2, Otc）が起こったと考えている20）。
　菌体およびその成分が，腸管免疫に深く関わるとされ
る腸内細菌叢の解析では，個体間でバラバラであった腸
内細菌叢のパターンがサラシア属植物エキス投与により

変化し，似通ってくる傾向が得られた。菌の比率が増加
したバクテロイデスは，免疫亢進作用が着目されている
菌であり，従来から免疫賦活作用が指摘されてきた乳酸
菌よりも強い免疫機能を示し，IgAや生体防御に関わる
サイトカインの産生量を増加させることが明らかになっ
ている21）, 22）。今回の実験において，特に割合増加が見
られたバクテロイデスのOTU（operational taxonomic 
unit）が2つあったが（OTU：366, 469），クローニング
で得られた塩基配列から相同性を検討した結果，この2
つには特に免疫賦活効果の高いバクテロイデスのひとつ
であるBacteroides acidofaciens が含まれている可能性
が高い。また，バクテロイデスの細胞壁に存在するLPS
も免疫賦活効果が示されている23）。
　以上のことから，サラシア属植物エキスは，腸内細菌
叢に影響を与え，変化した腸内細菌叢が，小腸下部の腸
管免疫系に働きかけることが示唆された。本研究におい
て，輸送や代謝関連の遺伝子が多く発現変化していたが，
これは肝臓の働きにも連動する遺伝子であり，今後検討
を行なっていきたい。
　本研究は清潔な環境下で，温度や食事などを管理して
飼育したラットを用いた実験であり，ヒト腸内において
大量に存在するビフィズス菌も存在しないことから，一
概にこの結果をヒトに置き換えることはできない24）。
しかし，われわれはヒトにおいても腸内細菌叢が変化す
ることを確認しており，免疫機能に働きかける可能性は
十分高いと考えている。今後，ヒトにおける機能も実証
していきたい。
　サラシア属植物はアーユルヴェーダにおいて長年使用
されてきたがその機能に関しては，いまだ不明な部分が
多い。しかし，腸管免疫を通じた生体調節は，サラシア
属植物エキスが改善するといわれている疾病の多くに影
響を与えるものであり，われわれは本研究がサラシア属
植物エキスの機能の一部を明らかにしたと確信している。
　われわれは，このサラシア属抽出エキスを配合した機
能性食品として「メタバリア」（Fig. 7）を2007年に上
市している。今後もわれわれは，食品素材の機能性研究，
さらに有用な機能性食品素材を用いた商品開発を通じ
て，人々のクォリティ オブ ライフ向上に寄与できるよ
う努力を続け，積極的な社会貢献を行なっていく。

Fig. 7   Metabarrier.
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