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Ⅰ	 要旨  

	 今回、我々は過敏性腸症候群（IBS）の下痢発症に消化管分泌が深く関与して

いると考え、血管作動性腸管ペプチド（VIP）に着目し研究を行った。副腎皮質

刺激ホルモン放出因子（CRF）を投与し下痢を誘発し、回腸粘膜下層の VIP 神

経の活性化及び CRF-R1の共発現を確認した。また、VIPアンタゴニストを用い

る事で神経の活性化は抑制され、同時に下痢の発症も完全に抑制された。また、

血中 VIP に変化は認めなかったが、回腸の VIP は減少しており、回腸の VIP 

mRNA に有意な変化は認めなかった。この結果より、回腸において VIP 神経が

活性化され局所で VIP が放出され下痢の発症に深く関与している可能性が示唆

された。 
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Ⅱ	 序文  

	 過敏性腸症候群（IBS）の患者は西側諸国の成人人口の 10-20％前後いると報

告されており[1, 2]、日本人においても同様に健常人の約 15％の人がこの疾患に

罹患していると考えられている[3]。IBS の明らかな原因遺伝子は見つかってい

ないが、家族性に発生しやすいことが知られており、二卵性双生児に比べ一卵

性双生児において疾患の発症により高い相関性を認めるという報告もあり、何

らかの遺伝的な素因が関係していると考えられている[4]。過敏性腸症候群にお

いては便秘や下痢を繰り返すことが特徴であり、突然のストレス負荷により急

激な下痢を発症することが知られているが[5]、このストレス負荷による下痢発

症の機序についてはまだまだ不明な点が多い。 

	 副腎皮質刺激ホルモン放出因子（CRF）はストレスに関係し、消化管運動や消

化管での分泌に深く関与していることが知られている。消化管での運動を抑制

するという報告や、反対に消化管運動を亢進するという報告があり、また消化

管での分泌を亢進するという報告もある。結果として腹痛や排便や下痢や便秘
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などを誘発することが報告されている[5-11]。このストレスにより誘発される

IBS 症状は、中枢及び末梢で CRF を投与することにより模倣されることが、人

及びラットにて報告されている[12, 13]。 

	 副腎皮質刺激ホルモン（CRH）は 1981年にWylie W. Vale等により報告され

た 41 個のアミノ酸からなるペプチドホルモンであり、視床下部から分泌され、

下垂体門脈を介して、下垂体前葉にて副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）を刺激す

る働きが もよく知られている[14, 15]。一方、遠位消化管において CRFやウロ

コルチン１を直接末梢投与した場合、脳脊髄液など中枢にこれら薬剤を投与し

た場合と同等の働きを示し、ラットにおいて、腸管運動亢進や排便や水溶性下

痢を誘発することが報告されている[16-18]。 

	 ラットに緩徐な身体抑制をすると、小腸の腸管運動を抑制する一方で、大腸

での腸管運動を亢進させ排便を誘発することが報告されており[19]、ストレスの

代わりに CRFを投与することにより、ストレスで誘発される現象と同様の現象

が再現されることが報告されている[9, 11, 12]。そこで、我々は実際にラットに
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ストレスを与える代わりに CRFをラットに投与することにより、「IBSにおける

ストレス下での下痢発症のモデルラット」とし、下痢の発症のメカニズムにつ

いて検討していくこととした。 

	 また、この CRFにより誘発される下痢の発症のメカニズムについては、CRF2

ではなく CRF1が深く関与していると考えられており、CRF1を選択的に刺激す

ると下痢の発症を誘発するが、CRF2を選択的に刺激するとこの CRF1の作用を

抑制する方向に働いたとの報告がある[20, 21]。 

	 元来、IBSにおけるストレス下における急激な下痢の発症の機序として腸管運

動の亢進やセロトニンとの関係が概念として確立しており[22-26]、それらを抑

制する薬剤が治療薬として使用されている。これに加えて、日本で IBS 患者に

使用される薬剤の一つとしてポリカルボフィルカルシウム製剤があり、IBS患者

における便通異常に有効性が報告されている[27]。ポリカルボフィルカルシウム

は水溶性の繊維であり、腸管内において水分を吸収しゲル状の塊となることに

より、腸管内の水分を調整し、下痢型及び便秘型両方に効果があるとされてい
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る。また、その他の薬剤として、日本では下痢型 IBS 患者に対して 5-HT3 

antagonist製剤の有効性が報告されており[22, 28]、実際に臨床現場でも使用され

ている。その他の IBS 治療薬としてオピオイド受容体に作用するマレイン酸ト

リメプチンや抗コリン薬などの消化管運動改善薬が用いられる[29]。下痢型 IBS

の患者においては、塩酸ロペラミドなどの止瀉薬の使用が多いと報告されてい

る[30]。ただし、塩酸ロペラミドを中心とした止瀉薬を使用することにより便通

異常が改善するとの報告がある一方で[31-33]、その他の症状の改善効果は証明

されていないとの報告もあり[34]、現在下痢型 IBSに対して十分な効果のエビデ

ンスが確立している薬剤を挙げるのは難しい状況である。 

	 このような背景を踏まえ、我々はストレス下における便の性状が水分を多く

含んでいる下痢便であることに着目し、このストレスにより誘発される下痢が

消化管運動の亢進だけではなく、消化管における水分分泌の亢進も発症の機序

に関係しているのではないかという仮説のもと、研究を進めていくこととした。 

	 今回、我々は消化管での水分分泌に関係する因子として、血管作動性腸管ペ
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プチド（VIP）に着目した。VIPは 1970年に Saidと Muttにより 28個のアミノ

酸からなる血管拡張作用を持つペプチドとして小腸粘膜より抽出された[35, 36]。

また、VIPは VIPomaの患者さんに大量の水様性下痢を誘発することが知られて

おり、ロタウイルス感染により誘発されたマウスの下痢の持続期間を VIP アン

タゴニストを用いる事により短縮できたという報告も存在する[37]。IBSの患者

では、血中及び腸管における VIP 濃度に差があるとのいくつかの報告はあるが

[38, 39]、実際にストレスにより誘発される下痢の発症の機序との関係を示した

ものはない。 

	 また、VIPは腸管神経に存在することが知られており、cAMPの増加、嚢胞性

繊維症膜コンダクタンス制御因子（CFTR）の活性化、Cl— の分泌を介して、消

化管での水分分泌に関係していることが知られている[40]。しかしながら、下痢

の発症の機序における VIPと CRFとの直接の関係について、明確に報告した既

報はない。 

	 そこで、今回我々は、IBS患者のストレス下における下痢の発症の機序解明を
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目指し、ストレス負荷の代わりに CRFをラットに投与し下痢を誘発する動物モ

デルを選択した。下痢の発症と VIP との関係、及び、下痢発症に関係する消化

管内部位の特定を第一目標とし、さらに VIP の働きを抑制することにより実際

に下痢を抑制出来るかを検討することにより、IBS患者におけるストレス下の下

痢発症機序の解明を目指す方針とした。 

	 また、IBSにおける下痢発症の機序には CRF2ではなく、CRF1が主に関与し

ているという報告があり[20]、また、IBSの下痢発症の機序にプロスタグランジ

ンが関与しているとの報告もある[12]。この２点を踏まえて、更に二つの実験を

行うこととした。一つは、この CRF1 と VIP が直接関係しているかどうかを確

認するために、VIP を含有した腸管神経に CRF−R1 が存在するかどうかについ

て検討することとした。また、もう一つの実験として、インドメタシンを使用

することにより、プロスタグランジンが CRFにより誘発される下痢の発症の機

序に影響を及ぼしているかどうかについても検討することとした。 
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Ⅲ	 方法  

１：動物 

	 雄の SDラット(Harlan Laboratories, San Diego, CA)、225-250gを 22±2℃の室温

で AM6時から PM6時までを daytimeとして、餌(Prolab RMH 2500 LabDiet, PMI 

Nutritional, Brentwood, MO)や水へは自由にアクセス出来る環境にて飼育した。動

物の飼育環境や実験方法に関しては、施設の倫理規程に従い行なった。 

２：化合物 

	 Rat/human CRF と [4Cl-D-Phe6,Leu17]VIP[41] は The Clayton Foundation 

Laboratories for Peptide Biology (The Salk Institute, La Jolla CA, USA)より入手し

-80℃の冷凍庫にて保管し、使用直前に生理食塩水にて溶解して使用した。イン

ドメタシン(Sigma-Aldich Co., St.Louis, MO)は 1%重炭酸Naにて溶解した。また、

全ての溶液は 1ml/kgにて腹腔内投与した。 
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３：排便と下痢の観察 

	 ラットを 1 匹づつ新しいケージにうつし、水や食料は与えず、腹腔内注射直

後(VIP antagonistは CRF投与直前に投与した) より 15分毎に計 1時間排便及び

下痢の有無について観察した。また、下痢については Bristol Stool Form Scale を

参考に便の性状により 0-3のスコアをつけた。(0=通常便, 1=色調の変化を伴う軟

便で形を保持したもの, 2=泥状便。不定形の泥状であり一部に隆起のある完全に

は水様でないもの, 3=水様性便。隆起がなく水様で固形物を含まないもの.)[42]。

（Bristol Scaleの 4が今回のスコアの 0, 5が 1, 6が 2, 7が 3相当とした）。 

また、排便や下痢については投与群毎に合計して評価した。 

４：粘膜下層及び筋層の組織標本について 

	 CRF投与後 60分の時点でラットを CO2にて安楽死させ、その後断頭した後、

十二指腸、空腸、回腸、近位及び遠位結腸を取り出し、腸間膜側で切開し、

sylgard-coated Petri dish (Sylgard 184, Dow Corning Midland, MI, USA)にピンで平

坦に固定し、4%パラホルムアルデヒドと 14%ピクリン酸の入っている 0.1M リ
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ン酸バッファー(PBS, pH 7.4)に 4℃で一晩浸した。その後、0.01Mのリン酸バッ

ファー(PBS, pH 7.4)で数回洗浄した後、標本を粘膜下層及び筋層に切り分けた

[43, 44]。 

５：c-Fos免疫組織化学について 

	 粘膜下層及び筋層の組織検体を 0.3% Triton X-100を含んだ 0.01M PBSに rabbit 

polyclonal anti-Fos antibody (1:10,000; Ab-5, PC38, EMD Millipore, Billerica, MA)を

加えた状態で 4℃、２日間反応させ、その後二次抗体としてビオチン標識された

goat anti-rabbit IgG (1:1,000, Jackson ImmunoResearch, NJ, USA)で室温で 1時間反

応させ、avidin-biotin-peroxidase complex (1:200; Vector, Burlingame, CA, USA)を更

に加えて室温で 1 時間反応させた。色素としては、3,3’-diaminobenzidine 

tetrachloride (DAB) (0.025%, Sigma-Aldrich) と hydrogen peroxide (0.01%, 

Sigma-Aldrich)を使用した。染色した後には、空気乾燥したのち、エタノールに

て脱水し、ザイレンで洗浄したのち、カバーガラスをかけて標本とした[42-44]。 
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６：免疫組織化学的二重染色について 

	 組織標本として取り出した回腸及び近位結腸の粘膜下層及び筋層を

c-Fos/VIP,VIP/CRF-R1 で二重染色した。c-Fos/VIP の二重染色は、二次抗体とし

て biotin化した goat anti-rabbit IgG Fab fragment (1:1,000; Jackson ImmunoResearch 

Laboratories)を使用した事と DAB に 2.5% nickel ammonium sulfate and 0.001% 

hydrogen peroxide in 0.1 M acetate buffer (pH 6.5)混じた物を使用した以外は上記

の c-Fos の染色方法と同じ方法を用いて行った。その後洗浄した後に、rabbit 

anti-VIP (1:2000, rabbit polyclonal antiserum, CURE antibody core #7913, UCLA, Los 

Angeles, CA)を用いて 4℃で 2日間反応させ、その他は上記と同じ方法を用いて

行った。VIP/CRF-R1の二重染色に関しては goat anti-CRF-R1 (1:200, C-20, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc.)と rabbit anti-VIP (1:1000, CURE antibody #7913, Digestive 

Diseases Research Center, UCLA, Los Angeles, CA)を混ぜ 4℃で 2日間反応させ、

二次抗体として donkey anti-goat-RedX and donkey anti-rabbit-FITC (both at 1:500; 

Jackson ImmunoResearch Laboratories)を加え室温で 2時間反応させた[43, 45]。 
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７：セルカウント 

	 蛍光顕微鏡(Zeiss Axioscope II, Carl Zeiss International, Germany)を用いて各腸管

部位から 3,4 領域を無作為に選びその中の神経節２０個を無作為に選びその中

で免疫学的に活性化されている細胞の数をカウントし、腸管の部位毎にその平

均の数を算出した。 

 

８：VIP濃度測定： 

	 7.5% エチレンジアミン四酢酸(EDTA) (Sigma-Aldrich)を 20 µl含んだシリンジ

で門脈より 1ml採血したのち 20 µlのアプロチニン(0.6 TIU/ml, MP Biomedicals, 

Solon, OH)と 40 µlの Pefabloc SC(25 mg/ml) (Sigma-Aldrich)を含んだチューブに

移し氷上にて直ぐに冷やした。その後、4℃、1600g で 5 分間遠心分離した後に

血漿部分を取り出し、測定まで-80℃で保存した。また、回腸末端より約 1gの腸

管を切除し、10%トリフルオロ酢酸塩 20mlを用いてホモジェナイズした後、4℃、

3000gにて 10分間遠心分離を施行した[46]。その後 SepPak (Waters, Milford, MA)
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を 100%アセトニトリル 5ml と 0.1% トリフルオロ酢酸塩 5mlにて平衡した後、

上澄み液を SepPakに通し、その後 0.1% トリフルオロ酢酸塩 5mlにて洗浄した

後、0.1%トリフルオロ酢酸を含んだ 20%アセトニトリル 5mlと 0.1%トリフルオ

ロ酢酸を含んだ 70%アセトニトリル 5ml を用いて溶出した。その後、溶出液を

真空遠心分離機(Speed-Vac, Thermo Quest Co. Marietta, OH)を用いて凍結乾燥し

た。血中及び回腸の VIP 濃度測定は VIP ELISA kit (EK -064-16, Phoenix 

Pharmaceuticals, Burlingame, CA)を用いて、製品プロトコール手順に従って測定

した。全ての検体は同時に測定し、検体間のばらつきは 10%以内であった。 

 

９：VIP mRNA測定 

	 回腸末端の RNA抽出は TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて、製品指示

手順に従って抽出した。単離された RNA は high capacity cDNA reverse 

transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いて相補的 DNA(cDNA)

に逆転写し、その後 TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)と
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StepOne Plus Real-time PCR system (Applied Biosystems)を用いて定量的 PCRを施

行した。プライマーは Taqman® Gene Expression Assaysを使用した。ハウスキー

ピング遺伝子として GAPDH(assay ID:Rn01775763)、VIP(assayID:Rn01430567) を

使用した。又、増幅反応の特異性は PCR断片の融解曲線を分析することにより

決定した。 

 

１０：実験プロトコール 

	 全てのラットは自由に餌を摂取出来る環境で、複数匹で飼育し、実験の前日

午後に新しいケージに 1 匹ずつの状態に移し替えて環境的ストレスを避ける状

態で実験を行った。実験当日は午前８時から１０時の間に実験を行い、腹腔内

注射をした後、新しい床敷きに変えたケージへ戻して実験を行った。 
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１１：CRF腹腔内投与により誘発される排便や下痢に対する VIP antagonist の効

果について 

	 VIP antagonist, [4Cl-D-Phe6,Leu17]VIP (250 µg/kg)又は生理食塩水の腹腔内投与

は CRF (10 µg/kg)又は生理食塩水の腹腔内投与直前に行い、その後、15分毎に

排便数及び下痢の状態を確認し、CRF投与 1時間後まで観察した。CRFの投与

量に関しては以前に行った実験のデータを基に一番排便数が多く、下痢をする

用量を用いて実験を行い[47]、VIP antagonistの用量に関しては、パイロットスタ

ディとして、1.5, 0.5, 0.25 or 0.1 mg/kgの用量を投与し、その結果より投与量を決

定した。また、ラットはランダムに各投与群に振り分けた。 
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１２：CRF 腹腔内投与により誘発される排便や下痢に対するインドメタシンの

効果について 

	 同様にインドメタシン (5 mg/kg) 又は 1% 重炭酸塩を CRF又は生理食塩水投

与 30 分前に腹腔内投与し、その後 15 分毎に排便数及び下痢の状態を確認し、

CRF 投与 1 時間後まで観察した。インドメタシンの投与量及び投与時間は既報

を参考に決定した[48][49]。 

１３：CRFの腹腔内投与における腸管粘膜下層及び筋層への c-Fosの発現 

	 上記と同様の条件で他の実験に一度も使われていないラットに対し、上記と

同様に VIP antagonist, [4Cl-D-Phe6,Leu17]VIP (250 µg/kg)又は生理食塩水の腹腔内

投与を CRF (10 µg/kg)又は生理食塩水の投与直前に行い、1時間後に CO2にてラ

ットを安楽死させた後に断頭を加えて腸管を取り出した。その後、十二指腸、

空腸、回腸、近位及び遠位結腸の粘膜下層及び筋層を免疫染色し、神経の活性

化の指標として c-Fos の発現の有無で評価した。また、回腸末端については、

c-Fos/VIPの二重染色及び、VIP/CRF-R1の免疫蛍光二重染色も行った。 
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１４：CRF 腹腔内投与における門脈中及び回腸における VIP タンパク及び VIP 

mRNAの測定 

	 CRF又は生理食塩水を投与した後、15分後、60分後にイソフルレンを過量投

与し麻酔をかけ、門脈より 1ml採血したのち断頭し、回腸末端を約 15cmの長さ

で切り出し、冷水にて取り出した腸管を洗浄した後、ドライアイスにて急速に

凍結した。回収した血液及び回腸は、qPCRによる mRNA測定及び ELISA法に

よる蛋白測定まで-80℃にて保存した。 

 

１５：統計解析について 

	 データは平均値±標準誤差で示し、2群間比較に関しては、F-test を行った後、

Student’s t-test あるいは Welch’s t-test を用いて行った。多群比較に関しては、

Tukey post hoc multiple comparisonsを行った後、ANOVAにて行った。また、有

意差の基準としては、p<0.05以下を有意差ありとした。 
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１６：VIP構造式  
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Ⅳ	 結果  

１：CRF腹腔内投与により誘発された排便数の増加及び下痢の誘発は  

    VIPアンタゴニストで抑制され、インドメタシンでは抑制されない  

CRF（10 µg/kg, ip）群はコントロール群と比較して排便を有意に強く誘発し

（8.5±1.0 pellets/h vs 3.1±0.9, n=11/group; p<0.01、Fig. 1A）、同様に CRF群はコン

トロール群と比較し下痢も有意に強く誘発した（1.7±0.3 vs 0.0±0.0 score/h, 10/11 

vs 0/11 rats, p<0.01：Fig. 1B）。また、CRFの腹腔内投与によって誘発される排便

や下痢は 15-30分後の間にピークを迎えた。一方、VIPアンタゴニスト単独群（250 

µg/kg, ip）では、排便数に影響を及ぼさず（2.5±0.8, pellets/h, n=11）、下痢の誘発

も認めなかった（0±0 score/h, n=11）が 、VIPアンタゴニストは CRFによって

誘発される排便数の増加を抑制（2.5±0.8, pellets/h, n=13, p<0.01：Fig. 1A）し、同

時に下痢の誘発も完全に抑制した（0±0 diarrhea score/h, n=13, p<0.01; Fig. 1B）。

また、事前に VIP アンタゴニストの投与量を決定する上でアゴニスト作用の有

無を確認するため、VIPアンタゴニストを 1.5, 0.5, 0.25 or 0.1 mg/kgの異なる４
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種類の濃度で投与し、0.5mg/kg で下痢の誘発及び排便数の増加を認めた。 

（排便数 0.1 vs. 0.25 vs. 0.5 vs.1.5 mg/kg : 1.3±0.9 vs. 1.0± 1.0 vs. 3.0±1.2 vs. 

1.3±1.3, n=3-6 : Fig 1C）、（下痢スコア 0.1 vs. 0.25 vs. 0.5 vs.1.5 mg/kg : 0.0± 0.0 vs. 

0.0± 0.0 vs. 0.7± 0.3 vs. 0.0± 0.0, n=3-6 : Fig 1D）。 

一方、インドメタシン（5 mg/kg, ip）は、これら CRF投与によって誘発され

る排便数の増加や下痢の誘発を抑制しなかった（5.3±1.5 vs. 6.6±2.0 pellets/h, 

n=3-7：Fig. 2A、1.7±0.9 vs. 1.7±0.6 diarrhea score/h, n=3-7：Fig. 2B）。 

	 これらの結果から、CRF により誘導される排便及び下痢は VIP を介して誘導

されていることが示唆された。また、VIPの作用を抑制することにより、排便及

び下痢を抑制することが示された。 
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Fig 1A: 生理食塩水投与群、CRF 投与群、VIP アンタゴニスト投与群及び

CRF+VIPアンタゴニスト併用群における 15分毎の排便数（60分まで） 

 

 
        *:P<0.05 , **:P<0.01 ,†:P<0.05 , ††P<0.01 

 

Fig 1A: CRF 群はコントロール群と比較して排便を有意に強く誘発した

（Veh/CRF vs Veh/Veh : 8.5±1.0 pellets/h vs 3.1±0.9, n=11/group; p<0.01）。VIPアン

タゴニスト単独投与では、排便数に影響は及ぼさなかった（VIP-a/Veh : 2.5±0.8, 

pellets/h, n=11）。VIP アンタゴニストは CRF 投与による排便数の増加を抑制

（VIP-a / CRF : 2.5±0.8, pellets/h, n=13, p<0.01：Fig. 1A）した。 
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Fig 1B: 生理食塩水投与群、CRF投与群、VIPアンタゴニスト投与群及び

CRF+VIPアンタゴニスト併用群における 15分毎の下痢スコア（60分まで） 

 

 
     *:P<0.05 , **:P<0.01 ,†:P<0.05 , ††P<0.01 

 

Fig 1B : CRF群はコントロール群と比較し下痢を有意に強く誘発した（Veh/CRF 

vs Veh/Veh : 1.7±0.3 vs 0.0±0.0 score/h, 10/11 vs 0/11 rats, p<0.01）。VIPアンタゴニ

スト単独投与では、下痢の誘発を認めなかった（VIP-a/Veh : 0±0 score/h, n=11）。

VIP アンタゴニストは CRF 投与による下痢の誘発を完全に抑制した

（VIP-a/CRF : 0±0 diarrhea score/h, n=13, p<0.01）。 
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Fig 1C: 4種類の VIPアンタゴニスト投与による 15分毎の排便数（計 60分） 

 
 

Fig1C: VIP antagonist 0.5mg/kgでは排便数がやや増加した。（0.1 vs. 0.25 vs. 0.5 

vs.1.5 mg/kg : 1.3±0.9 vs. 1.0± 1.0 vs. 3.0±1.2 vs. 1.3±1.3, n=3-6） 

 

Fig 1D: 4種類のVIPアンタゴニスト投与による 15分毎の下痢スコア（計 60分） 

 
 

Fig 1D: VIP antagonist 0.5mg/kgでは下痢が出現した。（下痢スコア 0.1 vs. 0.25  

vs. 0.5 vs.1.5 mg/kg : 0.0± 0.0 vs. 0.0± 0.0 vs. 0.7± 0.3 vs. 0.0± 0.0, n=3-6） 
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Fig 2A: CRF投与群及びインドメタシン併用群における 15分毎の排便数 

     （60分まで） 

 
Fig 2A: インドメタシンは CRF 投与によって誘発される排便数の増加を抑制し

なかった（Veh/CRF vs Indometachin : 5.3±1.5 vs. 6.6±2.0 pellets/h, n=3-7：Fig. 2A）。 

 

Fig 2B: CRF投与群及びインドメタシン併用群における 15分毎の下痢スコア 

     （60分まで） 

 

Fig 2B: インドメタシンは CRF 投与によって誘発される下痢の誘発を抑制しな

かった（Veh/CRF vs Indometacin/CRF :1.7±0.9 vs. 1.7±0.6 diarrhea score/h, n=3-7）。 
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２：CRF投与により回腸末端粘膜下層及び近位結腸筋層に c-Fosの発現が   

    誘導され、その発現は VIPアンタゴニストにより抑制される  

生理食塩水の腹腔内投与では、十二指腸、空腸、回腸、近位結腸、遠位結腸

の粘膜下層には c-Fosの発現はほとんど認めなかったが（Fig 3）、CRFの腹腔内

投与では十二指腸（0.9±0.1 vs. 0.1±0.1 cells/ganglion, n=4-5/group；p<0.01）及び

空腸（0.3±0.1 vs. 0.0±0.0 cells/ganglion, n=4-5/group；p<0.05）で有意な c-fosの発

現の増加を認め、回腸末端の粘膜下層においてはより顕著に c-Fosの発現を認め

た（2.1±0.4 vs. 0.1±0.0 cells/ganglion in vehicle, n=5-7, p<0.01）。一方、近位結腸

（0.0±0.0 vs. 0.0±0.0 cells/ganglion, n=5-7/group；Fig. 3）、及び遠位結腸の粘膜下

層では、c-Fosの発現は認められなかった。反対に近位結腸の筋層においてはCRF

投与群では顕著な c-Fos発現を認め（18.0±1.9 vs. 0.4±0.2 cells/ganglion, p<0.001）、

遠位結腸では CRF の投与により c-Fos の発現は認めるものの、近位結腸ほど顕

著な発現は認めなかった（3.0±0.5 vs. 1.0±0.3 cells/ganglion, p<0.05）。また、回腸
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末端の筋層では有意な c-Fos の発現増加は認めなかった（0.3±0.2 vs. 0.2±0.2 

cells/ganglion; Fig 4）。 

回腸末端における c-Fosの発現は下痢の出現と高い相関性（r2= 0.90, F1,16=146.3, 

p<0.001）を示し、排便に関しても同様に高い相関性（r2=0.77; F1,16=52.0, p<0.001）

を示した。一方、結腸筋層における c-Fosの発現と下痢や排便との相関は、回腸

に比較して関連の強さは小さかったが、有意な相関を示した（下痢：r2= 0.74, 

F1,16=44.8, p<0.001、排便：r2= 0.62, F1,16=26.1, p<0.001）。 

CRF の投与直前に VIP アンタゴニストを投与すると、回腸末端粘膜下層

（Veh/CRF vs. VIP-a/CRF : 2.1±0.4 vs. 0.4±0.2 cells/ganglion n=6,7 p<0.01, Fig. 5）と

近位結腸筋層（Veh/CRF vs. VIP-a/CRF : 17.5±2.4 vs. 5.3±3.0 cells/ganglion n=6, 7 

p<0.01, Fig. 5）における c-Fosの発現は有意に抑制された。 

	 これらの結果から、CRF を投与することにより回腸末端の粘膜下層及び近位

結腸の筋層が刺激されていることが示唆された。またこの現象は VIP の働きを

抑制することにより抑制されることが示された。 
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Fig 3：CRF投与による小腸（十二指腸、空調、回腸）及び大腸（近位結腸、 

      遠位結腸）粘膜下層の免疫染色（茶褐色が c-Fosを示す） 

 
Fig 3 : 生理食塩水投与群では、十二指腸、空腸、回腸、近位結腸、遠位結腸の

粘膜下層には c-Fos の発現はほとんど認めなかった。CRF 投与群では十二指腸

（CRF vs Veh : 0.9±0.1 vs. 0.1±0.1 cells/ganglion, n=4-5/group；p<0.01）及び空腸

（CRF vs Veh : 0.3±0.1 vs. 0.0±0.0 cells/ganglion, n=4-5/group；p<0.05）で有意な

c-fos の発現の増加を認めた。回腸末端においてはより顕著に c-Fos の発現を認

めた（CRF vs Veh : 2.1±0.4 vs. 0.1±0.0 cells/ganglion in vehicle, n=5-7, p<0.01）。一

方、近位結腸（0.0±0.0 vs. 0.0±0.0 cells/ganglion, n=5-7/group）及び遠位結腸では

（0.0±0.0 vs. 0.0±0.0 cells/ganglion, n=5-7/group）c-Fosの発現は認められなかった。 

Fig.	3	
Vehicle CRF 

D
uo

de
nu

m
 

Je
ju

nu
m

 
P

ro
xi

m
al

 c
ol

on
 

Ile
um

 
D

is
ta

l c
ol

on
 



 30 

Fig 4 : CRF投与による回腸及び大腸（近位結腸、遠位結腸）筋層の免疫染色 

    （茶褐色が c-Fosを示す） 

 

 

Fig 4 :近位結腸において CRF投与群で顕著な c-Fos発現を認めた（CRF vs Veh : 

18.0±1.9 vs. 0.4±0.2 cells/ganglion, p<0.001）。遠位結腸ではCRFの投与によりc-Fos

の発現は認めるものの、近位結腸ほど顕著な発現は認めなかった（CRF vs Veh : 

3.0±0.5 vs. 1.0±0.3 cells/ganglion, p<0.05）。回腸末端では有意な c-Fosの発現増加

は認めなかった（CRF vs Veh : 0.3±0.2 vs. 0.2±0.2 cells/ganglion）。 
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Fig 5 : 生理食塩水投与群、CRF投与群、CRF・VIPアンタゴニスト同時投与群

における、回腸粘膜下層及び近位結腸筋層における免疫染色（茶褐色が c-Fosを

示す） 

 

 

Fig 5 : VIP アンタゴニスト同時投与にて、回腸粘膜下層（Veh/CRF vs. 

VIP-antagonist/CRF : 2.1±0.4 vs. 0.4±0.2 cells/ganglion n=6,7 p<0.01）と近位結腸筋

層（Veh/CRF vs. VIP-antagonist/CRF : 17.5±2.4 vs. 5.3±3.0 cells/ganglion n=6,7 

p<0.01）における c-Fosの発現は有意に抑制された。(生理食塩水投与による回腸

粘膜下層及び結腸筋層の c-Fosの発現（0.1±0.0 , 0.4±0.3 , n=5） 
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Fig. 4. VIP antagonist (VIPa) blocks ip CRF-induced c-Fos in the 
submucosal enteric plexus of the ileum and myenteric plexus of 
the proximal colon of rats  
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３：CRF投与下に回腸末端粘膜下層で活性化された VIP陽性神経は、  

    CRF-R1を共発現する  

CRF の腹腔内投与下の回腸末端粘膜下層において、VIP 陽性神経節の 96.3%

（c-Fos陽性+VIP陽性/VIP陽性：103/107, n=6）に c-Fosの発現誘導が認められ

た（Fig 6）。また、回腸末端粘膜下層の VIP陽性神経に CRF-R1が共発現してい

ることが確認された（Fig 7）。 

	 これらの結果から、CRF は回腸末端粘膜下層の CRF-R1 を介して VIP 陽性神

経を直接刺激し、活性化させていることが示唆された。 
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Fig 6 : 回腸末端粘膜下層における VIPと c-Fosの免疫二重染色。 

     （黒色が c-Fos、濃い茶色が VIP蛋白を示す）（n=6） 

 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 

Fig 6 : VIP陽性神経節の 96.3% (c-Fos+VIP/VIP:103/107) に c-Fosの発現を認めた。 

 

Fig 7 : 回腸末端粘膜下層における VIPと CRFレセプター１の蛍光免疫染色 

     （緑色が VIP、赤色が CRF-R1、黄緑が VIP・CRF-R1を示す） 

 
Fig 7 : 回腸粘膜下層の VIP陽性神経に CRF-R1が共発現していた。 

VIP タンパク c-Fos 
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４：CRF投与により回腸末端の VIP蛋白は減少するが、門脈中の VIP蛋  

    白は変化しない  

CRF投与 15分後の門脈中及び回腸末端の VIP蛋白濃度は、生食投与群と比較

して有意差を認めなかった（1.20±0.02 vs. 1.22±0.04 ng/ml, n=5-7, Fig. 8A；	

2.11±0.39 vs. 1.64±0.15 ng/g, n=5-7, Fig 8B）。同様に CRF投与 60分後の門脈中の

血中濃度にも有意差は認めなかった（1.07±0.25 vs. 0.94±0.10 ng/ml, n=7-9; Fig. 9A）

が、CRF投与 60分後の回腸末端の VIP蛋白濃度は、生食群と比較し有意に減少

していた（0.83±0.31, vs 2.46±0.69 ng/g, n=7-8, p<0.05; Fig. 9B）。また、CRF投与

60分後の回腸末端における VIP mRNA量は、生食—生食群、生食—CRF群、VIP

アンタゴニスト-CRF 群の比較において、有意差を認めなかった（1.00±0.08 vs. 

1.10±0.14 vs. 1.08±0.15, n=4-5; Fig 10）。 

	 これらの結果から、CRF 投与下の回腸末端粘膜下層において VIP は新たに合

成されるのではなく、局所に存在する VIP を放出することによって排便や下痢

を誘発していることが示唆された。 
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Fig 8A: CRF投与群と生理食塩水投与群の投与 15分後における血中における 

       VIP濃度 

 

 

 

Fig 8A : CRF投与 15分後の血中濃度に有意差は認めず 

     （CRF vs Veh : 1.20±0.02 vs. 1.22±0.04 ng/ml, n=5,7） 
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Fig 8B : CRF投与群と生理食塩水投与群の投与 15分後における回腸末端に 

       おける VIP濃度 

  

 

 

Fig 8B : CRF投与 15分後の回腸の VIPに有意差は認めず。 

     （CRF vs Veh : 2.11±0.39 vs. 1.64±0.15 ng/g, n=5,7）。 
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Fig 9A : CRF投与群と生理食塩水投与群の投与 60分後における血中における   

       VIP濃度 

 

 

 

Fig 9A : CRF投与 60分後の門脈中の血中濃度にも有意差は認めず。 

     （Veh vs CRF : 1.07±0.25 vs. 0.94±0.10 ng/ml, n=7,9） 
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Fig 9B : CRF投与群と生理食塩水投与群の投与 60分後における回腸末端に 

       おける VIP濃度 

 

 

 

Fig 9B : CRF投与 60分後の回腸の VIP蛋白濃度は、生食群と比較し有意に減少  

       していた（CRF vs Vehicle : 0.83±0.31, vs 2.46±0.69 ng/g, n=7,8, p<0.05; ） 
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Fig10 : 生理食塩水投与群、CRF投与群、CRF+VIPアンタゴニスト投与群に 

       おける投与 60分後における回腸末端の VIP mRNA 量 

     （生理食塩水投与群をコントロールとした比率） 

 

 
 

Fig 10 : CRF投与 60分後の回腸末端における VIP mRNA量は、生食—生食群、生

食—CRF群、VIPアンタゴニスト-CRF群において、有意差を認めなかった（Veh 

vs CRF vs CRF+VIP antagonist : 1.00±0.08 vs. 1.10±0.14 vs. 1.08±0.15, n=4-5）。 
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Ⅴ：考察  

	 ストレスは IBS の重要な発症因子や増悪因子の一つとして認識されており

[50]、急激なストレスに対する腸の反応は腸における CRF と CRF-R1 の活性化

を介して起きていることが良く知られている[51, 52]。ラットやマウスでは、身

体抑制や水中などの異なる環境下に晒すことによるストレスによって腸管運動

の亢進やムチン、プロスタグランジン E2、肥満細胞分解酵素Ⅱの分泌の増加が

誘発されるが、CRF のアンタゴニストであるα-helical CRF9-41、astressin、

astressin-Bの腹腔内投与や経静脈的投与が、これらの効果を抑制することが数多

く報告されている[18, 53-58]。また、腸管特異的に CRFをノックダウンしたラッ

トでは身体抑制により誘発される排便の増加を認めなかったという報告もある

[52]。しかしながら、CRFの下痢の発症への関与についてはまだ十分には解明さ

れておらず、CRF による腸管分泌の促進から下痢を誘発する機序に VIP が介在

しているとすれば、IBSにおける下痢症状に対する新しい治療法につながる可能

性がある。ストレスに関連した IBSの下痢発症モデルの 1つとして「CRFの腹
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腔内投与」が確立しており[16, 59]、我々は今回、この IBSモデルラットを用い

て CRF と消化管との関連を解析した。CRF-R1 や VIP との関係を含め、既報を

交えながら、今回の結果について順に考察していく。 

	 様々な動物や人においてCRFとそのレセプターは腸管[21, 45, 60, 61]や腸内の

内分泌神経[62]、肥満細胞[45, 55, 63]に存在していることが報告されている。人

では、CRF は腸管粘膜に存在し、CRF-R1 mRNA は回腸及び結腸に発現してお

り、特に粘膜下層や筋層の神経叢に強い免疫活性を示しているとの報告がある

[61]。また、健常人に対して CRF を末梢投与すると、実験動物で見られた反応

と同様に、腸管運動の亢進や腸管透過性の増加、肥満細胞の活性化が見られる[11, 

64, 65]。生体外で腸組織を用いて行った実験では、CRF-R1を活性化することに

より、ストレスによって誘発される腸の運動、分泌の亢進や、コリン作動性神

経、クロム親和性細胞、肥満細胞の直接刺激によって生じる腸管の防御機構の

変化を模倣していると報告されている[44, 53, 66-68]。内因性の CRF伝達機構の

役割に関しては、ストレスを受けることにより、遠位結腸における CRFの発現
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や CRF-R1の発現が変化するとの報告がある[45, 52, 69-71]。そこで、今回我々は

ラットに CRF を投与した後に消化管で c-Fos の発現を評価することにより、消

化管における活性化部位を評価した。その結果、CRF 投与によって、小腸の粘

膜下層及び大腸筋層に c-Fosの発現が誘導され、特に回腸末端において顕著な発

現増加を認めた。反対に回腸筋層及び大腸粘膜下層では c-Fosの発現は認めなか

った。また、これら c-Fos の発現と排便、下痢の間には強い相関関係を認めた。

同様の既報として、末梢でのCRF投与は結腸筋層神経を活性化するが[16, 17, 44]、

十二指腸、空腸、回腸の筋層で c-Fosの発現は認めなかったと報告されている[44]。

今回の実験結果より、CRF が小腸においては粘膜下層を、結腸では筋層を活性

化し、特に回腸粘膜下層及び近位結腸筋層を強く活性化することによって下痢

を誘発している可能性が示唆された。 

	 次に我々は CRFによる消化管の活性化がどのように誘導されているかを検討

した。CRF-R1 を介して起きる腸管筋の活性化が CRF の腸管運動亢進に重要な

働きをしていることがラットやモルモットを用いた実験で報告されており[21, 
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44, 60, 72]、一方で小腸では腸管運動や通過性は抑制されていると報告されてき

た[73, 74]。これらの結果から、CRFは小腸ではなく結腸の運動を促進すること

により、消化管の活性化に関与していると考えられてきた。しかしながら、今

回我々は回腸末端において著明な c-Fosの発現を認め、この c-Fosの発現と下痢

(r2= 0.90)や排便(r2= 0.77)との間に強い相関性があることを確認した。VIPのレセ

プターである VPAC1と VPAC2は齧歯類や人の小腸、結腸に存在することが知

られており[75]、今回の我々の実験でもこの回腸末端において VIP 陽性神経の

96.3%に c-Fos の誘導を認めた。また、ラットにおいて回腸粘膜下層に CRF-R1

の免疫活性を認めたとの報告があるが[73]、今回の我々の研究でも回腸末端にお

いて VIP 陽性神経に CRF-R1 が共発現していることを確認した。これらの結果

は、CRFが回腸粘膜下層において、CRF-R1を介して直接 VIP陽性神経を活性化

し下痢を誘発している可能性を示唆している。下痢発症のメカニズムとして、

結腸における消化管運動亢進だけでなく、回腸粘膜下層における消化管での分

泌促進反応が関与していることを示唆しており、その機序に VIP が関与してい
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る可能性が示唆された。 

	 VIP は腸の分泌促進機能を刺激し水分や電解質を分泌させることによって下

痢を誘発する[76-78]。また、VIPは蠕動反射にも関与しており、腸蠕動に影響す

ることも知られている[77-79]。IBS との関連については、健常者と比較して

IBS-Dの患者の血中及び腸管の VIP濃度が高いという報告があり[38, 80-84]、ラ

ットの回腸粘膜を用いた生体外での実験では VIP は回腸粘膜の肥満細胞の

VCAPレセプターを介して CRFやストレスにより起きるバクテリアの透過性の

亢進と同じような現象を起こすという報告もある[55]。しかしながら、腹腔内投

与された CRFが CRF-R1を介して下痢や排便を起こしている機序に VIPが関与

していることを神経系学的及び薬理学的に証明した報告はこれまでなく、今回

の報告が CRFとの関連を明確にした初めての報告である。 

	 そこで、次にこの VIP がどのように分泌され作用しているかについて、検討

することにした。既報として、回腸の肥満細胞は VIPを含有し[85]、CRF-R1を

発現している[65]ことが知られており、回腸粘膜下層神経叢に VIP神経が局在し
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ているとの報告もある[86]。このことは今回我々が行った回腸粘膜下層神経叢に

VIP神経が局在し、CRF-R1が共発現しているとの結果と合致している。これを

踏まえて、我々はこの回腸に局在する VIPが CRFにより誘発される下痢と関係

しているのかを検討した。CRFの腹腔内投与後 15分より急な排便及び下痢を発

症し 30 分をピークとし、投与後 60 分で元の状態に戻ることが、以前より報告

されていた[47]。そこで、今回我々は CRF 投与 15 分及び 60 分後の門脈中及び

回腸末端における VIP 濃度を測定した。CRF 投与後 15 分では門脈、回腸共に

CRF投与による VIPの変化は認めなかった。しかし 60分後では、門脈中の VIP

濃度に変化は認めなかったが、回腸末端の VIP 濃度は減少していた。このこと

は、VIPが回腸局所において分泌され局所で作用している可能性を示唆している。

また、CRF投与 60分後の回腸における VIP mRNAは CRF投与群とコントロー

ル群で有意な差は認めなかった。すなわち、VIPは回腸末端において新たに合成

されるのではなく、元々存在する VIP が分泌されていることが示唆され、スト

レスを受けた際に下痢症状がすぐに出現するという臨床症状とも矛盾せず、こ
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の回腸局所における VIP の分泌が IBS 患者におけるストレス下の急激な下痢の

発症の機序となっている可能性が示唆された。CRF 投与直前に VIP アンタゴニ

スト, [4Cl-D-Phe6,Leu17]VIPを腹腔内投与することによって CRFで誘発される下

痢の発現が完全に抑制出来ることや回腸粘膜下層及び結腸筋層における c-Fos

の発現も VIP アンタゴニスト投与によって完全に抑制されることは、回腸末端

粘膜下層に存在する VIPが CRFにより誘発される下痢の発症に関与しているこ

とを強く支持する結果であった。 

	 ラットの腸管培養組織片にCRFを加えた際にプロスタグランジンE2が分泌さ

れ[53]、下痢を誘発するという報告[87]もあるため、今回インドメタシンを投与

しプロスタグランジン E2の働きを抑制する実験も行ったが、CRF腹腔内投与に

よる下痢の誘発には効果を示さなかった。このことは抑制ストレスを加え排便

の増加を認めたラットにインドメタシンを投与しても排便の抑制は認められず、

CRF アンタゴニストを投与することにより排便抑制を認めた[53]との報告とも

矛盾しないと考えられる。今回の我々の結果からは、CRF による下痢の誘発に
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はプロスタグランジンは関係していないことが示唆された。 

	 今回の我々の実験では、ラットに CRFを腹腔内投与することにより小腸その

中でも特に回腸の粘膜下層及び近位結腸の筋層の神経叢を活性化していること

が示された。また、この活性化された回腸粘膜下層神経叢の大部分は VIP 陽性

神経であり、かつ CRF-R1を発現していた。また、この神経叢の活性化と下痢や

排便との間には強い相関関係を示していた。また、この CRF投与により回腸末

端粘膜下層の VIP の含有量が減少していた。すなわち、これらの結果より CRF

は回腸末端粘膜下層の VIP 神経を CRF-R1 を介して直接刺激し回腸末端にある

VIPを分泌することにより下痢を誘発している可能性が示唆された。また、実際

に今回の実験で VIP レセプターアンタゴニストを投与することにより、CRF の

腹腔内投与によって生じた下痢や排便などの現象を抑制することができた。ま

た、同時に回腸粘膜下層や近位結腸筋層で見られた神経叢の活性化は抑制され

ていた。すなわち、これらのことから VIPを抑制することで CRFにより腸管神

経の活性化に伴う下痢を抑制出来る可能性が示唆された。すなわち、この結果
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から CRFによって誘発される排便や下痢の発症に VIPが重要な役割を果たして

おり、VIP を抑制することで IBS 患者の突然の下痢の発症を抑制できる可能性

が示唆された。現在臨床現場で使用されている VIP アンタゴニストはないが、

今回の我々の結果より VIP アンタゴニストは下痢型 IBS 患者の新たな治療薬の

一つになる可能性があると考える。 
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Fig 11：ストレス負荷による下痢の出現は、回腸末端粘膜下層の VIP陽性神経を

CRF-R1を介して直接刺激し活性化し、VIPを新たに合成するのではなく、局所

に存在する VIPを放出することにより下痢を誘導している。 
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