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１．緒言
　炎症性腸疾患（IBD : inflammatory bowel disease） 
は，主に若年層を中心にその罹患率が急激に増加
している疾患である．IBD は潰瘍性大腸炎とク
ローン病が含まれるが，いずれもストレスなど外
的因子に対する腸管自律神経あるいは腸管免疫の
異常による炎症メディエーターを介して，腸管の
微小循環障害・組織破壊が生じていると考えられ
る1-3）．すなわち異常亢進したマクロファージなどが
産生する tumor necrosis factor-alpha（TNF-α），
interleukin-1beta （IL-1β）といった炎症性サイト
カインが腸管上皮細胞に作用し，腸管上皮細胞はこ
れらの刺激によってさらに好中球の遊走に関与する
interleukin-8（IL-8）を分泌，その結果腸管粘膜組
織に好中球が浸潤・集積し腸管上皮に細胞傷害をも
たらすことによって，腸炎症状が進展することが知
られている3,4）．食物繊維には不溶性食物繊維（IDF）
と水溶性食物繊維（SDF）があるが，SDF やある
種のオリゴ糖は短鎖脂肪酸を生成する前駆体とな
り，便性の改善や便回数の減少する他，腸内細菌叢
や腸管免疫系にも影響する．一方，IDF は病態の
活動期などの重度な炎症の場合はその摂取が制限さ
れるが，大腸粘膜を増加し，粘膜表皮バリアを強化
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要　　　約

　近年患者数の増加が懸念されている炎症性腸疾患は腸管免疫系を制御するサイトカインの異常亢進
に起因することが知られている．一方，大麦若葉末は食物繊維を多く含んでおり，多くの消化管内機
能を示すことが報告されている．本研究では，腸管上皮細胞が産生する炎症性サイトカインに対する
大麦若葉末の影響を検討した．腸管上皮モデル Caco-2細胞を用いて TNF-αによる細胞障害性とサイ
トカイン分泌亢進に対する大麦若葉末の作用を検討したところ，大麦若葉末由来糖脂質を添加するこ
とによって，細胞障害性および炎症性サイトカイン（IL-6，IL-8）産生が顕著に抑制されることが見
出された．また大麦若葉由来糖脂質は，TNF-αによる細胞障害性を濃度依存的に抑制することが明
らかとなり，これより，大麦若葉末由来糖脂質は炎症性腸疾患を抑制することが明らかとなった．

する働きが知られている．
　光合成をする微生物や高等植物の葉緑体チラコイ
ド膜には，特有の糖脂質が含まれており，特にホウ
レン草由来のチラコイド糖脂質には，DNA 合成酵
素阻害による抗がん作用や消化管粘膜の増加による
腸バリア機能の増強作用が報告されている5-9）．
　本研究に用いた大麦若葉末は，イネ科オオムギ属
に属するオオムギ（Hordeum vulgare L.）の若葉部
を乾燥，粉砕したものであり，SDF のβ-グルカン
や IDF のヘミセルロースなどの食物繊維を豊富に
含んでいる．また，大麦若葉末には脂質（脂質・糖
脂質）が約20％含有しており，炎症性腸疾患の治癒・
予防に効果が期待される．神谷らは，大麦若葉末の
摂取が便通改善作用や腸内環境を改善する作用を確
認してきた10）．また，片山らは，大麦若葉末投与が
実験的大腸疾患モデル（大腸ガン，過敏性大腸炎な
ど）を抑制することを確認した11,12）．その中で，我々
は，大麦若葉末投与が炎症性腸疾患モデルマウスの
症状を強く抑制することを発見した13）．その作用は
食物繊維（セルロース）共存下でのみみられ，さら
に炎症メディエーターの抑制と抗炎症性サイトカイ
ン（IL-10）誘導に関与することを確認した13）．
　本研究では，大麦若葉末由来糖脂質に注目し，ヒ
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ト腸管上皮様細胞（Caco-Ⅱ）を用いた腸管炎症モ
デルによる大麦若葉末の炎症抑制効果について検討
を行った．

２．方法
2.1　試料
　大麦若葉末は，市販のものを東洋新薬㈱より購入
した．大麦若葉末の糖脂質の調製は高橋らの方法14）

に準じた（図1）．大麦若葉末50 g を60℃の温水抽
出し，その残渣からエタノールにて粗脂質画分を抽
出した．これを70% エタノールに溶解したものを
強カチオン交換樹脂ダイヤイオン HP-20（三菱ケミ
カル㈱製）を用いたカラムクラマトグラフィーに供
した．カラムに吸着した糖脂質画分を95%エタノー
ルにて溶出し，溶出液を乾固させて調製した（2.1g）．
対照として，Monogactosyldiacylglycerol（MGDG，
フナコシ㈱製）を使用した．大麦若葉末は10% 濃
度になるよう PBS（-）に懸濁したのちオートクレー
ブ滅菌して用いた．糖脂質は少量のエタノールに溶
解後，PBS で希釈した．
2.2　�培養細胞を用いた腸管炎症モデルによる大麦

若葉末の炎症抑制効果の検討
　ヒト腸管上皮様細胞（Caco-Ⅱ）を用いて，TNF-
αを炎症メディエーターとした炎症モデルによる大
麦若葉末および糖脂質の抑制作用を検討した1-4）．
Caco-Ⅱは12well –transwell に培養された POCA®

小腸吸収（CACO-2，DS ファーマバイオメディカ
ル製）を使用した．培養には，10% 牛胎児血清，
2 mM L-グルタミン，ペニシリン（100 U/mL）お
よびストレプトマイシン（100μg/mL），非必須

アミノ酸溶液を含むダルベッコ変法イーグル培地
（DMEM）を用い，transewell 内に2mL 添加し
た．試料の添加は TNF-α処理の前培養とし，大麦
若葉末懸濁液は10mg/mL，糖脂質は10μg/mL に
なるよう transewell の内側（刷子縁膜側）に添加
後，CO2インキュベーターで37℃，2日間培養した．
TNF-αによる細胞炎症誘導は，Caco-Ⅱが培養され
た transewell の培地を交換したのち，内側（刷子
縁膜側）に TNF-α10ng/mL になるよう添加し，
37℃，3日間培養した．細胞障害性の評価は，細胞
膜の損傷により，transewell の外側（基底膜側）に
放出された乳酸脱水素酵素（LDH）を LDH-細胞毒
性テストワコー（和光純薬㈱製）にて測定した．また，
外側（基底膜側）に分泌されたサイトカイン（IL-6，
IL-8および IL-10）を ELISA法により測定した．
2.3　統計処理
　本研究では，各実験群を n=10で行った．結果は
平均値± SD（標準偏差）で示した．各データは，
統計処理ソフト SPSS（Ver. 22）を用いて，一元配
置分散分析（ANOVA）後，Tukey-Kramer 法を用
いて平均値を比較した．いずれの統計結果も危険率
が5%未満（p<0.05）を有意とみなした．

３．結果
3.1　�TNF-αによる細胞障害性に及ぼす大麦若葉末

の影響
　Caco- Ⅱの基底膜側に放出された LDH 活性を表
1に示した．試料のみの添加（TNF-α未処理）で
は，外側（基底膜側）の LDH 活性の増加はほとん
ど見られなかった（データは示していない）．TNF-

図1　大麦若葉末由来糖脂質の調製方法

表1��TNF-α添加による細胞障害性（LDH活性）

LDH活性1μ：1分間に1μmol の NADH を消費する
酵素量
a：コントロールに対して p<0.05で有意差あり
b：コントロールに対して p<0.01で有意差あり

コントロール

YBLP 10 mg/mL
YBLP糖脂質

MGDG  

59.6±8.60
45.6±8.56

21.1±6.74
14.1±3.25
7.94±2.35
4.72±1.79
2.69±1.11
2.35±1.31

a

b

b

b

b

b

b

LDH活性 (u/mL）

0.5 μg/mL
1.0 μg/mL
2.0 μg/mL
5.0 μg/mL
10 μg/mL
10 μg/mL
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α処理後では，細胞障害による外側（基底膜側）の
LDH 活性は増大したが，大麦若葉末の添加により
低下し，大麦若葉末由来糖脂質および MGDG で顕
著であった．また，大麦若葉末由来糖脂質の添加濃
度を変えた場合から算出した LDH 活性を半減する
濃度（I50）を求めたところ，0.23μg/mLとなった．
3.2　サイトカイン分泌に及ぼす大麦若葉末の影響
　Caco- Ⅱ細胞に試料を添加して前培養したとき，
および大腸菌由来リポ多糖（LPS）10μg/mL を内
側（刷子縁膜側）添加し3日間培養して惹起した場
合の外側（基底膜側）に放出されたサイトカイン量

を図2に示した．試料のみの添加（TNF-α無処理）
では，外側（基底膜側）のサイトカイン量の変化は
ほとんど見られなかった．一方，LPS 添加により
IL-6，IL-8の炎症性サイトカインは，大麦若葉末懸
濁液投与群で顕著に増加した（いずれもp<0.05）が，
糖脂質の添加ではサイトカインの増加はわずかであ
り，大麦若葉末懸濁液投与群に比べ有意に低い値で
あった（p<0.05）．
　TNF-αを添加して炎症を起こさせた場合の外側
（基底膜側）に放出されたサイトカイン量を図3に
示した．コントロール（試料無処理）では，炎症性

図2　基底膜側に放出されたサイトカイン濃度
YBLP：大麦若葉末懸濁液添加
YBLP-GL：大麦若葉末由来糖脂質
MGDG: モノガラクトシルジアシルグリセロール（糖脂質標準品）
■ 無処理
■ LPS処理
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　図3　炎症メディエーター処理後の基底膜側に放出されたサイトカイン濃度
YBLP：大麦若葉末懸濁液添加
YBLP-GL：大麦若葉末由来糖脂質
MGDG: モノガラクトシルジアシルグリセロール（糖脂質標準品）

サイトカインの IL-6や IL-8が顕著に増加したが抗
炎症性サイトカインの IL-10はわずかに増加するの
みであった．一方，大麦若葉懸濁液添加では，い
ずれのサイトカインも増加したが，炎症性サイト
カインの IL-6（p<0.05）と IL-8（p<0.01）はコント
ロールに比べ有意に低く，IL-10は有意に増加した
（p<0.05）．大麦若葉由来糖脂質やMGDGを添加し
た群では，コントロールに比べ，炎症性サイトカイ
ンの増加はわずかであった（p<0.01）．

４．考察
　食品因子による生体の恒常性維持や免疫生体防御
を有益な方向に統制する方法やこれに基づく応用技

術を開発することは，免疫応答の異常が引き金と
なっている炎症性腸疾患（IBD）の治療および予防
につながる1-3）．奥らは，大麦若葉末投与がデキスト
ラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発マウス潰瘍性大腸
炎の発症を強く抑制することを確認した13）．DSS 投
与マウスの血清中のサイトカインプロファイルを調
べたところ，炎症メディエーターの TNF- α生成を
抑制し免疫寛容を惹起すること，抗炎症性サイトカ
イン（IL-10）誘導に関与することを確認した13）．
本研究では，IBD を模倣した培養系モデル14）を用い
て，大麦若葉末の IBD 抑制作用とその関与成分に
ついて検討した．ヒト腸管上皮様細胞（Caco-Ⅱ）
を用いて，TNF-αを炎症メディエーターとして添
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加することで，内膜側に炎症を起こさせた状態を作
成し，IBD 患者に見られる TNF-α産生，腸管上皮
単層膜の崩壊，白血球遊走因子のケモカインである
IL-8産生を促した状態を作ることができる．また，
小腸上皮細胞粘膜の損傷によって内膜側に放出され
た乳酸脱水素酵素（LDH）を測定することにより，
細胞障害性を評価できる．TNF-α処理後の細胞障
害による外側（基底膜側）のLDH活性は増大したが，
大麦若葉末の添加により低下し，特に大麦若葉末由
来糖脂質および MGDG での低下は顕著であった．
また，大麦若葉末由来糖脂質の添加濃度を変えて作
用させた場合，LDH活性は添加量に応じて減少し，
I50は0.23μg/mL となった．これらの結果から，大
麦若葉末由来の糖脂質が，IBD の発症抑制に強く
関与していることがわかった．
　大麦若葉末には，ヘミセルロースやリグニンなど
の IDF やβ-1,3グルカンなどの SDF が多く含まれ
ている．これらは腸内細菌の発酵基質となるととも
に，腸内環境の改善や腸管免疫系にも大きく影響す
る．そこで Caco-Ⅱ細胞培養系に大麦若葉末や糖脂
質を添加・培養後，LPS 処理を行い，放出されたサ
イトカインを調べたところ，大麦若葉末懸濁液添加
群では，炎症性サイトカイン（IL-6，IL-8）が有意
に増加し感染免疫における増強作用が認められた．
一方，糖脂質（大麦若葉末由来糖脂質，MGDG）

添加の作用は弱かった．次に TNF-αを添加して炎
症を起こさせた場合の外側（基底膜側）に放出され
たサイトカイン量では，コントロール（試料無処理）
では炎症性サイトカインの IL-6や IL-8が顕著に増加
したが，大麦若葉末懸濁液添加では，IL-6（p<0.05），
IL-8（p<0.01）の炎症性サイトカインはコントロー
ルに比べ有意に低く，抗炎症性サイトカイン IL-10
は有意に増加した（p<0.05）．大麦若葉由来糖脂質
や MGDG を添加した群では炎症性サイトカイン量
の変化は，大麦若葉末懸濁液添加に比べてわずか
であり，コントロールに比べ有意に低い値であった
（p<0.01）．これは，LPS 添加後のサイトカイン量
の変化とも一致する結果である．すなわち，大麦若
葉末中のβ-グルカンが腸管における免疫寛容に働
いていると考えられた．一方，ホウレン草由来糖脂
質（MGDG など）には小腸上皮細胞の粘膜バリア
を増強させる作用が報告されている14）．大麦若葉末
由来糖脂質の IBD 抑制作用は，腸管上皮細胞の粘
膜を介した腸管バリア機能への関与によると考えら
れた．IBD 抑制作用を示す大麦若葉末由来の糖脂
質の構造解析と単離成分での作用解析および腸管バ
リア機能への影響について検討する必要がある．
　以上の結果から，大麦若葉末の摂取は炎症性腸疾
患の発症・病状進行を抑制することが示唆された．
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Abstract

　Inflammatory bowel disease (IBD) has been understood to be caused by disregulation of inflammatory cytokines. 
Young barley leaf powder (YBLP) is rich in dietary fibers and there are many papers on effects of YBLP on the 
gasterointestinal functions. In the present study, the authors intended to investigate effect of YBLP components on 
IBD. We especially focused on inflammatory cytokines (IL-6,IL-8) and the effect of YBLP components on the secretion 
of inflammatory cytokines in intestinal epithelial cells was examined in this study. Among YBLP components, 
glycolipid and beta-glucan suppressed TNF-α-induced cell-cytotoxicity and inflammatory cytokines secretion in 
human intestinal epithelial-like Caco-2 cells. The increased expression level of inflammatory cytokines IL-8 by TNF-
α was almost completely suppressed by YBLP. Further, the transcriptional activity of human IL-8 promoter was 
increased by TNF-α treatment, and glycolipids of YBLP suppressed its induction in a dose-dependent manner. 
These results show that young barley leaf powder suppressed TNF-α-induced IL-8 production at the transcriptional 
level, suggesting that young barley leaf powder is a promising glycolipids component for preventing IBD.
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