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緒　言

　近年、日本人の食生活の変化に伴う栄養素の偏り･欠乏が問題となっている。特に問題となっているのが必須微量元
素“亜鉛”である。生体内の亜鉛不足は、成長抑制、免疫機能の低下、味覚異常などの症状を生じる。さらに、亜鉛は
抗酸化酵素である Cu/Zn-SOD の活性に重要な働きを担っており、亜鉛が不足することで Cu/Zn-SOD の活性が低下
し、活性酸素が増加する１）。この活性酸素の増加は、疾患の誘導や増悪を引き起こし、免疫担当細胞“マクロファー
ジ”由来の炎症反応を増大させることも報告さている２）。亜鉛欠乏に関する研究報告として、血清中の亜鉛値が低下し
ていることで、全身の免疫機能が低下し敗血症３）や肺炎４）などの感染性疾患を増強させ、炎症反応を増大させること
が示唆されている。しかし、この亜鉛欠乏によって生じる炎症反応の増大について、明確なメカニズムの報告は少な
い。この炎症反応の増大を検討する上で重要な臓器は、全身の免疫機能の中枢である“脾臓”である。脾臓にはマクロ
ファージ、T リンパ球、B リンパ球が存在する。つまり、脾臓のマクロファージを検討することは、亜鉛欠乏によって
生じる炎症反応の増大を解明することに重要な役割を果たす。そこで、本研究では、脾臓のマクロファージに焦点を当
て、脾臓マクロファージ由来の炎症反応及びサブタイプ（M1: 炎症マクロファージ、M2: 抗炎症マクロファージ）を検
討することで、脾臓で生じている病態的変化を究明した。

方　法

１．モデル動物のデザイン
　Sprague-Dawley ラット４週令（190～200 g）雄（各群８匹）に亜鉛欠乏食（亜鉛無添加）、亜鉛標準食（0.01 % 亜
鉛）を毎日等量ずつ６週間与え、３日間毎に体重測定を行った。６週間後に腹部大動脈から採血を行い、脾臓を摘出し
た。

２．Ex-Vivo による免疫操作
　解剖により採取した脾臓をセルストレイナー（BD Falcon、Tokyo）を用いてすり潰し、マクロファージを抽出し
た。その後、マクロファージにリポポリサッカライドを添加し６時間の活性化処理後、TRIzol 試薬（Thermo Fisher
Scientific Inc、Tokyo）で保存した５）。

３．Real-Time PCR による遺伝子発現
　TRIzol 試薬からフェノール･クロロホルム抽出を行い、マクロファージの Total RNA を抽出し、cDNA に合成した。
その後、Real-time PCR（Roche Diagnostics、Tokyo）を用いて炎症の指標である IL-1β、TNF-α、MCP-1、MIP-1α
mRNA 発現を観察した。

４．病理組織学的検討
　病理組織学的検討を行うため Hematoxylin-Eosin（H-E）染色を施し、好中球を観察するために Periodic acid-Schiff

（PAS）染色を施した。さらに免疫組織染色によってマクロファージサブタイプを検討する為に、抗 ED-1（CD68：総
マクロファージ）、ED-2（CD163：M2 マクロファージ）、ED-3（CD169：M1 マクロファージ）抗体（BMA Biomedicals
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Ltd: Augst, Switzer-land）を用いて免疫組織学的に脾臓のマクロファージサブタイプを観察した。また、脾臓における
M2 マクロファージ数を計測する為に、各脾臓の組織を 150 倍率で 10 視野撮影し、イメージングソフト winroof 2013

（Mitani Co, Tokyo）で陽性細胞数の計測を行った。

結　果

１．亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの体重の推移
　亜鉛欠乏食ラットの体重の変化を観察するために、３日間毎に体重を記録した。その結果、14 日目より亜鉛欠乏食
ラットでは、亜鉛標準食ラットよりも体重増加の抑制が示唆された（図 1）。

図 1． 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの体重の推移
Mean values ± standard errors are indicated (N=4/groups). P < 0.05 for Student's t-test.

２．亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの血清中の亜鉛/銅と相対脾臓重量
　亜鉛欠乏食ラットでは６週間後の血清中亜鉛値が亜鉛標準食ラットよりも有意に低下し、血清中銅値は有意に増加し
た（図 2A、B）。これは、腸管での栄養素の吸収による影響であり、腸管において亜鉛と銅の拮抗作用が崩れたために
生じる影響である。相対脾臓重量は亜鉛欠乏食ラットにおいて有意に増加した。これは、体重増加の抑制が生じたため
に脾臓重量が増加したと考える（図 2C）。
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図 2． 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの血清中の亜鉛/銅と相対脾臓重量
Mean values ± standard errors are indicated (N=4/groups). P < 0.05 by Student's t-test.（A）血清中亜鉛値、

（B）血清中銅値、（C）相対脾臓重量。

３．亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓病理組織学的所見
　H-E 染色を用いた脾臓組織の構造については、亜鉛欠乏食ラットに構造異常等は観察されなかった。PAS 染色によ
る好中球の観察については、亜鉛欠乏食ラットの脾臓組織の辺縁体において、好中球の多増が確認された。好中球は炎
症や感染が生じる部位に観察される。つまり、脾臓において炎症もしくは感染が生じている可能性がある（図 3）。
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図 3． 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓病理組織学的所見
H-E 染色: 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓組織構造の確認。
PAS 染色: 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓組織の好中球（矢印）。

４．亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓病理組織における免疫組織学的所見
　亜鉛欠乏食ラットならびに亜鉛標準食ラットの脾臓病理組織の総マクロファージ及びマクロファージサブタイプ

（M1･M2）の免疫組織学染色の結果については、総マクロファージと M1 マクロファージは変化は観察されなかった
（図 4A）。しかし、M2 マクロファージについては減少傾向に組織所見から観察された。そこで、組織イメージング法
で陽性細胞数を計測した結果、亜鉛標準食ラットよりも有意に減少した（図 4B）。つまり、亜鉛欠乏食ラットの脾臓で
は、M2 マクロファージによる抗炎症作用が機能していない可能性がある。
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図 4． 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓病理組織における免疫組織学的所見
（A）ED-1（CD68: 総マクロファージ）、ED-2（CD163: M2 マクロファージ）、ED-3（CD169: M1 マクロファー
ジ）の免疫染色画像。（B）亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの ED-2 陽性細胞のイメージング法によって
算出された細胞数の結果。Mean values ± standard errors are indicated (N=4/groups). P < 0.05 by Student's
t-test.

５．亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓マクロファージから産生される炎症性サイトカイン/ケモカインの
mRNA 発現の結果
　亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓から分離したマクロファージの炎症性サイトカイン/ケモカインの
mRNA 発現については、亜鉛欠乏食ラットにおいて炎症反応の指標となる IL-1β、TNF-α、MIP-1α、MCP-1 の発現
は上昇した（図 5）。このことから、脾臓では炎症反応が上昇していることが考えられる。
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図 5． 亜鉛欠乏食ラット及び亜鉛標準食ラットの脾臓マクロファージから産生される炎症性サイトカイン/ケモカイン
の mRNA 発現の結果
Mean values ± standard errors are indicated (N=4/groups). IL-1β, MIP-1α: P < 0.05 by Student's t-test.
TNF-α: P = 0.115, MCP-1: P = 0.093 by Mann-Whitney U test.

考　察

　H-E 染色において、亜鉛欠乏状態の脾臓では形態学的な変化は観察されなかった。しかし、PAS 染色において、亜
鉛欠乏状態では辺縁体で炎症の指標である好中球の増多が観察された。この所見に付随して、脾臓マクロファージの炎
症系サイトカイン/ケモカインの mRNA 発現については、亜鉛欠乏食ラットで有意に上昇した。つまり、亜鉛欠乏状
態の脾臓では炎症反応を生じていることが示唆された。さらに免疫組織学染色において、総マクロファージ数の変化は
観察されなかった。しかし、抗炎症作用のある M2 マクロファージ数は亜鉛欠乏状態で減少している。このことから、
亜鉛欠乏状態の炎症反応の上昇には、M2 マクロファージが減少したことで炎症反応が抑制されず、さらに、亜鉛欠乏
状態が続くことにより炎症反応が持続する恐れがあると考えられた。
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