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緒言 
1、IBD(Inflammatory Bowel Disease)の臨床 
 
1－① IBD とは 

炎症性腸疾患（IBD）において、クローン病（CD：Crohn’s Disease）と

潰瘍性大腸炎（UC :Ulcerative colitis）は２つの代表的な炎症性腸疾患であ

る。CD は、1623 年にドイツの外科医 Wilhelm Fabry によってはじめて発

見され 1、後にアメリカの内科医 Burril B Crohn によって命名された 2。疾

患は原因不明で、主として若年者にみられ、潰瘍や線維化を伴う肉芽腫性炎

症性病変からなり、消化管のどの部位にも起こりうる。消化管以外（特に皮

膚）にも病変が起こることがある。臨床像は病変の部位や範囲によって多彩

である。発熱、栄養障害、貧血などの全身症状や関節炎、虹彩炎、肝障害な

どの全身性合併症がおこりうる。 
UC は、イギリスの内科医 Samuel Wilks によって 1859 年に初めて報告

されている 3。これによると、UC は、主として粘膜を侵し、しばしば、び

らんや潰瘍を形成する原因不明の大腸のびまん性非特異性炎症である。医科

学国際組織委員では「主として粘膜と粘膜下層を侵す、大腸特に直腸の特発

性、非特異炎症性疾患。30 歳以下の成人に多いが、小児や 50 歳以上の年齢

層にもみられる。原因は不明で、免疫病理学的機序や心理学的要因の関与が

考えられている。通常血性下痢と種々の程度の全身症状を示す。長期にわた

り、かつ大腸全体を侵す場合には悪性化の傾向がある。」と定義している。

多くの患者は再燃と緩解を繰り返すことから長期間の医学管理が必要とな

る。 
 
1－② IBD の疫学 

CD は北ヨーロッパ、イギリス、北アメリカにおいては、約 50 年前より

増加傾向を認め、現在罹患率は横ばいとなってきたが、南ヨーロッパ、アジ

ア、発展途上国など頻度の多くない国においては、罹患率は増え続けている

4。CD のアメリカにおける罹患率はヒスパニックで 10 万人あたり 4.1 人、

アジア人で 5.6 人、白人で 43.6 人、黒人で 29.8 人となっており人種や地域

による偏りを認める 5。特に、CD、UC ともユダヤ人に多いが、人種が同一

でも住んでいる場所によって罹患率が異なる 6-9。家族歴は IBD 発症のリス

クとなり得、CD では 1 親等内の CD 発症が 2.2-16.2％、IBD 発症が

5.2-22.5％、また、UC においては、1 親等内の UC 発症が 5.7-15.5％、IBD
発症が 6.6-15.8％とリスクが増加する 10。CDの 1卵生双生児において 37.3%、
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UC で 10%が双生児とも発症し、CD の 2 卵生双生児において 7%、UC で

3%が双生児とも発症する 11,12。これらは、遺伝的要因のみならず環境要因

が関わっていることを示している。本邦においては、20-25 年前より IBD
の増加傾向を認める。最近の有病率を示したデータはないが、厚生労働省特

定疾患治療研究事業における医療受給者証登録証所持者数は、2014 年度で

UC が 170781 人、CD が 40885 人、このうち 2014 年新規登録者数は UC
が 15665 人、CD が 2614 人で、推定有病率は、UC で 10 万人あたり 113
人、CD で 27 人程度である。本邦における CD の好発年齢は 10 歳代後半か

ら 20 歳代に多く、男性で 20-24 歳、女性で 15-19 歳にピークがみられる。

男女比は約 2：1 で男性に多い。家族内発症は 1.5％、手術率は発症 10 年で

70.8%である。UC の発症年齢のピークは男性で 20-24 歳、女性で 25-29 歳

にみられるが、若年者から高齢者まで発症する。男女比は 1：1 で性差はみ

られない。 

 
1－③ IBD の臨床像 

CD は、口から肛門までの全腸管にわたり、腸管の全層を侵す再発性の腸

炎であり、狭窄、瘻孔、膿瘍などの合併症を伴う。初診時の発症部位は、回

腸末端が 47%、大腸が 28%、回腸大腸が 21%、上部消化管が 3%であり、

狭窄穿孔とも伴わないものが 70%、狭窄が 17%、穿孔（瘻孔、膿瘍）が 13%
であった 13。臨床症状は、病変部位と合併症にもよるが、下痢、腹痛、発熱、

腸閉塞症状が一般的である。CD においては、病変の部位はあまり変化しな

いが、病勢は大きく変わり、非狭窄病変から狭窄性病変に至るものが 27%、

穿孔に至るものが 29%存在する 13。ある一時点において、活動性の低いも

のは 15-25%で、55-65%は寛解状態にあり、慢性的に活動状態にある CD 患

者は 13-20%である。しかしながら、67-73%の CD 患者は間欠的に慢性の炎

症状態に陥り、数年間寛解を維持できるのは 10-13%にすぎない 14,15。やが

て 20 年内にほとんどの患者は手術に移行する 16,17。CD 患者の生命予後は

わずかに短い（standard mortality ratio1.3(CI 1.1-1.6)観察期間 44 年）18           
UC では、粘膜に限局した腸炎が引き起こされ、病変は大腸に限局する。

直腸から連続性に口側に向かって病変が認められることが通常で、病変の範

囲によって、直腸炎型、左側結腸型、全大腸型、（時に右側あるいは区域性

大腸炎型）に分類される。全大腸型まで移行すると重症例となることが多い

19,20（軽症；1 日 4 回以内の血便かつ、全身症状＝発熱、頻脈、貧血、赤沈

亢進がない： 中等症；4 回から 6 回の血便、軽度の全身症状： 重症；6
回以上の血便かつ全身症状を伴う）。本邦における診断基準は、臨床症状（持
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続性反復性の粘血・血便、あるいはその既往）、大腸内視鏡像（血管透見像

の消失、粗ぞうまたは細顆粒状で易出血性の粘膜、粘血膿性分泌物の付着、

多発性びらん、潰瘍、偽ポリポーシスがび慢性に見られる事）、注腸 X 線所

見（ハウストラの消失や腸管の狭小短縮）、生検組織学的所見（活動期は、

粘膜全層にびまん性の炎症細胞浸潤や陰窩膿瘍、高度の杯細胞減少が見られ、

寛解期では、腺の配列異常や委縮が残存）から構成されている 21。臨床症状

と伴に特徴的な腸管病変や病理学的所見が確認でき、類縁疾患が鑑別できれ

ば確定診断に至る。患者の半数は寛解状態にあるが、約 9 割は間欠的に増

悪寛解を繰り返している。診断後初期の 3～7 年間においては、25％の患者

は寛解のまま経過するが、年間に 18％ずつ再発し、総じると 57%が間欠的

に再発する。10 年後の大腸切除率は 24％に及ぶ 22。左半結腸型の半分以上

の患者が 25 年の間に病変の口側進展を認める。逆に 75%の全大腸型では

25 年の間に病変の改善を認める 23。UC 患者の生命予後は、健常人と変わ

らない 24,25。 
 
1－④ IBD の治療 

<CD の寛解導入> 
本邦において、CDの初診・診断時、急性増悪時寛解導入療法が第1選択と

なる。栄養療法には、成分栄養剤投与を中心とした経腸栄養療法と完全静脈

栄養療法がある。完全静脈栄養療法は、活動性が極めて高く腸管運動を制限

せざるを得ない場合、狭窄や大量出血、瘻孔、穿孔といった重篤な腸管合併

症によって経腸栄養が不可能な場合、短期的に試行される。1984年
O’Morainらによって、完全成分栄養療法がステロイド投与と同等の寛解導

入効果があると報告され26、本邦では安全かつ有効な寛解導入の初期療法、

更には寛解維持療法として汎用されてきた。成分栄養療法の有効性は、①腸

管の安静を保つこと、②栄養状態を改善し病状の回復を早めること、③窒素

源がアミノ酸の為、免疫学的抗原性を有さないこと、④腸管機能を亢進させ、

免疫炎症的な惹起作用を有するとされる脂肪成分を制限していることなど

が考えられている。しかし、極端な食事制限はむしろ患者の生活の質を低下

させること、欧米では、ほとんど実施されていない治療法であることなどの

問題点がある。コクランライブラリーのメタアナリスにおいては、CDの寛

解導入においての効果は、総じてステロイドが優っていたが、精度の高い２

つのstudyのみに限ると差を認めなかった（n=34 vs 35 オッズ比1.18 
(0.37-3.70)）27。欧米において、薬物療法の第一選択は、軽症例の場合、回

腸や回盲部ではステロイド（budesonide 9mg/day）28,29、回盲部から大腸
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では、5－ASA（5-aminosalicylic acid; sulfasalazine 4000mg/day また

はmesalazine3200-4000mg/day）が選択される30-34（これらの薬剤で無効

の場合は、ステロイド（プレドニン40-60mg/day）が選択される19,30,31,35-37。

CDの寛解導入では全体の44%の患者にステロイドが用いられ（逆に非ステ

ロイドで56%が寛解する）38、4週で58%が完全寛解を得、更に26%が病状

の改善を認める。1年後において、32%がステロイドの効果を持続するが、

逆に28%はステロイド依存性となっている。また、40%は手術に移行する38。

プレドニン耐性例では、Infliximab5mg/kg 0、2、6週目の投与が選択され

る(奏効率65％、寛解率32％) 39。 
 

<CD の寛解維持> 
寛解維持期の食事療法としては、高脂肪摂取が推奨され 40、脂肪の種類と

しては ω-3/ω-6 系脂肪酸の比率を上げることに効果があり得る（1 日 2.7g
の魚油、1 年寛解維持 59%対 26%） 41。本邦において用いられている

mesalazine は、放出調節剤として、小腸から大腸全般にわたり有効な５－

ASA 濃度を到達させる製剤であるとされ、臨床経験から CD 寛解導入の第

1 選択、寛解維持の第 1 選択とされている 42,43。ステロイドの寛解維持効果

は否定的とされ、Budesonide においても、寛解維持効果は 6 か月程度であ

る 44。ステロイド依存性症例の場合、寛解維持にアザチオプリン 2-3mg/kg、
6-MP（mercaptopurine）1-1.5mg/kg、Methotrexate 25mg/week が使用さ

れる 19,35-37,45-47。アザチオプリン、6-MP の効果発現に 17 週、Methotrexate
の効果発現に 6-8 週かかる為、おもに寛解維持薬として用いられる。

Infliximab は寛解維持においても有効であり、5mg/kg を 8 週毎に投与する 
33,48。瘻孔形成した CD 患者への第一選択は ciprofloxacine1000mg/day や

metronidazole による抗生剤療法が推奨されるが 19,35-37、文献的根拠はない。

第 2 選択とされるアザチオプリン、6-MP はメタアナリスにおいて有効性が

示唆されている 45。Infliximab は瘻孔閉鎖においても効果を認め、以上の

薬剤が無効の場合使用される 49,50。 
 

<UC の寛解導入> 
UC の寛解導入で、軽症から中等症においての第一選択は、5-ASA であり、

経口または注腸投与が行われる 19,20。直腸炎型、左側結腸型においては、注

腸製剤が有用であり 51、時にステロイド注腸が併用される。ステロイド単剤

注腸は有用であるが 51、5-ASA 注腸の効果には及ばない 52。また、全大腸

型では、5-ASA の経口投与が行われる。活動期の UC に対する、1 日 1500mg
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から 2400mg の 5-ASA で、寛解率 40-70%の効果があり、3000mg から

4800mg の投与で効果の増加は 10％程度の患者に認める 53-56。5-ASA 製剤

に 2 週間以内に反応しない症例においては、プレドニン 40mg/day から

1mg/kg/day の経口投与が行われる 35。軽症例のほとんどは 5-ASA で寛解

を得るが、中等症以上では、ステロイド導入となることが多い。Faubion
によると、UC 患者の 34%はステロイド導入の適応となり(逆に 5-ASA は

66%に奏功)、このうち 4 週間で完全寛解となるものが 54%、改善傾向を認

めるものが 30%ある。しかしながら、1 年後のステロイド継続症例が 49%
あり、22%はステロイド依存性に、29%は手術に移行する 38。本邦において、

ステロイド依存性の場合、アザチオプリンまたは、6－MP の経口投与が追

加される 57。欧米では、Infliximab（TNF（tumor necrosis factor）α キメ

ラモノクローナル抗体）5mg/kg が 0week、2week、6week のタイミングで

併用される 58。重症例（あるいは、2 週間のステロイド内服無効例）では、

点滴静注によるステロイド投与が行われる（1-1.5mg/kg）35。無効時は（1-2
週間以内）、アザチオプリンまたは 6-MP 併用のもとに、中等症では、血球

成分除去療法が行われるが、その効果に文献的根拠は少ない（Sands の研

究では、寛解率 17% 、奏効率 44% ）59、重症ではシクロスポリン持続点

滴静注（2-4mg/kg）が併用される 60-62。また、ステロイド抵抗例に対して、

Infliximab63、Tacrolims64,65 の有用性も報告されている。劇症例（重症基

準；5 回以上の排便、顕血便、37.5 度以上発熱、90 回/分以上頻脈、ヘモグ

ロビン 10g/dl 以下貧血、赤沈 30mm/h 以上 を満たし、かつ 15 回以上/day
の血性下痢持続、38 度以上発熱持続、白血球数 10000 以上、強い腹痛の 4
項をすべて満たすもの）においては、絶飲食、プレドニン 1-1.5mg/日静注

あるいは、上下腸間膜動脈動注 10-20mg、広域スペクトラム抗生物質、全

身管理が行われるが、改善のないものや、中毒性巨大結腸症を来したものは

時期を逸せず手術が必要となる 57。 
  

<UC の寛解維持> 
UC の寛解維持療法としては、5-ASA の経口（あるいは注腸）投与が行わ

れる。ステロイドは寛解維持における効果を認めないため 66-69、5-10mg/
週程度の減量が必要である。5-ASA 投与中に再燃を認めたもの、ステロイ

ド依存性のもの、重症例で寛解導入にシクロスポリンやタクロリムスが使用

されたのもでは、アザチオプリン 2-3mg/kg または 6-MP1-1.5mg/kg の投与

が行われる 35,70-72。Infliximab はステロイド依存性や 5-ASA、アザチオプ

リン、6-MP 無効例の寛解維持に有効である 58。Methotrexate は UC には
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奏功しない 73。 
  
  
1－⑤ 臨床上の問題点 

IBD 治療において、寛解導入に最も重要な役割を果たすのはステロイド

であり、5-ASA などの非ステロイド療法により寛解の得られない患者にお

いてステロイド投与がなされる。Faubion によると、クローン病において

は全体の 44%の患者にステロイドが用いられるが、16%はステロイドが奏

効せず、28%がステロイド依存性となる 38。また、UC 患者においても、34%
はステロイド導入の適応となり、16%はステロイドが奏功せず 22%がステ

ロイド依存性になる。一方、ステロイドの使用は、重症合併症を引き起こし、

IBD 患者の死亡率をあげている 74。難治性症例に対するステロイド耐性、

依存性症例をいかに治療するかが、臨床上の一つの大きな問題点である。慢

性関節リウマチにおいて臨床応用され 75、クローン病へと適応拡大された抗

TNF-αキメラモノクローナル抗体、infliximab は、ステロイド耐性、依存

性症例を含む難治性クローン病患者の寛解導入、寛解維持に劇的な効果（寛

解導入 58-62%、44 週-54 週の長期寛解維持 38-52%）を発揮したが 39,76,77、

ステロイド離脱率は 29%のみであった 77。近年、Infliximab の初回治療か

らの使用（アザチオプリンとの併用）は、従来のステップアップ方式の治療

法と同等以上の効果が得られ、52 週においてのステロイド非使用非手術寛

解率は有意に高く（61%42%）、104 週においても同等の寛解維持がなされ

ると報告されたが、難治性患者における長期経過中のステロイド使用率に有

意差は認めておらず、ステロイド耐性、依存性といった問題は、依然として

大きな問題と言える。同時に、劇的な効果といわれる Infliximab において

も、35-38%の難治性症例初回非奏功例 39,76、48-62%の長期寛解維持離脱例

76,77 が存在する事は事実であり、Infliximab 耐性に対する新規治療法の開発

も望まれるところである。 
 
 
2、腸管免疫と IBD の病態 
2-① 獲得免疫 

 
＜T 細胞＞ 
IBD においては、活性化された Tcell の apotosis が十分に行われず Tcell

が無秩序増殖し、慢性的な炎症が持続すると報告される 78,79。古典的には、
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CD においては Th（Helper T cell）1 で優位、UC においては Th2 優位な

免疫反応が起こるとされる。IL（interleukin）-12 によって Th1 が誘導さ

れ、Th1 は、IFN(interferon)-γ、（TNF-α）を産生し、マクロファージの活

性化と肉芽腫の形成を伴った遅延型過敏反応を誘導し、また IL-1, TNF-α, 
IL-6 を産生させる。一方、IL-4 は、Th2 を誘導し、IL-4、IL-5、IL-10、IL-13
の産生と液性免疫、アレルギー性の過敏反応を誘導する。炎症時の腸管上皮

からは IL-1,IL-6,IL-8、TNF-α といった炎症性サイトカインが多く検出され

る。IL-1、TNF-α、IFN-γ は血管内皮細胞を活性化し、接着因子、ケモカイ

ンによって血管内の作動性細胞の動員を促し、炎症が増幅され、フリーラジ

カル、炎症性因子、酵素によって炎症が波及していく 80。 
 
＜Th1＞ 
CD 患者の腸管粘膜においては、IL-12 レベルの上昇と IFN-γ を産生する

Tcell の増殖が認められ、CD 患者の LPMC(lamina propria mononuclear 
cells)においては IL-12 の産生が認められる 81,82。IL-12 は p40 と p35 の 
heterodimer で単球、マクロファージ、DC（dendritic cell）から産生され

る 83。IL-12p40 の抑制は、組織の IFN-γ、TNF-α の産生を減らし、T 細胞

の apotosis を促進し、TNBS（2,4,6Trinitrobenzenesulfonic acid solution）
腸炎の軽快、臨床においても CD の軽快を認めている 84-86。IL-12 レセプタ

ーは β1 と β2 からなるが、CD の LP（lamina propria）-T 細胞の β2 サブ

ユニットの高発現を認め、IL-12 レセプターの刺激で活性化される転写因子

STAT(Signal Transduction and Activator of Transcription)4 も高発現して

いる 87。動物モデルにおいて、STAT4 ノックアウトにより STAT4 の刺激で

活性化される IFN-γ の産生がおさえられ、逆に STAT4 高発現マウスにおい

ては、IFN-γ、TNF-α 産生 CD4 陽性 T 細胞のびまん性浸潤を認める 88,89。

また、CD 患者の LP-T 細胞においては、転写因子 T-bet が高発現し 90、IFN-γ
の転写活性が促進され、IL-12Rβ2 の転写も促進している 91。 

 
＜Th2＞ 
UC の病態はよく分かっていないが、非典型的な Th2 優位の免疫反応が

起こっており、IL-5,TGF（Transforming growth factor）-β の産生が亢進

し、IL-4 の産生は抑制されている 92-95。血中、組織中の TNF-α 濃度は上昇

しており、LPMC の TNF-α 産生も増加している 95,96、T 細胞の capsase を

介したアポトーシスは減少している 97。Th2 腸炎モデルにおいて IL-13 産

生する NK（natural killer）T 細胞が特徴的で 98、UC 患者の biopsy では
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CD1d に誘導される NKTcell（atypical CD161+CD1d+）を認め 99、また、

IL-13 による上皮透過性の亢進を認めた為 100,101、UC において NKT および

IL-13 が重要な役割を果たしていると考えられている。また、IL-13 は、上

皮のアポトーシス、修復の遅延もと引き起こしている 101。IL-13 は IL-13α2
レセプターを介し、TGF-β1 の産生、AP-1（Activator protein-1）を介した

線維化の過程にも関わる 102,103。また、ステロイド感受性および軽症-中等

症 UC では active、inactive、健常の順に IL-6、IL-8、IL-10、TNF-α の産

生も亢進しており、血球成分除去療法で IL-6,IL-8 産生が mRNA(messenger 
ribonucleic acid)レベルで有意に減少する 104。重症例では IL-17 も上昇し

ている 105 神経系もまた、腸管グリアと上皮細胞、好酸球、マスト細胞の相

互作用や、サブスタンス P、ヒスタミン、ニューロキニン、セロトニンなど

によって、炎症の惹起、広がり、疼痛の出現などに関わっていると言われる。

UC においては、腸管神経の変化が認められている 106。またストレスなど

交感神経の過度の緊張により、マスト細胞の脱顆粒、IFN-γ 産生の増加、細

胞結合タンパクの変化 を伴った上皮の透過性亢進を認める 107,108。 
  

＜Th17＞ 
CD と の 関 係 が 強 く 示 唆 さ れ る エ フ ェ ク タ ー T 細 胞 と し て 、

IL-17A,IL-17F の分泌を特徴とする Th17 が存在する 105,109。Th17 は、IL-23
によって誘導され、IL-17 を産生する新しいヘルパーT 細胞として 2003 年

に初めて報告された 110。ナイーブ Th は TGFβ の存在下で Th17 または Treg
（regulatory T cell）へ分化するが、IL-6、IL-21、IL-23 の作用が加わる

と転写因子 Foxp3(Forkhead Box P3)が抑制され、転写因子 RORγt(retinoic 
acid receptoe related orphan receptor γt)の作用で Th17 へ分化する。IL-23
は Th0 の IL-23R と結合により JAK2(Janus kinase 2)が自己リン酸化し、

IL-23R をリン酸化する。結果、STAT3 がリン酸化、2 量体化し転写因子と

して働いて Th17 への分化を促すという経路が想定されている 111。ただし、

ナイーブ T 細胞に IL-23 レセプターは存在せず、その作用は、Th17 の分化

作用を増幅させることである 110。また、STAT5 は Th17 分化の抑制に働く

とされる。逆に TGFβ の存在下で Foxp3 が発現すると Treg に分化する 112,113。

IFN-γ、IL-4 すなわち、Th1、Th2 によって Th17 は抑制される 114。Th17
は CD で多く発現し、UC では重症例のみ、健常時の発現は認めない 105,115。

TNBS 腸炎モデルにおいて、IL-17R ノックアウト群の炎症軽快を認め、CD
の病態における IL-17 の関与が示されている 116。 

IL-23 は、p19 と p40 からなる heterodimer で、p40 を IL-12 と共有する
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サイトカインで 117、CD 患者の腸管粘膜からは IL-23 の上昇がみられる 118。

クロモソーム 1p31 67Mb における IL-23R の変異が IBD 患者で報告され 119、

CD 患者においては、IL-23R 経路に関わる IL-12B、STAT3、JAK2 の変異

も認められる。IL-23R は、RORγt（retinoic acid receptoe related orphan 
receptor γt）による調節のもとに Th17 細胞において高頻度に発現する

113,120。また、UC においても IL-23R の変異が報告される 121。 
 

＜制御性 T 細胞(Treg)＞ 
エフェクターT 細胞と抑制性 T 細胞のバランスが崩れることが IBD の誘

引とも考えられているが、抑制性 T 細胞の量的異常は指摘されるものの、

Treg 自体の機能異常は報告されていない。inactive＜active な腸炎の状態

で、組織、末梢血中の CD4+CD25high/Foxp3 陽性細胞の割合は減少してい

る 122。しかしながら、CD 患者の末梢血および大腸粘膜中の Treg は、健常

者と同様の Tcell 増殖抑制効果、抗 TNF-α 産生効果、抗 Th1 分化効果を有

する 123。IL-6R の存在下では、FoxP3 の誘導は阻害され 124、Treg の割合

が減少していると考えられる。また、動物モデルにおける Th1 腸炎では、

Fas/Fas ligand を介して Treg のアポトーシスが誘導されている 125。また、

IBD 患者の LPMC においては、転写因子 Smad7 が高発現しており、Treg
の作用により活性化を抑制されないとの報告もある 126。また、Retinoid Acid
は Treg 分化に関与する 127-129 。 
 

＜樹状細胞（dendric cell; DC）＞ 
炎症下の DCは、MHC(major histocompatibility complex)や CD80、CD86

といった Co-Stimulateing molecleの数を増やし、TLR（Toll-like receptor）
刺激に対する反応性を増加させ、ナイーブ T 細胞を Th1,Th2,Th17 といっ

たエフェクターT 細胞や NKT 細胞に分化させると考えられている。また、

リポソームにおける抗原精製能を活性化し、向炎症性のサイトカインを産生

する 130。IBD 患者の DC では、非炎症下で抑制されている、組織の TLR2、
TRL4、 CD40 の発現が増加し、また CD では IL-12、IL-6 の産生増加して

いる 131。また、動物モデルで活性化 DC の生存期間の延長が示され 132,133、

これに、 RANK (recepter activator of NFκB（nuclear factor-kappa 
B）)-RANK ligand 経路の関与が言われる 134。また、CD 患者では粘膜内の

DC 数が増加している。主に CD83 陽性の成熟 DC が増加し 135、炎症の遷

延に関与している。またこれらの CD83 陽性 DC は CCR（CC chemokine 
receptors）7 とそのリガンﾄﾞ CCL（CC Chemokine Ligand）19、CCL21
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を高発現している 135。また、活性化された T 細胞に α4β7 インテグリン、

CCR9 といったホーミングマーカーを誘導する 136,137。活動期は寛回期より

末梢血中の幼弱 DC の割合も減少していることから、腸管に停在する DC が

契機となり、腸管にホーミングする T 細胞を繰り返し活性化し、炎症が再

燃する可能性が示唆されている 138。 
 
 
2-② 自然免疫 
 

＜食細胞と Iｇ(immunoglobulin)A＞ 
下部消化管において、常在菌はマクロファージによって即時に殺されるが、

DC によって取り込まれた常在菌は数日間 DC 内に保持され、DC は IgA の

産生を誘導するとともに非炎症性の作用をする。IgA は常在細菌叢の変化に

応じてヘルパーT 細胞を介さずに産生調節され、粘膜の自浄作用を担ってい

る 139。この、自然免疫における細胞貪食作用の異常と IBD との関連が考え

られる。クロモソーム 2q37 231Mb の ATG （autophagy-related genes） 
16L1 タンパクの変異は CD の発症に関与するといわれる 140。ATG タンパ

クは自食作用にかかわり、その異常により病原細菌の細胞内増殖を許し、腸

管粘膜の細菌クリアランスを下げると考えられる。また ATG は、上皮細胞

や抗原提示細胞、CD4、CD8、CD19 細胞にも存在し、獲得免疫における提

示抗原の精製も調節している 141。5q33 150Mb の IRGM(Immunity-related 
GTPase family M protein)タンパクも細菌の自食と排出に関わり 142、その

変異も CD 発症への関与が言われている 143。 
 

＜PPR（Pattern-Recognition Receptor）＞ 
上皮細胞、DC、マクロファージにおいては、TLR（Toll-like receptor）、

NOD（nucleotide-binding oligomerization domain）などの PPR によって

細菌特有の lipopolysaccaride（TLR4）, peptidoglycan（TLR2）, flagelin 
（TLR5）, dsRNA(double-stranded RNA)（TLR3）、ssRNA(Single-stranded 
RNA)（TLR7,8）、CpGDNA(Deoxyribo Nucleic Acid)(TLR9）などが認識

される。 
TLR は大腸粘膜 cell line においては TLR1-10 のが確認されている 144。

健常な腸管上皮では、TRL3 と基底側に TRL5 が発現し、TRL2、TRL4 は

稀である。CD では、TRL3 が減少し、CD、UC いずれでも TRL4 が増加し

ている 145。また、TRL9 が発現し、バクテリア DNA と直接反応して IL-8
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を分泌し、顆粒球を誘引する 146。通常抑制されている TRL5 も flagelin と

結合し炎症を引き起こす 147。上皮細胞内の NOD2 も病原抗原に対する反応

と同様に、ポジティブフィードバックによって自己増殖し、NFκB 経路を賦

活する 148,149。 
TRL４は、LPS（lipopolysaccharide）をリガンドとし、また、corecepter

として CD14 を必要とすることが特徴である 150。ヒト大腸粘膜セルライン

において、TLR2、TLR4 はアダプタータンパク IRAK(Interleukin-1 
receptor-associated kinase)や下流で MAPK(mitogen-activated protein 
kinasenase)（ERK(extracellular signal-regulated kinase)、JNK（c-Jun 
N-terminal kinase））を活性化し、IL-8 の産生を促進したが、この効果は、

TLR2,4 同時同量刺激や、培養を続けた場合は Toll-interacting protein の発

現増加とともにダウンレギュレートされる 144。 
NOD は C 末端の LRR(leucine-rich-repeat)と呼ばれるドメイン、中央の

NOD ドメイン、N 末端の CARD（caspase-recruitment-domains）の 3 要

素からなる。LRR が抗原認識（MDP：muramyl dipeptide）し、NOD が

ATP(adenosine triphosphate)ase 活性により自己 oligomerisation を行い、

CARD は TAK1（transforming groth factor-β-activated kinase 1）下流の

シグナル伝達系に作用して NFκB や capsase を活性化させる。CARD ドメ

インが１つあるか 2 つあるかによって NOD1 と NOD2 に分類される。一方、

TLR2 は、ペプチドグリカン刺激によって MyD88(myeloid differentiation 
primary protein 88)、IRAK(Interleukin 1-recepter associated kinase)、
TRAF6（TNF-recepter-associated factor 6）、TAK1、IKK（inhibitor of 
NFκB kinase）複合体を介してシグナル伝達し NFκB を活性化させる 151。

クロモソーム 16q12 49Mb の NOD2 遺伝子変異は CD の発症に関与すると

いわれる 152,153。他に NOD1 154、TLR4 155、TLR9156 の変異が知られてい

る。また、Watanabe らによると、マウスの脾細胞においては、NOD2 は

TLR2 刺激から NFκB を介して Th1 反応を抑制したと報告し 157、NOD2 の

変異や欠落によって Th1 反応が亢進している可能性が示されている。 
 

＜マクロファージ＞ 
非炎症状態における腸管内の CX3CR(CX3 chemokine receptors)1 陽性

の単核食細胞がマクロファージである。腸管内 LP(lamina propria)のマク

ロファージは,貪食殺菌能を保持し、腸管上皮を越えて侵入しようとするバ

クテリアを非炎症性に食作用で殺菌するが 158-160、CD14 を欠き TLR4 に対

する反応せず、炎症性サイトカインを産生しない 161。また、IL-10 などの
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抗炎症性サイトカインを産生し、Th1、Th17 を誘導しない 150,162。一方、

炎症下において、CCR2 陽性のマクロファージが CCL2 などの化学走性に

従って血中から浸潤し 163-167、IL-1、IL-6、TNF-α、などの炎症性サイトカ

インを産生する 167-171。CD,UC いずれにおいても、粘膜下マクロファージ

に健常下においては認めない TLR2、TLR4、TLR5 の発現を認める 172。 
 

＜好中球＞ 
CD,UC のいずれの組織像においても、好中球（PMN：polymolphonuclear 

neutrophil）の浸潤と上皮破壊が特徴的である 173-175。IBD 患者の末梢血か

ら採取した PMNは LPS刺激に対して、可逆性の（IL-10で抑制される）IL-1β、
TNF-α 分泌能を獲得している 176。一方、CD 患者特に回腸 CD の穿孔狭窄

例で抗 GM-CSF （Granulocyte Macrophage colony-stimulating Factor）
抗体が増加しており、貪食能の低下を認める 177。CD 患者の末梢血中の PMN
は、接着能、酸化還元能が低下しており、TNF-α の存在下においてもスー

パーオキシダントの産生が少なく、GM-CSF の存在下で産生能は回復する

178。CD では、皮膚、直腸、回腸への損傷で好中球の局所集積が悪く、IL-8、
IL-1β の産生が低下している 179。 
 

＜サイトカイン＞ 
a) TNF-α 
 TNF-α は、17kD の炎症性サイトカインで、活性化されたマクロファージ、

単球、慢性的に活性化された T 細胞で産生され、クローン病の病因の中で

も非常に重要な位置を占める 39,49,180。TNF-α の発現は、CD のマクロファ

ージにおいても、UC もマクロファージにおいても認められる。IBD におい

て、血中 TNF-α は病勢を反映している 181。Infliximab をはじめとする抗

TNF-α 療法により CD の劇的改善が見られ 76、大腸粘膜のバイオプシーで

は IFN-γ 陽性 LPMC が減少している 182。TNF-α は、IL-1β、IL-6 産生を

増加、接着因子の発現増加、線維芽細胞の増殖を促進する 183-185。また、

TNF-α、IFN-γ は炎症性腸管において腸管上皮細胞、LPMC の TRAIL（TNF 
related apotosis inducing ligand）を発現を増加させ、アポトーシスを誘導

する 186。しかし IBD においては、活性化された T 細胞の apotosis が十分

に行われず、慢性的な炎症が持続する 78,79。TNF-α は NFκB、AP-1 を活性

化させ抗アポトーシスサイトカインを誘導する 187。逆に抗 TNF-α 抗体であ

る Infliximab は、CD においてモノサイトや T 細胞のアポトーシスを増加

させる 188,189。 
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b) IL-1 

IL-1 には IL-1α と IL-1β があり、いずれも様々な細胞で産生され、IL-1Ra
レ セ プ タ ー を 介 し て COX2(Cyclooxygenase 2) 、 phsoholipase A, 
iNOS(inducible nitric oxide synthase) の 産 生 を 促 す 190 。 腸 管 の

macrophage は IL-1 convert enzyme が活性化できない為、前駆体が IL-1β
に変換されないが、IBD における macrophage では IL-1 convert enzyme
の活性化により IL-1β が放出される 191。また、IL-1 の増加は IL-1Ra の産

生増加により拮抗され、ダウンレギュレーションされ、IBD 患者において

も血中 IL-1Ra は増加している 192。しかしながら、active な IBD 患者にお

いては IL-1Ra/IL-1 比は減少している 193。 
 
c) IL-6 
 IL-6 は、可溶性 IL-6 レセプター（sIL-6R）と結合し、gp130 タンパクを

発現する細胞に作用する。CD および UC 患者の LPMC からは高濃度の IL-6
が検出される 96。血中からも IL-6 は検出されるが 194、CD においても UD
においても IL-6R 濃度ががより病勢を反映する 195。また、IL-6 血中濃度は

再発リスクを反映し、20pg/ml 以上ではリスクが高いとされている 196。別

の研究においては、IL-6 血中濃度はステロイド治療中 CD 患者の CDAI
（Crohn’s Disease Activity Index）、寛解後の再発率と相関がみられる 197。

IBD において IL-6 は、T 細胞の anti-apotosis 状態を促進する 198,199。刺激

伝達には転写因子 STAT3 が関与する。IL-6 経路のブロックは、T 細胞のア

ポトーシス促進に加え、IFN-γ、TNF-α、IL-1β の産生を抑制する 197,200-202。

また、IL-6 は NFκB を介して ICAM（intercellular adhesion molecule）1
の発現を促進する 203。動物モデルにおいて、CCL4、CCL5、CCR3、CCR4、
CCR5、CXCR3 の発現を促進する 204。 
 
d) IL-17 

IL-17 は TNF-α、IL-6、IL-1β の産生を誘導し、炎症を増幅させる 114,205,206。

更 に Th17 自 身 も 産 生 す る TNF-α は 、 転 写 因 子

C/EBP(CCAAT-enhancer-binding protein)δ を介して IL-17 と相乗的に働

き IL-6 の産生を促進する 206。IL-17 は大腸組織からの MIP(macrophage 
inflammatory protein)1α、MIP1β、MIP2 といった好中球を誘導するケモ

カイン産生を促進させ、また、T 細胞を誘導する RANTES(regulated on 
activation, normal T cell expressed and secreted)、マクロファージ、好酸
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球を誘導する MCP1(monocyte chemotactic protein -1)の産生を促進させる

114,116。 
 

e) IL-10 
IL-10 は、抗原提示と炎症性サイトカインの産生（IL-12,IFN-γ など）を

共に抑制する。IL-10 は Treg などのリンパ球で産生される 207。抗炎症性の

サイトカインに分類される IL-4 は、Th2 の分化を誘導し、また、CD や UC
の患者の末梢血単球細胞からの VEGF(vascular endothelial growth factor)
産生を抑制する。 IBD において、EGF(Epidermal Growth Factor)、
Insulin-like groth factor, fibroblast groth factor、VEGF の産生を促進し粘

膜保護や粘膜修復の方向に作用する TGFβ の産生は、Smad7 の高発現によ

り抑制されている 208。 
 
f) ケモカイン 
 ケモカインは、へパリン結合性の小タンパクで、循環中の白血球を炎症部

位や障害部位に誘導する働きをする。ケモカインは、7 回膜貫通型のレセプ

ターに結合し、結合したレセプターの種類によって働きが決まる。ケモカイ

ンは構造によって分類される。CC ケモカインには、CCL2（MCP-1）、CCL3
（MIP1α）、CCL4（MIP1β）、RANTES などがある。CCL2,7,8,13、単球を

誘導する。この中で、CCL2,13 は CCR2 のみ結合するが、CCL8 は CCR2,5
と CCL7 は CCR1,2,3 と結合する。それぞれのはっきりとした違いは分かっ

ていないが、CCL2 は、単球の浸潤に非常に重要な役割を果たし、ノックア

ウトマウスにおいては、単球が誘導されない。CCL2 は、好塩基球、好酸球

の誘導と脱顆粒を促す。CCL2 ノックアウトマウスにおいては、Th1,2 から

放出されるサイトカインの産生が抑制される 209,210。CCR7 とそのリガンド

CCL19,21 は、抗原提示細胞から T 細胞への抗原提示において重要な役割

を果たす 211-213。抗原提示能をもった抗原提示細胞やナイーブ T 細胞は

CCR7 を発現し 214、CCL19,21 に誘導されてリンパ節に侵入する。CCR7、
CCL19,21 の発現しないマウスモデにおいては、T 細胞を介した免疫反応が

起こらない 215。B 細胞と Th 細胞の相互作用においても B 細胞の CCR7
発現が関与する 216。CCR9 は腸管のホーミングマーカーで α4β7-インテグリ

ンと結合する。また、CXC ケモカインの中で CXCL8（IL-8）は多形核白血

球を急性炎症の場へ誘導する。CX３C ケモカインは、CX３CL1（fractalkine）
が唯一で、細胞接着の働きがあり、血流の流れの中でも細胞を固着させる。

可溶性のケモカインである CXCL16 もまた、細胞接着に働く。CXCL16 は
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DC やマクロファージに発現し、抗原提示細胞から T 細胞の相互作用に働

く 217。 
 
 
 
3、新規 IBD 治療薬 
3 – ① 抗 TNF-α 抗体 

Adalimumab：完全ヒト型抗 TNF-α 抗体。抗抗体の産生減少が期待され

る。20mg、40mg、80mg（それぞれ初回倍量投与）の２週毎皮下注で寛解

率がそれぞれ 18%、24%、36%（p=0.01 vs プラセボ 12%）であった 218。

Clinical phaseⅢトライアルでは 40mg の毎週投与または隔週投与でともに

88％の奏効率を認め、26 週各群 47%、40%（プラセボ 17%）、56 週で 41%、

36%（プラセボ 12%）との寛解率を維持した。また 56 週で 23%、26%（プ

ラセボ 6%）のステロイド離脱を得た 219。Infliximab 耐性例に対しては、0
週 160mg、2 週 80mg 投与群の 4 週目寛解率は 21%に対し、プラセボ群 7%
で、infliximab 耐性例においては、寛解率が低下する傾向を認めた 220。抗

TNF-α 抗体として Certolizumab-pegol、可溶型抗 TNF-α レセプター抗体

の Etanercept がある。Certolizumab-pegol は infliximab や adalimumab
と同等の効果があるが 221,222、Etanercept は CD においては無効である

223,224。 
 
3 – ② 接着因子阻害剤 

Natalizumab：抗 α4integurin 抗体。中等-難治性 CD 患者に対し、0,4,8
週 300mg 投与群（n=724）とプラセボ群（n=181）を 10 週目の短期成績で

評価したところ、response 率（56%vs49%）寛解率（37%vs30%）とも変わ

らなかった。しかし、ENACT2 試験において、この ENACT1 試験の奏功

した 300 例に対し 300mg 投与を 56 週まで 4 週ごと継続した群とプラセボ

投与した群に均等に無作為割り付けし比較したところ、36 週において投与

群の 61%に奏功し 44%に寛解がみられた（プラセボ群奏効率 28％、寛解率

26%）225。別のトライアル（n=510）においても中等-難治性 CD 患者に対

し、同様の投与スケジュールで評価され、初回投与で投与群 51%、プラセ

ボ群 37%の奏功が得られ、8 週 12 週においても寛解率に差が見られた 226。

Natalizumab は 2005 年 2 月に市場に出回ったが、progressive multifocal 
leukoencephalopathy の発症が報告され（17.9 か月間投与で 1/1000 の確立

227）、現在はアメリカのみで厳重監視のもと使用可能である。 
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MLN-0002：抗 α4β7integrin 抗体。181 人の難治性 UC 患者が参加した

RCT（Randomized control trial）において、0.5mg/kg、2.0mg/kg28 日毎

投与とプラセボ群が比較され 228、6 週目において、寛解率はそれぞれ 33%、

32%、14%であった。2 か月における寛解率は 28％、12％、8%で有意な効

果を認めた。寛解率の低さは抗抗体の出現による可能性が考察されている

229。 
rhuMab-β7 ： 抗 β7integrine 抗 体 、 CCX282B ： 抗 CCR9 抗 体 、

PF005476559 ： 抗 MadCAM-1(mucosal addressin cell adhesion 
molecule-1)抗体。臨床研究へ導入中である。 
 
3 – ③ 抗サイトカイン抗体 
 ABT-874 、ustekinumab：抗 IL-12p40 抗体。CDAI 220-450 の CD 患

者 79 名に対して ABT-874 の 1mg/kg、3mg/kg を 4 週毎投与、隔週投与す

る群とプラセボ群で比較した phase2 試験において、3mg/kg 隔週投与にお

いて response 率 75%、寛解率 38%の結果を得た（プラセボ response25％、

寛解 0%）86。Ustekinumab の double-blind cross trial では 0-3 週プラセ

ボ、8-11 週治療 90mg 皮下注群①、0-3 治療、3-11 週プラセボ群②、0 週

目プラセボ 8 週目治療 4.5mg/kg 静注群③、 8 週目プラセボ 0 週目治療群

④で、①②③④の結果を総合して評価された。皮下注 4 週目、6 週目での奏

効率はともに 53vs30%と有意な効果が得られた 230。 
 Fontolizumab:抗 IFN-γ 抗体。CDAI250-400 の CD 患者 45 人に対し

0.1mg/kg、1.0mg/kg、4mg/kg の 1 回投与を行ったところ、29 日までに、

プラセボ群で 40%寛解、60%の奏効率を得た為、投与群と差が出なかった。

しかしながら、 4mg/kg 投与群では有意な内視鏡所見の改善と CRP
（C-reactive protein）の低下を認めた 231。他の phaseⅡでは、CDAI250-400
の CD 患者 133 人に対し、4mg/kg、10mg/kg4 週毎投与とプラセボ群で比

較し、28 日目では差を認めなかったが、56 日目ではそれぞれ 69％、67%
の奏功率を得、プラセボの 32%に比較しすぐれていた 232。 
 Tocilizumab:抗 IL-6R 抗体。Ito らによると、CDAI150 以上の CD 患者

36 人に対して、8mg/kg を 2 週毎 12 週間の静注投与し、80%の response
と 20%の寛解を得た。（プラセボは response30％、寛解 0%）。また、4 週毎

の投与でも奏功率が 42%と 2 週毎投与と変化はなかった。治療群の生検で

LPMC のアポトーシスを高率に認めた 233。 
 
3 – ④ 抗炎症性サイトカイン刺激療法 
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 IL-10：動物モデルにおいて、IL-10 産生 Lactococcus lactis 経口投与で

局所の IL-10 濃度上昇と腸炎抑制効果を認め 234、phase1 試験が行われてい

る 235。 
 IFNβ1a：44mcg、66mcg、プラセボで週 3 回 8 週間の皮下投与で比較し、

12 週目に評価したが、プラセボ群と比較し寛解率に差を認めなかった 236。 
  
 
3 – ⑤ 抗 Tcell activation 

Visilizumab:抗 CD3ε 抗体。難治性 UC 患者において、15、10μg/kg 2 連

日の静注投与において 15μg 投与群では 7／8 例に１か月後の寛解、10μg 投
与群で 2/2 例の 15 日後寛解を認めた 237。10μg 投与群に 22 例を追加し、

30 日目において 66%の寛解、84%の奏功率を認めた。1 年後に 22 例中 10
例は腸切を免れたが、腸切までの中央値は 160 日であった。しかし、Phase3
無作為 2 重盲検試験において腸切率に変化がなかった為、臨床応用への道

は閉ざされた 238。 
 Ch5D12:キメラ抗 CD40 抗体。18 名の CD 患者への投与において 72%の

奏効率と 22%の寛解を認めたが 239、プラセボ群がなく評価は難しい。 
 Daclizumab：ヒト化抗 CD25 抗体。Van Assche によると、159 名の中等

度 UC 患者に対し、1mg/kg の 0,4 週投与、2mg/kg の 0,2,4,6 週投与とプラ

セボで比較したが効果を認めなかった 240。(8 週の寛解率が 1mg で 2%、2mg
で 7%、プラセボ群で 10%、奏功率がそれぞれ 25%、33%、44%)  

Abatacept:B7-CD28pathway 阻害薬、Basiliximab(シムレクト)：キメラ

抗 CD25 抗体の IBD への応用が期待されている。臨床研究導入中。 
 
3 – ⑥ 自然免疫の賦活化 

Sargramostim: GM-CSF。腸管の自然免疫を活性化する。NCT00206596
トライアルにおいて、中―難治性ステロイド使用 CD 患者において（対象症

例 124 例）、6μg/kg の連日皮下注投与で 22 週観察を行っている。エンドポ

イントは、ステロイド離脱奏功率および寛解率である。4 週目の経過では寛

解率 18.6%対 4.9%、奏効率 23.3% 対 4.9%と効果を認めている 241。 
 
3 – ⑦ PPAR（peroxisome proliferator-activated receptors）γ agonist 

PPAR は、nuclear hormone receptor superfamily の転写因子の 1 つであ

る 242。糖尿病治療薬 Thiazolidinedione が PPAR の γ サブタイプのリガン

ドの１つとして知られる。PPARγ は脂肪組織と大腸の上皮細胞に多く発現
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しているが 243,244 大腸における役割は不明である。PPARγagonist は、動物

モデルで腸炎抑制効果を認め 244,245、IL-1β、TNF-α などの炎症性サイトカ

イン産生を抑制するとともに、炎症細胞の増殖や接着因子の発現も抑制する

244,245。また、上皮の結合性を維持し、IgA の産生を維持する 246。IBD にお

いては、UC 患者において、PPARγ の変異は認めなかったが、発現の減少

を認めた 247。CD においては、PPARγ に関連するスニプスが示唆されてい

る 248。メカニズムの一つとして PPARγ は NFκB のサブユニット である

RelA を核外へ排出することにより抗炎症作用を示す 249,250。腸内細菌

Bacteroides vulgatus は PPARγ 活性を増加させる 249。 Rosiglitazone251

の多施設共同無作為抽出 2 重盲検試験。対象症例 105 例の軽度～中等度の

UC 患者。12 週間の 1 日 2 回 4mg ずつの経口投与群対プラセボ群で比較し

た。12 週目における奏功率が 44%対 23%、寛解率が 17% 対 2%と有意に

優れていた。しかし、内視鏡的寛解においては 8% 対 2%と差を認めなかっ

た。 
 

3 – ⑧ 抗 MAPK 
RDP58：MyD88–IRAK–TRAF6 を抑制し MAPK 系シグナルの上流を抑

制する抗炎症性ペプチドである。①軽症から中等症の活動性 UC 例 34 例に

対しプラセボと RDP58 200mg と RDP58 300mg を 1：1：1 に無作為割り

付けし多施設共同の二重盲検試験を行ったところ、RDP58 200mg と
RDP58 300mg 群でプラセボ群に対し有意な内視鏡的スコアの軽快を認め

た（71%対 72％対 43%）252。 
Semapimod：MAPK のリン酸化との結合を抑制する 890Da の小分子で

ある。中等症から重症の CD152 名をプラセボ群、Semapimod 60mg1 日投

与群、Semapimod 3 日投与群に無作為割り付けし二重盲検試験を行って

CDAI に有意な改善を認めなかったが、その後オープンラベル試験に移行し

て比較した 6 日間投与、9 日間投与群では CDAI において有意な軽快を認め

た 253,254 。 
 
 
４、まとめ 

IBD の原因は遺伝的因子、環境的因子など様々な仮説があるにもかかわ

らず、未だ判明していない。しかしながら、腸管免疫系のあらゆる場面で免

疫が破錠している。結果、慢性的に、好中球の遊走と T 細胞の無秩序な増

殖、炎症性サイトカインによる炎症波及、自己組織破壊がおこり難治性の腸
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炎が引き起こされている。CD においては、Th1 優位の T 細胞増殖とサイ

トカイン産生、UC においては、Th2 優位の T 細胞増殖とサイトカインが

特徴的であるが、TNF-α、IL-6、IL-1β などの炎症性サイトカインは共通し

て産生が増加している。CD における IL-17、UC における IL-13 は比較的

特徴的である。いずれの疾患においても T 細胞抑制とマクロファージなど

から産生される炎症性サイトカインの抑制が、治療のターゲットとされ、T 
細胞を含む白血球の遊走、増殖を抑えるために、抗 integrine 抗体、抗

IL-12p40 抗体、抗 INFγ 抗体、抗 CD3 抗体、抗 CD40 抗体、抗 CD25 抗

体など、炎症性サイトカインを抑制するために抗 TNF-α 抗体、抗 IL-6R 抗

体など数々の薬剤の臨床治験が行われている。いずれの薬剤においても比較

的良好な結果は得られるものの、完全に病勢を抑えることは困難であった。

この状況を打開する新たな治療薬の開発が切望されている。 
 
 
5、DTCM-G(3-[(dodecylthiocarbonyl) methyl]glutarimide)とは 
 

こ れ ま で に 、 微 生 物 Amycolatopsis が 産 生 す る 弱 抗 生 物 質

epoxyquinomycin C か ら の 誘 導 体 で あ る 小 分 子 物 質

dehydroxymethylepoxyquinomycin が開発され 255、NFκB の活性を抑制す

ることが示されている 255、同物質は、NFκB の活性抑制により T 細胞の活

性化を抑制しマウス同種心移植のグラフト生存期間を延長させる免疫抑制

作用と 256、マウスのアトピー性皮膚炎 257 や DSS（Dextran sulfate sodium）

腸炎を軽快させる 258 抗炎症作用が示されている。そこで、更に効果的な抗

炎症物質の探求を行ったところ、Streptomyces から産生される抗生物質

9-methylstreptimidone が、NFκB の過剰に活性化されている T 細胞白血

病細胞のアポトーシスを誘導する事が分かった 259。微生物から生成される

9-methylstreptimidone が希少な為、多くの誘導体をデザインし合成してい

ったところ、3-[(dodecylthiocarbonyl) methyl]glutarimide (DTCM-G; 355 
Da)の合成に成功した 260。DTCM-G は RAW264.7 において、LPS 刺激に

対する NO（nitric oxide）産生を抑制する 261。また、NFκB 活性を抑制し

ないものの AP-1 の活性化を抑制し、iNOS の産生や COX2 の産生を抑制す

ることが示されている 260 。更に、マウスの primary T 細胞において

P70S6K（p70 S6 kinase）のリン酸化を抑制する事でｍTOR(mammalian 
target of rapamycin)経路の抑制し、細胞周期の進展を抑制しその増殖を抑

制する事、マウスアログラフト心移植においてグラフトの生存を延長させる



22 
 

事が示されている 262。また、マウスの移植後動脈硬化症モデルにおいて、

DTCM−G がアロ免疫応答および血管平滑筋増殖を抑制することで移植後

動脈硬化症の進行を減弱させる事、その機序の検討として、DTCM-G が血

管平滑筋細胞の Cyclin D1 の発現を抑制することで細胞周期の G１-S 期の

移行を阻害し、細胞増殖を抑制する事が示されている 263。他、免疫/炎症以

外にも RANKL/LPS に誘導される破骨細胞の分化を Akt-GSK（Glycogen 
synthase kinase）3β-NFAT(Nuclear factor of activated T cells)c1 経路お

よび NF-κB-NFATc1 経路を介して抑制する報告や 264、ヒト T 細胞白血病

MT-1細胞株における caspase3の活性化と RelB への付着を亢進させアポト

ーシスを誘導する報告 265、PDK1(Phosphoinositide-dependent kinase-1)
のリン酸化抑制により 5637/T24 前立腺癌細胞株の浸潤/増殖を抑制し、細

胞周期の G１-S 期移を行抑制する報告がある 266。 
 

 

≪本研究の目的≫ 
 本研究では、新規抗炎症薬 DTCM-G のマウス炎症性腸疾患モデルにおけ

る腸炎抑制効果およびその作用機序に関して検討することを通して、

DTCM-G の新規 IBD 治療薬としての可能性を探求する。 
  
 
≪本研究の結論≫ 

新規抗炎症薬 DTCM-G は、マウス炎症性腸疾患モデルにおいて，強力な

腸炎抑制効果を発揮した。本研究によって，DTCM-G の炎症性腸疾患にお

ける新たな治療薬としての可能性が示唆された。 
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略語表 
 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである． 
 

ACK        Ammonium-Chloride-Potassium 
ATG     autophagy-related genes 
AP-1       Activator protein-1 
5-ASA      5-aminosalicylic acid 
ATP         adenosine triphosphate 
BCA       bicinchoninic acid 
BSA        Bovine serum albumin 
CARD      caspase-recruitment-domains 
CCL        CC Chemokine Ligand 
CCR        CC chemokine receptors 
C/EBP     CCAAT-enhancer-binding protein 
CD        Crohn’s Disease 
CDAI       Crohn’s Disease Activity Index 
cDNA       complementary DNA 
CMC        carboxymethyl cellulose 
COX2       Cyclooxygenase 2 
CREB      cAMP response element binding protein 
CRP       C-reactive protein 
CX3CR     CX3 chemokine receptors 
DAI       Disease Activity Index 
DC         dendritic cell 
DDW      deionized distilled water 
DMEM      Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO      Dimethyl sulfoxide 
DNA        Deoxyribo Nucleic Acid 
dNTP       Deoxynucleotide triphosphate 
DSS     Dextran sulfate sodium 
dsRNA      Double-stranded RNA 
DTCM-G   3-[(dodecylthiocarbonyl) methyl]glutarimide 
DTT        dithiothreitol  
DW        distilled water 
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EDTA       ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF        Epidermal Growth Factor 
ELISA     Enzyme-linked immuno-sorbent assay 
Eth        Ethanol 
Foxp3      Forkhead Box P3 
ERK       extracellular signal-regulated kinase 
FCS        fetal calf serum 
GAPDH    glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GM-CSF   Granulocyte Macrophage colony-stimulating Factor 
GSK-3β    Glycogen synthase kinase-3β 
HBSS    Hanks’ Balanced Salts Solution 
HE         Hematoxylin-Eosin 
HTA-Br     hexadecyltrimethylammonium bromide 
IBD       Inflammatory Bowel Disease 
ICAM    intercellular adhesion molecule 
IFN       interferon 
Ig          immunoglobulin 
IL         interleukin 
iNOS       inducible nitric oxide synthase 
IRAK       Interleukin-1 receptor-associated kinase 
IRGM       Immunity-related GTPase family M protein 
JAK2      Janus kinase 2 
JNK        c-Jun N-terminal kinase 
LiCl       lithium chloride 
LP         lamina propria 
LPMC      lamina propria mononuclear cells  
LPS       lipopolysaccharide 
LRR       leucine-rich-repeat 
MadCAM-1 mucosal addressin cell adhesion molecule-1 
MAPK     mitogen-activated protein kinasenase 
MCP       monocyte chemotactic protein 
MDP      muramyl dipeptide 
MHC     major histocompatibility complex 
MIP        macrophage inflammatory protein 
MTT       3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromid  
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mTOR    mammalian target of rapamycin 
MPO       myeloperoxidase 
6-MP      6-mercaptopurine 
mRNA    messenger RNA  
MyD88  myeloid differentiation primary protein 88 
NFAT  Nuclear factor of activated T cells 
NFκB   nuclear factor-kappa B 
NK      natural killer 
NO      nitric oxide 
NOD    nucleotide-binding oligomerization domain 
PBS     Phosphate buffered saline 
PCR     Polymerase Chain Reaction 
PDK1   Phosphoinositide-dependent kinase-1 
PI3K    Phosphoinositide 3-kinase 
PIP2  phosphatidyl-inositol 4,5 diphosphate 
PIP3  phosphatidyl-inositol 3,4,5 triphosphate 
PMN   polymolphonuclear neutrophil 
PPAR   peroxisome proliferator-activated receptors  
p70S6K  p70 S6 kinase 
PTEN  phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 
RANK  recepter activator of NFκB 
RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
RCT    Randomized control trial 
RIPA   Radio-Immunoprecipitation Assay 
RNA     ribonucleic acid 
RO      Reverse Osmosis 
RORγt  retinoic acid receptoe related orphan receptor γt  
RPMI    Roswell Park Memorial Institute -1640 medium 
RT-PCR  Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
ssRNA   Single-stranded RNA 
STAT    Signal Transduction and Activator of Transcription 
TAK1    transforming groth factor-β-activated kinase 1 
T-bet   T-box transcription factor 
TBS    Tris Buffered Saline 
TGF     Transforming growth factor 
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Th      Helper T cell 
TLR     Toll-like receptor 
TNF   tumor necrosis factor 
TNBS  2,4,6Trinitrobenzenesulfonic acid solution 
TRAF   tumor necrosis factor receptor-associated factor 
TRAIL  TNF related apotosis inducing ligand  
Treg    regulatory T cell 
UC   Ulcerative colitis 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
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実験方法 
 

本研究の実験計画書は，「北海道大学動物実験に関する規程」に則って承

認され，同規程に従って施行された． 
 
1 – ① TNBS 腸炎の誘導および DTCM-G による腸炎抑制効果の検討 
 

TNBS 腸炎を誘導し、1 日 2 回 40mg/kg の DTCM-G を腹腔内注射によっ

て投与し、腸炎の抑制効果を検討した。評価は、1-4 日目の DAI（Disease 
Activity Index）、体重減少、血便、下痢の程度、4 日目の大腸閉塞の有無、

腸管長、腸管重、肉眼スコア、組織所見、組織所見、組織スコア、

MPO(myeloperoxidase)定量評価、2 日目 4 日目の好中球のカウントにより

行った。 
 
準備： 

Mice：Balb/c, (SLC Japan), male, 8 week, Weight 24-26g   
北海道大学大学院医学研究科附属動物実験施設内で，12h 毎の明暗サイクル

下、気温 25℃湿度 55%で、病原体より隔離された状態で管理した。１ゲ―

ジ３匹とし、餌（Oriental Yeast Co.,Itd）投与と給水口からの給水下に飼

育した。7-14 日前に納入し、前々日の体重測定を行った。 
 
TNBS/50%ethanol 溶液 

2,4,6iTrinitrobenzenesulfonic acid solution （Sigma-Aldorich Japan） 、
エタノール、蒸留水を用いて、TNBS1.5mg/50％Ethanol(Eth)溶液を全量

150μL になるよう調整した。（5%TNBS 30μl + DW (distilled water)45μl + 
100% ethanol 75μl） 
                                      
DTCM-G 

DTCM-G 原末を DMSO(Dimethyl sulfoxide)に溶解し

0.5%CMC(carboxymethyl cellulose)溶液で 25 倍希釈した。(DMSO4%) 
十分に加温・溶解し、超音波で粉砕・撹拌し使用した 
 
他準備物品 
Isoflurene、カプセル、麻酔用瓶・小瓶 、３.５Fr ソフトカテーテル×１本、

体重計、便潜血シート、1ml シリンジ 
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手順： 

腸炎導入の前日夕に、グループ分けを行い絶食とした。腸炎導入 2 時間

前に、体重測定の上、1 匹ずつ穴あきカプセルに入れ排便させた。DW＋Eth
溶液はあらかじめ作成しておいた。腸炎導入 1 時間前に、DTCMｇを準備

し、腹腔内投与（ip）した。TNBS 投与直前に DW＋Eth 溶液に TNBS を

混入し薬液調整を完了した。準備完了後、腸炎導入開始した。Isoflurane
にて呼吸抑制が出現し始める程度に麻酔し、3.5-Fr soft catheter を肛門縁

から約 4 cm 挿入（脾彎曲部にカテが当たるまで）し、1cm 引いたところか

ら 150ul の薬液をゆっくり注腸した。注入後３０秒間頭低位に保持し、麻

酔が覚めたことを確認後ケージに戻した。4 日目まで 12 時間ごとに DTCM
―G の腹腔内投与を行った。毎日、朝の投与前に体重を測定し、またマウ

スをカップに入れ排便させ、下痢、便鮮血のチェックを行いスコアリングし

た。4 日目 1 回目の DTCM-G 投与後、マウスを犠牲死させ検体を評価した。 
 
評価：以下の項目を評価する 

• Body Weight Loss （day1-４） 
• DAI （day1-４） 
• Histological score   
• Macroscopic score 
• 腸管長、腸管重 (上行結腸から直腸までで評価) 
• 腸閉塞有無 
• MPO 定量評価 

 
検体評価必要物品  
メジャー、剪刃、攝子、綿棒、３.５Fr ソフトカテーテル、1ml シリンジ、

蒸留水、画用紙、スコアシート、デジカメ、カセット、ホルマリン、液体窒

素、エッペン 
 
検体評価手順： 

検体マウスを頚椎脱臼し、開腹し腸閉塞有無の所見を確認した。大腸を摘

出し自然長を測定後、便排出させ、腸管の重さ測定した。その後腸管内腔を

フラッシュし画用紙に並べた。腸管は長軸切開し macroscopic score をスコ

アリングした（剖検施行者以外による盲検とする）。腸を縦方向に 2 分枝一

方を近位端から 2.5cm ずつホルマリン固定し、札幌総合病理研究所にて、
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HE(Hematoxylin-Eosin)染色を施行し， Histological score をスコアリン

グした(病理医による盲検)。もう一方はエッペンに梱包し液体窒素で凍結保

存し MPO の定量評価に用いた。 
 
スコアリング基準 
① DAI：Cooper らの報告による以下のスコアリング基準を用いた 267。 

Score Weight loss Stool consistency Occult/gross bleeding 
0 None Normal Normal 
1 1-5% Loose stool (slight) Hemoccult+ 
2 5-10% Loose stool Hemoccult++ 
3 10-20% Muddy stool Hemoccult+++ 
4 >20% Water stool Gross bleeding 

(文献 272 より引用) 
 
② Macroscopic score：Wallace らの報告による以下のスコアリング基準

を用いた 268。 
Criteria for macroscopic scoring of colonic damage feature score 
0 Normal appearance 
1 Focal hyperemia, no ulcer 
2 Ulceration without hyperemia or bowel wall thickening 
3 Ulceration with inflammation at one site 
4 Ulceration/inflammation at two or more sites 
5 Major sites of damage extending. 1cm along the length of the colon 
6-10 When an area of damage extended 2cm along the length of the colon, 

the score was increased by 1 for each additional cm of involvement. 
(文献 273 より引用) 
 
③ Histological score： 札幌総合病理研究所にて，HE 染色しを施行し，

病理医により盲検法を用いて、組織の炎症評価を行った。スコアリン

グは Neurath らの報告に従い 84 下記の基準を用いた。 
Histological score 
grade 0 no sign of inflammation 
grade 1 very low-level leukocyte infiltration 
grade 2 low-level leukocyte infiltration 
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grade 3 high-level leukocyte infiltration, high vascular density, and 
thickened colonic wall 

grade 4 transmural leukocyte infiltration, goblet cell loss, high  
vascular density, and thickened colonic wall 

(文献 84 より引用) 
 
 
１－② MPO 定量評価 
 
準備物品： 
Ice box、SKミル、弾丸、2mlエッペン、超音波、液体窒素 
1× PBS(Phosphate buffered saline) 1ml ×検体数+1 
HTA-Br(hexadecyltrimethylammonium bromide) 5mg＋ 1× PBS 1ml  

×検体数+1 
 
手順：  

凍結腸管を SK ミルを用いて破砕した。1×PBS を 1ml 加え攪拌し、4℃
30,000g で  30 分 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 破 棄 し た 後 0.5% 
hexadecyltrimethyl ammonium bromide を添加した 1×PBS に溶解した。

10 秒氷中につけた後、30 秒超音波で破砕し、3 回凍結解凍超音波処理を繰

り返した （液体窒素⇔on ice）。20000ｇで 15 分間遠心分離し上清を使用

した。測定に当たっては、あらかじめ、スタンダードと Working Solution
を作成しておき、スタンダードをウェルに 50ul ずつ注入し、assay buffer
を 60μl ずつ加えた。続いて Positive control に 50ul の MPO、sample well
に 50μl のサンプルを注入し、それぞれ、assay buffer を 10μl ずつ加えた。

Negative control には 50μl のサンプルと 10ul の MPO inhibitor を加えた。

Working solution を positive control、negative control、sample well にそ

れぞれ 50μl ずつ加えた。吸光度計で 1 分ごとに 30 分間、480-490nm 励起

と 515-520nm 放散の吸光度を測定した。 
 

 
1 – ③ 免疫染色 

凍結保存した腸管切片は、札幌総合病理研究所にて、抗 MPO 抗体

(polyclonal rabbit anti-human myeloperoxidase (Dako, Glostrup, 
Denmark))、抗 F4/80 抗体(MC497R; Serotec Ltd)、抗 CD4 抗体(GK1.5; 
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Santa Cruz Biotechnology Inc, Tokyo, Japan)、抗 CD8 抗体(MCA609EL; 
Serotec Ltd, Oxford, UK)を用いて染色しを施行し，病理医により盲検法を

用いて、陽性細胞のカウントをおこなった。200 倍の視野にて観察し、最も

炎症の強い部分を 2 カ所選んでカウントした。リンパ濾胞内の免疫細胞は

カウントから除外した。 
 
 
1 – ④ LPMC 評価 

盲腸を除いた大腸を摘出し、LPMC を単離して LPMC 構成細胞の解析

（CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞、CD11ｂ陽性細胞、CD4 陽性 CD25 陽性

Foxp3 陽性細胞、CD4 陽性 T-bet 陽性細胞）、リンパ球の増殖能を検討した。

また、これと比較のため、腸間膜リンパ節を摘出し、ここからリンパ球を単

離して、増殖能の検討を行った。 
 
1 – ④ –ⅰ LPMC 単離方法： 
 
準備品： 
ビーカー2 個、20ml フラスコ１、30ml フラスコ１、スタラー１、スタラー

バー１、洗浄液 20ml、組織融解液①②各 10ml、上皮処理液 10ml、50ml
ファルコンチューブ２、RPMI(Roswell Park Memorial Institute -1640 
medium)20ml＋9ml、5ml シリンジ１、100μm ストレーナー２、40μm ス

トレーナー２、セッシ、比重遠心液 40%8ml/75%1.5ml、ピペット、電動ピ

ペット、Perfectmedium（下記）1ml＋500μl＋cell 数調整用、15ml ファル

コンチューブ５ 
 
組織洗浄液： 
1×PBS20ml 
 
上皮処理液：  
EDTA(ethylenediaminetetraacetic acid)（100mM）100μl 
+Dithiothreitol(500mM) 20μl  （1mol=154.25g 500mM=77.125mg/ml） 
+Penicillin10000u/ml +Streptomycine10000u/ml 100μl 
+ カルシウム、マグネシウム（-）HBSS(Hanks’ Balanced Salts Solution) 
10ml /匹       
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組織融解液①：  
Complete RPMI 9ml  
collagenase D（Roche)20mg/ml 500μl   
DNase Ⅰ(Sigma) 10mg/ml 500μl         

 
組織融解液②： 

Complete RPMI 9ml  
collagenase D（Roche)20mg/ml 250μl   
DNase Ⅰ(Sigma) 10mg/ml 500μl         
Dispase Ⅱ(Roche) 40mg/ml 250μl       

 
比重遠心： 

40%Percoll Plus solution 3.2ml+PBS4.8ml  
75%Percoll Plus solution 1.125ml+PBS0.375ml 

 
Percoll solution：Percol plus 90ml + 10 倍 PBS10ml 
Perfect medium：RPMI 1640＋100 U/mL penicillin＋100 µg/mL 
streptomycin＋10% fetal bovine serum+ 50 µM 2-mercaptoethanol 

 
手順： 

あらかじめ、ビーカーに組織洗浄液を用意しておいた。また、ビーカーに

10ml の上皮処理液、30ml フラスコに 10ml の組織融解液①、20ml フラス

コに組織融解液②を十分に温めておいた。直前に上皮処理液に薬剤を添加し

た。スタラーをインキュベーター内に準備した。遠心は 20 度に設定した。

事前準備が出来たら、マウスを頚椎脱臼にて sacrifice し腸管を摘出した。

腸管をフラッシュし、長軸で切開し、抗生剤入り PBS 内で洗浄した。腸管

を 1.5cm 長に切離し 10 ml of CaMg free HBSS＋1mM EDTA ＋1mM 
DTT(dithiothreitol)＋抗生剤 mix1000 単位溶液内に入れ、37˚C で 15 分攪

拌した。この時点で組織融解液①に酵素を入れておいた。15 分後、残組織

を 10 ml の RPMI の入った 50 ml ファルコンチューブに入れ、20 秒間ボ

ルテックスした。更に残組織を新しい 10 ml の RPMI 内で再度 20 秒間ボ

ルテックスした。続いて、残組織を 10 ml の collagenase solution①に入

れ、37˚C で 20 分間攪拌した。この時点で組織融解液②に酵素を入れてお

いた。20 分後、内溶液を 5ml シリンジで、慎重に吸引排出を繰り返し、100μm 
streiner、続いて 40μm streiner でこした(細胞浮遊液①）。残組織を
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collagenase solution② 10ml に移し 37˚C で 10 分間攪拌する。5ml シリン

ジで、慎重に吸引排出を繰り返し、更に 37˚C で 10 分間攪拌した。5ml シ
リンジで、慎重に吸引排出後、Dispase10mg を入れ、更に 37˚C で 10 分間

攪拌した。新しい 100μm streiner、続いて 40μm streiner でこし、細胞浮

遊液②を回収した。①②を 20 度 500g で 5 分間遠心し、ペレットを

40%percoll 8ml に溶し、Percoll75%液 1.5ml の上に静かに乗せた。Percoll 
(40% 8ml /75% 1.5ml )内で 20 分 20℃2000 回転比重遠心した。リンパ球の

層を取り出し Perfect medium 1ml+RPMI 9ml を足し 4℃500g で 5 分間遠

心分離した。Perfect medium を 500μl 加え、トリパンブル－40+cell 液 10μl 
を混ぜて cell カウントした。 
 
1 – ④ – ⅱ 腸間膜リンパ節リンパ球単離方法： 
 
準備品 
物品： 
シャーレ 検体数×２、1cc シリンジ 検体数×２、電動ピペット、解剖セ

ット、タイマー、血球計算盤、70μm cell strainer 検体数×２、15ml ファ

ルコンチューブ 検体数×２、トリパレンブルー 
 
最低薬液量： 

HBSS38ｘ検体 ml 
RPMI 18x 検体 ml 
Perfect medium 15ｘ検体 ml 
ACK (Ammonium-Chloride-Potassium) lysing buffer 1.5ｘ検体 ml 

 
手順： 

Ice を準備し、シャーレに HANKS10ml を用意しておいた。頚椎脱臼に

てマウスを安楽死させ、開腹してリンパ節を摘出し On ice とした。この時、

出来るだけ出血を避け、脂肪を除去しておいた。次にリンパ節を 70μm cell 
strainer に乗せ、1cc シリンジ内筒でホモジネートした。電動ピペットを用

い、ホモジネート液を Cell strainer に 3 度通し、15ml ファルコンチューブ

に回収した後、300g４℃で５分間遠心分離し、上清を捨てた。続いて、ACK 
lysing buffer を 500 μL 注入し、on ice で 3 分間放置し赤血球を破砕した。

更に HANKS を 9ml 注入し 300g４℃で５分間遠心分離し上清を捨てた。最

後に RPMI9ml＋perfect medium1ml を加え、300g４℃で５分遠心分離し
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た。上清を捨てペレットを回収した。 
 
1 – ④ – ⅲ 単離細胞増殖能評価と染色方法： 
 
使用抗体： 

fluorescein isothiocyanate-anti-mouse CD4 (L3T4)  
fluorescein isothiocyanate-anti-mouse CD25 (7D4) 
peridinin chlorophyll-anti-mouse CD4 (L3T4) 
peridinin chlorophyll-anti-mouse CD8 (53–6.7) 
phycoerythrin-anti-mouse CD11b (M1/70)  
（Becton–Dickinson and Co, Franklin Lakes, NJ) 

 
phycoerythrin-anti-mouse T-bet（4B10） 
phycoerythrin-anti-mouse T-bet（FJK-16s） 
（eBiosciences San Diego, CA） 

 
各 isotype control  

 
 
手順： 

セルカウントの上、 2× 10 ６ 個 /ml になるように溶液を調整し、

96well-U-bottom plate に 100μl ずつ注入し Perfect medium100μl/well 追
加した。増殖能評価においては、20μg/ml に調整した concanavalin A を各

well 10μl ずつ加え（最終濃度 2 μg/ml）。37°C、5% CO2 下に培養した。評

40 時間後にチミジン 1μl＋perfect medium24μl を各 well に入れ、その 8
時間後、ハーベスターで回収し、β-counter (Perkin Elmer; Boston, MA)で
解析した。cell surface staining では、まず検体ペレットに HANKS 50 μL
＋抗体 1 μL /tube ずつ入れ、ボルテックスした。4℃暗所で 15 分置き、

HANKS 500 μL/tube を足して，300g4℃で 5 分間遠心し、上清を除去し、

ペレットを粉砕した。CD4,CD8,CD11b のみ染色の場合にはこの時点で２％

中性緩衝ホルマリンを 300μl/tube 加えボルテックスした。intra-cellular 
staining を追加する場合は、 cell surface staining 後、上清を捨て，

eBioscience (fixation/permeabilization) と fix/perm-Diluent を 1:3 で

200μL/tube で入れ、30 分間置いた。続いて Permeabilization wash buffer
を Water で 10 倍希釈し、これを検体に 500 μL/tube 足して、遠心分離し、



35 
 

更にこれをもう一回繰り返した。抗 T-bet、FoxP3 抗体は 1 tube あたり、

wash buffer 100 μL＋ 抗体 2 μL を入れた。30 分室温に置き、Wash buffer
で洗った後に、2%ホルマリンで固定した。FACSCalibur 309 TM (Becton–
Dickinson)を用いて flow cytemetry を行い、データを FlowJo software 
(Tree Star, Inc, Ashland, OR). を用いて解析した。 
 
 
 
1 – ⑤ RT-PCR(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) 
 

盲腸を除いた大腸を摘出し、-80 度で凍結保存した。この検体からｍRNA
を抽出し、逆転写によって cDNA(complementary DNA)を作成し、RT-PCR
法によって大腸組織内の炎症性メディエターのｍRNA 発現を定量評価した。

GAPDH(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)の mRNA 発現量を 1
として比をとって各ｍRNA のレベルを解析した。 
 
1 – ⑤ – ⅰ RNA の抽出 
 
準備品： 

発泡スチロール容器 2 個(ice と液体窒素入り)、曲りペアン、液体窒素、

SK-ミル＋tube(弾丸)、TRIzol（invitrogen 15596026）、クロロホルム（和

光純薬 100ml 034-02603）、純エタノール（和光純薬）、70%エタノール、

イソプロパノール（和光純薬  325-00045）、蒸留水 (invitrogen GIBCO 
10977-015)、1.5ml eppen tube 3×検体数+1、1.0ml eppen tube 1×検体数、

SK-ミル用丸底 tube 1×検体数 
 

手順： 
あらかじめ発砲スチロール容器にアルミホイルで包んだままの粉砕用の

金属を入れ、液体窒素を少し浸かるくらいまで入れ、検体のセラムチューブ、

丸底チューブを 3 つ入れた SK ミル本体も液体窒素につけ準備を整えた。セ

ラムチューブから凍結のまま検体を SK-ミルのチューブ内へ移し、粉砕用の

金属を取り出して清潔にアルミを剥がし、強彎のケリーでチューブ内に入れ、

ふたを閉めた。再度液体窒素に漬けて完全に冷却した後、外容器に入れて

30～40 回／30 秒程度（検体の種類による）下に打ち付けるようによく振り

（少し回転させながら）、組織を粉砕した。チューブを外容器から取り出し、
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念のため再度液体窒素で冷却した。キムタオルで把持してチューブを取り出

し、ふたを開けてそっとチューブを倒して中の金属を出し、強彎のケリーで

把持し金属を取り除いた。一旦液体窒素で再冷却し、チューブをはじいて粉

末の固まった部分を砕いてから TRIzol 1000μl を入れた。この時、500μl 程
度をチューブの底にぶつけるようにして粉末を拡散させてから、十分にピペ

ッティングし壁についたものも落とした。その後、1.5ml eppen tube に移

し、on ice とした。最後の検体が処理完了したら、前の検体を取り出し、同

時に 3 分間室温で置いた。続いてクロロホルムを 200μl 加え(1000μl ピペッ

ト)、ふたをしっかり閉めて 20 回程度よく振った（イチゴシャーベット状に

なる）。これによりクロロホルムでタンパクが溶解した。3 分間室温放置後、

5000rpm 15min 4℃で遠心分離した。遠心により 3 層（上：透明、中：白、

下：ピンク）に分かれ、RNA 層（上層：500μl 程度）を 200μl のピペット

で分割して回収し、新しい 1.5ml eppen tube に移した。TRIzol を total 
1000μl（およそ）になるように加えた後、クロロホルムを 200μl 加え、ふ

たをしっかり閉めて 20 回程度よく振り、15000rpm 15min 4℃で遠心分離

した。更に上清（600μl 程度の量）を 200μl のピペットで分割して回収し、

新しい 1.5ml eppen tube に移し、同量のイソプロパノールを加えた後、Tube
を反転させ、軽く混ぜ、室温で 10 分安置した。15000rpm 10min 4℃で遠

心分離した後、ペレットが落下しないよう気をつけて上清を捨て、-20℃で

保存していた 75%エタノールを 500～600μl（ペレットが大きいときは

1000μl と見た目で微調整）加えた。Tube を反転させ、軽く混ぜ、同じ向き

で、eppen tube を遠心機にセットして、15000rpm 5min 4℃で遠心分離し

た。ここで、上清を 200μl ピペットで水滴が残らないようにゆっくりと吸

引して回収し、キムワイプ上にひっくり返して 2-3 分置き水切りをした。壁

に残った水滴がある場合は、ひっくり返した状態のままピペットで吸い取り、

ペレットの周りに少し水分が残るくらいで完了とした。最後にこれに 50μl
の蒸留水を入れ、タッピングして完全に溶解させた。ここから、1μl をとり

（液面ギリギリで採取）、59μl の蒸留水と合わせて 60 倍に希釈し吸光度測

定器(BIO-RAD SmartSpec TM で吸光度を測定し RNA 量を測った。（希釈用

1ml eppen tube は、前もって準備し、59μl の蒸留水を入れておく残りの検

体(約 49μl)は、10μl ずつ 1ml eppen tube に小分けし、deep freezer（-80℃）

に入れて凍結保存し cDNA 合成に使用した。 
 
1 – ⑤ – ⅱ cDNA 合成手順： 
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準備品： 
Template RNA 溶液（以前に RNA 抽出し、10μl で-80℃stock しているサ

ンプル）、Omniscript RT Kit (50 検体分) （QIAGEN cat no:205111）、10X 
Buffer RT、 dNTP(Deoxynucleotide triphosphate) Mix(5μM)、蒸留水

（ RNase free water ）、 RNase inhibitor(Roche) 、 Oligo dT 20 
primer(TOYOBO(10μM)、発泡スチロール容器＋氷＋eppen 立て、200μl 
PCR tube×検体数、1.5ml eppen×2 本、0.5 ml PCR tube×検体数 
 
手順： 

あらかじめ、10X Buffer RT、dNTP Mix、Oligo dT 20 primer をフリー

ザーから取り出し、溶解後ボルテックス、spin downする他、DDW(deionized 
distilled water)を 1.5ml eppen に分注し、また、Template RNA(10μl)を氷

上で溶解しておいた。全検体を、蒸留水を加えて希釈し 250μg/ml とし、ま

た、1X Buffer RT を調整し（10X Buffer RT 6μl + DDW 54μl ）、さらにマ

スターミックスを調整した（DDW : 225μl、10X Buffer RT : 45μl、dNTP: 
45μl、Oligo dT 20 primer :45μl の順に混合）。RNase inhibitor をフリーザ

ーから取り出し spin down 後 1X Buffer RT で４倍希釈し（10units/μl）、
22.5μl マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 加 え た 。 次 い で Omniscript Reverse 
Transcriptase をフリーザーから取り出し spin down 後、マスターミックス

に 22.5μl 加えた。軽く（2-3 秒以内）ボルテックスし spin down し、ラベ

リングした各 200μl PCR tube に 27μl ずつ分注し氷上に置いた。各検体を 3
μl ずつ加えふたを閉め、Thermal cycler にセットし、37℃ｘ60 分 ⇒93℃
ｘ5 分 ⇒4℃の条件でｃDNA へ逆転写した。終了後、0.5μl PCR tube に

移し、-20℃で凍結させた。 
 
 
1 – ⑤ – ⅲ primer の設計～プラスミドの作成： 
手順： 

ブラウザー上で Ensemble で目的ｍRNA の exon を選定し、primer3 で

primer を作成した後、NCBI（BLAST）で作成した primer から翻訳され

るタンパクをシュミレーションし確認した。発注した Primer が届いたらリ

アルタイム PCR を行い、primer の動作チェックを行った（DDW7μl＋buffer
（primer mix：BIO-RAD iQ SYBR Green Super mix #170-8880）10μl＋
10 倍希釈 primer（F 1μl、R 1μl）+template cDNA 1μl）。95℃,3min→
95℃,10s→60℃,30s→72℃,30s を 40 サイクル行い、melting curve を確認
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して、産物が単一である事を確認した。続いて pGEM-T easy vector system 
（#A1360：promega）を用い、ベクタープラスミドへ PCR 産物の Ligation
を行った。大腸菌 JM109（TAKARA  #9052）へこれをインサートし、

Lysogeny Broth 培地プレート上で大腸菌を培養した。コロニーをピックア

ップし、M13 primer を使用して（インサート部位の近傍に増幅開始部位が

ある。ベクターに cDNA が入っていればその cDNA が増幅されるように設

計されている）、１コロニーにつき、DDW 8μl＋10×buffer 1μl＋dNTP 0.8μl
＋primer M13F 0.1μl＋primer M13R 0.1μl＋ExTaq 0.05μl：合計 約 10μl
で PCR を行った（ 94℃ ,5min→ 94℃ ,30s→ 55℃ ,30s→ 72℃ ,1min→

72℃,5min を 30 サイクル）。電気泳動により PCR 産物のタンパク量が想定

通りかを確認し、良いコロニーを用いて液体培養で大腸菌を増殖させた

（Lysogeny Brothバッファー内で 37℃,240rpmで振盪培養 12 時間以上）。

得られた菌液を室温 12000rpmで 1分間遠心分離し、ペレットからQIAGEN 

miniprep kit #27106 を用いてプラスミド抽出を行った。最後に、このプラ

スミドを用いてシークエンス PCR を行い（#4336917 Big Dye terminator 
v3.1 cycle sequencing kit）、PCR 産物の塩基配列を確認した。 
 
【作成した primer】 
GAPDH：（NM-008084） 

5-TACACTGAGGACCAGGTTGT  
5-CTGTAGCCGTATTCATTGTC 

IFN-γ：（NM-008337） 
5- GCGTCATTGAATCACACCTG  
5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG 

IL-10：(NM-010548.2) 
5- GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 
5-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

MCP-1：（NM-011333） 
5- TCCCAATGAGTAGGCTGGAG 
5-TCTGGACCCATTCCTTCTTG 

TNF-α：(NM-013693)  
5-ACCCTCACACTCAGATCATC 

5-GAGTAGACGAGTAGACAAGGTACAACCC 
IL-1β：（NM-008361） 

5- GGATGAGGACATGAGCACCT 
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5-AGCTCATATGGGTCCGACAG 
IL-6：（NM-031168） 

5- GAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG 
5-CCACTCCTTCTGTGACTCC 

IL-12-p40 :(NM-008352) 
      5- AGGAGACAGAGGAGGGGTGT 
      5- AATAGCGATCCTGAGCTTGC 
IL-17 :(NM-010552) 

5-CCAGGGAGAGCTTCATCTGT 
5-CTTGGCCTCAGTGTTTGGAC 
 
 

1 – ⑤ – ⅳ RT-PCR： 
準備品（1 検体）： 
プラスミド、プライマーF/R 1μl、cDNA サンプル 2μl、SYBR Green 10μl、
DDW 6μl、LightCycler キャピラリー 
 
手順： 

まず最初に、プラスミド（濃度 10E6～10E1 までの 6 エッペン）、プライ

マーF/R と cDNA を－20℃のフリーザから取り出し、常温解凍してボルテ

ックス、spin down し on ice とした。次に（1 検体あたり）SYBR Green：
10μl＋DDW：6μl＋primer F (10μM)：1μl＋primer R (10μM)：1μl の割合

で Mix を作成し、ほんのわずかにボルテックスし、タッピング、spin down
し on ice とした。続いて、冷蔵庫から Light cycler 用の centrifuge adaptor
を出し、必要本数のキャピラリーをセットし、Mix18μl と検体/プラスミド

ラダー2μl ずつを濃度の薄い検体から添加していった。このときピペッティ

ングして添加物を均一濃度にした後、ふたをし、キャピラリーを 1000 回転

で数秒 spin down した。Light cycler 本体にキャピラリーをセットし PCR
を行った（条件：Denature: 94℃15 分、PCR: 60℃20 秒→72℃30 秒 x40
サイクル。Melting curve: 65℃から 95℃までジワジワと上がる）。 
 

各 mRNA レベル解析を解析し，GAPDH の発現量を 1 として比をとった 
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２、DSS 腸炎腸炎の誘導および DTCM-G による腸炎抑制効果の検討 
 

DSS 腸炎を誘導し、1 日 2 回 20mg/kg または 40mg/kg の DTCM-G を腹

腔内注射によって投与し、腸炎の抑制効果を検討した。評価は、1-10 日目

の DAI、体重減少、血便、下痢の程度、10 日目の腸管長、腸管重、肉眼ス

コア、組織所見、組織所見、組織スコアにより行った。 
 
DSS colitis の誘導 
 
マウス：C57BL/6 雄 8 週 22-24g 

北海道大学大学院医学研究科附属動物実験施設内で，12h 毎の明暗サイク

ル下、気温 25℃湿度 55%で、病原体より隔離された状態で管理した。１ゲ

―ジ３匹とし、餌（Oriental Yeast Co.,Itd）投与と給水口からの給水下に

飼育した。 
                                      
DTCM-G： 

DTCM-G 原末を DMSO(Dimethyl sμlfoxide)に溶解し

0.5%CMC(carboxymethyl cellμlose)溶液で 25 倍希釈した。(DMSO4%) 
十分に加温・溶解し、超音波で粉砕・撹拌し使用した 
 
準備物品： 
Isoflurene、カプセル、麻酔用瓶・小瓶 、体重計、便潜血シート 
 
手順： 

あらかじめ、8 w 22-24 g male C57BL/6 を仕入れ、6 匹飼い、明暗 12 時

間サイクル 23℃下に 1 週間前から予備飼育しておいた。3 日前から 1 匹飼

いとし、給水瓶（water 用、DSS 用）、cage を確保した。給水瓶名前ラベル、

cage ラベルを作成し、滅菌瓶に滅菌 RO 水を準備した。3％（w/w）DSS は、

前日夕に作り常温保存した（DSS 粉末は変質吸湿しやすいので使用までの

保存には、遮光除湿に注意した）。また、前日、前々日からマウスの体重測

定を行った。実験初日にマウスのグループ分けを行い、体重変動の小さいも

のをできるだけ vehicle 群に割り当てた。カテーテルチップで 3％（w/w）

DSS を 60ml ずつ給水瓶に入れ準備した。治療薬（20,40mg/kgDTCM-G
または vehicle）を投与しこれに引き続き DSS 飲水を開始した（当日 20 時

から）。連日、1 日 2 回の治療薬投与をおこない、毎朝クリニカルスコアチ
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ェックを行った。5 日目朝-夕に vehicle 群で全例が血便やや下痢となったら

DSS 飲水を water 飲水に変えた。10 日目朝分の投薬後、マウスを犠牲死さ

せ、腸の長さ、重さをチェックした。腸管を長軸方向に 2 分し、1 片は

proximal、meddle、distal に分け組織に提出した。もう１片は、洗浄後、

水分を拭き取り、セラムチューブに入れて液体窒素で冷却後保存した。 
 
評価：以下の項目を評価した 

• DAI （day1-10） 
• Histological score   
• 腸管長、腸管重 (上行結腸から直腸までで評価) 

 
札幌総合病理研究所にて，HE 染色しを施行し，病理医により盲検法を用い

て、組織の炎症評価を行った。スコアリングは下記の基準に従った 269。 
 
① Inflammation Severity  

0: none, 1: mild, 2: moderate, and 3: severe 
② Inflammation Extent  

0: none; 1: mucosa, 2: mucosa and submucosa, 3: transmural 
② Crypt Damage  

0: none 
1: one-third of the basal tissue is damaged 
2: two-thirds of the basal tissue is damaged 
3: only the surface epithelium is intact 
4: the entire crypt and epithelium is lost 

③ The Percentage involved in the Μlcer or Erosion  
1:<1 %, 2: 1–15 %, 3:16–30 %, 4: 31–45 %, and 5: 46–100 %  
 

severity, extent, and crypt damage の各スコアに percentage スコアをか

けて足したものを最終スコアとした 
(文献 361 より引用) 
 
 
3、RAW cell を用いた in vitro 実験 
 

RAW264.7 細胞株に各濃度の DTCM-G を投与の上で 8 時間培養し
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MTT(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromid) 
assay を行って、DTCM-G の毒性を評価した。また、TNFα、IL-6 産生抑

制効果を検討する為、各濃度の DTCM-G を投与し 2 時間後に LPS で刺激

し、8 時間培養の上、上清中の TNFα、IL-6 量を ELISA(Enzyme-linked 
immuno-sorbent assay)法を用いて評価した。更に、DTCM-G の作用機序

を解析する為、DTCM-G を投与し 2 時間後に、LPS で刺激し 0 分 5 分 15
分後 45 分後のタイミングで細胞を回収し、タンパクを抽出して AKT 経路

（PDK1、AKT、c-Raf、p70S6K、GSK-3β）のリン酸化の程度を western blot
法を用いて行った。 
 
３ – ①  MTT アッセイ 
準備品： 
100mmDISH、0.5%FCS(fetal calf serum)入り DMEM(Dμlbecco's Modified 
Eagle Medium)、10%FCS 入り DMEM、96well plate、 
DTCM-G/0.04％DMSO、5mg/mlMTT 
 
手順： 

RAW cell をコンフルエントになるまで培養し、100mm dish の培地を

0.5%FCS 入り DMEM へ変更し、24 時間 starvation した。次に 100mm dish
を 10 または 0.5%FCS 入り DMEM へ戻し、細胞を回収し、96well plate
へ 1x104cells/100µL/well ずつ播種し直した。2 時間の incubation 後、

0-40µg/ml の DTCM-G(100µL/well)を播種し 4 時間培養した。MTT 
(5mg/ml)を 20 μl 追加し、4 時間培養後、上清を全て吸引し、DMSO 100 μl
追加した。570nm の吸光度を測定し、細胞の viability を評価した。 
 
 
３ – ②  ELISA 
準備品： 
100mmDISH、0.5%FCS 入り DMEM、96well plate、DTCM-G/0.04％DMSO、

LPS(20ug/ml) 、 Plate 、 ELISA set: Capture & Detection Ab, 
HRP-Streptavidin 
 
手順： 

RAW cell をコンフルエントになるまで培養し、100mm dish の培地を

0.5%FCS 入り DMEM へ変更し、24 時間 starvation した。次に 100mm dish
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を 10%FCS 入り DMEM へ戻し、細胞を回収し、 96well plate へ

1x104cells/100µL/well ずつ播種し直した。 2 時間の incubation 後、

0-20µg/ml DTCM-G(100µL/well) を播種 し 2 時間培養した。ここへ

LPS(20μg/ml)を 10 μl 追加し（最終濃度 1μg/ml）、8 時間培養し上清を 50μl
ずつ回収した。 一方、ELISA アッセイの準備として前日に Capture Ab を

Coating buffer で希釈し，100 μl/well で Precoat し、シールをして一晩冷

蔵しておいた。当日、シールを温めてから剥がし、室温の Wash buffer (1x 
PBS containing 0.05% tween-20) 200 μl/well で 3 回洗浄し、排液後にキム

タオルの上で優しく叩いた。3 回目の液を捨てる前に Assay Diluent を用意

し、捨てた後に、100 μl/well で blocking し、シールを貼り直し，1 時間室

温に静置した。（この間にサンプル、スタンダードの調整を行った）。1 時間

後、シールを剥がし、液を捨て、Wash buffer で一回洗浄し、キムタオルの

上で優しく叩いた。その後、Standard, Sample をそれぞれ 100 μl/well で
まき、シールをして 2 時間室温で静置した。シールを剥がし，液をすて，

Wash buffer で 3 回洗浄した。続いて、Assay Diluent で Capture Ab と

HRP-Streptavidine をそれぞれ 250 倍希釈し、よく混ぜて、100 μl/well で
まき、シールをし、1 時間室温で静置した。1 時間後、シールを剥がし、液

を捨て、3 回洗浄を行った。3 回目は振盪機で振盪させ、その間に、Reagent 
buffer を A: B (1:1)で調整した。その後 1 回洗浄後、Reagent buffer を 100 
μl/well でまいた。約 10～20 分間反応させ、サンプルの色が変わってきた

時点で反応を止めた。Stop solution は，2N の H2SO4 を 50 μl/well 注入し

た。吸光度測定器で測定しサイトカイン濃度を測定した。 
 
 
３ – ③  western blot 
 
３ – ③ – ⅰ タンパクの抽出： 
準備品： 
RAW264.7 18dish＋予備、Cell wiper 18 本、回収用エッペン 18 本、保

存用エッペン 18×XXX 本、10%FCS＋Ab 入り DMEM200ml、0.5%FCS＋
抗生剤入り DMEM200ml、DMSO 5ml、100mg/mlDMSO DTCM/0.04％
DMSO 30μl、PBS 60ml、RIPA(Radio-Immunoprecipitation Assay)バ
ッ フ ァ ー +3I  2000μl+60μl 、 2mg/ml  LPS  200μl 、 Pierce 
BCA(bicinchoninic acid) protain assay kit 
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手順： 
RAW cell をコンフルエントになるまで培養し、100mm dish の培地を

0.5%FCS 入り DMEM へ変更し、24 時間 starvation した。次に 100mm dish
を 10%FCS 入り DMEM へ戻し、細胞を回収し、 96well plate へ

1x104cells/100µL/well ずつ播種し直した。 2 時間の incubation 後、

0-20µg/ml DTCM-G(100µL/well) を播種 し 2 時間培養した。ここへ

LPS(20ug/ml)を 10 μl 追加し（最終濃度 1μg/ml）、0/5/15/45 分のタイミン

グで検体を処理した。各 dish を PBS3ml で 3 回ずつ洗浄し、しっかり水切

りし-80℃で保存した。アッセイ時は、これに RIPA＋3×inhibitor 100μl
を入れ、cell wiper で回収した。Sonication を 1-2 秒行い、4℃で 5 分間

incubate した。4℃、14999rpm で 15 分間遠心分離し、上清を予冷した別

のマイクロチューブに 40μl ずつ回収後攪拌し、10μl ずつ保存した。続い

て BCA protein assay にて濃度測定を行った。Working Reagent を調整

した後（A20ml＋B400μl）、10 倍希釈したサンプル 25μl/well（Tripricate）、
スタンダード 25μl/well （duplicate）をプレートに入れた。Working 
Reagent を 200μl ずつ添加し、37 度で 30 分 incubate した。吸光度測定（562 
nm )を行いタンパク濃度を測定した。 
 
 
３ – ③ – ⅱ Western Blot： 
 
準備品： 
サンプル、10x Tris/Glycine/SDS、miliQ、メスシリンダー、 ミニプロティ

アン TGX ゲル 10% 10well、電極、泳動槽、iBlot Transfer Stacks(PVDF)、
10x TBS(Tris Buffered Saline)、Tween20、スキムミルク、BSA(Bovine 
serum albumin) fraction V、１次抗体、２次抗体、Super Signal West Dura 
extended duration chemiluminescentsubstrate (Thermo Fisher 
Scientific) 
 
使用抗体： 

PDK1 
phospho-PDK1 (serine 241; C49H2) 
AKT 
phospho-AKT (serine 473; D9E) 
phospho- AKT (threonine 308; C31E5E) 
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c-Raf 
phospho-c-Raf （serine 259） 
p70S6K 
phospho-p70S6K (threonine 421/serine 424) 
GSK-3β (27C10) 
phospho-GSK-3β(serine 9; D85E2) 
GAPDH (14C10) 
すべて Cell Signaling Technology Japan K.K., Tokyo, Japan 

 
手順： 

まず、4mg/ml になるよう Sample を調整した。 Sample buffer 11μl と
Sample11μl をマイクロチューブで混合（20μl アプライの場合）し、スピン

ダウンし、キャップを付けて 100℃で 3 分間ボイルし、スピンダウンした。

1000ml のメスシリンダーに泳動バッファー（100ml 10x 
Tris/Glycine/SDS＋900ml miliQ）を準備し、また、ゲルを袋から出し、

脱イオン水で軽く洗い、緑の絶縁テープをとり準備した。ゲルをゲル板にセ

ットし、、電極、泳動槽の準備を行った。ウェルの中をフラッシュした後に、

スタンダード及び Sample を 20μl ずつアプライした。続いて、Stacking 
50V 30 分、Running  100V120 分の条件で電気泳動を行った。 ゲルを

カセットから取り出し、well を切った後、メンブレン上に手でゲルを移し、

その上に iBlot ろ紙（脱イオン水に浸しておく）を乗せ、ブロッティングロ

ーラーを用いて気泡を除いた。電極面を上にして、陰極スタックを乗せ、ブ

ロッティングローラーで気泡を除き、P-3 の条件で 7 分間ブロッティングを

行った。ボールペンでメンブレンにネーミングし、カッターでいらないレー

ンを切った。続いて、450ml miliQ ＋50ml 10x TBS＋500μl Tween20 で

TBS-T を作成し、20ml の TBS-T＋1g のスキムミルクを用い、37℃で 1 時

間ブロッキング を行った。TBS-T で 5 分間 x3 回の 洗浄を行った後、一次

抗体（量は抗体の添付文書に従う）＋10ml TBS-T+ 0.5g BSA fraction V
を用いて 4℃overnight 振盪下の条件で一次抗体反応を行った。その後、再

度 TBS-T で 5 分間ｘ3 回の洗浄を行い、1 μl の二次抗体＋10 ml TBS-T を

用いて室温，振盪，1 時間の二次抗体反応を行った。TBS-T で 5 分間ｘ3 回

の洗浄を行った後、West Dura（Solution A：B=1:1）で反応させ、検出を

行った。West Dura を均一にまいた後、5 分間室温でインキュベーションし、

ChemiDoc TM MP System, Bio-Rad Laboratories で信号を検出した。 
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4、統計学的解析 

・ 測定結果は，平均値 ± 標準誤差、或いは，標準偏差で標記した 
・ 全ての統計学的処理は，StatView J-5.0 (Abacus Concept, 

Berkeley, CA, USA)を用いて計算した． 
・ p value < 0.05 の場合を統計学的に有意差ありと判定した 
・ 独立した 2 群間の比較検討には，Student’s t-test を使用した． 
・ LPMC、MTT アッセイ、ELISA によるサイトカインの評価は

one-way analysis of variance に よ り 比 較 し Bonferroni 
correction で補正した 

・ 体重変化、 DAI の変化は repeated measures analysis of 
variance により比較し Bonferroni correction で補正した 
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実験結果 
 
１、 TNBS 腸炎の腸炎抑制効果検討  
1 － ① TNBS 腸炎のモデルの確立： 

雄 BALB/c マウス（8 週齢、24-26g）に 150μl の TNBS 溶液(50%Eth-OH)
を作成し、これを注腸して TNBS 腸炎を誘発した。TNBS 量は 1.0mg から

2.5mg までで比較し、炎症が全検体に腸炎が均一かつ確実に誘導され、十

分な生存が得られる 1.5mg を採用した。このモデルにおいて、臨床症状の

経過を検討し、4 日目以降炎症が終息傾向となる為（Fig. 1）、DTCM-G の

腸炎抑制効果の検討においては、4 日間の臨床経過と 4 日目の検体評価によ

って行った。 

 
 
Fig.1 （TNBS 腸炎の自然経過） 

TNBS1.5mg/50%Eth（150μL）を注腸し、その後 7 日間、体重減少、下痢、血

便をスコアリングし評価した。DAI は 4 日目以降急激に軽快し、体重も 4 日目以

降軽快の傾向を認めた。（n=6 mean ± standard deviation） 

 
1 – ② TNBS 腸炎の腸炎抑制効果検討： 

雄 BALB/c マウス（8 週齢、24-26g）に TNBS1.5mg/body(50%Eht)を注

腸して TNBS 腸炎を誘発し、4 日間経過を観察した。治療群は DTCM-G40 
mg/kg、Vehicle control は同量の 3%DMSO を含む 0.5%CMC 溶液を 1 日に

2 回、連日腹腔内投与にて行った。臨床スコアとして、血便・下痢・体重減

少からなる DAI(disease activity index)を観察期間中連日評価した。４病日

において、マウスを犠牲死させ、腸閉塞の有無、大腸長、肉眼的な大腸炎の

程度・組織学的傷害の程度 MPO による好中球浸潤量の評価を評価した。

TNBS は、下痢、体重減少を主徴とする腸炎を誘発した。これに対し、
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DTCM-G 40 mg/kg 投与は、腸炎導入後 4 日目の体重減少を抑制し、2-4 日

目の DAI スコアを改善させた。また、DTCM-G は、4 日目において腸炎範

囲を評価した肉眼スコアを有意に改善させ、腸管短縮抑制効果、腸閉塞抑制

効果を認めた（Fig.2）。 

 
Fig.2（DTCM-G は TNBS 腸炎を抑制する） 

TNBS1.5mg/50%Eth（150μL）を注腸し、（A）体重減少、（B）DAI、（C）大

腸閉塞の頻度、（D）肉眼スコア、（E）腸管長において有意な軽快をみとめた。（n=6、
mean ± standard error of the mean、*；p<0.05、¶；p<0.0167） 
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また、4 日目の検体を病理組織学的に評価すると、無治療群で腸管全層に

わたる著明な炎症細胞浸潤と腸管の浮腫状変化が特徴的であったが、

DTCM-G は有意に炎症細胞浸潤を抑制し、組織スコアも改善させた（Fig.3）。
また、MPO に対する免疫染色を行い腸炎 2 日目、4 日目の好中球浸潤数を

定量すると、2 日目、4 日目いずれにおいても、DTCM－G は好中球の浸潤

数有意に減らした。また、4 日目における腸管組織をホモジネートし MPO
活性を評価すると DTCM-G は、これも有意に抑制した（Fig.3）。 

Fig.3（DTCM-G は TNBS 腸炎の組織像を軽快させ、好中球浸潤を抑制する） 
4 日目の大腸組織（HE 染色、40 倍、（A）Viecle、（B）DTCM-G）において組

織障害および炎症細胞の浸潤を有意に抑制していた。MPO 免疫染色により 2 日

目、4 日目の浸潤好中球数を、もっとも浸潤の多い視野 2 カ所において 200 倍の
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視野内の好中球数をカウントし、有意な好中球浸潤の軽快をみとめた（（D）2 日

目 4 日目および腸炎導入前の MPO 染色像。上段 40 倍、下段 200 倍。（E）カウ

ント数。n=4、mean ± standard error of the mean、*；p<0.05）ホモジネート

した 4 日目腸管組織の MPO 活性を評価すると有意な軽快がみられた（n=4、mean 
± standard error of the mean、¶；p<0.0167）。 

 

1 – ③ DTCM-G の大腸粘膜単核球（LPMC）浸潤抑制効果の検討： 
また、腸管標本の免疫組織化学染色により浸潤大腸粘膜単核球の種類・程

度を 2、4 病日にて経時的に評価した。無治療群において LPMC は 2 日目

に増加し 4 日目に減少していた。F4/80 陽性細胞が LPMC の大半を占めて

いたが、2 病日に著明に増加し、4 病日に減少していた。これに対し DTCM-G
は 2 病日の F4/80 陽性細胞の浸潤を有意に減少させていた。CD4 陽性細胞

も同様に、2 病日で増加し、4 病日に減少していた。DTCM-G は 2 病日の

CD4 陽性細胞の浸潤を有意に減少させていた。一方、CD8 陽性細胞は増加

することなく経過し DTCM-G 投与においてもこれに影響を与えなかった。

(Fig.4A-C)  
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Fig4.（DTCM-G は LPMC の浸潤を抑制する：免疫染色） 
（A）抗 F4/80 抗体、（B）抗 CD4 抗体、（C）抗 CD8 抗体で大腸組織を染色し、

腸炎導入前、2 日目、4 日目の陽性細胞数を、もっとも浸潤の多い視野 2 カ所に

おいて 200 倍の視野内の好中球数をカウントし、有意な F4/80 陽性細胞/CD4 陽

性細胞浸潤の軽快をみとめた（上段 40 倍、下段 200 倍。カウント数；n=4、mean 
± standard error of the mean、*；p<0.05） 

 
また、腸管から LPMC を単離し、抗 CD11b 抗体、CD4 抗体、CD8 抗体

で染色し FACS を用いて pheno-type を評価した所、全体に占める CD11b
細胞の割合、リンパ球に占める CD4,CD8 陽性細胞の割合に有意な変化を認

めなかったが、収量個数で比較すると、CD11b 陽性細胞は TNBS 腸炎誘導

により増加し、DTCM-G はそれを有意に減少させた。CD4 陽性細胞も同様

に TNBS 腸炎誘導により増加し、DTCM-G はそれを減少させた。CD8 陽性

細胞に関しては有意な変化を認めなかった。(Fig.5) 

Fig5.（DTCM-G は LPMC の浸潤を抑制する：単離 LPMC） 
2 日目における大腸組織から LPMC を単離し、（A,B)抗 CD11b、（C,D）抗 CD4、

A B 

C D 

E
 

F 
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（E、F）抗 CD8 抗体で染色しフローサイトメトリーで陽性細胞の収量（A,C,E）

と割合（B,D,F）を、腸炎未導入、vehicle 群、DTCM-G 投与群で比較し、CD11b
の収量においての有意差を認めた。(mean ± standard deviation。N=4、p＜
0.0167 vs. the vehicle-only control mice) 
 
 

1 – ④ DTCM-G の大腸組織における炎症性因子産生抑制効果の検討： 
上記結果において 2 病日における LPMC の浸潤抑制効果が示され為、2

病日における組織中炎症性サイトカインの mRNA 定量評価を RT-PCR によ

り行ったところ、腸炎によって亢進した TNF-α、IL-6、MCP-1 の mRNA
発現を DTCM-G は有意に抑制していた。(Fig.6) 

 
  Fig.6（DTCM-G は炎症性サイトカイン mRNA 産生を抑制する） 
   2 日目の大腸組織から mRNA を抽出し、（A）IFN-γ、（B）TNF-α、（C）IL-1

β、（D）IL-6、（E）MCP-1、（F）IL-10 の発現量を評価した。結果は glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の発現量により補正し、非腸炎での発

現量を１として比較した。（mean ± standard error of the mean。Duplication of 
8 mice/group ;*p<0.05 vs. the vehicle-injected control mice) 

 
以上より、DTCM-G は TMBS-腸炎の抑制効果を認め、マクロファージお

よび CD4 陽性 T リンパ球の浸潤を抑制し、またそれに伴う炎症性サイトカ

インの産生を抑制することが分かった。 
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2、DSS 腸炎の腸炎抑制効果検討 
次に、DTCM-G が他のモデルにおいても同様に腸炎抑制効果を示すかど

うか調べるために DSS 腸炎における腸炎抑制効果を検討した。雄 C57BL/6
マウス（8 週齢、22-25g）に 3%DSS を 5 日間(day0-5)自由飲水させて大腸

炎を誘発させ、その後 5 日間通常の水を飲水させて継続する炎症経過を観

察した。治療群へは DTCM-G 40 mg/kg、Vehicle control へは同量の

4%DMSO を含む 0.5%CMC 溶液を 1 日に 2 回、連日腹腔内投与した。腸炎

の経過は DAI のスコアリングを行い評価した。両群とも 10 日目に犠牲死さ

せ、大腸組織を採取し、組織診において、腸管の傷害度を評価した。これに

対して DTCM-G は 7-10 日目の体重減少、6-10 日目の DIA を容量依存性に

軽減させ、40 mg/kg 投与群は、組織像、組織スコアでも有意な腸炎抑制

効果を認めた。（Fig.7） 

 
Fig.7（DTCM-G は DSS 腸炎を抑制する） 

3%DSS 水溶液を 5 日間内服させた。20mg/kg、40mg/kg の DTCM-G を 1 日 2
回腹腔内投与し、10 日目まで観察した。（A）体重減少、（B）DAI で評価すると、

容量依存性に腸炎の抑制効果を認めた。10 日目の検体において、（D）40mg/kg
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の DTCM-G 投与は（C）コントロール群に比較して著名に組織像を改善させ、（E）

組織スコアにおいても有意な軽快をみとめた。（n=6、mean ± standard error of 
the mean、*；p<0.057） 

 
3、腸炎抑制機序の検討 
3 – ① 単離 LPMC 中の CD4 陽性細胞の増殖能および phenotype 評価： 

以上のように２つのマウス IBD モデルで DTCM-G が著名な腸炎抑制効

果を示したため、その作用機序の解明を試みた。まず、TNBS 腸炎は、TNBS
と結合した自己組織に反応する CD4 陽性細胞が多クローン性に増殖するこ

とで誘発される腸炎とされる事、DTCM-G が Tcell の増殖と IFN-γ産生を

抑制する効果を有する事から、DTCM-G が LPMC 中の CD4 陽性細胞の増

殖を抑制したのではないかと仮説をたてた。そこで、単離 LPMC に

concanavalin A を添加して増殖能を評価した。しかしながら、2 病日目の

LPMC において DTCM-G の増殖抑制効果を認めなかった(Fig.7)。評価時期

の問題や単離操作による問題を考え 1 病日の LPMC や腸間膜リンパ節のリ

ンパ球でも同様の評価を行ったが DTCM-G の増殖抑制効果を認めなかった

(Fig.8)。また、CD4 陽性細胞の中で Th1 の割合減少や Treg の割合増加の

可能性を考え、CD4 陽性 t-bet(T-box transcription factor)陽性細胞、CD4
陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞の割合を評価したが、有意な変化を認めな

かった(Fig.9)。 
 

 
  
  Fig.8（DTCM-G は単離した腸管粘膜/腸間膜リンパ節リンパ球の増殖を抑制しな

い） 
   1 日目または 2 日目における腸管粘膜、腸間膜リンパ節のリンパ球を単離し、

10 万個のリンパ球に対して 2 μg/ml の concanavalin A で刺激した。ペニシリン

100u/ml、ストレプトマイシン 100μg/ml、10%FBS、50μM2-mercaptoethanol
を添加した RPMI1640 培地で 37℃5%CO2 下に 48 時間培養し、測定 8 時間前に
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3H-thymidine (1 μCi/well)を添加し β-counter (Perkin Elmer; Boston, MA)で
3H-thymidine 取り込み量を測定した。しかしながら、DTCM-G による増殖抑制

効果を示すことができなかった。 

 
 

 
  Fig.9（DTCM-G は LPMC におけるの Th1、Treg 誘導に影響を与えない） 

2 日目における単離 LPMC を抗 CD4/T-bet 抗体（上段 n=3 mean ± standard 

deviation）、抗 CD4/CD25/Foxp3 抗体（下段 n=5 mean ± standard deviation）

で染色しフローサイトメトリーで陽性細胞の割合を、腸炎未導入、vehicle 群、

DTCM-G 投与群で比較したが有意差を認めなかった。 

 
 
3 – ② RAW264.7 細胞を用いた抗炎症作用の検討および作用機序解析： 

次に、他に可能性のある腸炎抑制機序として、DTCM-G がマクロファー

ジの活性化を抑制したのではないかと仮説を立てた。マクロファージにおけ

る DTCM-G の作用を検討するため RAW264.7 細胞株を用いた。

0.04%DMSO で溶解した 0-20μg/ml DTCM-G に 2 時間暴露させた後、１

μg/ml の LPS で刺激し、8 時間後の RAW264.7 細胞株の viability を評価

すると 10mg/ml 以下の DTCM-G では、viability の低下はみられなかった。

次に 0.04%DMSO で溶解した 7.5μg/ml の DTCM-Gに 2時間暴露させた後、

１μg/ml の LPS で刺激し、24 時間後の培養上清を採取した。上清中の炎症

性サイトカインを、ELISA 法を用いて定量評価し、対照群（0.04%DMSO）

と比較した。DTCM-G は LPS 刺激による IL-6、TNF-α の産生を有意に抑
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制した。（Fig.9） 

 
  Fig.9（DTCM-G は RAW264.7 細胞株の LPS 刺激に対する IL-6、TNF-α産生を

抑制する） 
（A） RAW264.7 細胞株に 0-20μg/ml の DTCM-G を 2 時間投与の上 
1μg/ml の LPS で刺激し 8 時間培養して MTT を加え 4 時間後の吸光度（570nm）

を測定した。10μg/ml 以下の濃度では毒性を及ぼさない事がわかった。(mean ± 
standard error of the mean from three independent experiments *p＜0.0018 
vs.the dimethyl sμlfoxide [DMSO]-only treated cells).（B） 0-10mg/ml の

DTCM-G を投与し 2 時間後に 1μg/ml LPS で刺激し、8 時間培養の上、上清中の

TNFα、IL-6 量を ELISA 法を用いて評価した。DTCM-G は容量依存性に TNFα、

IL-6 産生を抑制した。 (mean ± standard error of the mean from three 
independent experiments *p＜0.0023 vs.the DMSO-only treated cells). 
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このように DTCM－G は LPS 刺激に対するマクロファージの活性化を抑

制する事が示された。Primary Tcell において、DTCM-G は AKT の下流で

ある p70S6K のリン酸化を抑制することが示されている。そこで、

RAW264.7 細胞おいても AKT を中心とするカスケードが DTCM-G の作用

機序に関わるのではないかと考え、RAW264.7 細胞を 0.04%DMSO で溶解

した 7.5μg/mlの DTCM-Gに 2時間暴露させた後、1μg/mlの LPSで刺激し、

0-45 分の間の AKT カスケードにおけるリン酸化の変化と DTCM-G がそれ

に及ぼす作用に関し検討した。LPS刺激によりPDK1、AKT、GSK-3β、c-Raf、
p70S6K ともリン酸化が亢進した。これに対し DTCM-G は PDK1、c-Raf、
p70S6K のリン酸化に影響を与えず、AKT のリン酸化を抑制した一方、そ

の下流の GSK-3β のリン酸化は亢進させていた。（Fig.10） 

 
  Fig.10（DTCM-G は AKT のリン酸化を抑制し GSK-3β のリン酸化を亢進させた）

（A）7.5mg/ml の DTCM-G を投与し 2 時間後に 1μg/ml LPS で刺激し、0-45
分後に細胞を回収しタンパクを抽出して、PDK1（S241）、AKT（S473）、GSK3β
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（S9）、c-Raf（S259）、P70S6K（T421/S424）のリン酸化の程度を比較した。（B）

各全タンパク量に対するリン酸化タンパク量比を、未刺激細胞における値を１

として換算し比較した。(mean ± standard error of the mean from three 
independent experiments *p＜0.05). 

 
 

 
  Fig.11 PI3K（Phosphoinositide 3-kinase）-AKT-GSK3 経路のシェーマ 
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考察 
潰瘍性大腸炎・クローン病に代表される慢性炎症性腸疾患（IBD）は、1980

年代以降著明に漸増している難治性疾患である。近年、アミノサリチル酸製

剤（5-ASA）、ステロイドに加え免疫抑制剤・抗 TNFα 抗体の使用により治

療成績が向上しているが、未だ難治性であり更なる治療法の開発が望まれる。

IBD の原因は未解明であるが、遺伝的因子と環境的因子が組み合わさって

引き起こされるとされ、その病態は T 細胞の無秩序な増殖、マクロファー

ジなどから産生される過剰な炎症性サイトカインによる炎症波及が特徴と

される。一方、新規抗炎症薬 DTCM-G は抗菌薬 9-methylstreptimide の誘

導体で 355Da の低分子薬である 260。DTCM-G は RAW264.7 細胞株におい

て、LPS 刺激による NF-κB の誘導は阻害しないものの、AP-1 の誘導を抑

制し、NO や COX2 の産生を抑制する事が知られる 260。また、primary T
細胞において mTOR 経路の抑制により細胞周期の進展を抑制し、増殖を抑

制する 262。また、マウス同種心移植モデルにおいて生存率を上げる事が分

かっている 262。我々は、マクロファージの活性化抑制作用と T 細胞の増殖

抑制作用を併せ持つ DTCM-G が、IBD 治療において切望される、より効

果的な治療薬となり得る可能性を考え、その臨床応用にむけて、マウスを用

いた２つの IBD モデルでの DTCM-G の腸炎抑制効果について検討した。 
 
TNBS 腸炎は、1989 年 Morris らによりラットの慢性大腸炎モデルとし

て発表され 270、1995 年 Neurath らがマウスでの導入を報告した 84。TNBS
と伴に注腸されるエタノールが腸管粘膜を障害し、TNBS が腸管粘膜内に

浸透する。TNBS は、自己組織と結合して抗原性を発揮し、Th1 に誘導さ

れる遅延過敏反応を誘導するハプテンであり、TNBS 腸炎においては、腸

管由来組織がハプテン化され、Th1 に誘導される CD 類似の特徴を有する

IBD モデルが誘導される 271。このモデルでは、下痢、体重減少を主徴とす

る腸炎が誘発され、炎症のピークである 4 日目において評価すると、炎症

部腸管の全周性腸壁肥厚による腸閉塞を高率に認め、腸管は短縮していた。

炎症部位は近位大腸中心にあり、炎症部腸管は発赤し壁肥厚および潰瘍形成

を伴っていた。また組織像においては、腸管全層にわたる著明な炎症細胞浸

潤と浮腫状変化が特徴的で、ホモジネートした腸管組織では MPO 活性が著

明に上昇していた。DTCM-G はこのモデルに対し、体重減少、下痢、血便

の程度、腸閉塞の頻度、腸炎の肉眼所見や MPO 活性、組織学的所見におい

て明らかな腸炎抑制効果を示した。El-Salhy らもまた、Wistar rat にお

ける TNBS 腸炎で、DTCM-G が内視鏡像、検体の肉眼所見、組織所見で評
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価して著明な腸炎抑制効果を示した事を報告している 272。 
一方、DSS 腸炎は、DSS を含む水をマウスに飲水させることで腸炎を発

症させる。DSS はムコ多糖の一種で，腸粘膜上皮障害を起こす。粘膜バリ

ア障害の結果、DSS は粘膜下層に達し抗原提示細胞に貪食される。これに

より活性化した抗原提示細胞が T 細胞活性化を引き起こし、UC の特徴を有

する IBD モデルが誘導される 273。体重減少、下痢、血便を主徴とする腸炎

が誘導され、炎症のピークである 10 日目の組織像では、粘膜障害と粘膜下

層を中心とする炎症細胞浸潤の像を呈した。DTCM-G はこのモデルに対し

ても、体重減少、下痢、血便の程度、組織学的所見において、明らかな腸炎

抑制効果を示した。以上のように２つのマウス IBD モデルにおける著明な

DTCM-G の腸炎抑制効果が示された。 
 
次に DTCM-G の腸炎抑制のメカニズムを TNBS 腸炎用いて解析した。ま

ず、免疫染色を用いた組織診で、腸炎の構成細胞について評価した。時系列

評価を行うと、F4/80 陽性マクロファージと CD4 陽性 T 細胞は 2 日目に最

も多く、4 日目には減少傾向にある特徴を認めた。マクロファージと CD４

陽性 T 細胞の増加が臨床的な炎症のピークにむけて平行して増加する点は

過去の報告どおりであった 274,275。また、Palman らの報告同様、好中球も

遅れて徐々に増加し、4 日目に最も多くなった 276。これに対して DTCM-G
は、2 日目のマクロファージ、CD4 陽性 T 細胞、好中球の浸潤を抑制し、4
日目においても好中球浸潤を有意に抑制していた。また、2 日目においては、

LPMC を単離し構成細胞を検討した。LPMC に対する CD11b 陽性マクロフ

ァージ、リンパ球に対する CD4 陽性細胞の割合は、腸炎でともに増加した

が、DTCM-G による有意な割合の変化は来さなかった。しかしながら、収

量で評価すると CD11b 陽性マクロファージや CD4 陽性 T 細胞は腸炎で著

明に増加し、DTCM-G はこれを減少させた。以上より、マクロファージ、

CD4 陽性 T 細胞の浸潤抑制が DTCM-G の腸炎抑制効果の機序に関連して

いると考えた。4 日目の好中球浸潤抑制に関してはその結果として誘導され

るのではないかと考えた。 
 

次に、マクロファージや T 細胞の浸潤抑制効果がはっきりしていた 2 日

目において、腸管組織中の炎症性サイトカイン/ケモカインの mRNA 発現量

を解析した。Th1 を反映する IFN-γ に加え、マクロファージなどから産生

され IBD の病勢に反映するサイトカインで、モノサイトや T 細胞のアポト

ーシスを抑制し炎症を遷延させる TNF-α、IL-6 のｍRNA 発現を評価した
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187,188,198,199。他、IBD における腸管マクロファージから放出される IL-1β191、

抗炎症性サイトカイン IL-10、マクロファージなどの遊走に重要な役割を果

たす MCP-1209,210 を評価した。RT-PCR で評価すると、過去の報告通り腸

管内の TNF-α、IL-6、MCP-1、IL-1β、IL-10、IFN-γ のサイトカイン mRNA
発現は増加していた。他に IBD の病態に関連する IL-12p4084,86、IL-17105,109

のｍRNA 発現も評価を試みたが、対照群での mRNA 増加を証明できなかっ

た。一方、DTCM-G 投与は TNF-α、IL-6、MCP-1 の発現を有意に抑制し、

IFN-γ の発現も抑制していた。これは、DTCM-G はマクロファージおよび

CD4 陽性細胞の浸潤を抑制した事を反映した結果だと考えられた。あるい

は、浸潤のみならず炎症細胞の活性化を抑制し、炎症性サイトカインの産生

を抑制して腸炎を抑制している事が考えられた。 
  

TNBS 腸炎は、TNBS と結合した自己組織に反応する CD4 陽性細胞が多

クローン性に増殖することで誘発される腸炎とされる事 270、DTCM-G がマ

ウスの primary Tcell の増殖と IFN-γ 産生を抑制する効果を有する事 262、

マウスの同種心移植モデルで生存率を改善させる事から 262、DTCM-G が

LPMC 中の CD4 陽性細胞の増殖を抑制し腸炎を抑制する機序が DTCM-G
の主作用なのではないかと仮説をたてた。そこで、単離 LPMC に

concanavalin A を添加して 2 日目 LPMC 中の CD4 陽性細胞の増殖能を評

価した。しかしながら、対照群の増殖能は非腸炎導入マウスの LPMC より

も低く、DTCM-G 投与群では増殖能はむしろ亢進していた。腸炎の経過に

おいて 2 日目は LPMC 数増加のピークであり、この時の T 細胞の増殖能自

体はピークアウトしているのでないかと考え、評価タイミングがの変更を考

慮した。そこで腸炎 1 日目の LPMC で同様の評価を行ったが、結果は同じ

であった。更に、LPMC の単離操作によるリンパ球の viability 低下やリン

パ球の純正さの問題を排除するため、腸間膜リンパ節のリンパ球を単離し、

増殖能を評価したが、やはり対照群の増殖能が最も低く、DTCM-G 群では

対照群より増殖能が亢進していた。この所見から、大腸の単離 LPMC では、

DTCM-G は CD4 陽性細胞の増殖を抑制しないと解釈される。しかしながら、

TNBS 腸炎における LPMC/腸間膜リンパ節リンパ球、さらには、IBD 患者

の LPMC を解析すると増殖能が亢進していることがが報告されており

277,278、これらの報告と、我々の結果において対照群で増殖能が低かった点

との解離が存在する。これらの報告では、我々の検討と比較して刺激の種類

や検体採取タイミングが異なり、検討の余地がある為、今後の研究課題とし

て残る。 
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また一方で、CD4 陽性細胞の構成変化に注目し、CD4 陽性細胞の中で Th1
の割合減少や Treg の割合増加の可能性を考えた。そこで、LPMC 中の CD4
陽性 t-bet 陽性細胞、CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞の割合を評価し

たが、いずれも対照群で増加を認めたものの、DTCM-G 投与群との有意な

変化を認めなかった。この所見からは、DTCM-G は T 細胞の Th1 や Treg
への分化を誘導しないと解釈された。 

しかしながら、DTCM-G が大腸組織への CD4 陽性リンパ球の浸潤を抑制

し、IFN-γ の mRNA 発現を抑制した事は確かであり、単離 LPMC の実験結

果が実際の腸管内での病態を反映していない可能性があると考えられる。す

なわち、LPMC の結果に反して、実際の腸管内では DTCM-G が IFN-γ産

生 T リンパ球の増殖を抑制している可能性がある。あるいは、増殖抑制や

Th1 分化誘導以外の機序として、遊走抑制の可能性がある。例えば、MCP-1
などのケモカイン発現が抑えられた事で CD4 陽性 T リンパ球を含めた白血

球の浸潤が抑制され、腸管内の CD4 陽性細胞が減少した可能性が考えられ

る。事実、Khan らは、MCP-1 ノックアウトマウスに DNBS 腸炎を誘導す

ると腸炎の重度度が軽く T 細胞の浸潤と IFN-γ 産生が抑制されることを報

告している 279。 
  

一方、TNBS 腸炎はマクロファージの高度な浸潤が特徴的である 276。ま

た、抗 CD11b 抗体や抗 CD18 抗体によってマクロファージを抑制した

TNBS 腸炎では、TNBS 腸炎が重症化しないことが示されている 280,281。こ

のようにマクロファージは TNBS 腸炎において炎症の中心的な役割を果た

していると考えられる。マクロファージの浸潤抑制のみならず、DTCM-G
は、腸管内でのマクロファージ由来の TNF-α、IL-6、MCP-1mRNA 発現

282,283 を抑制しており、マクロファージの活性化を抑制する事が DTCM-G
の主作用なのではないかと次に仮説をたてた。LPMC や Primary なマクロ

ファージでの実験系が確立できなかった為、マウスのマクロファージ類似細

胞株 RAW264.7 細胞株を用いて検討した。同セルラインで DTCM-G が LPS
刺激による NO、COX2 産生を抑えることを Takeiri らが示している 260。本

検討ではこれに加えて、DTCM-G が LPS 刺激による TNF-α、IL-6 の産生

を抑えることを示し、DTCM-G がマクロファージの炎症活性を抑制するこ

とが示された。 
 
これまでに、Takeiri らは、DTCM-G による、RAW264.7 細胞の LPS 刺

激に対する活性化抑制効果は、AP-1 の抑制による事を示している 260。また、
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それは、MAPK 経路を介するものではなく、NF-κB、CREB(cAMP response 
element binding protein)、C/EBPβ の活性化を抑制しない事が示されてい

る 260。一方、私たちは、これまでに、DTCM-G が primary T 細胞において

P70S6K のリン酸化を抑制すること、c-Jun の DNA 結合を抑制することを示

している 262。P70S6K は AKT シグナル経路の下流であるので 284、DTCM-G
が、LPS 刺激に対する AKT や P70S6K の活性化に影響を与えるかどうかを

検討した。炎症反応においても AKT 経路は影響を受け、LPS 刺激は PI3K
の p110β サブユニットを介して PIP2（phosphatidyl-inositol 4,5 
diphosphate）をリン酸化させ PIP3（phosphatidyl-inositol 3,4,5 
triphosphate）へ変化させる 285。PDK1 と AKT が PIP3 に結合すると AKT
がリン酸化される。逆に PTEN（phosphatase and tensin homologue 
deleted on chromosome 10）は PIP3 を PIP2 に変えこれを抑制する 286。

リン酸化された AKT は c－Raf をリン酸化させ、MAPK や AP-1 や NF-κB
などの転写因子の活性化を抑制することが知られる 286,287。PI3K 系阻害薬

wortmannin 、AKT 阻害薬 Ly294002 やｍTOR 阻害薬ラパマイシンは

P70S6K のリン酸化を抑制し、NF-κB を介さない形で NO 産生を抑制する事

も知られている 284,288。一方でまた、AKT のリン酸化は GSK-3β のリン酸

化を亢進して NF-κB の転写活性を抑制する事が知られ、このように AKT
のリン酸化亢進は抗炎症性の作用を及ぼすとされいている 289。RAW264.7
に LPS 刺激を加えると、これらの報告通り、PDK1、AKT、c-Raf、P70S6K、

GSK-3β のリン酸化が亢進した。これに対し DTCM-G は、AKT の serine473
のリン酸化を抑制した（AKT の Thr308 のリン酸化は、どの実験群でも検

出する事が出来なかった）。しかしながら、DTCM-G は c-Raf のリン酸化を

抑制せず、P70S6K のリン酸化も抑制しなかった。一方、もう一つの AKT 下

流分子である GSK-3β のリン酸化に対しては抑制せず、逆に亢進させる結

果となった。AKT serine473 のリン酸化に関しては抑制されたものの下流

の分子に影響を与えていない事から、GSK-3β のリン酸化亢進が DTCM-G
の主作用に関わるのではないかと考えられた。リン酸化亢進によって

GKS-3β の活性は抑制され、抗炎症作用をもたらす事が分かってる為 289,290、

私たちは、DTCM-G が腸管の障害を抑制した機序が、このマクロファージ

における GSK-3β の抑制によるものなのではないかと考えている。実際、

PI3K ノックダウンによる GSK-3β 抑制は自己誘発性腸炎を軽減させる事

や 291、GSK-3β 抑制剤である LiCl(lithium chloride)や SB216763 が、マウ

スの DSS 腸炎を軽快させることが報告されている 292。今後、AKT のリン

酸化が抑制された結果との解離やGSK-3βから下流の反応、AP-1（特に c-jun）
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や NF-κB との関係、生体内での GSK-3β の抑制の証明などが、今後の研究

課題として残る。 
  

TNBS 腸炎、DSS 腸炎における便の状態や体重減少から判断すると、マ

ウスへの 1 日 80mg/kg の DTCM-G 投与では、10 日間まで安全に投与でき

た。また、マウス心移植における慢性拒絶モデルにおいては、1 日 40mg/kg
の DTCM-G 投与では、４週間まで安全に投与できた 263。よって、マウス

における以上のような投与方法では、DTCM-G の毒性を呈さないと考えら

れた。今後、DTCM-G の臨床応用に向けては、高等動物での安全性や効果

の検討が必要と考えられる。また、経口投与での検討や既存薬剤との効果比

較は DTCM-G の臨床応用への可能性を検討する上での課題である。 
  

以上より、DTCM-G はマウスの IBD モデルにおいてマクロファージの活

性化と浸潤を抑制し著明な腸炎抑制効果を示した。DTCM-G は IBD 治療に

おける効果的な治療薬になる可能性があると考えられた。 
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総括及び結論 
 
1 研究全体から得られた新知見 

・ DTCM-G は TNBS 腸炎において、体重減少、血便、下痢の程度、腸

炎の肉眼スコア、腸管短縮抑制の程度、腸閉塞抑制の割合、組織診、

組織スコア、MPO 定量で評価し、著明な腸炎抑制効果を認めた 
・ DTCM-G は TNBS 腸炎においてマクロファージ、CD4 陽性 T 細胞

および、好中球の浸潤を抑制した 
・ DTCM-G は TNBS 腸炎において、腸管組織の TNF-α、IL-6、MCP-1、

IFN-γ の mRNA 発現を抑制した 
・ DTCM-G は DSS 腸炎において、体重減少、血便、下痢の程度、組

織診、組織スコアで評価し、著明な腸炎抑制効果を認めた． 
・ DTCM-Gは RAW264.7細胞株において LPS刺激による TNF-α、IL-6

の産生を抑制した 
・ DTCM-G は、RAW264.7 細胞株において LPS 刺激による AKT 

serine473 のリン酸化を抑制したが、下流分子のリン酸化は抑制さ

れず、GSK-3β serine9 においてはリン酸化を亢進させた 
 

2 新知見の意義 
   DTCM-G は IBD治療における効果的な治療薬になる可能性があると

考えられた。 
 
3 今後の研究展開と課題 
   機序解明においては、生体内での GKS-3β リン酸化亢進の証明や、

上下流分子との関係究明が必要である。臨床応用に向けては経口投与で

の検討や既存薬剤との効果比較が今後の課題である。更に、DTCM-G
の臨床応用に向けては高等動物での安全性や効果の検討が必要と考え

られる。 
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