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要 旨 

 
【背景と目的】 炎症性腸疾患 (inflammatory bowel disease, IBD)は、主と

してクローン病 (Crohn’s disease, CD)と潰瘍性大腸炎 (ulcerative colitis, 

UC)で構成される消化管の慢性炎症性疾患であり、本邦において患者数が急増し

ている。近年は従来の治療法に加え生物学的製剤など新規治療薬の開発により、

IBDの治療法の選択肢が増えている。しかしながら未だに根治治療はなく、内科

的治療に抵抗性を示し手術が必要となる症例が少なくない。したがって、新規治

療法の開発が求められている。当科では羊膜由来の間葉系幹細胞 (amnion-

derived mesenchymal stem cell, AMSC)を用いて研究を行っており、消化器疾

患モデルに AMSC投与やその培養上清の投与を行って、その抗炎症・抗線維化効

果を報告してきた。今回 AMSCの液性因子の解析として培養上清中の脂質の解析

を行い、オレオイルエタノールアミド (oleoylethanolamide, OEA)という生理

活性物質を同定したため、この物質に着目した。OEAは、内因性脂肪酸エタノー

ルアミドの一つで、食事摂取量の低下、脂質代謝や胃腸運動の調節、神経炎、ア

テローム性動脈硬化症に対して、治療効果を有すると報告されている。また

lipopolysaccharide (LPS)で刺激した単球系の培養細胞に対し、peroxisome 

proliferator-activated receptor (PPAR)-受容体を介して、nuclear factor 

kappa B (NF-B) pathway を抑制することにより、抗炎症効果を有すると報告さ

れている。さらに、血漿中の OEA 濃度が IBD 患者で上昇し、OEA 濃度が CD 患者

の重症度と相関すると報告されており、腸管恒常性の回復における OEA の役割

が示唆されている。しかし、IBD における OEA投与の効果と役割に関する報告は

ない。したがって本研究では、ラットの IBD モデルある dextran sulfate sodium 

(DSS)大腸炎に対する OEA投与の影響と、そのメカニズムを調べることを目的と

した。 

【対象と方法】 in vitro : LPS-Toll like receptor 4 (TLR4) signal に対す

る OEAの効果について、TLR4を強発現させた HEK293細胞 (HEK293/hTLR4A-MD2-

CD14) に LPS 刺激を行って検討した。また培養腸管上皮細胞に対する OEA の効

果について、Caco-2細胞に tumor necrosis factor (TNF)-で刺激を行って検

討した。炎症性サイトカインの発現は qRT-PCRを用いて、IB-や p65のリン酸

化は western blot を用いて検討した。in vivo :  8 週齢雄 Sprague-Dawleyラ

ットに対して、8 %DSS を 5 日間自由飲水させてラット大腸炎モデルを作成した。

ラットに OEA 20 mg/kg を day 0 から day 5 までの 6 日間、1 日 1 回腹腔内に

投与した。大腸組織の病理組織学的評価および免疫染色でのマクロファージや

好中球の浸潤の評価を行い、大腸組織の炎症関連因子の発現を qRT-PCR を用い

て行った。 
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【結果】 HEK293/hTLR4A-MD2-CD14 に LPS 刺激を行うと TNF-の発現が増加し

たが、OEAは濃度依存的にその増加を抑制した。さらに、LPS刺激により IBの

リン酸化が亢進したが、OEA投与によりそのリン酸化の亢進が抑制された。Caco-

2細胞に TNF-刺激を行うとインターロイキン （interleukin, IL）-8と IL-1

の発現が増加したが、OEA はその増加を有意に抑制した。更に、TNF-刺激によ

り、IB-と p65 のリン酸化が亢進したが、OEA投与によりそのリン酸化が抑制

された。IL-8 の発現を抑制する OEA の効果は、PPAR-のアンタゴニストである

MKK-866によってブロックされた。in vivo において、DSS投与によって体重増

加抑制、疾患活動性スコアの上昇、腸管短縮が起きたが、これらは OEA投与によ

り有意に改善した。食餌摂取量は、OEA群、DSS 群と DSS+OEA群で有意に減少し、

DSS群と DSS+OEA 群に有意差はなかった。hematoxylin and eosin 染色では、DSS

投与によって粘膜障害・陰窩の消失・炎症細胞の浸潤を認めたが、OEA投与によ

りこれらは減弱する傾向にあった。CD68 染色では、マクロファージの浸潤は DSS

投与により増加したが、OEA投与によりその浸潤増加は有意に抑制され、MPO染

色でも同様に、OEA 投与により好中球の浸潤の有意な抑制を認めた。ラット大腸

の炎症関連遺伝子発現の評価では、DSS 投与により IL-1、TNF-などの発現が

有意に増加したが、OEA 投与によりこれらの発現は低下する傾向にあり、IL-1

の発現は有意に低下した。PPAR-の発現は、DSS 投与により有意に低下し、OEA

投与により改善せず、CD68の発現は、DSS 投与で有意に増加し、OEA 投与で減少

する傾向を認めた。 

【考察】 NF-Bの発現と活性化は、活動性を有する IBD患者の腸管で強く誘導

され、活性化された NF-B の量が腸管炎症の重症度と相関すると報告されてい

る。本研究では LPS 刺激に対し、OEA は TNF-の発現を低下させ、IB-のリン

酸化を抑制し、さらに TNF-で刺激された Caco-2 細胞に対して、OEA は炎症性

サイトカインの発現を低下させ、IB-および p65のリン酸化を抑制した。これ

らの結果より、OEA が抗炎症効果を有し、腸管上皮細胞の NF-B 経路の活性化を

抑制することによって効果を発揮することが示唆された。PPAR-は、腸管上皮

細胞とマクロファージに高度に発現していると報告されている。本研究では、

PPAR-アンタゴニストは、in vitro において IL-8 の発現を低下させる OEA の

作用をブロックした。この結果より、腸管上皮細胞における OEA の抗炎症効果

が PPAR-依存的であることが示唆された。マクロファージは、IBD 患者で炎症

性サイトカインを産生し、腸管組織損傷を誘発するとされている。本研究の in 

vivo実験では、マクロファージの浸潤は OEA投与によって抑制された。更に UC

の患者では、好中球浸潤の程度は疾患の重症度と相関し、IL-8 は好中球走化性

物質とされている。本研究では、OEAは Caco-2細胞における IL-8の発現と、ラ

ット大腸における好中球浸潤を抑制した。これらの結果より、OEA が腸管上皮細
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胞での IL-8 発現を抑制し、大腸への好中球浸潤を抑制することが示唆された。

本研究では、OEA 投与、DSS 投与によって食餌摂取量の低下を認めたが、DSS 群

と DSS+OEA群との間で食餌摂取量に有意な差は認めなかった。この結果は、OEA

の抗炎症効果が DSS 投与による食餌摂取量の低下を改善させることを示唆する

と考えられる。 

【結論】 本実験において OEAが抗炎症効果を有し、腸管上皮細胞の NF-Bシグ

ナル伝達経路の活性化を抑制することによって、ラット腸炎モデルに対する治

療効果を有することが示唆され、新たな治療法となる可能性が示唆された。 
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略 語 表 
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである 

AMSC, amnion-derived MSC 

CD, Crohn’s disease 

CM, conditioned medium 

DAI, disease activity index  

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

DMSO, dimethyl sulfoxide  

DSS, dextran sulfate sodium  

GPR, G protein-coupled receptor 

HE, hematoxylin and eosin 

FBS, fetal bovine serum 

IBD, inflammatory bowel disease 

IL, interleukin 

I, inhibitor of kappa 

LPS, lipopolysaccharide 

MSC, mesenchymal stem cell  

MPO, myeloperoxidase 

NEAA, non-essential amino acid 

NF-B, nuclear factor kappa B 

OEA, oleoylethanolamide 

PBS, phosphate-buffered saline  

PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor 

qRT-PCR, quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 

SD, standard deviation 

SDS, sodium dodecyl sulfate  

TGF, transforming growth factor 

TLR, toll-like receptor 

TNF, tumor necrosis factor 

TRPV, transient receptor potential vanilloid 

UC, ulcerative colitis 
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緒  言 

 
炎症性腸疾患 （inflammatory bowel disease, IBD）は、主としてクローン

病 （Crohn’s disease, CD）と潰瘍性大腸炎 （ulcerative colitis, UC）か

ら構成される、消化管の慢性炎症性疾患である。本邦において、その患者数は

急増しており （図 1）、日本国内で UCの患者数は少なくとも 18万人、CDの患

者数は 4万人と報告されている (Okabayashi et al., 2020)。IBDの治療法に

ついては、 5-アミノサリチル酸製剤、ステロイド、免疫調節薬、生物学的製

剤などがあり、重症度に応じてこれらを単剤、あるいは組み合わせて行う。さ

らに、生物学的製剤や低分子化合物など、ここ最近の新規治療薬の開発によ

り、選択肢が増えてきている (Feagan et al., 2016; Sandborn et al., 

2017)。 

しかし、IBDに対する根治治療法が存在しないことによって、いまだに内科

的治療に抵抗性を示し、手術が必要となる症例が少なくない。手術のリスク

は、CDでは 10 年間で約 50 %  (Peyrin-Biroulet et al., 2010)、UCで約

15 % (Fumery et al., 2018)と報告されている。したがって、これらの症例の

手術リスクを軽減するため、更なる IBD の新規治療法の開発が求められてい

る。 

 

 
図 1. 潰瘍性大腸炎およびクローン病の医療受給者証交付件数の推移、厚生労

働省難病情報センターホームメージ (https://www.nanbyou.or.jp)を引用して

作成。 

 

近年、臓器傷害の修復や難治性疾患に対する再生医療が世界中で注目されて

おり、幹細胞を用いた細胞治療の研究開発が盛んに行われている。再生医療材

料として、間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cell, MSC)は組織幹細胞の一つ

https://www.nanbyou.or.jp/
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であり、その定義はプラスチックディッシュに接着すること、CD73や CD90、

CD105を発現していること、中胚葉系の骨芽細胞・軟骨細胞・脂肪細胞など複

数の系譜への分化能力を有していることとされている (Samsonraj et al., 

2017)。MSCの source としては、骨髄や脂肪組織、滑膜など多数あるが 

(Samsonraj et al., 2017)、骨髄由来 MSC は骨髄採取が必要となり、身体への

侵襲をともなう上に、一度の採取で得られる細胞数は少量であることから、移

植に必要な細胞数を確保するには一定の培養期間を要する。これらの問題点は

脂肪細胞由来 MSC も同様である。一方、北海道大学消化器内科学教室では、羊

膜 (amnion)から分離される MSC (amnion-derived MSC, AMSC)を用いた研究を

行っている。ヒト羊膜には MSCが豊富に含まれていることが知られており、よ

り若い細胞を大量に獲得できるという利点をもっている。また、羊膜は出産の

際に破棄される医療廃棄物であり、非侵襲的に採取可能であることから倫理的

問題を軽減できると考えられる。 

北海道大学消化器内科学教室では、消化器疾患モデルである、ラット重症腸

炎モデル (Onishi et al., 2015)やラット放射線性直腸炎モデル (Ono et 

al., 2015)に対して AMSCを投与することにより改善が得られることを報告し

ている （図 2）。また MSCは、液性因子によるパラクライン効果を有し、免疫

調整や抗アポトーシス効果、抗線維化効果、抗炎症効果を有すると報告されて

おり、既報でも MSC は直接の分化を介した治療効果に加えて、分泌する液性因

子を介したパラクライン効果を発揮することができると報告されている 

(Liang et al., 2014; Lou et al., 2017)。当科でも、ラット腸炎モデル 

（miyamoto et al., 2017）、ブタの食道・直腸に対する内視鏡的粘膜下層剥離

術後の消化管狭窄モデル (Mizushima et al., 2017; Tsuda et al., 2018)に

AMSCの培養上清 (conditioned medium, CM)の投与を行い、AMSC のパラクライ

ン効果による抗炎症、抗線維化効果を報告してきた （図 2）。 

 

 

図 2. AMSC および AMSC の培養上清 (CM)の抗炎症・抗線維化効果 
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今回、液性因子の解析として、CM中の脂質を液体クロマトグラフ質量分析計

にて解析を行い、オレオイルエタノールアミド (oleoylethanolamide, OEA)と

いう生理活性物質を同定したため、今回この物質に着目した。 

OEA は、N-アシルエタノールアミンファミリーに属する内因性脂肪酸エタノー

ルアミドの一つである。OEAは主に小腸で産生され (Romano et al., 2015)、ナ

ッツ、ココアパウダー、オートミールなどの食品にも含まれる (Payahoo et al., 

2019)。OEA は、peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-、G 

protein-coupled receptor (GPR)119、および transient receptor potential 

vanilloid （TRPV）1のアゴニストとして作用する (Brown et al., 2017)。こ

れまでの報告で、OEA の投与は PPAR-を介して食事摂取量の低下や脂質代謝の

調節、および PPAR-以外の受容体を介して、胃腸運動の調節に対する効果があ

ることが示されている (Cluny et al., 2009; Decara et al., 2012; Fu et 

al., 2005)。さらに、OEA投与は神経保護作用、および抗アテローム性動脈硬化

症の機能を持っていることが示されている (Fan et al., 2014; Sayd et al., 

2014)。 

OEAは抗炎症物質としても注目されている。Yangらの報告によると、in vitro

の実験で、lipopolysaccharide (LPS)で刺激した単球系の細胞株である THP-1細

胞に対して、OEA は PPAR-受容体を介して nuclear factor kappa B (NF-B) 

pathway を抑制することにより、抗炎症効果を有することが報告されている 

(Yang et al., 2016)。さらに、IBD患者と OEAの関係についても注目されてい

る。Grillらの報告によると、血漿中の OEA 濃度が IBD患者で上昇しており、さ

らに OEA濃度と CD 患者の重症度が相関していることが示されており、腸管恒常

性の回復における OEAの役割が示唆されている (Grill et al., 2019)。 

上述のように、OEA の抗炎症効果、さらに IBD 患者と血漿 OEA 濃度の関係につ

いてはすでに報告がある。しかし、IBDにおける OEA投与の効果と役割に関して

は現時点で報告はない。したがって、本研究では、ラットの IBD モデルある、

dextran sulfate sodium (DSS) 大腸炎に対する OEA投与の影響と、その根底に

あるメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
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研 究 方 法 
 

1. 細胞培養 

細胞 

HEK293/h toll-like receptor 4A-MD2-CD14 (HEK293/hTLR4A-MD2-CD14, RIKEN 

BioResource Center, Tsukuba, Japan) 

Caco-2 (RIKEN BioResource Center) 

試薬および材料 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) 

fetal bovine serum (FBS, Moregate Biotech, Bulimba, Australia) 

MEM non-essential amino acids solution (NEAA) (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan) 

penicillin (Wako Pure Chemical Industries) 

streptomycin (Wako Pure Chemical Industries) 

 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14細胞は、10 ％FBS、penicillin (100 U/mL) 、およ

び streptomycin (100 g/mL)を含む DMEM を用いて、15 cm uncoated plastic 

dish に播種し、室温 37 ℃・湿度 95 %・5 ％二酸化炭素濃度下で培養した。

培地は 1 日おきに交換した。Caco-2細胞は、10 ％FBS、penicillin (100 

U/mL)、streptomycin (100 g/mL)、および 1 % MEM NEAAを含む DMEMで培養

した。 

 

2. Western Blot Analysis (IB-、p65 のリン酸化) 

細胞 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14 (RIKEN BioResource Center) 

Caco-2 (RIKEN BioResource Center) 

緩衝液の組成  

TBST (TBS with 0.05 % Tween 20, Wako Pure Chemical Industries)  

試薬および材料 

DMEM (Thermo Fisher Scientific) 

dimethyl sulfoxide (DMSO, Wako Pure Chemical Industries) 

ECL Prime detection reagent (GE healthcare, Chicago, IL, USA) 

FBS (Moregate Biotech) 

human recombinant tumor necrosis factor (TNF)- (Merck Millipore, 

Burlington, MA, USA) 
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Immobilon-P polyvinylidene difluoride membranes (Merck Millipore) 

LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

OEA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) 

phosphate-buffered saline (PBS, Life Technologies, Carlsbad, MD, USA)  

Protease/phosphatase inhibitor cocktail (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, USA) 

sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) 

TBS (Wako Pure Chemical Industries) 

4 x Laemmli sample buffer (Bio-Rad) 

5 % PhosphoBLOCKER blocking reagent (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA)  

一次抗体 

Actin (Abcam, Cambridge, United Kingdom) 

I (inhibitor of kappa)B- (cell Signaling Technology) 

phospho IB- (cell Signaling Technology) 

p65 (cell Signaling Technology) 

phospho p65 (cell Signaling Technology) 

二次抗体 

peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG (H+L) (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) 

peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) (Jackson 

ImmunoResearch)  

  

 IB-および p65 のリン酸化を調べる目的で、HEK293/hTLR4A-MD2-CD14細胞

および Caco-2細胞を 6-well plate に 2×105 cells/well で播種し、培養し

た。細胞がほぼ confluentになった後、培地を OEA（40 M）または DMSOを含

む培地に交換し、細胞をさらに 30分間インキュベートした。次に、

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14細胞を LPS (10 ng/mL)を加えて 2 時間、Caco-2細胞

を human recombinant TNF- (5.0 ng/mL) を加えて 15 分間静置した。冷却し

た PBSで洗浄し、スクレイパーで細胞を回収し、5,000 rpm、5 分、4 ℃で遠

心し上清を吸引除去した。その後、50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 

0.5% (w/v) sodium deoxycholate, 0.1% (w/v) SDS, 1.0% (w/v) NP-40 

substituteを含む Radio-immunoprecipitation assay buffer と、

protease/phosphatase inhibitor cocktail (100x)の混合液でピペッティング

し、30 分氷上で静置し細胞を溶解させた。その後 15,000 rpm, 20 分間, 4°C

で遠心しその上清をタンパク抽出液とした。BCA protein assay kit を用い
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て、タンパク濃度を測定した。タンパク量を 10 g、PBS、4 x Laemmli sample 

bufferを計 12 L となるように調製し、95 ℃で 5 分間熱した。SDS-PAGE 

(200 V, 約 60 分)にて展開し、その後 PVDF membrane に転写させた (1.3 A, 

25 V, 7 分間)。続いて、5 % PhosphoBLOCKER blocking reagent を用いてブ

ロッキングを施行した。1 次抗体を加えて、室温振盪した後に、1xTBST で 5 

分間ずつ 3 回洗浄した。2 次抗体を TBST 中で 30 分間反応させた。その後 

1xTBSTで 5 分間ずつ 3 回洗浄し、ECL Prime detection reagent を加え

Fusion Solo Sで解析した。  

上記抗体は以下希釈濃度で使用した。  

actin (1:5,000) 

IB- (1:2,000) 

phospho IB- (1:2,000) 

p65 (1:2,000) 

phospho p65 (1:2,000) 

peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG (H+L) (1:10,000) 

peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) (1:10,000)  

 

3. 動物 

以下の実験動物を購入した。 

8 週齢雄 Sprague-Dawley ラット (Japan SLC, Hamamatsu, Japan)   

動物実験プロトコールは「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」

に則り、北海道大学動物実験委員会の承認を得た (承認番号; 16-0013)。  

ラットを室温 24°C に維持された、12 時間明期-12 時間暗期の明暗サイクル

の飼育環境の下で、1 ケージあたり 1 匹のラットを飼育した。すべてのラット

は、標準的なペレットに自由にアクセスできるようにした。毎日、体重測定・

便の性状・血便を評価し、表 1 (Pandurangan et al., 2015)に記載されてい

るように、疾患活動性スコア （disease activity index, DAI）を算出した。

また飲水量・食餌摂取量も毎日測定した。 
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表 1. DAIの評価法 (Pandurangan et al., 2015) 

Score Weight loss Stool consistency Bleeding 

0 No loss Normal No blood 

1 1-5%   

2 5-10% Loose stool Visual pellet bleeding 

3 10-20%   

4 >20% Diarrhea Gross bleeding/Blood around anus 

 

4. 動物実験プロトコール 

試薬および材料 

DMSO (Wako Pure Chemical Industries) 

DSS （MW = 36,000-50,000; MP Biomedicals、Solon、OH、USA） 

OEA (Cayman Chemical) 

PBS (Life Technologies) 

Tween 80 （Kanto Chemical, Tokyo, Japan） 

  

ラットを以下 4 群に分けて検討を行った。 

「Control群 (n= 4)」、「OEA投与群 (OEA 群) (n= 4)」、「DSS 誘発腸炎群 (DSS

群) (n= 10)」、「④DSS誘発腸炎・OEA投与群 (DSS+OEA群) (n= 10)」。 

DSS群および DSS+OEA 群の大腸炎は、8 %DSSを 0日目から 5日目まで自由飲水

させて誘発した（図 3） (Martin et al., 2016)。Control群と OEA群のラット

は水を自由飲水させた。OEAは、Tween 80、DMSO、および PBS (1：0.5：18.5）

に溶解し、OEA群および DSS+OEA群に OEA (20 mg/kg）を、day 0から day 5 ま

での 6 日間、1 日 1 回腹腔内投与を行った。Control 群と DSS 群に対しては

DMSO を腹腔内に投与した。OEA の投与量は、以前に報告された研究に基づいて

決定した (Gaetani et al., 2003; Proulx et al., 2005)。Day 5 に全てのラッ

トを安楽死させ、大腸を摘出した。 
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図 3. 動物実験プロトコール 

 

5. ラット大腸の病理組織学的評価 

試薬および材料 

formaldehyde saline (Wako Pure Chemical Industries) 

hematoxylin and eosin (HE, Wako Pure Chemical Industries) 

 

Day 5に全てのラットを安楽死させ、ラットの大腸を摘出し、腸管長を測定後、

遠位側大腸を肛門から約 3 cm切り取り、腸管を長軸方向に切り開いた。 次に、

quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR）

に使用する目的で、3 cmのフラグメントを幅約 2 mmで長軸方向に切断した。フ

ラグメントの残りは病理組織学的評価に用いた。フラグメントを 40 g/L の

formaldehyde saline で固定し、パラフィンで包埋し、薄切し 5 mの切片を作

製し、組織切片を HEで染色した。Inflammation severity (炎症細胞浸潤の程

度), Inflammation extent (炎症細胞浸潤の腸管の層における範囲)、Crypt 

damage (陰窩損傷の程度), および Percent involvement (フラグメント内での

炎症範囲の割合)を、盲検的に測定した。次に、Inflammation severity, 

Inflammation extent, Crypt damage の 3 つのスコアの合計を、Percent 

involvement (0 %; 0, 1-25 %; 1, 26-50 %; 2, 51-75 %; 3, 75-100 %; 

4）によって乗算し、病理組織学的スコアを算出した (表 2) (Onishi et al., 

2015; Singh et al., 2011)。 
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表 2. 大腸炎の病理組織学的スコア (Onishi et al., 2015; Singh et al., 

2011) 

Inflammation 

severity 
0 

None 

 1 Mild 

 2 Moderate 

 3 Severe 

Inflammation extent 0 None 

 1 Mucosa 

 2 Mucosa and submucosa 

 3 Transmural 

Crypt damage 0 None 

 1 Basal 1/3 damaged 

 2 Basal 2/3 damaged 

 
3 

Crypts lost; surface epithelium 

present 

 4 Crypts and surface epithelium lost 

Percent involvement 0 0 % 

 1 1-25 % 

 2 26-50 % 

 3 51-75 % 

 4 75-100 % 

 

6. 免疫染色 

一次抗体 

anti-rat CD68 monoclonal antibody (AbD Serotec, Kidlington, United 

Kingdom) 

anti-rat myeloperoxidase (MPO) antibody (Thermo Fisher Scientific)  

二次抗体 

ヒストファインシンプルステインラット MAX-PO (MULTI) (Nichirei, Tokyo, 

Japan) (CD68) 

ヒスファインシンプルステイン MAX-PO (R) (Nichirei) (MPO) 

 

マクロファージの大腸への浸潤を評価するために CD68免疫染色を行った。腸

管の未染切片を上記一次抗体試薬で浸し、60 分間静置し、その後上記二次抗

体試薬にて 30 分間静置して染色した。また好中球の大腸への浸潤を評価する
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ために MPO免疫染色を行った。腸管の未染切片を上記一次抗体の試薬で浸し、

一晩静置し、その後上記二次抗体試薬にて 30 分間静置して染色した。光学顕

微鏡を用いて、ラット 1 匹あたり、100 倍視野で無作為に 10 視野の撮影を行

い、粘膜層における染色された領域の面積を、画像解析ソフト (WinROOF, 

Mitani Co., Fukui, Japan)を用いて測定した。  

各試薬は以下希釈濃度で使用した。  

CD68 (1:50), MPO (1:300) 

 

7. RNA 抽出、逆転写、qRT-PCR  

細胞 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14 (RIKEN BioResource Center) 

Caco-2 (RIKEN BioResource Center) 

試薬および材料 

2-mercaptoethanol (Wako Pure Chemical Industries) 

dimethyl sulfoxide (DMSO, Wako Pure Chemical Industries) 

human recombinant tumor necrosis factor (TNF)- (Merck Millipore) 

LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

MK-866 (Cayman Chemical) 

OEA (Cayman Chemical) 

PBS (Life Technologies) 

RNA later (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)  

Platinum SYBR Green PCR mix (Invitrogen) 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14細胞および Caco-2細胞を 6-well plate に 2×105 

cells/well で播種し、培養した。細胞がほぼ confluentになった後、培地を

OEA（40 M）、MK-866 (10 M)または DMSO を含む培地に交換し、細胞をさらに

30分間インキュベートした。次に、HEK293/hTLR4A-MD2-CD14細胞を LPS (1 

ng/mL)を加えて 3 時間、Caco-2細胞を human recombinant TNF- (5.0 ng/mL) 

を加えて 1 時間静置した。 

培養細胞、およびラット大腸の RNAの抽出は、RNeasy Mini Kit を用いて以

下の方法で行った。ラット大腸の RNA 抽出時は、検体 RNA later に浸透させ

−30 ℃で保存し、Buffer RLT 600 L・2-mercaptoethanol 6 L・5.0 mm ジル

コニアビーズを加えた 2.0 mL破砕用 tube に検体を入れ、ビーズクラッシャー 

(T-01, TITEC, Koshigaya, Japan)を用いて 60 秒間大腸組織を破砕した。続
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いて 15,000 rpm、3 分間、室温で遠心し、上清を microtube に移し、70 % 

ethanol 600 Lを加えピペッティングにより混和した。700 L のサンプルを 

2 mL collection tube 中にセットした RNeasyスピンカラムに入れ、8,000 g

で 15 秒間、室温で遠心し、ろ液を廃棄した。700 Lの Buffer RPE を RNeasy

スピンカラムに添加し 8,000 gで 15 秒間、室温で遠心し、ろ液を廃棄した。

500 Lの Buffer RPE を RNeasyスピンカラムに添加し 8,000 g で 15 秒間、室

温で遠心し、ろ液を廃棄した。同作業を 2 回行った。2 回目の際は 2 分間遠

心した。RNeasyスピンカラムを新しい microtube にセットし、40 Lの RNeasy 

free waterを直接スピンカラム・メンブレンに添加し、8,000 g で 1 分間、室

温で遠心し、RNA を含む溶出液を回収した。RNAの濃度測定は、分光光度計 

(Nano Drop 2000, Thermo Scientific)を用いて行った。 

逆転写の過程は QuantiTect Reverse Transcriptional Ki を用いて以下の手

法にて行った。 

gDNA Wipeout Buffer 2 L・RNA サンプル 1 g・RNase free water が計 10 

Lとなるように調製し、42 ℃で 2 分間インキュベートし、氷上で冷却した。

Quantiscript Reverse Transcriptase 1 L・Quantiscript RT Buffer 4 L・

RT Primer Mix 1 L・RNase free water 4 Lを加え、37 ℃で 15 分間インキ

ュベートし、Quantiscript Reverse Transcriptase を不活性化するために

85 ℃で 5 秒間インキュベートした。 

96-well plateに、Platinum SYBR Green qPCR SuperMIX-UDG with ROX 25 

L・Forward primer 0.5 L・Reverse primer 0.5 L・total RNA 1 gを加

え、計 25 L になるように RNase free water で調製した。50 ℃ 2 分間、

95 ℃ 2 分間の後、95 ℃ 15 秒間、60 ℃ 30 秒間を 40 サイクルの条件に

て、7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

を用いて qRT-PCR を行った。遺伝子発現レベルは-actinを内在性コントロー

ルとして用いて、comparative threshold cycle (ΔΔCt) method で計算し

た。使用した primer は全て、北海道システムサイエンス社より購入した (表 

3)。 

 

表 3. プライマー配列 

Gene Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) 

human -actin ccaaccgcgagaagatga ccagaggcgtacagggatag 
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human IL-8 agagtgattgagagtggacc acttctccacaaccctctg 

human IL-1 aagctgatggccctaaacag aggtgcatcgtgcacataag 

human TNF- cagcctcttctccttcctga gccagagggctgattagaga 

rat -actin aagatgacccagatcatgtt ttaatgtcacgcacgatttc 

rat IL-1 cctatgtcttgcccgtggag cacacactagcaggtcgtca 

rat TNF- accacgctcttctgtctactg cttggtggtttgctacgac 

rat TGF- ctgctgacccccactgatac agccctgtattccgtctcct 

rat IL-8 cattaatatttaacgatgtggatgcgtttca gcctaccatctttaaactgcacaat 

rat PPAR- aatccacgaagcctacctga gtcttctcagccatgcacaa 

rat CD68 tcacaaaaaggctgccactctt tcgtagggcttgctgtgctt 

 

8. 統計的解析  

データは平均値と標準誤差 (standard deviation, SD)で表した。グループ間

のパラメーターは、一元配置分散分析 (one-way analysis of variance)で群間

の有意差の有無を検討し、Holm-Sidak post hoc test によりそれぞれの群間の

差を検定した。P < 0.05 を統計学的有意差があると判断した。全ての解析は 

GraphPad Prism version 7 (Graphpad, San Diego, CA, USA)を使用した。  
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研  究  結  果 
 

1. OEA は培養単球細胞の LPS による炎症反応を抑制する（in vitro） 

 既報で単球系の細胞株を用いた in vitro の実験において LPS 刺激を行った場

合に、OEAが抗炎症効果を有することが報告されており (Yang et al., 

2016)、これの再現性を確認する目的で、まず TLR4を過剰発現させた HEK293 

(HEK293/hTLR4A-MD2-CD14)細胞に対して LPS刺激 (1.0 ng/mL、3 時間)を行

い、OEAの効果を検討した。LPSで刺激を行うと、TNF-の mRNA の発現が、

Control (LPS-, OEA-)に比べて有意に増加したが、OEA (2, 5, 10, および 40 

M)の投与を行うと、濃度依存的にその増加が有意に抑制された (図 4A)。さ

らに、western blot において、LPS刺激 (10 mg/mL, 2時間)によって、

Control (LPS-, OEA-)に比べて IBのリン酸化が亢進したが、OEA (40 M) 

の投与によってそのリン酸化の亢進が抑制された (図 4B)。 

 

 



 

 

19 

図 4. LPS刺激による炎症反応に対する OEAの効果 (in vitro) 

HEK293/hTLR4A-MD2-CD14に対して、LPS で刺激を行った場合に、(A) TNF-の

mRNAの増加に対する OEAの効果を、qRT-PCRを用いて検討し、(B) IB-のリ

ン酸化の亢進に対する OEAの効果を、western blot を用いて検討した。数値は

western blotにおける、Control (LPS-, OEA-)を 1.00とした場合の平均ピク

セル濃度を示す。統計値は平均値±標準値で示した。 

**；P <0.01 versus Control (LPS-, OEA-), †；P <0.01 versus LPS (LPS+, 

OEA-)。 
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2．OEA は培養腸管上皮細胞に対する TNF-刺激の炎症反応を抑制する (in 

vitro） 

次に、ヒト腸管上皮細胞 （Caco-2細胞）に対する OEAの抗炎症効果を in vitro 

で検討した。TNF- (5.0 ng/mL、 1 時間)による刺激によって、Control (TNF-

-, OEA-)と比較してインターロイキン （interleukin, IL）-8および IL-1の

mRNA の発現が有意に増加したが、OEA 投与 (10 および 40 M)は IL-8 および

IL-1の発現を有意に抑制した （図 5A）。 western blotにおいて、TNF- (5.0 

ng/mL、 15 分)による刺激によって、Control (TNF--, OEA-)と比較して IB-

および p65のリン酸化が亢進し、OEA (40 M)投与によって、Caco-2細胞にお

ける TNF-刺激による IB-および p65 のリン酸化が抑制された （図 5B）。こ

れらの結果によって、OEA が腸管上皮細胞における NF-Bシグナル伝達経路の活

性化を抑制することによって抗炎症効果を有することが示唆された。さらに、

IL-8の mRNA発現を抑制する OEAの効果は、PPAR-のアンタゴニストである MK-

866 (10 M)によってブロックされる結果となった（図 5C）。 
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図 5. OEAの腸管細胞への TNF-刺激による炎症反応に対する効果 (in vitro) 
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Caco-2細胞に対して、TNF-で刺激を行った場合に、(A) IL-8 および IL-1の

mRNAの増加に対する OEAの効果を、qRT-PCRを用いて検討し、(B) IkB-およ

び p65のリン酸化の亢進に対する OEAの効果を、western blot を用いて検討し

た。また、(C)OEA の IL-8の mRNAの発現抑制効果に対する、PPAR-のアンタゴ

ニスト (MK-866)の効果について検討した。数値は western blot における、

Control (TNF--, OEA-)を 1.00とした場合の平均ピクセル濃度を示す。統計

値は平均値±標準値で示した。 

**；P <0.01 versus Control (TNF--, OEA-), ††；P <0.01 versus TNF- 

(TNF-+, OEA-) 
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3．OEA 投与のラット DSS 腸炎に対する効果 (in vivo) 

 in vitroにおいて OEAが腸管上皮細胞に対して抗炎症効果を有することを確

認したため、続いてラット腸炎モデルを用いて OEAの効果についての検討を行

った。まず相対的体重比 （day 0を 100 %とした時の体重比）に関して、DSS

群の体重増加は明らかに抑制されており、day 2以降で DSS群の体重比は

Control群に比べて有意に低かった（図 6A）。しかし、この体重増加抑制は

OEA投与によって減弱する傾向にあり、day 5において DSS群と比較して、

DSS+OEA群で有意に体重比が高い結果となった。Control群と OEA群の間に、

体重比の有意な差を認めなかった。DAI は DSS群において徐々に上昇し、day 2

以降で Control群に比べて DSS群で有意な DAIの上昇を認めた （図 6B）。こ

の DAIの上昇は OEA 投与によって抑制され、day 3以降で、DSS 群に比べて

DSS+OEA群で有意な DAIの低下を認めた。食餌摂取量に関しては、Control群

に比べて、OEA群、DSS群、および DSS+OEA 群で有意な低下を認めた （図

6C）。OEA群・DSS 群・DSS+OEA群間で食餌摂取量に有意な差を認めなかった。

飲水量に関しては、全ての群間で有意差を認めなかった （図 6D）。次に、腸

管長に関して、DSS 群において Control 群に比べて有意な腸管の短縮を認めた

が、DSS+OEA群では DSS群と比較して有意な腸管短縮の改善を認めた （図 6E, 

6F）。 
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図 6. OEA投与のラット DSS腸炎に対する効果 (in vivo) 

Control群 (n= 4)、OEA群 (n= 4)、DSS 群 (n= 10)、DSS+OEA 群 (n= 10) の 

4群。(A) 相対的体重比、(B) DAI、(C) 食餌摂取量、(D) 飲水量、(E, F) 腸

管長を示す。スケールバーは 2 cmを示す。統計値は平均値±標準値で示し

た。 

*；P <0.05 versus Control群, **；P <0.05 versus Control 群, ††； P 

<0.01 versus DSS 群.  
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4．腸管の病理組織学的評価 (in vivo) 

続いて、ラット大腸の病理組織学的、免疫組織化学的評価を行った。HE染色

において、DSS群では Control群と比較して粘膜障害・陰窩の消失・炎症細胞

の浸潤といった腸炎の所見を認めるが、これらの所見は DSS群と比較して

DSS+OEA群では減弱傾向で、DSS群の組織学的スコアは Control 群よりも有意

に高く、DSS+OEA 群の組織学的スコアは DSS群よりも低い傾向を認めた。 （図 

7A）。CD68免疫組織化学染色では、CD68 陽性マクロファージの腸管への浸潤

は、Control群と比較して DSS群で有意に増加した。しかし、OEA投与によっ

てマクロファージ浸潤は抑制され、DSS 群と比較して DSS+OEA 群でマクロファ

ージ浸潤の有意な抑制を認めた （図 7B）。MPO免疫組織化学染色では、 MPO

陽性好中球の浸潤は、Control群と比較して DSS群で有意に増加し、DSS群と

比較して DSS+OEA 群で有意な好中球浸潤の抑制を認めた （図 7C）。 
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図 7．腸管の病理組織学的評価 (in vivo) 

Control群 (n= 4)、OEA群 (n= 4)、DSS 群 (n= 10)、DSS+OEA 群 (n= 10) の 

4群。(A) HE染色、(B) CD68染色、(C) MPO染色。Scale bar は、100 mを示

す。統計値は平均値±標準値で示した。 

*；P <0.05 versus Control群,  **；P <0.05 versus Control 群, ††； P 

<0.01 versus DSS 群.  
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5．大腸における遺伝子発現に対する OEA 投与の効果 (in vivo) 

更に、大腸における炎症関連遺伝子の mRNA 発現の評価を行った。DSS 群では、

IL-1、TNF-、transforming growth factor （TGF）-といった炎症性サイト

カインの mRNA発現レベルが、Control群と比較して有意に増加した (図 8A, 8B, 

8C)。DSS+OEA 群では、これらの炎症性サイトカインの発現レベルが低下する傾

向にあり （図 8B, 8C）、IL-1の発現は DSS 群と比較して有意に低下していた

（図 8A）。IL-8の発現レベルは、統計学的に有意ではないが、Control 群と比較

して DSS群で増加し、DSS群と比較して DSS+OEA 群で低下する傾向を認めた （図 

8D）。 PPAR-の発現レベルは、Control 群と比較して DSS 群で有意に低下し、

DSS群と DSS+OEA 群の間で有意差は認めなかった （図 8E）。 CD68の発現レベ

ルは、Control と比較して DSS群で有意に増加し、DSS群と比較して DSS+OEA群

で低下する傾向を認めた （図 8F）。 
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図 8．大腸における遺伝子発現 (in vivo) 

Control群 (n= 4)、OEA群 (n= 4)、DSS 群 (n= 10)、DSS+OEA 群 (n= 10) の 

4群。(A) IL-1、(B) TNF-、(C) TGF-、(D) IL-8、(E) PPAR-、(F) CD68

の mRNAの発現を qRT-PCRにて評価した。統計値は平均値±標準値で示した。 

*；P <0.05 versus Control群,  **；P <0.05 versus Control 群, ††； P 

<0.01 versus DSS 群.  
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考 察 

 
 本研究において、in vitroおよび in vivo で OEAの抗炎症効果を検討し、細

胞培養実験を通じてその抗炎症効果の根本的なメカニズムを検討した。  

その結果、（1）OEA は in vitroで LPS 誘発性炎症反応を抑制し、（2）OEAは

培養腸管上皮細胞で TNF-誘発性炎症反応を抑制し、（3）OEA投与はラットの

DSS誘発大腸炎を改善することを確認した （図 9）。 

 

  

図 9．本研究での大腸炎に対する OEAの抗炎症効果の考え得るメカニズム 

PPAR-は、腸上皮細胞およびマクロファージで高度に発現している。OEAは

IB-と p65のリン酸化を抑制し、NF-Bシグナル伝達経路の活性化を抑制

し、上皮細胞における IL-8と IL-1などの炎症性サイトカインの発現を低下さ

せる。IL-8の発現低下によって好中球浸潤が抑制され、IL-1の発現低下によ

って大腸の炎症反応が抑制される。 

 

 NF-Bの発現と活性化は、活動性を有する IBD患者の腸管において強く誘導さ

れ、活性化された NF-Bの量が腸管炎症の重症度と有意に相関すると報告され

ている (Atreya et al., 2008)。また OEAは、in vitro の実験で、NF-Bおよ

び ERK1/2/AP-1/STAT3 経路を阻害することにより、LPSで刺激された単球系の

細胞株 （THP-1）に対して、抗炎症作用を有することが報告されている (Yang 

et al., 2016)。本実験では、LPSで刺激された 293/hTLR4A-MD2-CD14細胞に対
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して、OEAは濃度依存的に TNF-の mRNA 発現を低下させ、IB-のリン酸化を

抑制した。さらに、TNF-で刺激された Caco-2細胞に対して、OEAは炎症性サ

イトカインの発現を低下させ、IB-および p65のリン酸化を抑制した。これ

らの実験結果によって、OEAが抗炎症効果を有し、さらに腸管においては、腸

管上皮細胞の NF-Bシグナル伝達経路の活性化を抑制することによって、この

炎症効果を発揮することが示唆された。 

 OEAは、PPAR- (Fu et al., 2005)、TRPV1 (Ahern, 2003)、および GPR119 

(Lauffer et al., 2009)のアゴニストとして機能することが報告されている。

PPAR-は、腸管上皮細胞 (Kimura et al., 2013)、およびマクロファージ 

(Manoharan et al., 2016)に高度に発現していると報告されている。PPAR-ア

ゴニストはマウス DSS大腸炎を改善し (Azuma et al., 2010)、PPAR-経路の

欠損は、マウス大腸マクロファージの機能を変化させ、結果として腸管におけ

る炎症性サイトカインの発現が増加することが報告されている (Manoharan et 

al., 2016)。IBD モデルにおける TRPV1 の役割については controversial であ

り (Cseko et al., 2019)、現時点で IBD モデルに対する GPR119 アゴニストの

効果に関する報告はない。本研究では、PPAR-アンタゴニストは、in vitroに

おいて IL-8の発現を低下させる OEAの作用をブロックした。この結果によっ

て、腸管上皮細胞における OEAの抗炎症効果が PPAR-依存的であることが示唆

された。一方、in vitro では、単球系の細胞株 （THP-1）において、LPS刺激

によって PPAR-の mRNA発現レベルが低下し、OEA投与によって PPAR-の発現

が増加することが報告されており (Yang et al., 2016)、 in vivo では、OEA

の投与により、ラットの非アルコール性脂肪肝における PPAR-の mRNA発現レ

ベルが有意に増加したと報告されている (Li et al., 2015)。しかしながら、

本研究における動物実験では、ラット大腸の PPAR-の発現は DSS 投与によって

低下したが、OEA 投与はこの低下を改善しなかった。この結果は、OEAが大腸

での PPAR-発現の上昇を伴わずに、PPAR-のアゴニストとして作用すること

を示唆していると考えられる。 

 マクロファージは、IBDの患者において炎症性サイトカインを産生し、腸管組

織損傷を誘発するとされている (Steinbach and Plevy, 2014)。本研究の in 

vivo実験では、マクロファージの浸潤は OEA投与によって抑制された。さら

に、UCの患者では、好中球浸潤の程度は疾患の重症度と相関し (Wera et al., 

2016)、IL-8は主として末梢血管から炎症組織へ好中球の移動を誘発する、好

中球走化性物質であるとされている (Lee et al., 2018)。本研究において、

OEAは Caco-2細胞における IL-8の発現と、ラット大腸における好中球浸潤を

抑制した。これらの結果によって、OEA が腸管上皮細胞での IL-8発現を抑制す

ることによって、大腸への好中球浸潤を抑制することが示唆された。 
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 OEA投与により、食餌摂取量が低下することが報告されている（Fu et al., 

2005）。また、複数の研究において、DSS の投与により食餌摂取量が有意に低下

することが報告されている (Chaudhary et al., 2017; Ye et al., 2009)。 

本研究では、既報と同じように、OEA群と DSS群において、コントロール群と

比べて、食餌摂取量が有意に低下していた。一方で、DSS群と DSS+OEA群の間

で食餌摂取量に有意な差は認めなかった。この結果は、OEAの抗炎症効果が、

DSS投与によって引き起こされる食餌摂取量の低下を無効にすることを示唆し

ていると考えられる。さらに、本研究では、OEA群ではコントロール群と比較

して食餌摂取量の有意な低下を認めたにも関わらず、相対体重比の両群間での

有意な差は見られなかった。この結果は、以前に Proulxらが報告したように 

(Proulx et al., 2005)、OEA投与により自発的活動が減少したことが影響した

可能性が考えられる。 

 OEAの治療効果は、アテローム性動脈硬化症 (Fan et al., 2014)、非アルコ

ール性脂肪肝 (Li et al., 2015)、および神経炎 (Sayd et al., 2014)に対し

て、動物実験において報告されている。臨床研究においては、肥満の人に OEA

を投与すると、炎症反応と酸化ストレスが改善されたと報告されている 

(Payahoo et al., 2018)。OEAは、将来的に様々な疾患で臨床応用される可能

性がある薬剤であり、そのためには更なる臨床研究が必要であると考えられ

る。 

この研究にはいくつかの limitationがある。（1）PPAR-に関する実験は行っ

ているが、TRPV1 や GPR119などの他の OEA が作用する受容体に関する実験を行

っていない。（2）OEAは in vivoにおいて腹腔内投与のみ行い、経口投与での

実験は行っていない。多くの報告では、OEAは腹腔内投与され、投与量は通常 

5 - 20 mg/kgである。しかし、いくつかの研究では、OEAは経口投与され、投

与量は 25 - 200 mg/kg である (Nielsen et al., 2004; Oveisi et al., 

2004; Thabuis et al., 2011)。（3）大腸炎が発症するより前の 0日目にも OEA

投与を行っており、予防的投与の効果が含まれている可能性がある。（4）今回

の動物実験プロトコールは、慢性大腸炎モデルというより、急性大腸炎モデル

である。 
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総括および結論 
 

本研究において、以下の知見が得られた。 

 

・OEAは in vitro で、LPS誘発性炎症反応を抑制し、IB-のリン酸化を抑制

した。 

 

・OEAは培養腸管上皮細胞で、TNF-誘発性炎症反応を抑制し、IB-・p65の

リン酸化を抑制した。また PPAR-のアンタゴニストはこの抗炎症効果を抑制し

た。 

 

・OEA投与はラットの DSS誘発大腸炎による体重増加抑制・疾患活動性スコア

の上昇・腸管短縮を改善し、マクロファージ・好中球の腸管への浸潤を抑制

し、炎症性サイトカインの発現を抑制した。 

 

 本研究において、OEAはラット腸炎モデルに対する治療効果が示され、新た

な治療法である可能性が示唆された。 
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