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研究成果の概要（和文）： 
(1) Dehydrocorydaline の作用および有用性を証明し論文発表と特許出願を行った。 
(2) 活性化 T 細胞の IL-17 産生を抑制する生薬成分として Atractylodin を同定した。 
(3) 酢酸が T 細胞の活性化を制御する分子機序を解明し論文発表を行った。 
(4) ハプテン‐タンパクを特異的に蛍光観察できる腸炎モデルを開発し論文として公表した。 
(5) 腸炎の評価に有用な大腸粘膜蛍光観察試薬を開発し論文発表と特許出願を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1) The action and therapeutic benefit of Dehydrocorydaline were demonstrated. 
(2) Atractylodin was found to inhibit IL-17 production in activated T cells. 
(3) The molecular mechanism of acetate action on T cell activation was elucidated. 
(4) The novel colitis model for fluorescence observation of hapten-protein was developed. 
(5) The novel agent for fluorescence observation of colitis was developed. 
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１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患（潰瘍性大腸炎とクローン病）
や関節リウマチなど難治性の炎症疾患では
マクロファージやT細胞が異常に活性化し炎
症性サイトカインを多量に産生することで
病態形成に深く関与している。炎症疾患に対
する新しい治療法の基盤を形成するために
はマクロファージやT細胞の活性化を制御す
る化合物を発見し、その作用機序を分子レベ
ルで解析することが重要である。 

 生薬は伝統的に様々な疾患の治療に利用
され有用なものが選別されてきた。この生薬
に含まれる成分の化学構造は combinatorial 
chemistry による合成化合物では得ることが
できない多様性を有している。したがって、
生薬成分は創薬の元となる seeds を探すため
に極めて有用な library を構成している。 
 我々は活性化マクロファージをターゲッ
トした治療法の基盤を構築するため、生薬成
分の中から lipopolysaccharide (LPS)で活性
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化したマクロファージの viability を低下さ
せる化合物のスクリーニングを行った結果、
エンゴサクの成分である Dehydrocorydaline
を同定していた。 
 酢酸は腸内細菌で最も産生される中短鎖
脂肪酸でありビフィズス菌でも産生される。
この酢酸には転写因子 NFAT と核内輸送体
importin beta の結合を妨げ T 細胞の活性化
を制御する作用があることを我々は発見し
ていた。一方、転写因子が importin beta に
結合するにはアダプター分子を必要とする
が NFAT のアダプター分子は未だ同定され
ていなかった。我々は酢酸の作用機序を分子
レ ベ ル で 解 明 す る こ と に よ り
NFAT-importin beta 結合に働くアダプター
分子を同定できると考えた。 
 腸炎に対する新たな治療法の効果を判定
する場合、TNBS などの化合物をハプテンと
してマウスに注腸することで作成した腸炎
モデルが利用されている。しかし、従来の腸
炎モデルでは抗原となり腸炎を起こすハプ
テン-タンパクをハプテン単独と区別し特異
的に観察することはできないため治療法の
効果判定の際にハプテン-タンパクの形成を
確認できなかった。この問題を解決するため
にはハプテン-タンパクを特異的に観察でき
る新しい腸炎モデルの開発が必要であった。 
 大腸粘膜の組織学的情報を得るため蛍光
観察が行われる。この蛍光観察にはフルオレ
セインが用いられているが大腸粘膜に直接
使用することができず得られる組織学的情
報も乏しい。蛍光観察の有用性を高めるため
には新たな蛍光観察試薬が必要であった。 
 
２．研究の目的 
我々は主に生薬成分など天然化合物を利用
して炎症疾患に対する新しい治療戦略を構
築することを目的として 
(1) Dehydrocorydaline の薬理作用と応用 
(2) サイトカイン産生制御を示す化合物同定 
(3) 酢酸が示す T 細胞活性化制御の分子機序 
に関する研究を行った。また、炎症疾患の中
でも特に腸炎に対する研究を促進するため 
(4) ハプテン‐タンパクを特異的に観察する
ことができる腸炎モデルの開発 
(5) 大腸粘膜蛍光観察試薬の開発 
も行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 培 養 細 胞 な ど を 用 い て
Dehydrocorydaline の薬理作用を解析し、マ
ウ ス の 炎 症 疾 患 モ デ ル を 利 用 し て
Dehydrocorydaline による治療的応用を検討
した。 
(2) 活性化 T 細胞のサイトカイン産生に対し
て影響を与える化合物を同定するため、これ
まで集めた生薬成分の中で文献報告が少な

く薬理作用が不明のものを中心にスクリー
ニングを行った。 
(3) 酪酸はヒストンのアセチル化を誘導する
ことにより遺伝子の発現を制御する。これに
対して酢酸は転写因子 NFAT と核内輸送体
importin beta の結合を介助するアダプター
分子のアセチル化を誘導することにより
NFAT と importin beta の結合を制御すると
推測し研究を進めた。 
(4) NBD-Cl は単独では蛍光を示さないがタ
ンパクと結合するとフルオレセインや GFP
と同様な蛍光を示す。したがって、NBD-タ
ンパクの形成を蛍光を介して観察すること
ができる。この NBD-Cl を用いて腸炎モデル
の作成を行った。 
(5) 大腸粘膜の腺管は主に杯細胞からなり杯
細胞は酸性ムコタンパクが豊富であるため
細胞内部の pH が比較的低い。一方、炎症細
胞は lysosomesが豊富であり lysosomesの内
部も pHが比較的低い。NBD-PZは生理的 pH
以下で著しく蛍光強度が高まることを我々
は発見している。この NBD-PZ を用いて大腸
粘膜蛍光観察試薬の開発を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) Dehydrocorydaline の薬理作用と応用 
LPS 存在下、Dehydrocorydaline が viability
に 与 え る 影 響 を macrophage-derived 
RAW264.7 cells, primary macrophages, 
colon cancer-derived SW620 cells において
検討したところ、RAW264.7 cells で最も
viability を低下させ、primary macrophages
がそれ続きSW620 cellsではviabilityの低下
を認めなかった。これらの細胞で LPS によ
る IL-6 産生とミトコンドリア膜電位上昇を
比較検討したところ、いずれも RAW264.7 
cells で 最 も 顕 著 で あ り primary 
macrophages がそれに次いだ一方、SW620 
cells では両者ともに認めなかった。なおミト
コンドリア膜電位は rhodamine 123 だけで
なく JC-1 でも評価した。更に RAW264.7 
cellsにおける IL-6産生を LPS投与６時間後、
２ ４ 時 間 後 に 測 定 し た 結 果 、
Dehydrocorydaline は６時間後から２４時間
後に見られる IL-6 産生増加を阻害すること
が分かった（下図；P, ANOVA）。 



 

 

IL-6 産生に伴い細胞内では ATP が消費され
る。ミトコンドリアにおける ATP 産生は膜
電位によるため膜電位上昇は ATP 産生を増
加させ細胞内 ATP 量を維持するために働く。
Dehydrocorydaline はこの膜電位上昇を阻害
することにより活性化マクロファージ特異
的に ATP を枯渇させ細胞死を誘導し IL-6 の
産生を中断させる（下図）。 

Dehydrocorydaline は基底レベルのミトコン
ドリア膜電位を下げることはないため活性
化していないマクロファージや LPS により
IL-6 などサイトカインを産生しない細胞に
対しては作用しないと考えられる。 
 なお Dehydrocorydaline の副作用を検討
するためマウスに 9.6 mol/kg 投与したが肝
障害を示す ATL 血漿中濃度上昇や腎障害を
示す BUN 上昇を認めなかった。この投与量
は LPS 投与マウスで体重減少改善作用を証
明した量（4.8 mol/kg）の２倍に相当する。 
 Dehydrocorydaline の作用機序を考慮して
腸炎に対する治療効果を検討するに先立ち、
腸炎においてマクロファージがミトコンド
リア膜電位を上昇させるほど活性化してか
どうかを解析した。その結果、腸炎粘膜から
分離したマクロファージでミトコンドリア
膜電位の上昇を認めなかった。但し、粘膜か
らマクロファージを分離するには数時間に
わたる作業が必要とされるため、その間にマ
クロファージを活性化する刺激がなくなり
ミトコンドリア膜電位が基底レベルに戻っ
て し ま っ た 可 能 性 が あ る 。
Dehydrocorydaline の適応を見極めるために
は in vivo においてミトコンドリア膜電位を
評価できる手法を開発する必要がある。 

(2) サイトカイン産生制御を示す化合物同定 
ソウジュツに含まれる Atractylodin は
IL-17・IFNの産生を高度・中等度抑制する
が IL-4 の産生には影響を与えないことが分
かった（下図）。今後もスクリーニングを進
める一方、Atractylodin の炎症疾患に対する
治療効果および作用機序を解析していく。 
 

 
(3) 酢酸が示す T 細胞活性化制御の分子機序 
酢酸は脱アセチル化酵素であるHDAC6の活
性を阻害し tubulin alpha のアセチル化を誘
導する。この tubulin alpha こそが NFAT の
N 末端側に結合し NFAT と importin beta と
の結合に対してアダプターとして働く分子
であった。Tubulin alpha のアセチル化はそ
のアダプター機能を阻害し、その結果、NFAT
と importin beta との結合が妨げられること
が分かった（下図）。 

 
(4) ハプテン‐タンパクを特異的に観察する
ことができる腸炎モデルの開発 
NBD-Cl を 1-2 mg/ml 40% ethanol の濃度で
マウスに注腸すると大腸粘膜での NBD-タン
パク形成を蛍光を介して観察することがで
き、腸炎はこの NBD-タンパクを中心に誘発
さていた（下図、次ページ）。 



 

 

更に flow cytometryによりNBD-タンパクが
主にマクロファージに取り込まれ、その結果、
T 細胞が活性化することも証明できた。 
 この腸炎モデルでは IL-6 が著明に産生さ
れるため抗 IL-6 受容体抗体の治療効果の判
定に用いたところ、NBD-タンパクの形成を
蛍光観察で確認した上で腸炎が抑制される
ことを証明できた（下図）。 

 
(5) 大腸粘膜蛍光観察試薬の開発 
NBD-PZ を PBS 緩衝液（pH 7.4-7.5）で 1 g/ml
の濃度に調製し大腸粘膜蛍光観察試薬とし
た。この試薬でマウスの大腸粘膜を３分間浸
した後に蛍光観察を行ったところ、粘膜の腺
管を円環状蛍光像として観察できた（下図）。 

なお NBD-PZ そのものの蛍光強度は PBS 緩衝
液中では十分低いため蛍光観察を行う前に
洗浄を行う必要はなく試薬で大腸粘膜を浸
したまま蛍光観察が可能であり極めて簡便
に使用できる。 
 一方、腸炎の粘膜では腺管の破壊に伴い円
環状蛍光像が消失し、それに代わり浸潤した

炎症細胞が有する lysosomesを点状蛍光像の
集蔟として観察できた（下図）。 
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