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研究成果の概要（和文）：新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ は、２つの炎症性腸疾患モデル（DSS 誘発

腸炎、TNBS腸炎）において著明な腸炎抑制効果を認めた。炎症性腸疾患に有用である可能性が

考えられ、新規 IBD治療薬として臨床応用への可能性を大いに期待させる結果であった。 

一方で、更に効力の強い新規 NF-κB 阻害剤の開発を模索し 3-[(dodecylthiocarbonyl) 

methyl]glutarimide (DTCM-G)を得た。DTCM-G においても、２つの炎症性腸疾患モデルにおい

て著明な腸炎抑制効果を認め、新規 IBD 治療薬として臨床応用への可能性を大いに期待させる

結果であった。DTCM-Gの作用機序を RAW264.7 細胞において検討し AKTおよび GSK－３β活性抑

制との関係が考えらえた。 

 

研究成果の概要（英文）：A novel NF-κB inhibitor, DHMEQ, strongly ameliorated development 

of two types of experimental colitis in mice (DSS colitis and TNBS colitis) and DHMEQ 

appears as a promising candidate for treatment of inflammatory bowel disease. On the other 

hand, we explored the development of another stronger NF-κB inhibitor and got 

3-[(dodecylthiocarbonyl)-methyl]-glutarimide (DTCM-G). We also demonstrated DTCM-G 

notably attenuated two types of experimental murine models of IBD. We investigated the 

underlying mechanism in the anti-inflammatory effect of DTCM-G by using RAW264.7 cells 

and demonstrated that the inhibition of AKT and GSK-3β activations were related with the 

anti-inflammatory effect of DTCM-G.  
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１．研究開始当初の背景 

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）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 の腸粘膜では、

炎症性サイトカイン産生を制御する転写因

子 NF-κB の持続的な活性化とその制御失調

が起こっていることが知られている。また、

臨床治療薬の 5-ASA や抗 TNFα 抗体には

NF-κBの間接的阻害作用があり、動物実験に

おいては Simvastatin、crucumin、NF-κB 

decoy 等による大腸炎抑制効果、NF-κB活性

抑制効果が報告されている。これらより、

NF-κB の核内移行を選択的に阻害する新規

薬剤である DHMEQ の治療効果が期待される。 

２．研究の目的 

マウスの大腸炎モデルを用いて DHMEQの腸炎

抑制効果を検討する。 

３．研究の方法 

（1）In vitro： 結腸細胞株(HT-29)、マク

ロファージ細胞株(RAW264.7)をそれぞれ LPS 

10 ng/ml と 10μg/ml で刺激し、DHMEQ 添加

による HT-29 からの IL-8、RAW264.7 からの

TNFα・IL-6 の産生抑制効果を ELISA 法で検

討した。同時に、RAW264.7 では NF-κB のサ

ブユニットである p65の核内移行を免疫組織

化学染色により確認した。 

（2）In vivo 

DSS 腸炎の腸炎抑制効果検討：8 週齢雄

C57BL/6 マウスに 3％デキストラン硫酸ナト

リウム（DSS:36-50kDa）を 5 日間飲水させて

大腸炎を誘発し、その後 5 日間 RO 水を飲水

させた。大腸炎の評価は体重減少・下痢・血

便による disease activity index(DAI)、大

腸浮腫、組織学的スコアリング、免疫組織化

学染色による細胞浸潤の程度、大腸組織中の

炎症性サイトカイン mRNA 発現により行い、

DHMEQ の大腸炎抑制効果を検討した。 

TNBS 腸炎の腸炎抑制効果検討：8 週齢雄

BALB/c マウスに 2,4,6-トリニトロベンゼン

スルホン酸（TNBS）1.5mgを含んだ 50％エタ

ノール溶液を注腸して大腸炎を誘発し、4 日

間経過を観察した。DHMEQ は両大腸炎ともに

連日腹腔内投与した。大腸炎の評価は体重減

少・下痢・血便による disease activity 

index(DAI)、大腸浮腫、組織学的スコアリン

グにより行い、DHMEQ の大腸炎抑制効果を検

討した。 

４．研究成果 

（1）In vitro： RAW264.7細胞において、DHMEQ

は LPS 刺激による p65 の核内移行を阻害し、

炎症性サイトカインである IL-6、TNFαの産

生も有意に抑制していた。また、HT-29 細胞

では、LPS 刺激による IL-8の産生を有意に抑

制していた。 

 

（p65 核内移行抑制効果） 

 

（IL-6、TNF-α産生抑制効果） 

 

（2）In vivo：DSS腸炎では、DHMEQ20mg/kg1

日 2回投与群で DAIスコア、大腸浮腫、組織

学的スコアリングの有意な改善を認めた。ま



た標準治療薬である 5-ASAの投与では、明ら

かな DSS 腸炎の改善を認めなかった。大腸組

織の免疫組織化学染色(IHC)では、F4/80(マ

クロファージ)・CD4陽性細胞、また核内 p65

陽性の炎症細胞浸潤を有意に抑制した。大腸

組織中の炎症性サイトカインの解析では、

IL-1β, TNFα, IL-6, IL-12p40, IL-17, 

MCP-1の mRNA発現を有意に抑制していた。 

 

（DHMEQの DSS腸炎抑制効果） 

 

（腸管炎症細胞の p65 核内移行抑制効果） 

 

さらに、TNBS腸炎においても DHMEQ15mg/kg1

日 2回投与群では体重減少、肉眼的大腸障害

度スコアリング、組織学的スコアリングの有

意な改善を認めた。 

 

（DHMEQの TNBS 腸炎抑制効果） 

以上のように、新規 NF-κB阻害剤 DHMEQは、

RAW264.7細胞おいて p65の核内移行抑制と炎

症性サイトカインの産生抑制効果を認めた。

また、DSS誘発腸炎、TNBS腸炎においても著

明な腸炎抑制効果を認めた。本剤は、炎症性

腸疾患に有用である可能性が考えられた。新

規 IBD治療薬として臨床応用への可能性を大

いに期待させる結果を得た。今後は、小動物、

大動物を用いた毒性試験、薬物動態の解析を

通じて臨床応用の準備を進める予定である。 

 

一方で、更に効力の強い新規 NF-κB 阻害剤

の開発を模索したところ、RAW264.7マクロフ

ァージに対する抗炎症効果を発揮する新規

薬 剤 3-[(dodecylthiocarbonyl) 

methyl]glutarimide (DTCM-G)を得た。DTCM-G

は、炎症性転写因子 AP-1 の核内移行を抑制

することが分かっている。近年、IBD 患者の

腸管で、AP-1 の持続的な活性化が確認されて

おり、AP-1 活性の抑制により、NF-κB と同

様に炎症性連鎖反応をごく初期の段階で抑

制し、より確実な抗炎症効果を得ることが可

能であると考えられた。したがって、DHMEQ

に加えて DTCM-G の臨床応用を目指し、動物

モデルにおける DTCM-Gの効果検討を行った。 

【方法】2-①TNBS 腸炎の腸炎抑制効果検討：

雄 BALB/c マ ウ ス （ 8 週 齢 、 24-26g ）

TNBS1.5mg/body(50%Et-OH)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、大腸採取時に大腸長、重量の測定、

MPO による好中球浸潤量の評価、肉眼的な大

腸炎の程度・組織学的傷害の程度を評価した。



また、腸管標本の免疫組織化学染色により浸

潤細胞の種類・程度を２、４病日にて経時的

に評価した。2 病日においては、単離大腸粘

膜単核球（LPMC）の解析による浸潤細胞の種

類・程度の評価 RT-PCR を行い、組織中炎症

性サイトカインのｍRNA 定量評価を追加した。 

2-②DSS腸炎の腸炎抑制効果検討：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、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。治療群は DTCM-G 40 mg/kg、

Vehicle control 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

にて行った。腸炎の経過は DAIのスコアリン

グにより評価を行った。両群とも day10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。 

2-③RAW264.7 細胞の抗炎症作用の検討およ

び 作 用 機 序 解 析 ： RAW264.7 細 胞 株 を

0.04%DMSO で溶解した 7.5μｇ/ml 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。また LPS 刺激後のシグナルカスケードに

おいて、Western blot法によりタンパク評価

を行い、抗炎症作用の機序解析を行った。 

【結果】2-①TNBS 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、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、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。病理組織

学的には、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。また、

腸炎 2日目、4日目の好中球浸潤を有意に抑

制し、4日目における組織の MPO活性も有意

に抑制した。

 

（DTCM-Gの TNBS腸炎抑制効果） 

 

（組織像の改善：対照群左、DTCM-G 右） 

 

組織免疫染色では、炎症の早期、2 病日にお

いて F4/80陽性細胞が主たる浸潤細胞であっ

たが、DTCM-Gは、同日の F4/80陽性細胞、CD4

陽性細胞の浸潤を有意に抑制した。単離 LPMC

の FACS 解析でも CD11b 陽性細胞陽性細胞が

主たる浸潤細胞であったが、DTCM-G は CD11b

陽性細胞陽性細胞数を有意に減少させた。更

に 2 病日の大腸組織を用いた RT-PCR におい

て、無治療群でＴＮＦα、ＭＣＰ－１、ＩＬ

－６のｍＲＮＡ高発現を認め、DTCM-Gはこれ

を有意に抑制した。 

 

（マクロファージ浸潤 /TNF-α産生抑制） 
 

2-②DSS腸炎モデルでも、DTCM-G 40 mg/kg

投与群は、4-10日目における DAIを有意に軽



減させ、10日目の組織スコアでも有意な腸炎

抑制効果を認めた。 

 

（DTCM-Gの DSS 腸炎抑制効果） 

（組織像の改善：対照群左、DTCM-G 右） 

 

2-③RAW264.7 細胞おいては、DTCM-G は LPS

刺激による IL6、TNFαの産生を有意に抑制し

た。また、AKT リン酸化の抑制および GSK－

３βのリン酸化亢進を認め、抗炎症効果との

関係が考えられた。 

 

（IL-6、TNF-α産生抑制効果） 

 

（AKT リン酸化抑制/GSK-3βリン酸化亢進） 

以上のように、DTCM-Gは、マクロファージを

中心とした免疫細胞の浸潤を抑制し TNBS 腸

炎を軽快させた。また、DSS 誘発腸炎におい

ても腸炎抑制効果を認めた。RAW264.7細胞お

いて DTCM-G は炎症性サイトカインの産生を

抑制し AKT および GSK－３β活性抑制との関

係が考えらえた。以上より本剤は、炎症性腸

疾患に有用である可能性が考えられた。 
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