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研究成果の概要（和文）：高齢化社会に伴い、脳・心血管イベント二次予防に低用量アスピリンが長期処方され
るようになった。一方、アスピリンは、副作用として胃だけでなく小腸粘膜にも傷害を生じることがわかり、大
きな臨床的問題となっている。我々は、アスピリンが小腸上皮細胞内のミトコンドリアで活性酸素を生じ、細胞
と細胞とを接着させる役割を持っている装置のうちのひとつであるタイトジャンクションに酸化修飾をひき起こ
すことにより、腸管粘膜の透過性が亢進する機序を本研究を通して解明した。また、本研究で得られた知見を元
に、既存の実臨床で広く用いられる安全性の確立した抗酸化作用を有する薬剤を用いて、新たな「腸薬」の可能
性を探った。 

研究成果の概要（英文）：Acetyl salicylic acid (ASA) is a commonly used drug for secondary prevention
 of cardiovascular and cerebrovascular events. In addition to its antiplatelet effect, small 
intestinal injury caused by ASA is an important issue. However, there is as yet no effective 
prevention.
 In this study, ｗe clarified that non-toxic concentrations of ASA can increase small intestinal 
epithelial cell permeability via a mechanism that depends on reactive oxygen species (ROS) and 
ROS-modified zonula occludens-1 (ZO-1) protein, a major tight junction (TJ) protein, in an in vitro 
study.In a clinical study, we reported that rebamipide reduced ASA-induced mucosal injury in the 
human small intestine via unknown mechanisms. In the present study, the mechanism by which 
rebamipide (with anti-oxidative properties) suppresses ASA-induced small intestinal mucosal injury 
was clarified.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）の一種
であるアスピリンは低用量で抗血小板作用
を有し、脳・心血管イベントの二次予防目的
に世界中で広く用いられている薬剤である 1)。 
 
(2)その一方、近年、バルーン型小腸内視鏡
やカプセル内視鏡の普及によりアスピリン
は胃だけでなく、小腸粘膜傷害を引き起こす
ことが明らかになった（図１）。時に重大な
消化管出血から生命予後の悪化に至ること
があり、その機序解明ならびに予防薬の確立
は急務であるが、精力的な研究が各施設で行
われているにもかかわらず、その発症の機序
解明ならびに予防・治療法はいまだ確立され
ていない 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)これまでにアスピリン起因性小腸粘膜傷
害の発症機序としては、粘膜防御作用をもつ
プロスタグランジンの合成阻害 3)、上皮細胞
のアポトーシス 4)、腸内細菌の関与 5)などが
報告されているが、その詳細はいまだ明らか
でなく、新たな視点での機序解明ならびに予
防・治療薬の創生につながる探索研究が必要
である。 
 
２．研究の目的 
(1)我々は、代表的な NSAID の 1 つであるイ
ンドメタシンが小腸粘膜傷害をひき起こす
機序について実験的検討を行い報告してき
た。これらの機序をアスピリンによる小腸上
皮細胞傷害にも適用し、その傷害の本態には
小腸上皮細胞のミトコンドリア依存性アポ
トーシスが関与している可能性を報告して
きた 4)。 
我々は、本研究を開始するにあたり、細胞

毒性のない低濃度アスピリンが小腸上皮細
胞内で酸化ストレス産生をひき起こすこと
を予備検討で見出しており、アスピリン起因
性小腸粘膜傷害と酸化ストレスとの関連が
示唆された。 
 

(2)近年、アスピリン内服患者では、腸管粘
膜の透過性が亢進していることが明らかに
なった 6)。従来型 NSAID 同様に、アスピリン
起因性小腸粘膜傷害の初段階には、小腸上皮
細胞間透過性亢進の関与が示唆されるが、そ
の機序はいまだ明らかでない。 
上皮細胞間透過性を規定する重要な細胞

間接合の1つにタイトジャンクションが知ら
れているが、我々は、これまでに、アスピリ
ンが小腸上皮細胞間のタイトジャンクショ

ン裏打ち蛋白質である zonula occludence-1 
(ZO-1)蛋白質の構造変化をひき起こし、粘膜
透過性が亢進することを確認している（図 2）
7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)本研究は、上皮細胞間透過性を制御する
タイトジャンクションを標的としたアスピ
リン起因性小腸粘膜傷害の予防・治療薬開発
を目的とし、特に酸化ストレスとタイトジャ
ンクション構成蛋白質との関連性に着目し、
検討を行った。 
低濃度のアスピリン刺激により上皮細胞

内で産生された酸化ストレスが、タイトジャ
ンクション裏打ちタンパク質である ZO-1 蛋
白質を酸化修飾し、その機能障害から透過性
亢進がひき起こされる機序を解明し、新たな
視点でのアスピリン起因性小腸粘膜傷害の
機序解明ならびに予防・治療薬の創生につな
がる探索研究を行った。 
 

３．研究の方法 
【研究計画】 
本研究は 3 年で 4 つの研究計画を予定した。 
(1)アスピリン刺激により、小腸上皮細胞内
でミトコンドリア機能障害依存的に酸化ス
トレス産生が亢進することを証明する。 
 
(2)アスピリン起因性の酸化ストレスが、タ
イトジャンクション裏打ち蛋白質である
ZO-1 蛋白質の構造変化ならびに上皮細胞間
透過性亢進をひき起こすことを証明する。 
 
(3)アスピリン起因性の酸化ストレスが、タ
イトジャンクション裏打ち蛋白質である
ZO-1 蛋白質を酸化修飾することを証明する。 
 
(4)酸化修飾を受けたZO-1蛋白質を標的とし
たアスピリン起因性小腸粘膜傷害の予防・治
療薬のスクリーニングを行う。 
 
【実験方法】 
(1)in vitro: ヒト大腸上皮癌培養細胞株
Caco-2 を分化させ、小腸上皮細胞モデルと
して用いた。 
 
酸化ストレスの検出：アスピリン添加により
生じる酸化ストレスを、酸化ストレス反応性
蛍光色素を用い、ミトコンドリア選択性蛍光
色素と共染色し、共焦点顕微鏡で細胞内局在
の評価を行った。また、蛍光強度計で経時的



な蛍光強度の変化を定量し、主たる活性酸素
種の同定を行った。 
 
上皮細胞間透過性の検討：アスピリンを、0.4
μm の多孔を有するメンブレン上に培養し
た Caco-2 に添加し、FITC 標識 Dextran の透
過 、 transepithelial electrical 
resistance(TEER) を用いて上皮細胞透過性
を測定した。また western blotting、免疫染
色法を用いて、タイトジャンクション構成蛋
白質の発現、構造変化を評価した。 
 
酸化ストレスと透過性との関連性：抗酸化剤
（過酸化水素を消去するカタラーゼや、スー
パーオキシドを消去するスーパーオキシド
ディスムターゼの類似薬）を用い、アスピリ
ン起因性小腸上皮細胞透過性亢進と酸化ス
トレスの関連を評価した。 
 
酸化ストレス修飾蛋白質の検出：酸化ストレ
スの攻撃を最も受けやすいアミノ酸のひと
つにシステイン残基がある。蛋白質のシステ
イン残基は酸化を受けるとスルフェン酸が
生じ、本来もっているその蛋白質の機能障害
がおきることが知られている。本研究では、
スルフェン酸の抗体を用いてアスピリン刺
激をうけた Caco-2 内の酸化修飾蛋白質の検
出を行った。 
 
(2)in vivo: 9 週齢 SD 系雄性ラットを用い、
アスピリン小腸粘膜傷害ラットモデルを作
成した。 
 
抗酸化作用を有する胃粘膜保護薬レバミピ
ドを用いて、アスピリン投与群とアスピリン
＋レバミピド群とで Evans blue を用いた小
腸粘膜傷害の比較、FITC 標識 Dextran を用い
た腸管透過性の比較、western blotting を用
いて ZO-1 蛋白質の発現を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1)アスピリン刺激により、小腸上皮細胞内
でミトコンドリア機能障害依存的に酸化ス
トレス（スーパーオキサイド）産生が亢進す
ることが明らかになった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(2)抗酸化剤を併用することにより、アスピ
リン起因性の酸化ストレス（スーパーオキサ
イド）が、タイトジャンクション裏打ち蛋白
質である ZO-1 蛋白質の発現の変化、構造変
化をひき起こしていること、上皮細胞間透過
性亢進に関与していることが明らかになっ
た。 
 
(3)スルフェン酸の抗体を用い、アスピリン
起因性の酸化ストレスが、タイトジャンクシ
ョン裏打ち蛋白質である ZO-1 蛋白質を酸化
修飾することを証明した。 
 
(4)我々のグループは、低用量アスピリン内
服患者を対象とした多施設臨床研究で、胃粘
膜保護薬レバミピドが、アスピリン起因性小
腸粘膜傷害を抑制することを報告した 8)。本
研究は、in vivo, in vitroモデルを用いて、
抗酸化作用を有する胃粘膜保護薬レバミピ
ドがアスピリン起因性小腸粘膜傷害の予防
に有用であることを基礎的見地から証明し
た。 
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