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研究成果の概要（和文）：　本研究では、炎症性腸疾患（IBD）治療において再燃を予防し、長期寛解維持を実
現する有用な治療戦略を提示することを目的に、腸管粘膜に存在する腸管マクロファージでのインターロイキン
（IL）-10産生を亢進させる薬物のスクリーニングから見出した生薬由来化合物ベルベリンの薬理作用の解明を
行った。
　本研究成果から、ベルベリンはIBD再燃モデルに対して有効であり、その作用機序には腸管マクロファージで
のfatty acid synthase活性化を介したIL-10産生の亢進による傷害腸管粘膜の修復促進の関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have proposed that the enhancement of interleukin (IL)-10 production in 
the intestinal macrophages has the potential to be a novel therapeutic mechanism for maintaining the
 remission of inflammatory bowel disease (IBD) and found berberine as a candidate compound for IL-10
 enhancer. In the present study, we developed a useful experimental animal model to evaluate the 
relapse phase of IBD and investigated the effect of berberine on this model. Berberine significantly
 attenuated colitis symptoms during the relapse phase of IBD relapse model. Furthermore, we detected
 fatty acid synthase (FAS) as a candidate target protein. FAS inhibitor suppressed the IL-10 
production of macrophages enhanced by berberine in a concentration-dependent manner. This study 
suggests that FAS activators such as berberine may be useful in developing a novel therapeutic 
strategy aimed at preventing relapse in IBD.

研究分野：薬理学、粘膜免疫学、幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　炎症性腸疾患（IBD）に対する治療薬開発は、過剰な炎症を抑制して寛解に導くことをコンセプトに行われて
きたが、現在では再燃させることなく、長期間寛解を維持させることが最大の目標とされている。また、これま
で有用なIBD再燃モデルは開発されておらず、候補薬物が再燃を予防し、長期寛解維持を実現するかの臨床予測
性は困難であった。よって、本研究にて得られた成果は、IBD治療において選択肢の少ない寛解維持療法の開発
研究を推進する波及効果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease; IBD）は、潰瘍性大腸炎とクローン病を指し、腸管
における病因不明の慢性炎症疾患である。また、厚生労働省の指定難病の中で患者数が最も多い。
絶えず細菌叢や食事抗原などの外界と接している腸管粘膜では、“寛容と排除”という両極端の
反応を支配する腸管粘膜粘液システムを中心とした粘膜バリアが高度に発達している。IBD の
病態形成には、腸管粘膜免疫システムの異常によって引き起こされる過剰な炎症反応が必須で
あると考えられている。また IBD は再燃と寛解を繰り返す慢性炎症疾患であるため、これまで
IBD に対する治療薬開発は、過剰な炎症を抑制し寛解を導くことをコンセプトに行われてきた。
よって、寛解導入に用いられる IBD 治療薬の選択肢は多く、患者の症状に合わせた寛解導入が
可能となってきている。しかし、既存の薬剤では導入に成功しても寛解を長期間維持することが
出来ず再燃する症例も多いため、現在の IBD 治療では再燃させることなく長期間、寛解を維持
させることが最大の目標とされている。よって、長期の寛解維持を可能とする有用で新規な治療
法および治療薬の創出が強く求められている。 
 近年、速やかに炎症を収束させ、さらに炎症により傷害された腸管粘膜の修復を積極的に促し、
腸管粘膜バリアを出来るだけ早くかつ正確に再構築することにより、再燃を繰り返す悪循環を
断ち切り、長期寛解維持を目指す IBD 治療の新規コンセプトが提唱され、世界的に注目されて
いる。腸管粘膜免疫システムでは、免疫細胞を始めとして上皮細胞、間質細胞や神経細胞などの
多様な細胞が連携して腸管粘膜の恒常性を維持している。特に、腸管マクロファージは抗炎症性
サイトカインであるインターロイキン（IL）-10の主要な産生細胞として働いており、腸管粘膜
の恒常性維持において中心的な役割を担うことが知られている。 
 これまで報告者らの研究グループは、腸管マクロファージを除去したマウスでは、炎症により
傷害された腸管粘膜の修復が遅延することを見出している。さらに、腸管マクロファージが IL-
10を介して腸管粘膜バリアの再構築に寄与することも近年報告されている。 
 そこで報告者は、腸管マクロファージでの IL-10産生を亢進させる薬物は、炎症によって傷害
された腸管粘膜の修復を促し、腸管粘膜バリアを再構築するため、長期寛解維持を実現する有用
な新規コンセプトをもつ IBD治療薬となるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、「腸管マクロファージの IL-10 産生を亢進させる薬物が IBD 病態において再燃を
予防し、長期寛解維持を可能とする」というコンセプトの実証を目的にして、臨床予測性の高い
IBD再燃モデルの開発およびベルベリンの有効性について検証を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（1）骨髄造血幹細胞由来マクロファージ（BMDMs）の作製 
 骨髄造血幹細胞由来マクロファージ（BMDMs）は、C57BL/6マウスの脛骨および大腿骨から
採取した骨髄造血幹細胞を macrophage colony-stimulating factor存在下で 7日間培養し作製した。 
 
（2）Drug affinity responsive target stability（DARTS）法 
 BMDMs の細胞ライセートをベルベリンと反応させた後、タンパク質分解酵素である
thermolysin で処理し、サンプルを準備した。サンプルを SDS-PAGE にて分離後、ゲルを銀染色
し、溶媒処理群と比較してベルベリン処理群で濃いバンドをゲルから切り出した。nonoLC-
MS/MSを行い、切り出したゲルに含まれるタンパク質を同定した。 
 
（3）IBD再燃モデルの作製 
 炎症惹起物質デキストラン硫酸ナトリウム（DSS; 36-50 kDa）の 3%水溶液を C57BL/6マウス
に 5日間自由飲水させて大腸炎を誘発した後、9日間の回復期間をおき、再び 2% DSS水溶液を
6日間自由飲水させることで作製した。ベルベリン（100 mg/kg/day）は 9日間の回復期間中のみ
経口投与し、ベルベリン投与終了時点である 14 日目と実験最終日である 20 日目に大腸組織を
摘出し、ヘマトキシリン・エオジン染色による病理学的評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）BMDMsをリポ多糖（LPS; 100 ng/mL）で 4時間刺激後、回収した培養上清中の IL-10タン
パク質の濃度を測定した。ベルベリン（1-10 µM）は、LPS刺激 1時間前に加えた。ベルベリン
は、BMDMs の IL-10 分泌を濃度依存的かつ有意に増加させた。また、ベルベリンは、BMDMs
での IL-10 mRNA発現を有意に上昇させた。 
 



（2）ベルベリンがマクロファージにおいて直接結合するタンパク質を探索するため、DARTS法
を行い、fatty acid synthase（FAS）を候補タンパク質として同定した。FAS阻害薬セルレニンは、
BMDMsでのベルベリンによる IL-10産生の亢進を濃度依存的かつ有意に抑制した。 
 
（3）ベルベリン（100 mg/kg/day）の 3日間経口投与は、マウス大腸組織での IL-10 mRNA発現
を溶媒投与群に比べて有意に上昇させた。 
 
（4）IBD再燃モデルに対するベルベリンの効果を検討したところ、ベルベリンの経口投与は、
再燃期間における大腸炎症状の再発を有意に抑制した。さらに、再燃期間前のベルベリン投与終
了時点にて、ベルベリン投与群では溶媒投与群に比較して大腸粘膜構造の病的変化が改善され
ており、ベルベリンが炎症によって傷害された大腸粘膜の修復を促すことが示唆された。 
 
 
 以上の研究成果は、ベルベリンが IBD 再燃モデルにおける大腸炎症状の再発を抑制し、腸管
粘膜構造の病理学的異常を改善することを示している。その作用機序には、腸管マクロファージ
での FASの活性化を介した IL-10産生の亢進による腸管粘膜の修復促進が示唆された。従って、
ベルベリンを含む FASを活性化させる薬物は、長期寛解維持を目的とした IBDの治療薬開発に
おいて有用なシード化合物になることが期待される。 
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