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研究成果の概要（和文）：我々は、消化管には5-HT4受容体(5-HT4R)を介する消化管局所での抗炎症シグナル機
構が存在することを術後イレウスモデルを用いて発見した。そして、さらにその詳細なシグナル伝達系の解明を
試みた。その結果、5-HT4Rの活性化を介した消化管壁内神経刺激は、神経終末からAChを放出する。ACｈは健常
時には消化管平滑筋に作用し消化管運動亢進作用を発揮するが、消化管炎症時にはマクロファージ上のα7ニコ
チン様ACh受容体（α7nAChR)を活性し、マクロファージ浸潤を抑制するとともに、ムスカリンM2受容体(M2AChR)
を介して好中球浸潤を抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：  We found that local anti-inflammatory signaling via 5-HT4R of myenteric 
motor neuron are existing in postoperative ileus model, then try to identify the detailed 
mechanisms. Myenteric motor neurons release ACh via 5-HT4R activation. The released ACh can activate
 smooth muscle cells  resulted induction of gastroprokinetic action in healthy condition. In 
contrast, in inflamed ileum, the released ACh can activate α7nAChR possibly on resident macrophages
 in small intestine which in turn inhibit macrophages infiltration. Whereas ACh can also stimulate 
M2 type muscarinic AChR (M2AChR) resulted in inhibition of neutrophil infiltration. 
  In conclusion, we for the first time found that there are neuronal anti-inflammatory pathway in 
small intestine through two type of AChRs. One is α7nAChR activation to inbibit macrophages 
infiltration, the other is M2AChR activation to inhibit neutrophils infiltration. 

研究分野： 獣医薬理学
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１．研究開始当初の背景 
迷走神経刺激により慢性炎症が緩和され

ることは知られていたがその分子基盤は長
らく不明であった。しかし、迷走神経刺激が
マクロファージなどに発現するニコチン様
アセチルコリン受容体(nicotinic acetylcholine 
receptors; nAChRs)を介して抗炎症作用を発
揮する分子機構が提唱され、自律神経系と免
疫との連関が注目されている(1, 9, 12)。その後、
このnACh受容体はα7サブユニットから構成
される α7nACh 受容体と同定されたが、近年
になりマクロファージにおいて α7nACh 受容
体が恒常的に発現しているのか、あるいは他
の異なる nACh 受容体の関与の可能性はない
のかなどの疑問が提示されている(8, 11)。研究
代表者の堀は、近年、炎症応答によって消化
管筋層部に α7nACh 受容体を高発現するマク
ロファージが新たに（de novo）出現し、これ
を消化管壁内神経が刺激することで抗炎症
作用を発揮することを世界に先駆けて明ら
かにした(10)。しかし、粘膜～筋層に至る消化
管壁局所の免疫応答における α7nACh 受容体
機能の解明には至っていない。 

 
２．研究の目的 
本研究は、消化管炎症時に消化管局所にお

ける神経性抗炎症機構の詳細を解明するた
めに、術後イレウスモデルを消化管炎症モデ
ルとして用い、抗炎症作用を担う α7nAChR
を発現するマクロファージサブセットと、抗
炎症作用を発現する情報伝達経路を明らか
にすることで、消化管炎症性疾患における新
たな創薬標的としての α7nAChR の病態生理
機能を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 (1) 実験動物：C57BL/6J マウス（♂8-10
週齢）を用いて、承認を受けている東京大学
実験動物計画書に沿って実験を実施した。ま
た、一部の実験には α7nAChR 欠損マウス、
セロトニン(5-Hydroxytriptophan ; 5-HT)4 受容
体（5-HT4R）欠損マウス、およびムスカリン
（muscarinic）2ACh 受容体（m2AChR）欠損
マウスを用いた。これらの遺伝子改変マウス
の使用にあたっては、すべて東京大学での第
2 種拡散防止承認を受け、実験は、正規の動
物実験計画に基づいて実施した。 
(2) 術後イレウスモデルマウスの作製 
イソフルランで麻酔したマウスを開腹し、回
腸末端部約 5 cm の腸管表層を滅菌生理食塩
水で濡らした滅菌綿棒を用いて出血しない
ように 5 往復摩擦し、消化管の疑似手術処置
とした(7)。処置後速やかに閉腹し、術後イレ
ウスモデル（Post operative ileus; POI）とした。
サイトカインの mRNA 発現解析実験では閉
腹後 6 時間、その他の実験では閉腹後 24 時
間で動物を安楽死させ、回腸病変部を採材し
て実験に供した。 
(3) 免疫組織化学的解析 
 マウス回腸標本から筋層を剥離し、伸展固

定標本を作製した。CD68 抗体、PGP9.5 抗体
により、それぞれマクロファージと壁内神経
を染色した。好中球はミエロペルオキシダー
ゼ（MPO）の化学染色で検出した。得られた
染色標本を蛍光顕微鏡にて観察し、必要に応
じて細胞数の定量解析を行った。 
(4) FACS を用いたサブセット解析 
炎症による浸潤細胞をより正確に定量化

するために、FACS を用いた解析を行った。
CD45 抗体にて血球系細胞を分取した後、
CD11b+Gr-1-のサブセットをマクロファージ、
Gr-1+Ly6C+のサブセットを好中球として定量
解析を行った。 
(5) 炎症性メディエーターの mRNA 発現解析 
 健常個体ならびに術後イレウス個体より
採取した回腸筋層部より総 RNA を抽出し、
常法に従ってRT-PCRによるmRNA発現の定
量解析をおこなった。 
(6) 消化管輸送能 
 マウス消化管の in vivo 輸送能を常法によ
り測定した。腸管摩擦処理後 23 時間後に
FITC-デキストラン水溶液を強制経口投与し、
1 時間後に動物を安楽死させ、全消化管を摘
出後、胃、小腸（10 分画）、盲腸、大腸（3
分画）の計 15 分画に分け、それぞれの FITC-
デキストランによる蛍光強度を測定するこ
とで評価した。          
(7) 磁気ビーズ法による細胞分取  
 磁気ビーズ法（MACS-beads 法）により、
消化管回腸筋層部より CD11b 陽性のマクロ
ファージ分画を採取した。  
                                            
４．研究成果 
(1) POIにおける5-HT4受容体作動薬モサプリ

ドクエン酸塩による抗炎症作用 
 これまでの申請者のラットを用いた解析
結果から、5-HT4 受容体（5-HT4R）作動薬で
あるモサプリドクエン酸塩（MOS）の POI
改善効果は MOS の抗炎症作用によることが
示されている(10)。すなわち、POI において、
① MOS は炎症によって筋層部に浸潤してく
るマクロファージと好中球の細胞数を顕著
に抑制したこと、② POI によって増加する炎
症性メディエーターの mRNA 発現を有意に
抑制したこと、③ ヘキサメトニウム感受性
の神経性の抗炎症作用を示したこと、などが
明らかになった。しかし、MOS は極めて体内
で代謝されやすい薬物であり、経口投与にお
ける t1/2(β)はラットで 8 時間であり、しかも、
第 一 代 謝 産 物 Met1 は 5-HT3A 受 容 体
（5-HT3AR）阻害作用を有する(6)。近年、制吐
剤である 5-HT3AR阻害薬も抗炎症作用をもつ
ことを申請者らは発見したことから(5)、MOS
による抗炎症作用も代謝物 Met1 の 5-HT3AR
阻害作用に起因する可能性も否定できなか
った。そこで、まず、5-HT4R KO マウスを用
いて、MOS による抗炎症作用が確かに
5-HT4R を介しているのかを検証した。まず、
マウスの POI モデルにおいて MOS の皮下投
与はラット同様に抗炎症作用を発揮し POIモ



デルの病態を改善した。POI における回腸筋
層部への CD68 陽性マクロファージ浸潤、な
らびに MPO 染色性の好中球浸潤は、MOS 投
与群では顕著に減少し、抗炎症作用が認めら
れた。これに対して、5-HT4R KO マウスを用
いた POI モデルでは、野生型同様の炎症応答
が認められ、消化管輸送能も同様に低下した。
しかし、MOS による抗炎症作用は完全に消失
した。以上の成績から、POI において MOS
による抗炎症作用は確かに 5-HT4R の活性化
を介していることが示された。 
 ラットを用いた解析結果から、我々は MOS
による抗炎症作用は α7nAChR を介している
と示唆していたが、その直接的証拠は得られ
ていなかった。そこで、α7nAChR KO マウス
を用いて POI モデルを作製し、MOS による
抗炎症作用について解析した。α7nAChR KO
マウスの POI モデルにおいて、野生型同様炎
症応答と消化管輸送能低下が認められ、筋層
部には多数の CD68 陽性マクロファージと
MPO 染色性好中球の浸潤が認められた。
α7nAChR KO マウスの POI モデルにおいて、
MOSによるCD68陽性マクロファージの浸潤
抑制は消失し、多数のマクロファージの筋層
部への浸潤が認められた。FACS 解析におい
ても POI モデルで増加する CD11b+Gr-1-のマ
クロファージサブセットの比率を MOS は全
く低下させなかった。つまり、MOS は
α7nAChR の活性化を介してマクロファージ
浸潤を抑制することが示された。さらに、好
中球の浸潤においても解析した。興味あるこ
とに、MOS による好中球浸潤抑制作用は、
α7nAChR KOマウスの POIモデルにおいても
野生型マウスでの成績同様に認められた。ま
た、α7nAChR KO マウスの POI モデルにおい
て増加するGr-1+Ly6C+の好中球サブセットの
比率を MOS は野生型マウス同様に顕著に抑
制した。さらに、選択的 α7nAChR 作動薬で
ある PNU-282987 や AR-R17779 は、POI モデ
ルにおいてマクロファージ浸潤のみを抑制
し、好中球浸潤を抑制しなかった。以上の成
績から、MOS による抗炎症作用には二つの経
路が存在し、一つは α7nAChR を介したマク
ロファージ浸潤の抑制作用であり、もう一方
は同受容体を介することなく好中球浸潤を
抑制する経路と考えられた。 
① MOSによるα7nAChRを介したマクロファ

ージ浸潤の抑制作用 
 KO マウスを用いた解析結果から、MOS の
抗炎症作用は確かに 5-HT4R を介しているこ
とから、MOS は消化管壁内神経叢のコリン作
動性神経細胞体に発現している 5-HT4R を活
性化し、バリコシティーからの ACh 放出を促
進すると考えられた。健常個体において、放
出された ACh は周囲の平滑筋細胞に作用し
消化管運動亢進作用を示す。一方、POI のよ
うに筋層部に炎症が生じた際には、多数のマ
クロファージや好中球が浸潤することから、
放出された ACh がこれらの炎症性細胞に発
現する α7nAChR を活性化し抗炎症作用（マ

クロファージ浸潤抑制作用）を示すと考えら
れた。そこで、この仮説を検証するために、
α7nAChR を発現する細胞の同定を試みた。
MACS beads 法を用いて、CD11b 陽性の消化
管筋層部のマクロファージ分画と Gr-1 陽性
の顆粒球分画を分取し総 RNA を抽出して
α7nAChR 発現について検証したところ、マク
ロファージに α7nAChR が発現していること
が示唆された。よって、バリコシティーから
放出された ACh が炎症によって筋層部に浸
潤してくる多数のマクロファージ上の
α7nAChR に作用し、オートクライン、パラク
ライン的にマクロファージ浸潤を抑制する
と考えられた。 
② MOSによるα7nAChRを介さない好中球浸

潤の抑制作用 
 MOS は消化管壁内神経叢のバリコシティ
ーからの ACh 放出を促進すると考えられる
ことから、好中球浸潤抑制作用には α7nAChR
以外の nAChRs の関与か、ムスカリン作動性
の AChRs（MAChRs）の関与が考えられた。
そこで、POI による好中球浸潤に対する MOS
の抑制作用において、後者の選択的阻害薬で
あるアトロピン（Atr）の効果について検証し
た。結果、Atr の前処置により、MOS の抗炎
症作用のうち、好中球浸潤抑制は完全に消失
し、マクロファージ浸潤抑制に対しては全く
作用を示さなかった。すなわち、MOS の好中
球浸潤抑制作用は MAChRs を介しているこ
とが示唆された。MAChRs は M1～M5 までサ
ブセットが分類されるが、消化管壁には主に
M1～M3 の MAChRs サブセットが発現して
いることが知られている。そこで、各受容体
阻害薬を用いて薬理学的に好中球浸潤抑制
作用に関与する MAChRs の同定を試みた。結
果、M2AChR の阻害薬であるメソクトラミン
（Metho）のみが POI で増加する Gr-1+Ly6C+

の好中球サブセット分画の MOS による抑制
を部分的に解除した。さらに、M2AChR KO
マウスを用いて POI モデルを作製し、MOS
の好中球浸潤抑制作用について解析したと
ころ MOS による好中球浸潤抑制作用は有意
に減弱した。以上の結果から、MOS による好
中球浸潤抑制作用は ACh による M2AChR の
活性化を介していることが示された。しかし、
この M2AChR を発現する細胞の同定には至
っていない。 
(2) POI における消化管運動亢進作用を持つ

和漢医薬、大建中湯（Daikenchuto; DKT）
の抗炎症作用機序 

DKT が POI の発症予防に有効であること
は複数の臨床研究から証明されている。その
作用機序の一つは消化管運動亢進作用であ
るが、近年では、CGRP を介した血流改善作
用や抗炎症作用など多様な作用が明らかに
なってきている。また、DKT の消化管運動亢
進作用には5-HT4Rの関与が示唆されており、
術後イレウスにおける DKT による消化管運
動回復作用にも一部 5-HT4R が関与する。そ
こで、我々は術後イレウスにおける DKT の



予防ならびに治療効果が MOS と類似した
5-HT4R を介した抗炎症作用によるのではな
いかと仮説を立てるに至った。そこで、まず
POI モデルにおいて DKT が抗炎症作用を示
すのか検証することとした。 
まず、マウスの POI において、DKT（95 

mg/kg；ヒトでの一日投与量の半分）を手術
処置三日前から一日一回、さらに手術後 6 時
間に一回経口投与し、POI による病態に対す
る治療効果について検討した。最後の DKT
投与後 18時間後において 13C呼気試験法を用
いた胃排泄能と蛍光色素投与による腸管輸
送能測定を実施した。DKT は健常マウスの消
化管運動を有意に亢進した。すなわち、本実
験条件において DKT はマウス消化管におい
て消化管運動機構亢進作用を示した。ちなみ
に、MOS は同様の実験条件下において、すで
に血中濃度が減衰し消化管輸送能亢進作用
を示さなかったことから、DKT の薬効消失は
MOS に比べて緩徐であると考えられた。マウ
ス POI において、消化管輸送能は顕著に低下
した。DKT を処置した手術処置群では遅延し
た消化管輸送能は有意に回復した。さらに、
13C 呼気試験法を用いた胃排泄能においても
手術処置群は胃排泄能の低下をきたし、これ
に DKT を処置した群では対照群レベルまで
胃排泄能を回復させた(3)。 
次に、マウス POI において、筋層部の炎症

性細胞浸潤について解析した。手術群ではラ
ットでの成績と同様に多数のマクロファー
ジと好中球の浸潤が認められた。これに大建
中湯を処置した群（19 ならびに 95 mg/kg）で
は、マクロファージと好中球の浸潤は濃度依
存性に軽減し、手術群において増加した
TNF-α、IL-6、MCP-1、および iNOS の mRNA
発現は、DKT 処置群では対照群レベルまで低
下した。これらの成績から、DKT は本来の消
化管運動亢進作用に加えて、MOS 同様に POI
における消化管炎症を緩和し、炎症により低
下した消化管運動を回復させることが示唆
された(3)。 

さらに、POI における DKT の抗炎症作用
機序について解析した。まず、5-HT4R KO マ
ウスを用いて PO モデルを作製し、DKT の抗
炎症作用について解析した。5-HT4R KO マウ
スにおいても手術群では顕著な好中球とマ
クロファージ浸潤が認められた。しかし、こ
れに DKT を処置した群においては、DKT に
よる好中球とマクロファージ浸潤抑制作用
は完全に消失した。すなわち、DKT による
POI における抗炎症作用は 5-HT4R を介して
いることが示された(2)。さらに、α7nAChR KO
マウスを用いて POI を作製し、DKT による好
中球ならびにマクロファージ浸潤に対する
効果について検討した。結果、α7nAChR KO
マウスにおいても、疑似手術処置による好中
球浸潤は DKT 投与によって野生型マウスで
の成績同等に抑制された。一方、マクロファ
ージ浸潤については、一部 DKT による抑制
作用は残るものの、その抑制効果は α7nAChR 

KO マウスで有意に減弱していた。以上の成
績から、DKT による抗炎症作用は MOS によ
る抗炎症作用と同じ作用機序によって発揮
されることが示された。 

DKT は 3 種の生薬と膠飴（水飴）から作ら
れる漢方医薬であり、多数の成分から構成さ
れ一概にDKTの成績をMOSと比較すること
はできない。そこで、まず、3 種の生薬（人
参、乾姜、山椒）のどの生薬にマクロファー
ジ浸潤抑制作用を示す成分が含まれるかを
検討した。結果、乾姜の抽出液だけが POI に
よるマクロファージ浸潤を抑制した。さらに、
この乾姜によるこのマクロファージ浸潤抑
制作用は、5-HT4R KO マウスで作製した POI
モデルでは完全に消失した。さらに、
α7nAChR KOマウスを用いて作製した POIに
おいても、乾姜によるマクロファージ浸潤抑
制作用は 100%ではないが有意に減弱した。
これらの成績から、乾姜によるマクロファー
ジ浸潤抑制作用は、やはり 5-HT/5-HT4R を介
した壁内神経終末から放出された ACh がマ
クロファージ上の α7nAChR を活性化するこ
とに起因することが示された。 

それでは、DKT の乾姜はどのような機構
で消化管の腸クロム親和性細胞から 5-HT 放
出を引き起こすのだろうか？近年、DKT は腸
クロム親和性細胞における TRPA1 チャネル
を活性化し 5-HT 放出を促すことが報告され
た(4)。申請者はヒトの胃のクロム親和性細胞
株 RIN14-B 細胞を用いて、in vitro で乾姜抽出
液により同細胞から細胞培養液中に 5-HT 放
出されるか否かを ELISA を用いて検証した。
結果、乾姜は RIN14-B 細胞に作用し 5-HT を
放出することが確認された。さらに、この乾
姜による 5-HT 放出は TRPA1 選択的阻害薬
である HC-030031 によって完全に抑制され
た。また、選択的 TRPA1 作動薬である AITC
によって 5-HT 放出が確認された。また、乾
姜 に 含 ま れ る 主 要 な 活 性 成 分 で あ る
6-shogaol と 6-gingerol も 5-HT を放出し、こ
れらの 5-HT 放出は HC-030031 によって顕著
に抑制された。以上の成績から、DKT の乾姜
に含まれる 6-shogaol や 6-gingerol などが腸ク
ロム親和性細胞の TRPA1 チャネルを活性化
し、5-HT を放出させることが示された。 
(3) まとめ 
 本研究により、消化管局所に迷走神経性コ
リン作動性抗炎症シグナル経路とは異なり、
消化管壁内神経叢において局所の 5-HT 放出
を介した神経性抗炎症回路が存在すること
が明らかになった。その経路の興味ある点は
マクロファージ浸潤抑制経路と好中球浸潤
経路が異なる経路で制御されている点であ
る。前者は、壁内神経終末から放出された
AChがマクロファージ上の α7AChRを活性化
し抗炎症反応を惹起する経路であり、後者は、
標的細胞はまだ判らないが、M2AChR の活性
化を介した抗炎症経路である。今後この
M2AChR を介した経路の詳細の解明が必要
と考えられた。また、様々な炎症応答におい



てマクロファージ優位な炎症と好中球優位
な炎症に関して、これら 2 種類の AChRs の病
態生理学的役割のさらなる解明が待たれる。 
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