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研究成果の概要（和文）：本研究では、潰瘍性大腸炎において産生する一酸化窒素(NO)が大腸粘膜の炎症に関与する機
序について、磁気共鳴法を用いて解析した。大腸炎を誘発するデキストラン硫酸ナトリウムをマウスに飲水させると、
①大腸組織内に浸潤してきたマクロファージから産生したNOがSTAT3の活性化を介してCD14の発現を誘導することでTLR
4-NF-kB経路を活性化すること、②NF-kBの活性化によりIL-6濃度が上昇し、更なるSTAT3の活性化を惹起すること、③
同じくNF-kBの活性化により接着分子の発現が上昇し、好中球の大腸粘膜内への浸潤が起こり、好中球から活性酸素が
産生し、大腸粘膜傷害を惹起することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, mechanism that excess amount of nitric oxide (NO) produced in 
ulcerative colitis is involved in the inflammation of colonic mucosa was investigated using the magnetic 
resonance technique. The scheme was proposed as follows; 1) NO produced from activated macrophages 
infiltrating into the colonic tissue would trigger the activation of TLR4-NF-kB pathway, which was 
brought by the CD14 expression enhanced by STAT3 activation. 2) The increase of IL-6 level induced by the 
activated NF-kB would lead to the further activation of STAT3. 3) The increase of expression of adhesion 
molecules induced by the activated NF-kB would cause the infiltration of neutrophils producing reactive 
oxygen species leading to the mucosal injury.

研究分野：物理系薬学

キーワード： 一酸化窒素　潰瘍性大腸炎

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎は大腸特異的に発症する炎
症性腸疾患であり、活動期には重篤な下痢、
血便、貧血等を伴い著しい QOL の低下を招
く。病因について未だ不明な点が多く、多く
は活動期と寛解期を反復し慢性化すると大
腸ガンに至る可能性が高まる。そのため、活
動期の沈静化と慢性化防止が重要と考えら
れ、病態機序の解明及び治療薬の開発は急務
である。 
 一方、潰瘍性大腸炎やその病態モデルであ
るデキストラン硫酸ナトリウム(DSS)モデル
の発症や進展における活性酸素種(ROS)や一
酸化窒素(NO)の関与が示唆されている。これ
までに、iNOS より産生した NO を消去する
と Toll様受容体 4(TLR4)発現とその下流に在
る NF-B活性化の抑制を介して ROS産生が
低下し病態も改善することを初めて見出し
た 1)。しかし、NO自体が TLR4発現制御に関
与するのか、またはその代謝過程で生じる活
性中間体が関与するのか、その機序は不明で
ある。 

NO とスーパーオキシド(O2
-)との反応によ

り生じるパーオキシナイトライト(ONOO-)の
大腸炎への寄与も報告されている 2)。ONOO-

は NOと O2
-の共存下で速やかに生成し(二次

反応速度定数 5×109 M–1s–1)、タンパク質や
DNA等を強力にニトロ化し高傷害性を示す。
我々は ONOO-産生の指標であるニトロチロ
シンが DSS5日目より増加し NO捕捉剤処置
で低下することを明らかにしており、DSS大
腸炎における ONOO-の産生を示唆している。 
 以上、DSS飲水により過剰産生した NOま
たはその活性中間体が TLR4発現制御に関与
するタンパクへの修飾を介して大腸組織
TLR4 発現を増強させるのではないかと仮説
を立てた。これら活性酸素・活性窒素産生を
解析するには、ラジカル特異的に計測できる
ESR や高感度イメージングが可能なオーバ
ーハウザーMRI (OMRI) 等の磁気共鳴装置を
用いた解析が非常に有効である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、生体計測 ESR、OMRI や ESR/
スピントラップ法等の磁気共鳴法を用いて
ラジカル産生を詳細に解析し、作業仮説を検
証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸炎モデルの作成 

DSS 大腸炎は雄性 6 週齢の ICR マウスに
5%DSS を 7 日間自由飲水させることで作成
した。ただし、NO 放出剤の検討では、DSS
飲水開始 4日目に 5%から 2%に変更し、7日
目まで継続した。薬剤処置について、NO 捕
捉剤 c-PTIO(12 mg/kg/day)あるいは NO 放出
剤 NOC-18(5 mg/kg/day)を DSS飲水 4日目よ
り 1日 2回皮下投与した。 
 
(2) 磁気共鳴装置を用いた検討 

生体計測 ESR/ニトロキシルプローブ法や
OMRIを用いた検討では、DSS飲水 5, 7日目
にマウス大腸内 ROS 産生を低侵襲計測し、
NO捕捉剤 c-PTIO処置による影響を検討した。
プローブ剤は大腸炎モデルで最も ROS 産生
を鋭敏に捉える 3) carbamoyl-PROXYLを用い
た。計測前日に絶食し、当日に麻酔下
carbamoyl-PROXYL(2 mM, 500 l)を直腸内投
与し、経時的にスペクトルまたは画像を計測
した。ESRの場合はスペクトル強度の片対数
プロットの傾きを算出し、OMRI の場合はピ
クセル毎に傾きを算出してマッピングした。 

ESR/スピントラップ法を用いた検討では、
DSS飲水開始から 7日目にスピントラップ試
薬 DTCS鉄錯体(約 20 mM)を麻酔下で 500 l
直腸内投与し、その 30 分後に安楽死処置し
て大腸を摘出した。大腸粘膜サンプル、DTCS
鉄錯体、50 mM Tris-HCl (pH 7.4)と NOR1 (10, 
30, 50 M)を混合し、室温にて X-band ESR計
測を行った。阻害剤の検討では、NOR1 添加
前に、VIPER(10 mM)あるいは BMS-345541(10 
mM)を添加した。 
 
(3) RAW264.7 細胞を用いた検討 

RAW264.7を LPS(3 ng/ml)で刺激し、2時間
後に NOC-18(1, 3, 10 M)を添加した。その 2
時間後に STAT3、p-STAT3、CD14、TLR4、iNOS
と核内NF-B p65をWestern blot法で調べた。 
 
(4) 免疫染色 
 DSS 飲水開始から 7 日目に大腸を摘出し、
4%パラホルムアルデヒドで 16 時間固定した。
10%ショ糖溶液で一晩置換し、液体窒素で凍
結後、クライオスタットで厚さ 10 mの凍結
切片を作成した。3%H2O2 およびブロッキン
グ処理後、一次抗体、蛍光標識二次抗体の順
に反応させ、共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た。 
 
(5) Western Blot 法 
 大腸組織の場合、100 mM benzylsulfonyl 
fluoride、プロテアーゼ阻害剤カクテル、500 
mM sodium orthovanadateを含む lysis buffer(組
成：1 M Tris-HCl (pH 7.5), 5 M NaCl, 10% SDS, 
10% Triton-X, 10% デオキシコール酸)中でホ
モジネートを調製した。細胞の場合、1×107 
cell/100 mm dishから RIPA Lysis Buffer System
中にてホモジネートを調製した。ホモジネー
トを超音波処理し遠心分離(15,000g, 4℃, 30
分間)で得られた上清に Sample buffer(組成：
54.1% グリセロール、0.05%ブロモフェノー
ルブルー、159 mM Tris-HCl (pH 6.8)、4.76% 
SDS)を加えたものをWestern blotのサンプル
とした。Sampleは 10% SDS-ポリアクリルア
ミドゲルで分離し、PVDF 膜に転写、ブロッ
キング処理後、一次抗体、HRP標識二次抗体
の順に反応させた。EzWestLumi plusで化学発
光させ、LAS4000にて目的タンパク質バンド
を検出した。バンド強度は画像解析ソフト
ImageJにて解析した。 



４．研究成果 
(1)活性酸素産生に対する NO捕捉剤の効果 
生体計測 ESR/ニトロキシルプローブ法で
は、プローブ（フリーラジカル）の常磁性消
失などに伴う ESR 信号強度の減少は擬一次
反応に従い、その擬一次反応速度定数を「シ
グナル減衰速度」として評価している。本法
を DSS誘発大腸炎マウスに適用した場合、シ
グナル減衰速度は水道水群と比べて有意に
亢進し、その亢進は活性酸素産生に起因する
ことが明らかとなっている 3)。 
そこで、本法を用いて活性酸素の産生を低
侵襲計測し、NO捕捉剤 c-PTIO処置による影
響を検討した。大腸組織の iNOS 発現、亜硝
酸塩・硝酸塩は DSS飲水 5日目に有意な増加
が認められたことから、DSS飲水 4日目より
c-PTIO処置を開始した。 
その結果、5 日目と 6 日目に亢進した活性
酸素産生は、c-PTIO処置により水道水群レベ
ルにまで抑制された(図 1)。 

図 1 生体計測 ESR法による DSS飲水マウス
大腸の活性酸素計測結果 
Mean±S.D., n = 3-5, *P<0.05, **P<0.01 vs 水
道水群, ###P<0.005 vs DSS 5日群, †P<0.05 vs 
DSS 6日群 
 
 同様に、OMRI装置を用いて、DSS誘発大
腸炎マウスの大腸管腔における活性酸素産
生をイメージングし、c-PTIO処置による影響
を検討した。その結果、DSS飲水 7日目には
大腸管腔全体にわたって活性酸素が産生し、
c-PTIO 処置により抑制されることが明確に
示された(図 2)。 

図 2 OMRI法によるDSS誘発大腸炎マウスの
大腸管腔における活性酸素イメージング 
 
(2) TLR4-NF-kB シグナルに対する NO 放出
剤の効果 
 Western blot法にて、大腸組織中の TLR4や
iNOSの発現、核画分中の NF-kB p65局在に

対する NO放出剤の影響を調べた。その結果、
TLR4発現や NF-kB p65の核内移行、iNOSの
発現はさらに増加した。 
 これまでの NO消去剤を用いた検討と合わ
せると、NO は TLR4-NF-kB シグナルを正に
制御していることを確認した。 
 
(3) ESR/スピントラップ法を用いた検討 
 実際に DSS誘発大腸炎マウスの大腸で NO
が産生し、TLR4-NF-kB シグナル経路を活性
化しているかどうか、ESR/スピントラップ法
を用いて検討した。DSS 飲水開始 7 日目に、
マウスに DTCS鉄錯体を直腸内投与し、大腸
を摘出後、NOR1を添加しESR計測を行った。
その結果、スピントラップ試薬と NOとの反
応付加体の ESR 信号強度は水道水群と比べ
て増強した(図 3A)。あらかじめ TLR4阻害剤
VIPER ま た は NF-kB 活 性 化 阻 害 剤
BMS-345541を処置すると、この ESR信号強
度の増大は抑制された(図 3B)。以上より、DSS
誘発大腸炎マウスの大腸で、 NO は
TLR4-NF-kB シグナル活性化に関与すること
が明らかとなった。 

図 3 ESR/スピントラップ法による DSS 誘発
大腸炎マウスの大腸組織 NOの検出 
(A) (DTCS)2-Fe-NOの ESRスペクトル 
(B) VIPER あるいは BMS-345541 前処置の
ESRシグナルへの影響 
Aの*は外標準物質Mn2+の ESRシグナルを表
す。Bの縦軸は水道水群の ESRシグナル強度
に対する比を表す。Mean±S.D., n = 3-6, 
##P<0.01 vs DSS群 

0

0.04

0.08

0.12

0.16

control 4 5 6 5 6

ES
R
シ
グ
ナ
ル
減
衰
速
度
(/m
in
)

5% DSS

c-PTIO

(day)

**

###

**
*

†

(min-1)
0.15

0

対照群 大腸炎群(7日目) c-PTIO処置群

肛門側 肛門側 肛門側

DSS群

水道水群 *

*

1 mT

A

B

##
##

0

1

2

3

vehicle VIPER BMS-345541

シ
グ
ナ
ル
強
度
比

5%DSS



 
(4) NOの CD14発現への関与 
 CD14は TLR4による LPSの認識に必須の
タンパク質である。まず LPSは LPS結合タン
パク質と結合して CD14と会合し、その複合
体が TLR4と会合すると種々のアダプター分
子が集合し、シグナル伝達が開始される。そ
こで、NO の CD14 への関与を検討したとこ
ろ、c-PTIO処置により CD14発現は抑制され
たのに対して、NOC18処置によりさらに増加
した。以上より、NO は CD14 の発現増強を
介して TLR4-NF-kBシグナルの活性化に関与
することを明らかにした(図 4)。 

図 4 NOC18処置の CD14発現に及ぼす効果 
Mean±S.D., n = 4-5, *P<0.05, **P<0.01 

 
(5) RAW264.7細胞を用いた検討 
 免疫染色法にて、DSS飲水 7日目の大腸組
織における CD14の発現部位を検討した結果、
CD14 は大腸組織中に浸潤してきたマクロフ
ァージ F4/80 の局在と一致した。さらに、ニ
トロチロシンの産生部位を検討した結果、ニ
トロチロシンと F4/80 の局在が一致した。そ
こで、マウス腹腔マクロファージ細胞である
RAW264.7細胞を用いて検討を行った。 
 LPS(3 mg/ml)を処置した RAW264.7細胞に
NOC18 を添加後の TLR4-NF-kB シグナル活
性化を検討した結果、CD14や iNOSの発現、
核画分中の NF-kB p65局在は NOC18濃度依
存的に増加していた。また、これらの増加は
TLR4 阻害剤 VIPER や NF-kB 活性化阻害剤
BMS-345541 の処置により有意に抑制された
(図 5)。 
以上より、DSS誘発大腸炎マウスにおける

NO の TLR4-NF-kB シグナル活性化に、マク
ロファージが部分的に関与している可能性
が示唆された。 

 
 しかしながら、NO が TLR4-NF-kB シグナ
ルを活性化するメカニズムについては不明 

 
なままであったため、肝 Kupffer 細胞を LPS
で刺激すると STAT3の活性化を介して CD14
の発現が上昇することを報告した先行研究
に着目した。STAT3 活性化は主に IL-6 が
gp130 受容体に結合することで誘導されるこ
とが知られており、DSS誘発大腸炎において
も STAT3 の活性化や IL-6 増加が報告されて
いる。そこで、 LPS/NOC18 で刺激した
RAW264.7細胞において、培地中の IL-6濃度
や細胞溶解液中のリン酸化 STAT3 について
も調べたところ、有意な上昇が認められた。 
 
これらの結果より、以下のメカニズムが示
唆された。 
1) DSS 飲水により大腸組織内に浸潤してき
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図5 LPS/NOC18で刺激したRAW264.7細胞
の TLR4-NF-kB シグナル活性化に対する
VIPER前処置の影響 
Mean±S.D., n = 4, **P<0.01 



た活性化マクロファージから産生した NOは
STAT3の活性化を介して CD14の発現を誘導
することで CD14-TLR4-NF-kB シグナル経路
を活性化する。 
2) NF-kBの活性化により IL-6濃度が上昇し、
さらなる STAT3の活性化を引き起こす。 
3) 同じく NF-kB の活性化により ICAM-1 な
どの接着分子の発現が上昇し、好中球の大腸
粘膜内への浸潤が起こり、活性化好中球から
ROSが産生し、大腸粘膜傷害を引き起こす。 
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