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緒　言

　クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患（IBD）は、病因不明の慢性炎症疾患であり、厚生労働省の特定疾患
に指定されている。絶えず腸内細菌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免疫システムが高度に発達している。IBD には腸管粘膜免疫システムの異常が関与していると
考えられているが、その全貌は明らかにされていない。また既存の治療法では十分な病態改善に至らないことも多く、
IBD の発症および病態形成機構の解明ならびに新規で有用な治療薬の創出が求められている。我々は、腸管粘膜に存
在する腸管マクロファージに着目し研究を行う過程において、抗炎症性サイトカインである IL-10 を高産生する腸管マ
クロファージは IBD 病態を改善することを明らかにし、腸管マクロファージにおける IL-10 の産生を亢進させること
は IBD に対する新たな治療戦略として有用である可能性を示してきた。そこで本研究では、伝統薬物である和漢薬や
天然薬物を創薬リソースとして活用し、腸管マクロファージの IL-10 産生亢進を介した IBD に対する新規治療薬の探
索を試みた。

方　法

１．骨髄細胞由来マクロファージの作製
　骨髄細胞由来マクロファージ（BMDM）は、BALB/c マウス（4－6 週令）の頸骨および大腿骨から採取した骨髄細
胞を macrophage colony-stimulating factor（100 ng/ml）存在下で 7 日間培養し作製した。BMDM（5×105 cells）に
対して LPS（100 ng/ml）刺激を行い、24 時間培養後、培養上清中の IL-10 タンパク質レベルを測定した。生薬エキス

（10μg/ml）または生薬由来化合物（10μM）は LPS 刺激 1 時間前に添加した。培養上清中の IL-10 タンパク質濃度は
Cytometric Beads Array Kit を用いて測定した。

２．実験的大腸炎モデルの作製
　実験的大腸炎は、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 BALB/c マウス（8
－10 週令）に 7 日間飲水投与し作製した。体重、糞便の固さおよび下血の程度を毎日測定し、大腸炎症状は下痢およ
び下血をスコア化し、その和を disease activity index として評価した１）。BMDM の移入は、DSS 飲水開始 2 日前およ
び 1 日後に腹腔内投与にて行った。また、抗 IL-10 抗体は DSS 飲水開始 2 時間前および 1 日おきに腹腔内投与した。

３．腸管マクロファージの単離
　マウス大腸組織を 0.5 mM EDTA 溶液で撹拌し、粘膜上皮層を剥離後、コラゲナーゼを用いて細胞を分散させた。
コラゲナーゼ処理により得られた細胞を 40/75%パーコール溶液で遠心分離し、密度勾配法による細胞精製を行った。
中間層に存在する細胞を腸管粘膜固有層単核細胞とし、磁気細胞分離法を用いて CD11b 陽性細胞を分離し、腸管マク
ロファージとして用いた。腸管マクロファージ（2×105 cells）に対して LPS（100 ng/ml）刺激を行い、24 時間培養
後、培養上清中の IL-10 タンパク質レベルを測定した。生薬エキス（10μg/ml）は LPS 刺激 1 時間前に添加した。
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結　果

１．実験的大腸炎の発症に対する IL-10 を高産生するマクロファージの効果
　我々は、これまでに脂質キナーゼである PI3K p85α を欠損したマウスではマクロファージの IL-10 産生能が WT マ
ウスに比べ上昇していることを見出している。IL-10 を高産生するマクロファージが実験的大腸炎の病態を改善するか
を解析するため、WT または PI3K p85α 欠損（p85α+/－）マウスから作製した BMDM を WT マウスに移入し、DSS
誘起大腸炎モデルを作製した。両遺伝子型から作製した BMDM は、移入 2 日後には腸管粘膜に同程度局在していた

（WT BMDM; 4.2 ± 0.2%, p85α+/－ BMDM; 4.6 ± 0.3%）。p85α+/－ BMDM の WT マウスへの移入は、DSS 飲水によ
る体重減少および大腸炎症状スコアの上昇を有意に抑制した（図 1A、B）。一方、WT BMDM の移入は、DSS 飲水に
よる体重減少および大腸炎症状スコアの上昇に対して影響を与えなかった。組織学的検討から p85α+/－ BMDM の移
入は、腸管粘膜における病理学的異常を WT BMDM の移入に比べ改善することが示された（図 1C、D）。また、p85α
+/－ BMDM を移入した大腸炎マウスの大腸組織における IL-10 の mRNA 発現は、WT BMDM を移入した大腸炎マウ
スと比較し有意に高かった（図 1E）。さらに、p85α+/－ BMDM の移入による大腸炎の改善効果は、抗 IL-10 抗体の投
与によって有意に抑制された（図 1F、G）。これらの結果は、IL-10 を高産生する p85α+/－ BMDM が DSS 誘起大腸炎
の発症を抑制することを示している２）。
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図 1． 実験的大腸炎の発症に対する IL-10 を高産生するマクロファージの効果
IL-10 を高産生する p85α+/－ BMDM の移入は、WT マウスにおける DSS 誘起大腸炎の発
症を抑制する。（A）体重変化、（B）症状スコア、（C）大腸炎マウスの大腸組織の病理像

（ヘマトキシリン&エオジン染色）を示す。Scale bar : 300μm.（D）病理像の組織学的スコ
アを示す。（E）大腸炎マウスの大腸組織における IL-10 mRNA 発現を示す。（F, G）p85α
+/－ BMDM の移入による大腸炎改善作用に対する抗 IL-10 抗体の効果。（F）体重変化およ
び（G）症状スコアを示す。データは平均値 ± 標準誤差で表示した。統計学的有意差は
Student's unpaired t-test または repeated measures two-way ANOVA を行った後に
Bonferroni's multiple-comparison test を用いて解析した。†p < 0.05; ††p < 0.01。

２．腸管マクロファージの IL-10 産生を亢進させる薬物の探索
　和漢医薬学総合研究所が所有する和漢薬ライブラリー（頻用されている和漢薬に含まれる生薬エキス 120 種類および
生薬由来化合物 96 種類）を用い、腸管マクロファージの特徴を有する BMDM の IL-10 産生を亢進させる生薬エキス
または生薬由来化合物の探索を行った。生薬エキス 120 種類のうち、11 種類の生薬エキスが溶媒群（LPS 刺激のみ）
と比較して BMDM の IL-10 分泌を 2 倍以上上昇させた（図 2A）。このうち、4 種類の生薬エキスは炎症性サイトカイ
ンである TNF-α の産生も上昇させた為、以降の検討には 7 種類の生薬エキスを用いた。腸管粘膜から単離した腸管マ
クロファージの IL-10 産生に対する 7 種類の生薬エキスの効果について解析したところ、2 種類の生薬エキスが溶媒群
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（LPS 刺激のみ）と比較して腸管マクロファージの IL-10 分泌を亢進させた（図 2B）。また生薬由来化合物 96 種類のう
ち、3 種類の生薬由来化合物が溶媒群（LPS 刺激のみ）と比較し BMDM の IL-10 分泌を 2 倍以上上昇させた（図 3）。

図 2． マクロファージの IL-10 分泌に対する生薬エキスの効果
（A）11 種類の生薬エキス（青）が BMDM の IL-10 分泌を溶媒群（V: 赤）に比べ 2 倍以上
上昇させた。（B）BMDM の IL-10 分泌を亢進した生薬エキスのうち 2 種類（青）が腸管マ
クロファージの IL-10 分泌を溶媒群（V: 赤）に比べ上昇させた。
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図 3． マクロファージの IL-10 分泌に対する生薬由来化合物の効果
3 種類の生薬由来化合物（青）が BMDM の IL-10 分泌を溶媒群（V: 赤）に比べ 2 倍以上上
昇させた。

考　察

　IL-10 は腸管の恒常性維持に極めて重要な役割を担っており、これまでに IBD と IL-10 との関連性が報告されてい
る。ゲノムワイド関連解析によって、IL-10 遺伝子は IBD の疾患関連遺伝子として同定されており３）、また、IBD を超
早期に発症する患者では IL-10 受容体遺伝子の変異が認められている４）。しかし残念なことに、臨床試験においてリコ
ンビナント IL-10 の皮下投与は、IBD 患者に対し無効であった。IL-10 の半減期は短く、全身性の投与では炎症腸管局
所に到達する前に大部分が代謝された為、IL-10 の抗炎症効果が十分発揮されなかったと推察されている。すなわち
IL-10 の抗炎症効果を最大限発揮させる為には、作用させる場所、時期および量が重要であると考えられる。腸管マク
ロファージの IL-10 産生を亢進させることは、炎症腸管局所において直接多量の IL-10 を作用させることが可能であ
る。故に、本研究成果から見出された腸管マクロファージの IL-10 産生を亢進させる薬物は、IBD に対する新規治療薬
のシード薬物となる可能性が期待できる。
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