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略語⼀覧 

5HT 5-hydroxytryptamine 

5HIAA 5-hydroxyindoleacetic acid 

BSA bovine serum albumin 

CH3CN acetonitrile 

CH3OH methanol 

CHO Chinese hamster ovary 

Ct threshold cycle 

DAI disease activity index 

DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium 

DSS dextran sodium sulfate 

EC enterochromaffin  

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR epidermal growth factor receptor 

EPO eosinophil peroxidase 

ERK extracellular signal-regulated kinase  

FBS fetal bovine serum 

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

H2O2 hydrogen peroxide 

HCOOH formic acid 

HO-1 heme oxygenase-1  

HOBr hypobromous acid 

HOCl hypochlorous acid 

HPLC high performance liquid chromatography 

HRP horseradish peroxidase 

IBD inflammatory bowel disease 

IgG immunoglobulin G 

Keap1 kelch-like ECH-associated protein 1 

iNOS inducible nitric oxide synthase 

LC-MS/MS liquid chromatography with tandem mass spectrometry 

LUT luteolin 

M-PER mammalian protein extraction reagent 
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MAPK mitogen-activated protein kinase 

MEK MAPK/ERK kinase  

MEM minimum essential media 

MPO myeloperoxidase 

MRM multiple reaction monitoring 

NQO1 NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1  

Nrf2 nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 

OPD o-phenylenediamine 

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate 

PI propidium iodide 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 

ROS reactive oxygen species 

RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction 

SERT serotonin transporter 

t-BHQ tert-butylhydroquinone 

TCEP Tris 2-carboxyethylphosphine  

TD tryptamine-4, 5-dione 

TPH tryptophan hydroxylase 

TTBS Tween Tris buffered saline 
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第 1 章 序論 

 

1-1. はじめに 

 
 1950 年の⽇本における⾼齢者⼈⼝は 5%に満たなかったが、⾼齢化社会を迎えた 1970

年以降、年々増加の⼀途を辿り、2007 年には超⾼齢社会を迎えた。2020 年現在、65 歳
以上の⾼齢者⼈⼝割合は 28.7%と世界の中で最も⾼い割合となっている(1)。加えて、出
⽣率の低下などによる総⼈⼝の減少に伴い、⾼齢者の占める⽐率は今後もさらに⾼くな
ると予想される。このような⼈⼝割合の急激な変化は、医療や介護費など社会保障に関
する給付と負担のバランスを崩し、経済や社会保障制度などに深刻な影響を与えるため、
社会全体でその解決に向けて取り組むべき⼤きな課題の⼀つとなっている。 

 ⽇本において⾼齢者⼈⼝が増加した要因の⼀つには平均寿命の延伸が挙げられる。寿
命の延伸は医学の進歩や看護・介護の充実等によりもたらされたものであり、多くの⼈
が恩恵を受けてきた。⼀⽅で、医療の進展のみによる寿命延伸は、寝たきりや介護を必
要とする⾼齢者の増加につながる可能性もあろう。このため医学的な治療法などの発展
に合わせて⾼齢者が⾃⽴した状態で主体的に⽇常⽣活を営むことのできる寿命、つまり
「健康寿命」を延ばすことが重要な課題であり、現在、国や⾃治体はその実現に向けて
医療・⾷・運動などに関連した計画の⽴案や評価、⾒直しを進めている。 

健康寿命延伸に向けた取り組みの⼀つに、特定健診・特定保健指導が挙げられる。こ
の指導に関わる専⾨家として平成 19 年厚⽣労働省令第 157 号の第５条では「保健指
導に関する専⾨的知識及び技術を有する者は、医師、保健師⼜は管理栄養⼠」と定めて
おり、⾷・健康・栄養に関する豊富な知識を有する管理栄養⼠の貢献が期待されている。
この制度の⽬的は、将来、寝たきりや認知症などになるリスクを⾼める肥満、糖尿病や
⾼⾎圧症などといった⽣活習慣病を早期発⾒するためである。現代社会においては、
様々な技術や⼈⼯知能（AI）の進化により家事や仕事が⾃動化されつつあること、また
交通⼿段も発達していることに伴い⾝体活動量が低下傾向にあり、今後もさらにその傾
向は続くと考えられる(2)。加えて、⾷事内容についても若・中年層での動物性脂質の摂
取が多い(3)。このような運動習慣および⾷事習慣の変化、複雑化した社会の中でのスト
レス要因増⼤は、たとえば⽣活習慣病の若年化にも影響を与えていると考えられている。
健康に対する意識付けがまだ明確でない若年から健康に年齢を重ねていくためには、運
動や⾷⽣活の重要性について⼗分な認知を広めることで未病対策を継続的に⾏う必要
があると考える。 
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以上のことより、健康寿命延伸の実現には病気を治す医学分野のみならず全世代を対
象とする未病予防的な観点から、⽣命・⾷品科学分野での関連研究も推進させる必要が
あると考える。本研究では、多くの疾患が⽣体内で炎症と関連していることに着⽬し、
セロトニンに焦点をあて、健康寿命延伸の阻害要因となりうる炎症の機序や、⽇常的に
摂取する⾷品成分による炎症抑制効果について検討した。本章 1-2 以降では、本研究を
実施するに⾄った研究背景について概説する。 

 

1-2. 慢性炎症関連疾患と酸化ストレス 

 
 慢性炎症は先に述べた健康寿命を阻害する⼀つの要因と考えられており、低レベルの
炎症が⻑期に渡って遷延することを特徴とする。慢性炎症は加齢に伴いリスクが上昇す
る動脈硬化や悪性腫瘍、神経変性に関連した様々な疾患に共通する基盤病態であるため、
疾患の治療法確⽴や予防解明に向けて、多⽅⾯から慢性炎症の機序解明や制御をターゲ
ットにした研究が進められている(4, 5)。 

 

1-2-1. 神経変性疾患と慢性炎症 

 アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患は、慢性炎症が病態に深く関
与していることが⽰唆されている(6)。アルツハイマー病は⼤脳⽪質や海⾺が萎縮してい
く疾患であり、認知機能低下や⼈格変化などを主な症状とする認知症の⼀種である。⽇
本において、⾼齢者⼈⼝の増加に伴い、アルツハイマー病の患者数も増加しており、2025

年には 700万⼈を超えることが予想されている(7)。アルツハイマー病は、患者⾃⾝が記
憶障害により本⼈らしさを失うことに加え、介護する家族が⾁体的、精神的、経済的に
⼤きな負担を抱えるなど、様々な問題が⽣じる。加えて、⽇本においては、介護の担い
⼿が不⾜している事や、医療費・介護費の急騰に繋がることから、アルツハイマー病は、
国全体として関連する諸問題を解決すべき喫緊の課題といえる。 

 パーキンソン病は、中脳のドーパミン分泌細胞の変性が主な原因となり、ドーパミン
不⾜とアセチルコリンの増加が⽣じる疾患である。⾝体の⼀部が規則的に⼀定の⽅向に
ふるえる安静時振戦、動作の開始や動作⾃⾝が遅くなるアキネジア（無動）などが症状
として知られている。⽇本での患者数は、おおよそ 16 万⼈と、アルツハイマー病と⽐
較すると多くはないものの、アルツハイマー病と同様に加齢が発症の危険因⼦であるた
め、今後も⾼齢化とともに患者数は増加することが予想される(8)。 

 いずれの神経変性疾患も⻑い年⽉を経て発症・進展するものであり、かつ、ヒトを対
象とした研究は倫理的な⾯も含めて困難なことが多い。そのような背景から、発症機構
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解明や治療法の確⽴のために疾病モデル動物が⽤いられている。アルツハイマー病やパ
ーキンソン病の研究例は枚挙にいとまがないが、炎症との関連では、例えば慢性脳炎症
の抑制がアルツハイマー病モデルマウスの学習および記憶障害を抑制することが報告
されている(9)。パーキンソン病モデルマウスにおいては、誘導型⼀酸化窒素合成酵素
（Inducible nitric oxide synthase: iNOS）遺伝⼦のノックアウトや Cyclooxygenase-2 の不活
性化による神経変性の改善が確認されている(10) 。このように炎症とアルツハイマー病
やパーキンソン病は深くつながっているが、発症機序については未解明な点が多く、神
経変性疾患の発症予防を実現するために、慢性炎症関連疾患の発症や進展に関して培養
細胞レベルから基礎的研究を進める事は重要である。 

 

1-2-2. 炎症性腸疾患 
 炎症性腸疾患（Inflammatory bowel disease: IBD）は、主にクローン病と潰瘍性⼤腸炎
があり、クローン病は⼩腸から⼤腸まで、潰瘍性⼤腸炎は⼤腸において粘膜のびらんや
潰瘍ができる原因不明の慢性炎症関連疾患である。両疾患とも若年齢で発症が多く、⻑
期的な治療を必要とするため、⽣産年齢層の QOL（Quality of life、⽣活の質）を⼤きく
下げることが問題となっている。2018 年度の統計では、⽇本全国で潰瘍性⼤腸炎の特
定医療費（指定難病）受給者証所持者数は 124,961 ⼈（⼈⼝ 10万⼈あたり 100 ⼈程度）、
クローン病では 42,548 ⼈（⼈⼝ 10 万⼈あたり 27 ⼈程度）と報告されており(11)、近年
⽇本において急激に増加してきている。加えて、⾼齢化の影響により、⾼齢での IBD発
症率も⾼くなっている。⾼齢で発症した場合には、⼊院率や⼿術率が増加する傾向にあ
り、他の疾患との合併による重症化しやすくなるなど、より深刻な症状をもたらす可能
性が⾼い(12)。 

 前述のように、IBD発症の原因は未解明であるが、⺠族や地域による発症率の差から
遺伝的および環境的要因の双⽅が関与していることが予想される(13)。IBD 患者には 5-

アミノサリチル酸製剤やステロイドなどを⽤いた薬物療法が主に選択される。5-アミノ
サリチル酸製剤は、再燃（再び症状が悪化すること）を予防するために⻑期的に服⽤す
ることもあり得るが、不耐症が⽣じるリスクもある(14)。また、副作⽤は少ないものの、
腹痛、発熱、関節痛、⾎便などの原因となることも報告されている(15)。IBD の炎症増悪
期においては、ステロイド（短期間での使⽤が推奨）が有効であるが、IBD は再燃と緩
解（⼀時的・継続的に症状が軽減されること）のサイクルを繰り返すため、結果的にス
テロイドを⻑期間繰り返して使⽤することになる。ステロイドには、糖尿病、⽩内障、
⾻粗鬆症、⾎糖値の上昇など、様々な副作⽤を⽰すことが報告されていることから、そ
の使⽤には注意が必要である(16)。これらの背景より、副作⽤が少なく、より効果的な薬
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の出現が望まれている。加えて、薬ほどは効かなくても、IBD の予防や緩和につながる
⾷品成分を⾒出すことで、⽇々の⾷⽣活から少しでも患者の QOL を⾼めることが期待
される。 

 

1-2-3. 炎症と酸化ストレス 
 好気性⽣物の⽣体内では酸素を⽤いて多くのエネルギーを産出している。このように
ヒトの⽣命を維持する上で酸素は必要不可⽋なものであるが、呼吸により取り込まれた
数パーセントの酸素分⼦から活性酸素種（Reactive oxygen species: ROS）が⽣じる。この
ROS は⾼い反応性のために我々（宿主）の DNA やタンパク質、脂質などに酸化的障害
を与えうる。ただし、体内には抗酸化酵素系（スーパーオキシドジスムターゼやグルタ
チオンペルオキシダーゼなど）が存在し、ビタミン E や C など酸化を防ぐ低分⼦成分
もある。⽣体は、ROS により引き起こされる⽣体にとって有害な作⽤を起こす作⽤と、
その ROS を除去する「抗酸化能」を⽰す抗酸化システム（抗酸化酵素や抗酸化成分な
ど）による防御機能のバランスとで成り⽴っており、この均衡が崩れた状態を「酸化ス
トレス」と⾔う。近年増加傾向にある紫外線、また、⼤気中微⼩粒⼦状物質（PM2.5）
に代表される⼤気汚染物質、その他、⽇常⽣活における様々な要因は、⽣体内での ROS

⽣成を促進させる。そして、加齢もまた ROS を増⼤させる因⼦であることから、年齢
を重ねるにつれて酸化ストレスが亢進されると予想される。⼀⽅で、我々は細菌やウイ
ルスからの⽣体防御にも積極的に ROS を利⽤していることも指摘されるべきである。 

 慢性炎症関連疾患の病変部位では酸化ストレスレベルが上昇すると⾔われている(17)。
例えば、炎症によって刺激を受けたサイトカインである Interferon-γや Tumor Necrosis 

Factor-α は、過剰な ROS を産⽣して酸化ストレス状態に陥らせる。さらに、増加した
ROS は、転写因⼦ Nuclear factor- κB や Activator protein 1、Extracellular signal-regulated 

kinase (ERK) などを活性させ、炎症が増悪化する(17)。これにより、タンパク質のカルボ
ニル化、脂質酸化、DNA損傷（⽔酸化）が起き、慢性炎症を基盤として、種々の関連疾
患が誘発される。先に述べた IBD 患者の腸では、好中球に由来する活性酸素産⽣の亢
進、抗酸化機構の低下、酸化的 DNA損傷マーカーの増加が報告されている(18) 。また、
アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患では酸化ストレスマーカーが
上昇する(19)。このように、酸化ストレスと神経変性疾患や IBD など慢性炎症の関連が
⽰唆されていることから、慢性炎症関連疾患の機構解明や予防法の確⽴を図る上で、酸
化ストレスは着⽬すべき重要な因⼦の⼀つと⾔える。 
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1-3. ミエロペルオキシダーゼ 

 
 好中球アズール顆粒に含まれるミエロペルオキシダーゼ（Myeloperoxidase：MPO）は
過酸化⽔素（H2O2）および塩化物イオンあるいは臭化物イオンを基質として次亜塩素酸
（HOCl）や次亜臭素酸（HOBr）などといった強⼒な活性酸素種を産⽣し、病原微⽣物
の殺菌作⽤を担うヘム酵素である（Fig. 1）。この MPO の⽋損は免疫不全を引き起こす
ため、⽣体防御機構において重要な役割を担っていることがわかる。⼀⽅で、後述する
ように、炎症において MPO が増悪因⼦としても捉えられることが明らかになってきて
いる。 

 慢性炎症疾患に関連している動脈硬化症の病巣で⾒られる不安定プラークでは、好中
球の活性化や MPO の細胞外放出などが起き、局所的に酸化ストレスが増⼤している(20)。
また、アテローム性⼤動脈瘤壁に出現するマクロファージには MPO が発現しているこ
とから(21)、マクロファージ由来の MPO がアテローム形成に関与している可能性も考え
られる。アルツハイマー病患者の⾎液では、⾎漿中の MPO濃度が顕著に増加し(22)、ア
ルツハイマー病患者およびパーキンソン病患者の神経変性が⽣じている脳領域では
MPO陽性細胞が増加していることから(23)、MPO が神経変性疾患のバイオマーカーや治
療標的の⼀つになる可能性がある。加えて、炎症性腸疾患などにおいても、炎症組織で
の MPO の浸潤・局在化や炎症レベルと MPO活性の相関性が⽰されている(24)。 

 MPO（酵素量あるいは酵素活性）が炎症状態に相関して増加することから、MPO は
有⽤な炎症マーカーの⼀つとなるが、単に指標としてではなく慢性炎症の発症や増悪化
との関連についての研究もなされている。MPO の酵素活性に由来する HOCl や HOBr

などのハロゲン化活性種（次亜ハロゲン酸）も化学反応性に富み、組織障害の原因にな
ることが予想される。このように、MPO は⽣体防御機構の重要な因⼦である⼀⽅で、
炎症時には組織障害を誘発しうる。しかしながら⽣体での作⽤や動態は⼗分に理解・研
究されていない現状にある。慢性炎症の発症・抑制やその機序解明を進めていくには、
局所での MPO の作⽤や動態を知ることが必須である。MPO から⽣じる HOCl や HOBr

は反応性が⾼く安定に捉えにくいが、MPO の活性・作⽤の痕跡としてその産物である
ハロゲン化チロシンなどの特異的な修飾物や後述するセロトニン由来のキノン体など、
MPO のペルオキシダーゼ活性により⽣じる⼆次的な酸化物は HOCl などに⽐べれば安
定であり、その痕跡をバイオマーカーとして追跡することで、⽣体内での MPO の作⽤
についての究明につながると考えられる。 
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Fig. 1. Reactive intermediates formed by neutrophil MPO 

 

1-4. セロトニン  

 
 セロトニン（別名、5-Hydroxytryptamine: 5HT）は⽣理活性アミンの⼀種であり、⽣体
内では、おおよそ 90％が腸管に存在しており、8％が⾎⼩板に、残りの 2%が中枢神経
に存在する(25)。脳における 5HT は、気分や運動などを調節する重要な神経伝達物質で
あり、末梢に存在する 5HT も⾎管平滑筋に対する収縮作⽤、胃腸管機能調節作⽤、⾎
⼩板凝集促進作⽤などの⽣理活性アミンとして重要な役割を有する。 

 うつ病の発症メカニズムについては未明であるが、患者の脳においては 5HT 量が低
下していることから、5HT を含むモノアミンが不⾜し、その機能が低下することによっ
て脳内の神経細胞間の情報伝達が阻害され、うつ病が発症するというモノアミン仮説が
提唱されている(26)。⼀⽅で、IBD 患者の腸では、過剰な 5HT 放出や、疼痛などに関与
する 5HT 受容体の発現増加などが明らかになっている(27)。加えて、5HT は肺⾼⾎圧症
や⾻粗鬆症などの増悪因⼦であることも指摘されている(28, 29)。 

5HT と同じモノアミンであるドーパミンは、その酸化型がパーキンソン病の発症に
関連していることが明らかになっている(30)。詳細は第 2 章で論じるが、5HT について
も、慢性炎症関連疾患が⽣じる脳や腸においてその酸化型であるトリプタミン 4,5 ダイ
オン（Tryptamine-4, 5-dione: TD）が⽣成することが予想される。Fig. 2 に⽰すように、
TD は、システインチオール基（SH 基）への⾼い反応性を⽰す(31, 32)。TD は、タンパク
質のチオール基と反応すると、⼀旦キノン⾻格が⽔酸基に還元されるが、速やかに⾃動
酸化して、キノン⾻格を有する TD とタンパク質との付加体になる(33, 34)。これまでの in 

vitro における先⾏研究では神経毒と⽰唆されてきたが(34, 35)、その動態や作⽤について
は明らかにされていない。 

 

MPO

Cl-Br-

HOClHOBr

+H2O2

Neutrophil

NO2-

MPO
+H2O2 Cl-

HOCl

NO2・

Pathogen

Pathogen
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Fig. 2. Adduct formation of a protein with TD mediated by MPO 

 

1-5. フラボノイドによる炎症抑制効果 
 
 ⾷品は、私たちが⽣きるためにエネルギーや栄養素を供給する役割（⼀次機能）、ま
た、匂いや味、⾒た⽬や⻭応えなど、私たちの嗜好に影響を及ぼす機能（⼆次機能）が
ある。さらに、⽣体調節機能（三次機能）は、⽇々の⾷事から疾病の発症を予防したい
という健康志向の⾼まりとともに年々⽿⽬が集められている。これまでに述べてきた慢
性炎症等、健康寿命延伸の阻害要因となる種々の疾患発症や増悪化の抑制を⽬指す上で、
⾷品成分の機能性に関する科学的論拠を⽰す研究は、今後よりその重要性が増していく
と考えられる。以下に本研究で着⽬したフラボノイドについて簡単に紹介する。 
 フラボノイドはポリフェノールの⼀種であり、2つのベンゼン環が炭素 3つで結合さ
れた基本構造をもつ芳⾹族化合物である（Fig. 3）。さらに、C 環の酸化状態などの違い
により、フラボン、フラボノール、アントシアニンなどに分類される。フラボノイドは
様々な機能性を有し、多くの植物に含まれることからも、⽇常的な⾷事を通して健康増
進効果が期待できる成分の⼀つである。フラボノイドが⾼い⽣理活性を⽰す理由の⼀つ
としてフェノール性⽔酸基による還元性が挙げられ、不対電⼦を有するラジカル種（ラ
ジカル性の活性酸素種）に対し、⽔素原⼦や電⼦を供与することでラジカル種を消去す
る。加えて、C 環上に環上のオルト位に 2個のヒドロキシ基を有するカテコールは⾦属
イオンのキレート能を有し、ROS を⽣じる遷移⾦属イオンを捕捉することで抗酸化活
性に寄与する。このような特性から、抗動脈硬化や発がん予防など、慢性炎症抑制に関
連する研究が基礎的研究から疫学調査まで多岐にわたり進められている(36)。本研究で特
に着⽬したフラボノイドの⼀種であるルテオリンは、パセリやハーブなど様々な植物に
アグリコンや配糖体として含まれており、伝統薬としても⽤いられてきた。実際に、ル
テオリンを摂餌させたマウスでは、脂肪肝やインスリン抵抗性の改善が⾒られるなど(37)、
炎症関連疾患の発症予防や遅延に効果ができる⾷品成分の⼀つとして期待されている。
炎症関連疾患に対するルテオリンなどのフラボノイド類の新規な作⽤を⾒出すことが

5-hydroxytryptamine Tryptamine-4,5-dione

MPO

TD-adducted Protein

S

(Kato Y et al.,2014) 
(M.Z. Wrona et al.,1991)

5HT TD
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できれば、野菜・ハーブによる健康増進効果の⼀端の解明につながり、消費者の⾏動変
容につながる可能性がある。 

 

Fig. 3. Basic structure of flavonoids 
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第 2 章 培養細胞に対するセロトニン酸化物 TD の毒性と保護作⽤ 

 

2-1. 緒⾔ 

 脳内において、神経伝達物質である 5HT は脳幹のニューロンから放出され、感情、
認知、攻撃性、満⾜感、眠気などの様々な⽣物的プロセスに関与する(38, 39)。これまでに、
5HT はスーパーオキシドアニオンラジカルや好中球MPO などペルオキシダーゼの基質
となり酸化され、反応性に富むキノン体である TD となることが明らかになっており(40, 

41)、実際に、メチル⽔銀を腹腔に投与したゼブラフィッシュの脳内において TD が検出
されている(42)。また、TD はヒトアテローム性動脈硬化病巣においても、その 5HT代謝
物 5-ヒドロキシインドール酢酸（5-Hydroxyindoleacetic acid: 5HIAA）のキノン体
（Quinone-5HIAA）とともに、付加タンパク質の陽性染⾊が確認されている(43)。脳の炎
症性細胞から MPO が放出されることや、アルツハイマー神経病理を⽰している脳組織
で MPO発現上昇が明らかになっており(44, 45)、脳内での MPO による 5HT の酸化にとも
なう TD ⽣成が神経変性疾患の発症や進展に関与している可能性も考えられる。 

 これまでに当研究室では、神経芽腫由来 SH-SY5Y 細胞の α-チューブリンやb-チュー
ブリン、ビメンチン、ニューロフィラメント-L などの細胞⾻格タンパク質を TD が修飾
することを明らかにしてきた(31)。神経細胞は樹状突起や軸索といった突起構造を有し、
これらを介して情報を伝達することで脳の機能を制御している。この突起構造を⽀持す
る微⼩管は、α-およびb-チューブリンが規則的に重合することによって形成されている
(46)。TD の存在下では、チューブリンの⾃⼰重合の初期段階反応が促進され、⼀⽅で、
その後の伸⻑反応が阻害されるという結果も得られている(31)。2002 年の Jiang と
Dryhurst の研究では、TD は解糖系関連酵素であるピルビン酸脱⽔素酵素を阻害するこ
とも⽰している(47)。5HT と同じ神経伝達物質であるドーパミンも酸化物としてドーパ
ミンキノンを⽣じてミトコンドリアの機能異常を誘発することや、パーキンソン病の発
症に関連する α-シンクレインなどのタンパク質を修飾することが報告されている(48)。
先に述べたように TD が in vitro でチューブリンの⾃⼰重合に影響を与えたこととも考
え合わせると(31)、神経細胞内で TD によるタンパク質修飾を介して細胞機能に影響を及
ぼす可能性がある。⼀⽅で、TD は神経毒と予想されているが、実際の細胞毒性作⽤は
ほとんど調べられておらず、加えて TD が細胞内の遺伝⼦発現に与える影響については
未だ全く検討されていない。 

 TDは o-キノン構造を有し、⾼い親電⼦性を⽰す。例えば、同じ親電⼦性物質である
ディーゼル排気ガス中に含まれる 1,2-ナフトキノンや⾷品成分イソチオシアネートは
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強い毒性を⽰す⼀⽅で、低濃度では細胞⽣存のための抗酸化活性を⾼めるなどの適応応
答を誘導することが報告されている(49, 50)。類推すれば、TDは上述した親電⼦性物質と
同様の⽣物作⽤を有することが予想される。テトラクロロベンゾキノンやドーパミンキ
ノンなど、TDと同じくキノン⾻格を持つ物質は、タンパク質やDNAのアルキル化や
ROS の産⽣を介して毒性作⽤を⽰すことが報告されている(51, 52)。しかしその⼀⽅で、
いくつかのキノン体では、⽐較的低濃度においては酸化ストレスに対する保護作⽤を有
することも報告されている(53)。TDに関しては先⾏研究において神経毒と⽰唆されてき
たが、細胞や⽣体レベルでの⽣理的意義は未解明である(34, 47)。そこで、本章では、TD
が SH-SY5Y神経細胞の⽣存率および ROSの産⽣に与える影響を調べるとともに、TD
による神経細胞の適応応答の誘導作⽤について検討した。 
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2-2. 実験⽅法 

 

2-2-1.試薬 

Polymerase chain reaction（PCR）⽤プライマーおよび 5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate（CM-H2DCF-DA）は Invitrogen（Carlsbad, CA, USA)か
ら購⼊した。Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) /Ham's F12 nutrient mixture 培地、
Cell Count Reagent SF、シグナル増強剤 HIKARI（Immunostain Solution B）、Chemi-Lumi 

One L および Protein Bicinchoninate assay（BCA）キット は ナカライテスク（Kyoto, Japan）
より⼊⼿した。Mammalian protein extraction reagent（M-PER）、プロテアーゼ阻害剤カク
テルおよび ProLong® Gold は Thermo Fisher Scientific (MA, USA) から購⼊した。 Block 

Ace は⼤⽇本住友製薬（Osaka, Japan）から⼊⼿した。ウサギ由来 NQO1抗体は Abcam

（ab34173; Cambridge, UK）、ウサギ由来 HO-1抗体は Enzo Life Sciences（BML-HC3001; 

New York, USA）、ウサギ由来 β-actin抗体は Medical and Biological Laboratories. (PM053; 

Nagoya, Japan）、HRP標識ヤギ由来抗ウサギ IgG抗体は DAKO Japan（P0448; Tokyo, Japan)、
ウサギ由来 Nrf2抗体 Santa Cruz Biotechnology（sc-722; CA, USA）、FITC標識ヤギ由来
抗ウサギ IgG抗体はシグマアルドリッチジャパン (F-9887; Tokyo, Japan)から⼊⼿した。
Propidium iodide (PI) solution は Dojindo （ Kumamoto, Japan ） よ り購⼊し た 。 tert-

butylhydroquinone（t-BHQ）は東京化成⼯業（Tokyo, Japan）より⼊⼿した。Potassium 

nitrosodisulfonate、0.4% (w/v) トリパンブルー溶液、5H-HCl、H2O2 および ISOGEN I は
和光純薬（現、富⼠フイルム和光純薬）（Osaka, Japan）より購⼊した。 

 

2-2-2. 細胞培養 

 SH-SY5Y 細胞は、10%⾮働化ウシ胎児⾎清（Fetal bovine serum: FBS）、100 units/ml ペ
ニシリン、0.1 mg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミンを含む DMEM/Ham's F12

を⽤いて、37°C、5%CO2条件下で培養した。 

 継代で は 、 培 養 上清を取り除い た のち、 0.25% （ w/v ） トリプシ ン – 1 mM 

Ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）・2Na 溶液（以下、トリプシン溶液）を添加し、
室温で 1–2 分反応させ、⾎清⼊り培地を添加して回収し、遠⼼後に新しい培地に置きか
えた。実験には、細胞を解凍後 2–3週間程度のものを⽤いた。また、樹状突起が増えて
きた時点で細胞の使⽤を中⽌し、新たに凍結保存していた細胞を解凍して実験に⽤いた。 

 なお、6 well プレートを⽤いる場合には、ポリ-D-リジン臭化⽔素酸塩を滅菌⽔で 50 

µg/ml に希釈してプレートの底⾯が覆われるように適量⼊れて 20 分置き、2 ml の滅菌
⽔で 3回 wash してクリーンベンチ内で乾燥させたものを、ポリ-D-リジンコーティング
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プレートとして⽤いた。 

 PCR およびウエスタンブロットに⽤いる場合は、SH-SY5Y 細胞（2.5 × 105 cells/well）
を 6 well プレートに播種し、24 時間かけて定着させた後、⾎清を添加していない培地
（以下、無⾎清培地）に置き換え、TDあるいは 5HT を添加し、30 分、37°C、5% CO2

条件下にて培養した。その後、⾎清⼊りの新しい培地に置き換えてインキュベートし、
RNA の抽出およびタンパク質の回収を⾏った。また、ROS検出定量および転写因⼦の
細胞内分布の陽性コントロールとして t-BHQ（50 µM）を⽤いた。 

 

2-2-3. 細胞⽣存率の測定 

1) トリパンブルー染⾊による⽣細胞計数法 

 SH-SY5Y 細胞（1.0×104 cells/well）は 96 wellプレートに 200 µlずつ播種し、24時間
かけて定着させた後、無⾎清培地で 12.5–200 µM まで段階希釈した試料を添加し、30

分、37°C、5% CO2条件下にて培養した。その後、⾎清⼊りの培地に置き換え、さらに
24 時間培養した。再び培地を取り除いた後、トリプシン溶液（10 µl/well）を 1–2 分処
理し、次いで⾎清⼊り培地を 50 µl 加えてトリプシンの活性を抑え、軽くピペッティン
グしながら各 well の細胞懸濁液を回収した。細胞懸濁液とトリパンブルー溶液が 1:1 と
なるように混合し、⽣細胞数を測定した。なお、SH-SY5Y 細胞はプレートから剥がれ
やすいため、96 wellプレートでの培地の吸引操作にはオクタピペットを⽤いた。 

 

2) ⽔溶性テトラゾリウム塩発⾊法による細胞⽣存率の測定 

 上記のトリパンブルー染⾊に記載の⽅法と同様に試料を細胞に添加し、⾎清⼊り培地
に置き換えて 24時間培養した後、無⾎清培地により最終濃度 100 µM とした H2O2 に置
き換え、さらに 12時間培養した。その後、無⾎清培地と Cell Count Reagent SF の混合
液（10 : 1）に置き換え、CO2 インキュベーター内に 1–2時間静置し、呈⾊後にマイクロ
プレートリーダーで 450 nm の吸光度を測定し、⽣存率を算出した。 

 

2-2-4. 定量 PCR（real-time RT-PCR） 

1）RNA抽出 

 総 RNA の抽出は既報(54) に従い、試薬および器具はすべて RNase-free のものを使⽤
した。具体的には、以下の⼿順で実施した。 

 細胞培養後、PBS で洗浄した細胞を ISOGENⅠ750 µl で溶解し、マイクロチューブ 

に回収した後に攪拌した。この細胞溶解液 750 µl に対し、150 µl のクロロホルムを加え
て攪拌した後に、遠⼼分離（10,000 g, 5 min, 4℃）した。この上層（⽔層）を 300 µl回
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収し、等量の 2-プロパノールを⼊れたマイクロチューブに移して約 1 分攪拌し、10 分
室温で静置した。その後、遠⼼（10,000 g, 10 min, 4℃）によって RNA を沈殿させた。
沈殿物以外の液体を除去し、氷上で冷却しておいた 75％エタノール 1 ml を加え、転倒
混和および遠⼼（6,000 g, 5 min, 4℃）で沈殿物を洗浄した。エタノールを⼗分に除去し
た後、沈殿物が透明になるまでチューブの蓋をあけて⾃然乾燥させ、冷却した 30–50 µl

の滅菌⽔を加えてピペッティングした。得られた溶液は-80℃で保存した。使⽤時に、滅
菌⽔で 60倍に希釈し、60 µl程度を trUView キュベット（Bio-Rad）に移し、紫外可視分
光光度計（ダブルビーム型 U-2010、⽇⽴社製）を⽤いて以下の式から総 RNA量および
純度を測定した。 

・RNA量（µg/µl）= 吸光度 λ260 × 40 × 希釈倍率 × 1/1,000 

 

2）逆転写反応 

 抽出した総 RNA を⽤いて、PrimeScript™Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit のマニュア
ルに従い cDNA を合成した。具体的には、RNA 2 µg となるように RNase free H2O で希
釈したもの 8 µl、Oligo-dT Primer および dNTP Mixture を各 1 µl を 0.2 ml PCR tube（アズ
ワン、8 連タイプ、ドーム型キャップ）に加えて、65℃で 5 分加熱し、氷上で冷却した。 

 同キットに含まれる PrimeScript II RTase 1 µl、5×PrimeScript II Buffer 4 µl、RNase Inhibitor 

0.5 µl、RNase free H2O 4.5 µl を加熱・冷却処理後のチューブに加え 20 µl とし、ピペッ
ティングした。この試料全量を C1000™ サーマルサイクラー（Bio-Rad）を⽤いて、42℃
（60 min）→ 95℃（5 min）→ 4℃（∞）の条件で反応させ、cDNA を得た。 

 
3）PCR反応 

 定量 PCR の検出にはインターカレーター法を⽤いた。2-2-4 に従って作成した cDNA 

1 µl を⽤いて、Power SYBR® Green Master Mix（11 µl）、滅菌⽔（11 µl）、Table 1 に⽰す
10 pmol センスセンスプライマー（1 µl）、10 pmolアンチセンスプライマー（1 µl）を混
合した溶液中で、リアルタイム PCR装置（Applied Biosystems 7500）を⽤いて Table 1 に
⽰す条件で PCR反応を⾏い、増幅産物をモニタリングした。 
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Table 1.  List of primer sequences and amplification conditions used in the PCR. 

Genes Sequence （5' to 3'） Cycles Annealing °C 

（sec） 

GAPDH*1 
Forward CTGCACCACCAACTGCTTAGC 

40 
60 

（60） Reverse CTTCTGGGTGGCAGTGATGGC 

NQO1*2 
Forward TTCCATCACCACTGGTGGCAG 

40 
60 

（60） Reverse TCCTGCCTGGAAGTTTAGGTC 

HO-1*3 
Forward AGCTTGGTCTAGAGTGAAAA 

40 
60 

（60） Reverse GAGGCAGAATCATGAGATAT 

*1. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

*2. NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 

*3. Heme oxygenase-1 

 

4）⽐較 Ct 法の計算解析 

 ⽬的遺伝⼦の Ct（Threshold Cycle）値を内在性コントロール Ct値で補正し、相対値を
算出して試料間の⽐較を⾏った。相対値の算出は以下のように⾏った。 

・ΔCt値＝ターゲット Ct値-内在性コントロール Ct値 

・ΔΔCt値＝ターゲット ΔCt値-内在性コントロール ΔCt値 

・相対値＝2-ΔΔCt 

 

2-2-5.  TD の合成 

 TD は 5HT を⽤いて⽤事調製した(55)。簡単には、1 mg の 5HT塩酸塩を 500 µl の純⽔
に溶解し、6.3 mg の Potassium nitrosodisulfonate（Fremy試薬）と混合し、溶液が紫⾊に
なるまで室温で反応させた。なお、Fremy 試薬は-20°C で⼩分け分注して保存し、使⽤
後は窒素ガスを封⼊し、蓋およびパラフィルムで密栓して再度冷凍保存した。また、試
薬のオレンジ⾊が退⾊した段階で失活していると判断して別の分注品を使⽤した。あら
かじめカラム（Discovery® DSC-18 SPE Tube, 500 mg）を固相抽出装置（GL-SPE Vacuum 

Manifold；GL Sciences）にセットし、3 ml の Methanol（CH3OH）と 2 ml の純⽔でプレ
コンディショニングした。このカラムに反応液 500 µl を流し、3 ml の純⽔で洗浄した
後、1% Formic acid（HCOOH）/ 70% Acetonitrile（CH3CN）溶液 1.5 ml で溶出し、濃い
紫⾊の抽出液のみを約 100 µl 回収した。⼀部をとり 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）で
100倍に希釈し、吸光度計（UV mini 1240；SHIMADZU）を⽤いて波⻑ 350 nm で測定
し、濃度を算出した（モル吸光係数：1100）。 
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 なお、各実験で⽤いた溶媒コントロール（Vehicle）は、TD 合成液の代わりに同量の
⽔を添加し、同様に固相抽出処理した際の溶出液（1% HCOOH/ 70% CH3CN）を⽤いた。 

 

2-2-6. 電気泳動およびウエスタンブロッティング 

 SDS-PAGE電気泳動およびウエスタンブロッティングは、主に既報[30]に基づいて⾏っ
た。2-2-1 に従い処理した細胞を、氷冷 PBS で洗浄し、M-PER と HALT protease inhibitor

（100 : 1）混合液を⽤いて可溶化し、遠⼼分離（10,000 g, 10 min, 4°C）後、上清を回収
し、細胞溶解液とした。細胞溶解液のタンパク質濃度は、ビシンコニン酸（BCA）法に
よって調整した。タンパク質の濃縮が必要な場合には、10 Kアミコンウルトラ-0.5 PLGC

ウルトラセル（遠⼼式限外濾過フィルター）を⽤いて、遠⼼（10,000 g, 15 分、4°C）し、
フィルター上の⾼分⼦を回収した。細胞溶解液は 2% SDS、10%グリセロール、および
少量の Bromophenol blue を含む 62.5 mM トリス塩酸緩衝液（pH 6.8）（以下、Loading 

buffer とする）および、5% β-mercaptoethanol と混和し、3 分間煮沸したものを泳動試料
とした。なお、各レーンには NQO1 および β-actin検出には 6 µg、HO-1 の場合は 18 µg

となるようにタンパク質を加えた。TD 付加タンパク質の検出では、濃度調整した細胞
抽出液に、1/50量となる 0.5 M TCEP（Tris 2-carboxyethylphosphine hydrochloride）を添加
し、室温で 5 分還元処理した後、1 M トリス溶液を滴下することにより中和した。さら
に同量の Loading buffer と混合し、泳動試料とした。1 レーンのタンパク質は 5 µg とし
た。 

 調製した泳動試料を 10%（w/v）SDS ポリアクリルアミド電気泳動で分離し、PVDF

メンブレンにブロッティングした。転写したメンブレンは純⽔で調製した 4% スキム
ミルク（Block Ace）中に移し、室温で１時間振盪した。ブロッキング後、メンブレンを
0.1% Tween 20 を含むトリス塩酸緩衝液（Tween Tris Buffered Saline）（以下、TTBS）で 

3 回洗浄し、Table 2 に⽰す条件で希釈した 1 次抗体とメンブレンを 4°C 条件下⼀晩反
応させた。TTBS で 3回洗浄後、希釈した 2 次抗体（Table 2参照）とメンブレンを室温
下で 1時間振盪させた。さらに TTBS で 3回洗浄し、メンブレンに化学発光試薬である
Chemi-Lumi One L を添加し、ルミノイメージアナライザー（LAS-1000 plus；FUJIFILM）
を⽤いて化学発光モード（Chemiluminescence）によりタンパク抗原を検出した。画像の
解析は、Image Gauge software（ver. 3.4, Fujifilm）を⽤いた。なお、抗 HO-1抗体の場合
は、抗体の希釈にシグナル増強剤（Signal Enhancer HIKARI）を⽤いた。 

 ゲル染⾊の場合は、7.5％（v/v）酢酸溶液に 1/5000量の SYPRO Orange protein gel stain

を混合した液体にゲルを浸し、遮光しながら 1 時間振盪した。7.5％（v/v）酢酸溶液で
15 分振盪させ、染⾊液を洗浄した後、ルミノイメージアナライザーで励起光を照射し
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て蛍光像を撮影し、同様にして解析した。 

 

Table 2. List of reaction conditions for western blot.  
1st Antibody Dilution 2nd Antibody Dilution Solvent 

TD-

adduct 
1B7(31) 2,000 

Anti-mouse 

IgG*1/HRP*2 
10,000 TTBS 

NQO1 Anti-NQO1 antibody 2,000 

Anti-rabbit 

IgG/HRP 
10,000 

TTBS 

HO-1 Anti-HO-1 antibody 1,000 

Signal 

Enhancer 

HIKARI 

Solution A/ B 

b-actin Anti-b-actin antibody 2,000 TTBS 

*1. Immunoglobulin G 

*2. Horseradish peroxidase 

 

2-2-7. 細胞内 ROS産⽣の観察 

 SH-SY5Y 細胞（2.7 × 104 cells）をチャンバースライド（Nunc Cover RS Glass Slide Sterile, 

8 well）に播種し、24 時間培養して定着させた。各 well を無⾎清培地に溶解した CM-

H2DCF-DA（Invitrogen）（5 µM）に置き換えて 30 分培養した後、さらに TD あるいは
5HT を添加した無⾎清培地に置きかえ 30 分培養した。CM-H2DCF-DA は光の影響を受
けるため、クリーンベンチにおいて暗下での操作とした。細胞内の ROS レベルは、落
射蛍光顕微鏡（OLYMPUS CKX41、励起フィルターBP460-490C、吸収フィルターBA520 

IF）を⽤いて観察した。 

 TD および 5HT の前処理による細胞保護作⽤の検討では、細胞を 24時間培養して定
着させた後、TD/5HT を添加した無⾎清培地で 30 分培養し、⾎清⼊り培地に交換して
さらに 24時間培養した。その後、細胞を無⾎清培地で希釈した 100 µM の H2O2 で刺激
し、6 時間培養した。培地を無⾎清培地に溶解した CM-H2DCF-DA（5 µM）と交換し、
30 分処理した後、同様にして細胞内の ROS産⽣を評価した。 

 

2-2-8. 細胞染⾊ 

 SH-SY5Y 細胞（2.7 × 104 cells）をチャンバースライド（8 well）に播種し、24時間培
養して定着させた。各 well は TDあるいは 5HT（100 µM）、もしくは陽性コントロール
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である t-BHQ（50 µM）を添加した無⾎清培地に置き換え、30 分培養した。その後、⾎
清⼊り培地に交換してさらに 3 時間培養した。各 well を PBS で 3 回洗浄したのち、-

20℃に冷却しておいた CH3OH溶液に 10 分間、次いで室温で 0.5% Triton⼊り PBS溶液
に 10 分間つけ込んだ。PBS で 3回洗浄後、3%ウシ⾎清アルブミン（Bovine serum albumin: 

BSA）⼊りの PBS でスライド上の細胞を覆い、室温で 1 時間ブロッキングした。さら
に PBS で 3 回洗浄した後、0.5% BSA-PBS で 50 倍に希釈した抗 Nrf2（Nuclear factor-

erythroid 2-related factor 2）抗体を加え、スライドガラス上に滴下し、湿度を保ったまま
2 時間静置した。スライドを洗浄後、PBS で 100倍に希釈した FITC 標識抗ウサギ IgG

抗体と 60 ng/ml に調整した PI を細胞に滴下し、さらに 1時間遮光し湿度を保ったまま
静置した。その後 PBS で洗浄し、退⾊防⽌剤（ProLong Gold）をガラス⾯に滴下し、カ
バーガラスをかぶせマニキュアで封⼊した。その後、励起 488（抗体）および 543 nm

（核）による共焦点レーザー顕微鏡（Bio-Rad, Radiance 2000）で観察した。 

 

2-2-9. 統計学的解析 

 n=3 以上で実験を⾏ったものは、ANOVA に続いて Tukey もしくは Games-Howell の
⼆重検定を SPSS（ver. 22.0）を⽤いてデータ解析した。p <0.01 である場合に統計学的
に有意であると判断した。
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2-3. 結果 

 

2-3-1. TD が SH-SY5Y 細胞の⽣存率および細胞内 ROS産⽣に与える影響 

 TD を SH-SY5Y 細胞に添加し、細胞タンパク質への TD の付加修飾について検討を⾏
った。TD はわずか１分程度で細胞タンパク質と反応し、スメア状の染⾊像が認められ
た（Fig. 1A）。TD は低分⼦から⾼分⼦まで様々な細胞タンパク質を修飾したが、培養時
間１時間をピークにして、時間依存的に TD修飾タンパク質のバンドが減弱したことか
ら、付加した TD が不安定であるか、あるいは、修飾タンパク質の分解機構が働いてい
ることが予想された。 

 そこで、TD の細胞に対する⽣理作⽤を検討するため、TD およびその対照試料として
⽤いた 5HT を様々な濃度で SH-SY5Y 細胞に加え、細胞⽣存率を測定した。なお、⽣存
率の測定に⽤いた⽔溶性ホルマザン（WST）法は、ROS の存在によって吸光度が⾼く
なり、実際の細胞⽣存率よりも⾼い数値が出ることが予想されたため、⽣細胞計数法と
合わせて細胞⽣存率の測定を⾏った。実際に ROS を⽣じさせる濃度である TD150–200 

µM 処理において、WST 法で測定した細胞⽣存率は⽣細胞計数法と⽐較して⾼い値を
⽰したため、ここでは⽣細胞計数法の結果を⽰した。Fig. 1B に⽰すように、TD は 25 

µM において、細胞増殖促進作⽤を⽰した。⼀⽅で、150–200 µM の⾼濃度領域では、細
胞⽣存率を有意に低下させた。また、⽐較に⽤いた 5HT は⽣存率に影響を与えなかっ
た。 

 次に、TD処理による SH-SY5Y 細胞内の ROS産⽣を、酸化還元感受性を有する蛍光
試薬 CM-H2DCF-DA を⽤いて調べた（Fig. 1C）。陽性コントロールとして⽤いた H2O2

（200 µM）では顕著な細胞内 ROS産⽣が認められた。100 および 200 µM の TD を 30

分処理した細胞では、細胞内の ROS 産⽣が TD 濃度依存的に亢進していることが明ら
かになった。⼀⽅で、同濃度の 5HT を 30 分処理しても細胞内 ROS 産⽣は観察されな
かった。 

 このことから、TD は低濃度では細胞増殖、⾼濃度では細胞内 ROS産⽣と細胞⽣存率
の低下を誘導することが⽰された。 
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Fig. 1. The effect of TD or 5HT on SH-SY5Y proteins, viability, and cellular ROS (56).  
(A) SH-SY5Y cells were treated with TD (100 μM) for indicated time (0-12 h), then lysed for gel stain and 
western blot analysis using anti-TD-adducts Ab. The symbol “*” in the upper the gel means that the sample 
was rapidly collected after the addition of TD. The process approximately took one minute to complete.  
(B) The effect of TD or 5HT exposure on cell viability in SH-5Y5Y cells. SH-SY5Y cells were exposed to 
the indicated concentrations of samples (TD/5HT) or vehicle in FBS-free medium for 30 min, and the 
medium was then replaced with flesh medium containing 10% FBS to remove any unreacted TD. “Vehicle” 
indicates a solvent only control. After a 24 h incubation, the cells were subjected to a cell viability assay. 
The data are expressed as mean ± standard deviation (n=5) and represent percentage control. Statistical 
significance was set at **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. vehicle using the one-way ANOVA and Tukey post-
hoc test.  
(C) The effect of TD or 5HT exposure on intracellular ROS generation in SH-5Y5Y cells. SH-5Y5Y cells 
were pre-loaded with CM-H2DCF-DA for 30 min, and then treated with vehicle (a), 200 µM H2O2 (b), 100 
µM TD (c), 200 µM TD (d), 100 µM 5HT (e), or 200 µM 5HT (f) for 30 min. H2O2 served as a positive 
control. This experiment was repeated three times and similar results were achieved. Scale bar in the image 
(f) as a representative indicates 70 µm. DCF-derived fluorescent intensity of each image was quantified 
using ImageJ and expressed as relative to the control (a); values are means ± standard deviation from 50 
cells in triplicate experiments. **p < 0.01 and ***p < 0.01 indicate significant difference vs. vehicle using 
the one-way ANOVA and Games-Howel post-hoc test.   
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2-3-2. 過酸化⽔素が誘導する細胞毒性に対する TD の抑制作⽤ 

 細胞は親電⼦性物質による付加修飾や ROS による刺激などの適度なストレス負荷を
受けることで、⼆次ストレスに対し抵抗性を獲得する(53) 。Fig. 1 に⽰すように、TD は
毒性および ROS 産出誘導能を有しており、適度な条件下では細胞の適応応答を誘導す
る可能性がある。そこで、細胞に細胞⽣存率を有意に低下させない濃度の TD（100 µM）
を選択し、TD暴露後に H2O2 で刺激した時の細胞⽣存率および細胞内 ROS産⽣を測定
した。Fig. 2A に⽰す通り、H2O2 による細胞⽣存率の低下は、100 µM TD の前処理によ
って有意に抑制された。また、H2O2 の処理によって誘導される細胞内 ROS産⽣も、TD

を前処理することで抑制されることが明らかになった（Fig. 2B）。⼀⽅で、⽐較対照に
⽤いた 5HT は、細胞⽣存率の低下および ROS産⽣を抑制する作⽤は認められなかった。
これらの結果から、事前の TD 100 µM暴露は H2O2 が誘導する細胞毒性を抑制すること
が⽰された。 

 

 

     
 

  

A 

200 µl H2O2

– +

Vehicle

TD

5HT

B 



 26 

Fig. 2. The effect of pre-treatment with TD or 5HT on H2O2-induced cytotoxicity (A) and ROS generation 
(B) (56). 
A: SH-SY5Y cells were treated with either vehicle or samples (TD/5HT) in FBS-free medium for 30 min, 
and then the medium was replaced with flesh medium containing 10% FBS. After incubation for 24 h, the 
cells were further incubated for 12 h in the presence or absence of 100 µM H2O2, and then subjected to a 
cell viability assay. Vehicle indicates the same as in Figure 1. The values presented are means ± standard 
deviation (n=6) and are expressed as percentages relative to H2O2-untreated control cells. Significantly 
different (the one-way ANOVA and Tukey post-hoc test) from vehicle, **p < 0.01. B: The cells were treated 
with either vehicle or 100 µM samples (TD/5HT) in the same way as the above and incubated for 24 h. 
After the medium was refreshed, 200 µM H2O2 was added, and the cells were incubated for a further 6 h. 
CM-H2DCF-DA (5 µM) was added to the treated cells for 30 min. Images: The fluorescent signal was 
photographed using a fluorescence microscope. The results shown are representative images of experiments 
performed in triplicate. Scale bar indicate 70 µm. Graph: Quantification of ROS in cells pre-treated with or 
without TD followed by H2O2. Intracellular ROS generation was determined by DCF fluorescence and the 
intensity was then calculated as described in Figure 1(B) legend. The data is expressed as relative to vehicle 
control without H2O2. **p < 0.01 and ***p < 0.001 indicate significant difference vs. vehicle without H2O2; 
#p < 0.05 indicates significant difference vs. vehicle with H2O2 using the one-way ANOVA and Games-
Howell post-hoc test. 
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2-3-3. TD処理による解毒代謝・抗酸化関連酵素の発現誘導 

 2-3-2 で⽰したように、100 µM の TD処理により細胞の適応応答が誘導される可能性
が⽰唆された。TD は親電⼦性物質であり⽣体内や細胞内のタンパク質を含む種々の成
分と反応することが予想されたが、実際に Fig. 1A に⽰したように TD は細胞内タンパ
ク質を付加修飾した。親電⼦性物質は転写因⼦ Nrf2 を介し、第 2 相酵素群および抗酸
化酵素群の遺伝⼦発現を誘導することがすでに報告されている(53)。そこで、TD が細胞
内の Nrf2 下流遺伝⼦およびタンパク質の発現に影響を与えるかを検討した。 

 TD および 5HT を 30 分処理して培地を交換し、更に経時的に培養したときの各遺伝
⼦の発現変動を調べた。Fig. 3A に⽰すように、NQO1 および HO-1 は、溶媒コントロー
ル（Vehicle）に⽐べて有意に遺伝⼦の発現が上昇した。さらに、NQO1 および HO-1 の
遺伝⼦発現に対する TD および 5HT の濃度依存性について検討したところ、TD では両
遺伝⼦とも 50 および 100 µM で有意に発現が上昇したのに対し、5HT で有意な発現上
昇が⾒られたのは HO-1 のみであった（Fig. 3B）。TD処理によって、遺伝⼦レベルでの
抗酸化遺伝⼦の発現上昇が⽰されたことから、さらにタンパク質レベルでの発現につい
て検討した。その結果、どちらのタンパク質も 100 µM TD処理によって発現が上昇す
ることが確認された（Fig. 3C）。 
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Fig. 3. Time- and concentration-dependent changes in the expression of the NQO1 and HO-1 in SH-5Y5Y 
cells exposed to T or 5HT (56). 
A: The cells were treated with either TD (closed circles), 5HT (closed squares) or vehicle (open circles) in 
FBS-free medium for 30 min, and the medium was then replaced with flesh medium containing 10% FBS. 
After incubation for the indicated time intervals, NQO1 and HO-1 expression in the cells was analyzed 
using real-time PCR. B: The cells were treated in the same way as the above, and incubated for 6 h in 
medium containing 10% FBS. The expression of NQO1 and HO-1 was calibrated by measuring GAPDH 
expression, as described in the Materials and Methods. C: The cells were treated with 100 µM TD/5HT or 
vehicle for 30 min in FBS-free medium, and the medium was replaced with flesh medium containing 10% 
FBS. After incubation for the indicated time intervals, the cell extracts were analyzed by Western blotting. 
The results shown are representative of at least two independent experiments. The values are presented as 
mean ± standard deviation (n=3) and represent percentage control. Statistical significance was set at *p < 
0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 vs. vehicle using the one-way ANOVA and Tukey post-hoc test. 
 

C 
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2-3-4.  Nrf2 の細胞内分布に対する TD の影響 

 TD が誘導する NQO1 および HO-1 に対する Nrf2 の関与を調べるために、TD（100 

µM）処理による Nrf2 の局在性に与える影響を調べた。溶媒コントロールおよび 5HT処
理した細胞では Nrf2 の多くは細胞質での染⾊が観察された⼀⽅で、TD を処理した細胞
では核において Nrf2 の染⾊が認められた（Fig. 4）。Nrf2 の核内移⾏を誘導することが
知られている陽性コントロールの t-BHQ を処理した細胞でも同様の現象が認められた
(57)。このことから、TD は Nrf2 の核内移⾏を誘導することが確認された。 

 

 

 
Fig. 4. Effect of TD on the subcellular distribution of Nrf2 in SH-SY5Y cells (56).  
The cells were treated with TD (100 µM) or vehicle in FBS-free medium for 30 min, and the medium was 
then replaced with flesh medium containing 10% FBS. Cells treated with 50 µM t-BHQ were used as 
positive control. After incubation for 3 h, cells were fixed with methanol and permeabilized with 0.5% 
Triton X-100 and then blocked with PBS containing 3% BSA. The cells were then incubated with antibody 
(anti-Nrf2), followed by secondary antibody (FITC labelled). The nuclei were stained with propidium 
iodide (PI). Arrows indicate nucleus. Scale bar shows 20 µm. This experiment was repeated three times 
and similar results were achieved. 
 

Vehicle

TD (100 µM)

5HT (100 µM)

t-BHQ (100 µM)

anti-Nrf2 PI
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2-4. 考察 

 ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y 細胞において、TD は 150 µM 以上の濃度では有意に
細胞⽣存率を低下させること、また 100–200 µM 処理によって細胞内 ROS 産⽣を誘導
することが明らかになった（Fig. 1B, C）。先⾏研究において TD は神経毒と報告されて
いるが(34, 47)、それを⽀持する結果であり、TD は脳内において⾼濃度で⽣じた場合に毒
性物質として作⽤する可能性が⽰唆された。⼀⽅で、TD を低濃度（25 µM）処理した細
胞においては細胞⽣存率が有意に上昇した。先⾏研究では細胞表⾯に存在する上⽪成⻑
因⼦受容体（Epidermal growth factor receptor: EGFR）に EGF などのリガンドが結合する
と、MAPK（Mitogen-activated protein kinase）経路や PI3K（Phosphatidylinositol 3-kinase）
-AKT 経路などが活性化され、細胞増殖が促進されることが報告されている[34]。SH-

SY5Y 細胞にも EGFR が存在することから(58)、増殖作⽤が認められた理由の⼀つとして
TD が EGFR を介して増殖シグナルを活性化した可能性が推察される。また、5HT はウ
シの肺動脈平滑筋細胞やチャイニーズハムスターの卵巣（Chinese hamster ovary: CHO）
細胞を⽤いた実験において 5HT受容体を介して細胞内 ROS を産⽣させることが報告さ
れているが(59, 60)、本研究では細胞毒性や ROS産⽣に対して、5HT の有意な作⽤は認め
られなかった。この理由は、先⾏研究とは細胞への処理時間や濃度が異なるためである
と推察している。 

 H2O2 は好気的代謝の毒性産物であり、⾼濃度では SH-SY5Y 細胞のアポトーシスを誘
導する(61)。TD を前処理した細胞では、H2O2 による ROS産⽣が抑制された（Fig. 2A）。
なお、H2O2 で処理後、30 分における ROS ⽣成量に違いが認められなかったため、H2O2

処理後 6時間での ROS ⽣成量を観察および測定している。CM-H2DCF-DA については、
⻑時間のインキュベーションによる分解を避けるため、H2O2 を 6 時間処理した後で添
加し、その時の ROS産⽣量を測定した。この場合、前処理と H2O2 という⼆段階のスト
レス負荷が与えられた状態で、CM-H2DCF-DA を取り込ませているため、細胞の CM-

H2DCF-DA取り込み量や、DCFH に脱アセチル化するエステラーゼの活性などを考慮す
ると、ROS そのものを正確に定量できていない可能性もある。しかし、細胞⽣存率の低
下についても、TD を前処理した細胞での抑制が認められた（Fig. 2B）。TD（100 µM）
を細胞に処理することで細胞内タンパク質が修飾され、また⽣存率に影響せずに ROS

産⽣を誘導することから、TD が細胞に対して適度なストレス負荷をかけたことで細胞
の適応応答が誘導された可能性が考えられる。 

 実際に、本章で述べたように、細胞での恒常性維持において重要な役割を担うKeap1 

(Kelch-like ECH-associated protein 1)–Nrf2経路の下流遺伝⼦であるNQO1およびHO-1の発
現および同酵素のタンパク質レベルでの発現上昇が確認された（Fig. 3）。Keap1はセン
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サータンパク質であり、Keap1のチオール基の化学修飾に伴い、転写因⼦Nrf2が活性化
される。先⾏研究において、親電⼦性を有する化学物質1,2-ナフトキノンや1,4-ベンゾキ
ノン、また、⾷品成分であるイソチオシアネートやゼルンボンは、Keap1のシステイン
残基を修飾し、Nrf2を活性化することや、NQO1やHO-1などの発現が誘導されることが
報告されている(49, 50, 62, 63)。このためTDもKeap1に付加修飾することが予想されるが、そ
の予想を証明するには、免疫沈降法などによりTDが付加修飾したKeap1を検出する必要
がある。また、ROSによっても、Keap1–Nrf2経路は活性化される(64)。実際に、TDを処理
した細胞では、Nrf2の核内移⾏が確認されたことから（Fig. 4）、TDは細胞内に取り込ま
れた後にKeap1を修飾する、もしくはTDによって誘導産⽣された細胞内ROSがKeap1-

Nrf2システムを活性化することにより、NQO1およびHO-1の発現が誘導することが予想
された。加えて、NQO1やHO-1はシステインを有するPI3K–Akt経路の活性化などによっ
ても発現が増加する(65, 66)。TDにより誘導される応答反応に関する詳細な機構解明は今
後の課題である。 

 以上、本章をまとめると、TD は 150 µM 以上の濃度で存在する場合には、神経細胞
に対して毒性物質として⽣存率を低下させる⼀⽅で、適度にストレス負荷を与える濃度
（100 µM）では Nrf２の核内移⾏を誘導し、細胞内の抗酸化酵素の遺伝⼦およびタンパ
ク質レベルでの発現を増加させた。TD の 100-200 µM という濃度は、内因性物質とはい
えかなり⾼いと考えるが、5HT や MPO が集積した場所において⽣成した場合には、局
所的に⼀過性に⾼濃度に達する可能性もある。本章では、TD は細胞に対し、保護的に
も毒性分⼦としても作⽤することを初めて明らかにした。このことから、炎症部位にお
いて TD が⽣成する場合、単に増悪因⼦として作⽤するだけでなく、その濃度によって
は炎症を抑制する⽅向にも転じる可能性が⽰唆された。TD は内因性物質であることか
ら、炎症などに伴い恒常的に⽣体内で⽣成し、周辺のタンパク質に作⽤し、細胞の機能
性に影響を及ぼすことが予想される。今後、5HT に関連する炎症疾患の機序を解明する
上で、重要な因⼦となる可能性もある。 
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第 3 章 DSS 投与モデルマウスの⼤腸炎に伴うセロトニン酸化物

TD の⽣成 

 
3-1. 緒⾔ 

酸化ストレスの増加は、核酸やタンパク質、脂質などのさまざまな⽣体分⼦の修飾を
もたらす(67)。これらの修飾された⽣体分⼦の蓄積は、クローン病や潰瘍性⼤腸炎を含む
IBDなどのさまざまな炎症性疾患に関連していることが予想される(18)。このような酸化
修飾された⽣体分⼦は疾病の指標ともなり得るため、「酸化ストレスマーカー」とも呼
ばれる。 

IBD は、下痢や腹痛などの症状を呈し、寛解と再燃を繰り返する慢性炎症関連疾患で
ある(68)。IBD 患者の腸では免疫細胞の腸粘膜への浸潤など、炎症の組織学的特徴が⾒ら
れ(69)、免疫調節メカニズムに異常が⽣じていると考えられる。これらの免疫細胞の中で、
好中球と単球は MPO酵素を合成・放出する(70)。また、MPO は IBD 患者の粘膜で発現
増加する(71)。序論 1-3 にも⽰したように、MPO は塩化物イオンや臭化物イオン、ヨウ
化物イオン、チオシアン酸イオンなどのさまざまな基質と反応し、次亜ハロゲン酸であ
る HOCl や HOBr など、反応性に富む分⼦の⽣成を触媒する(72)。さらに、次亜ハロゲン
酸はアミノ基と反応してクロラミンやブロラミンを⽣じ、また、タンパク質チロシン残
基と反応してハロゲン化チロシン（3-クロロチロシン、3,5-ジクロロチロシン、3-ブロモ
チロシン、および 3,5-ジブロモチロシン）残基を⽣成する。これらチロシン修飾物は炎
症を伴う様々な疾病で⽣成増加するが、腸炎との関係では、実験的⼤腸炎モデルで 3-ク
ロロチロシンが増加することが報告されている(71, 73)。さらに MPO は、いわゆるペルオ
キシダーゼとして働き、5HT や尿酸などの他の内因性化合物も MPO の基質となりうる
(72)。特に腸は 5HT が合成される器官であり、MPO が共存すればその基質となりうる。 

5HT の 90％以上は胃腸クロム親和性（Enterochromaffin: EC）細胞で⽣成される(25)。
また、先⾏研究では、健康な対照群と⽐較して IBD 患者の⼤腸組織で EC 細胞が増加
し、それに伴い 5HT 含有量も増加することが報告されている(27)。これらの増加は齧⻭
類を⽤いた⼤腸炎動物モデルにおいても観察されている(74, 75)。すなわち、上述したよう
に、腸における炎症時に過剰に⽣じた 5HT が MPO の基質となり、その産物として反応
性に富むキノン体 TD が形成されることが予想される(40, 41)。 

1990 年代から、Dryhurst らにより TD の安定性や反応性など、化学的特性が明らかに
されてきた(40, 76)。当研究室においても、in vitro での MPO による TD の形成と、チオー
ル基を有するモデルタンパク質である GAPDH に対する TD の部位特異的な付加反応に
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ついて報告している(55)。SH-SY5Y神経芽細胞腫細胞の α-および β-チューブリン、ビメ
ンチン、ニューロフィラメント-L などのいくつかの細胞⾻格タンパク質が TD によって
優先的に修飾されることも報告してきた(31)。その中の⼀つである β-チューブリンに着
⽬した検討では、in vitro ではあるが、TD が β-チューブリンの⾃⼰重合を調節すること
を明らかにした(31)。このように TD は⾼い反応性を有することから、⽣体内で⽣じた TD

は⽣体分⼦に対して付加反応を起こし、さらには⽣体分⼦の機能に何らかの影響を及ぼ
すことが予想される。特にチオール部分への付加反応は、第 2 章でも⽰したように親電
⼦シグナル伝達を介した様々な⽣体応答を引き起こし得ることから(77)、TD が⼤腸の炎
症に関与するシグナル経路に影響を与える可能性がある。 

⼀⽅で、in vivo で TD の⽣成・存在に関する報告は極めてわずかである。第 1 章でも
述べたように、これまでに当研究室で作製された TD修飾タンパク質に特異的なモノク
ローナル抗体を使⽤し、ヒトアテローム性動脈硬化症プラークにおけるタンパク質結合
型 TD が検出されている(43)。また、in vivo での遊離型の TD は、⽔銀メチルで処理され
たゼブラフィッシュの脳で電気化学的⽅法により確認されているのみである(42)。しかし
ながら電気化学的検出は特異性に⽋け、かつ、⽣じた TD は⾮常に不安定であるため(34)、
電気化学的な⼿法だけで TD の存在を証明することは困難と考える。その⽣理的な意義
を知るためにも、⽣体サンプルから遊離の TD を特異的に検出するための新たな分析⽅
法の構築が必要である。 

上述したように、腸では 5HT が恒常的に産⽣されており、IBD 患者の腸ではさらに
⾼値を⽰す(27, 78)。5HT を酸化しうる好中球MPO も IBD 患者の炎症活動期の患者の腸で
特に増加し、炎症部位に集積する。このため、TD が患者の炎症組織で⽣成され、炎症
に何らかの影響を与えることも予想される。しかし、これまでのところ 5HT が多く存
在する消化管での TD の⽣成やその局在性に関する報告はない。本章では、潰瘍性⼤腸
炎のモデルとなるデキストラン硫酸ナトリウム（Dextran sodium sulfate: DSS）誘導性⼤
腸炎モデルマウスを⽤いて、遊離 TD および TD 付加タンパク質の検出を化学的および
組織学的に検討し、酵素 MPO やハロゲン化チロシンなどの関連マーカーと⽐較した。
また、その⽬的を達成するため遊離 TD を誘導体化して安定化してから部分精製し、⾼
感度な質量分析器で測定する⼿法もあわせて構築した。 
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3-2. 実験⽅法 

 

3-2-1. 試薬 

BCA キット、Protease 阻害剤カクテルおよびシグナル増強剤 HIKARI（Immunostain 

Solution B）、Potassium nitrosodisulfonate、5HT、H2O2 は第 2 章と同様である。抗 TD 付
加タンパク質マウスモノクローナル抗体（1B7）および 抗ジハロゲン化チロシンマウス
モノクローナル抗体（3A5）については既報において作製されたものを使⽤した(31, 79)。
ウサギ由来抗 MPO抗体、HRP 標識ヤギ由来抗ウサギ IgG抗体および液体 DAB 基質/

発⾊剤は DAKO Japan（Tokyo, Japan）より購⼊した。ヒストファインマウスステインキ
ットはニチレイバイオサイエンス（Osaka, Japan）より⼊⼿した。DSS（MW:36,000–50,000）
は MP Biomedicals（Santa Ana, CA, USA）より購⼊した。o-phenylenediamine（OPD)、
Hexadecyltrimethylammonium bromide、ImmunoStar® LD および Isoflurane は FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation（Osaka, Japan）より⼊⼿した。5-Hydroxytryptamine-d4（5HT-

d4）は Medical Isotope Inc.（Pelham, NH, USA）より購⼊した。o-dianisidine dihydrochloride

は東京化成⼯業（Tokyo, Japan）より⼊⼿した。 ヘマトキシレンおよびエオジン溶液は
武藤化学（Tokyo, Japan）より購⼊した。 

 

3-2-2. 実験動物 

16匹の雌性 ICR マウス（7週齢）を⽇本エスエルシーから⼊⼿した。飼育室は恒温恒
湿で管理し、12時間の明/暗サイクル（9:00 から 21:00）の条件下でマウスを飼育した。
飼育および実験の実施にあたっては、動物実験の適正実施に関するガイドライン（⽇本
学術会議）を遵守した。なお、本研究は、兵庫県⽴⼤学の倫理委員会による承認後に実
施した（No：171、236）。 

 

3-2-3. ⼤腸炎モデルの作製およびサンプルの回収 

1週間の馴化期間を経て、マウス（n = 16）をランダムに 2つの群（n = 8）に分けた。
⼀⽅の群には、0 ⽇⽬から 7 ⽇⽬まで 5％（w / v）DSS を含む蒸留⽔を⾃由に与えた
（DSS群）。もう⼀⽅の群には、コントロールとして蒸留⽔を与えた（コントロール群）。
各溶液は 2 ⽇おきに新しい溶液と交換した。マウスの体重は毎⽇計測した。体重減少、
便の硬さ、および便の出⾎に基づく疾患活動性指数（Disease activity index: DAI）スコア
は Table 3 に従い計算した(80)。7 ⽇⽬に、イソフルランを使⽤してマウスを安楽死させ、
下⼤静脈から⾎液を採取した。その後、結腸から直腸までを切除し、⼤腸として⻑さを
測定した。各群 3匹のマウスの⼤腸を免疫組織化学染⾊に使⽤した。残りの各群 5匹の
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マウス⼤腸は、以下の処理を⾏い、MPO 活性の測定など、その他の実験に使⽤した。
まずマウスの⼤腸を氷冷した PBS で洗浄した後、縦⽅向に開き、⼤腸粘膜をかきとり、
氷冷しながら直腸から盲腸までの粘膜を均⼀化した。得られた粘膜は 1匹につき 3等分
して液体窒素で急速凍結し、使⽤するまで-80℃で保存した。脾臓については、解剖時に
重量を測定した。 

 

Table 3. DAI scoring system. 

Score Weight loss (%) Stool consistency Visible blood in feces 

0 none normal no bleeding 

1 1‒5% ‒ ‒ 

2 5‒10% loose stools slight bleeding 

3 10‒15% ‒ ‒ 

4 more than 15%  watery diarrhea gross bleeding 

 

3-2-4. MPO活性の測定 

MPO活性は、既報に準じて測定した(81)。具体的には、⼤腸粘膜（50 mg/ml）を 50 mM

臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム緩衝液（pH 6.0）中で、Branson Ultrasonics 

Sonifier 150 を使⽤して氷上で超⾳波処理した。遠⼼分離後、上清を 50 ｍＭリン酸カリ
ウム緩衝液（pH 6.0）中でｏ-ジアニシジン⼆塩酸塩（0.53 ｍＭ）および H２O２（0.2 ｍ
Ｍ）と混合した。吸光度 450 nm の変化を測定し、MPO活性の 1単位を 25℃で 1 分あ
たり 1 µmol の過酸化物を分解するのに必要な量として定義した。測定結果は、タンパ
ク質 1 mgあたりの MPO活性として⽰した。 

 

3-2-5. TD の測定 

1) 安定同位体 TD に由来するフェナジン誘導体の調製 

 5HT の安定同位体 5HT-d4 を⽤いて TD- d4 を作製し、さらに o-phenylenediamine（OPD）
と反応させて TD- d4-OPD誘導体（フェナジン誘導体、内部標準 I.S.）を調製した。TD- 

d4 の作製は 2-2-5 と同様にして⾏った。作製した TD- d4 を含む溶出液は、2％酢酸-エタ
ノールに溶解した 0.2％OPD 溶液と等量で混合し、37℃で 30 分間反応させた。得られ
た TD- d4-OPD を 0.1％酢酸⽔溶液/CH3CN（Combi-RP, 20 × 100 mm, Nomura Chemical Co., 

Ltd.）を⽤いた⾼速液体クロマトグラフィー（High performance liquid chromatography: 

HPLC）により、フェナジン誘導体に特徴的な UV スキャン波形を⽰す主要なピークを
分取・濃縮し、更に HPLC により精製した（20）。構造確認は液体クロマトグラフィーの
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四重極型タンデム質量分析計（Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry: LC-

MS/MS, API3000, AB Sciex）により⾏った。 

 

2） 腸粘膜サンプル中の TD誘導体化および LC-MS/MS による測定  

 検量線および回収率を確認するための TD は、2-2-5 と同様にして⽤事調製した。⼤
腸粘膜サンプル（20 mg）は、PBS（80 µl）と混合し、氷上で超⾳波処理した。サンプル
を遠⼼分離して回収した上清または調製した TD標品（0‒1 µM）を 0.2％OPD溶液と等
量で混合し、30 分間 37℃で保温反応させた。得られたサンプル中の TD-OPD フェナジ
ン誘導体をホモジネートから部分精製するために、内部標準 I.S.と混合し、さらにポリ
マーベースの逆相固相抽出カラム（Phenomenex Strata-X, 30 mg）によって、夾雑物を除
去した。具体的には、CH3OH および 0.1% HCOOH でコンディショニングした固相抽出
カラムに誘導体化処理後のホモジネートを添加し、0.1％HCOOH /CH3OH（95/5）溶液 3 

ml で洗浄した後、0.1％HCOOH溶液（H2O / CH3CN（1/1））1 ml で溶出した。溶出した
TD-OPD フェナジン誘導体を含むサンプルおよび検量線⽤の標品は、LC-MS/MS を⽤い
て分析した。分離には、カラム Develosil ODS-HG-3（2 × 150 mm, Nomura Chemical Co., 

Ltd.）を接続した HPLC（Agilent HP1100）を⽤いた。サンプルおよび検量線⽤の標品の
注⼊量は 5 µl、流速は 0.2 ml/min とし、移動相は 0.1％酢酸⽔溶液（溶媒 A）および CH3CN

（溶媒 B）を⽤いた。グラジェントプログラムは 0 分 B0％、12 分 B80％、13 分 B0％、
および 30 分 B0％とした。ポジティブイオン化での多重反応モニタリング（Multiple 

reaction monitoring: MRM）は、分⼦イオン[M＋H]＋をプリカーサーとしたときの⽣成物
イオン m/z（TD-OPD 263.4/246.2; I.S. 267.0 /250.2）を測定した。 

 

3-2-6. 組織切⽚の調製およびヘマトキシリンおよびエオシン染⾊ 

 摘出した⼤腸を PBS で洗浄し、縦⽅向に切り開いた後、10％ホルマリンで濾紙に挟
んだ状態で固定した。固定された⼤腸は腸管全体を観察できるよう「スイスロール」構
成にし、パラフィンワックスに埋め込んだ。組織切⽚（3 µm）をアミノプロピルトリエ
トキシシランでコーティングしたスライドガラスにのせた。組織学的特徴を確認するた
めに、既報に従いヘマトキシリンおよびエオジン染⾊を⾏った(82)。 

 

3-2-7. 組織染⾊ 

 切⽚をキシレンで脱パラフィンし、エタノール溶液で再⽔和した。内因性ペルオキシ
ダーゼ活性は、室温で 30 分間、0.3％ H2O2 /CH3OH溶液に浸漬することでブロック（失
活化）した。抗ジハロチロシン抗体（3A5）および抗体 F4/80 ラットモノクローナル抗
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体のための切⽚については、抗原を賦活化するために、圧⼒鍋（Delicio 6L, T-FAL）を
使⽤し、0.01 Mクエン酸バッファー（pH 6.0）中で 10 分間賦活化した。圧⼒をかけた
後、切⽚はそのまま 30 分間放冷した。抗 TD 付加タンパク質抗体 1B7 および抗MPO ウ
サギポリクローナル抗体の免疫染⾊に関しては、賦活化処理を⾏わなかった。マウス組
織にマウス由来の⼀次抗体を使⽤した場合の内因性マウス IgG に対する染⾊（偽陽性）
を減らすために、モノクローナル抗体 1B7 および 3A5 を⽤いる切⽚については
NICHIREI-Histofine Mousestain Kit を使⽤し、1 次抗体と 2 次抗体の前にブロッキング操
作を製造元のプロトコルに準じて⾏なった。1 次抗体は、それぞれの切⽚を、1B7（1.0 

µg/ml）、3A5（10 µg/ml）、抗MPO抗体（1：200希釈）、または抗 F4/80抗体（1.0 µg/ml）
と室温で⼀晩インキュベートした。次に 10 mM PBS（pH 7.2）で洗浄し、1B7または 3A5

抗体については、ブロッキング後、Goat由来抗Mouse IgG -HRP標識（Histofine Simple 

Stain MAX-PO）とインキュベートした。 MPO抗体で処理した切⽚は Goat由来抗 Rabbit 

IgG-HRP標識（Dako）（1：100希釈）と、F4/80抗体で処理した切⽚は Histofine Simple 

Stain MAX-PO（Rat）と、室温で 30 分間インキュベートした。最後に、Liquid DAB + 

Substrate Chromogen System を使⽤し視覚化した。その後、核をメイヤーのヘマトキシリ
ンで薄く染⾊し、流⽔および PBS で⾊出しした。スライドをエタノールおよびキシレ
ンを⽤いて脱⽔した後、封⼊および乾燥させた。 

 

3-2-8. In vivo での TD 付加タンパク質⽣成試験 

 3-2-3 で回収した⼤腸粘膜が 100 mg/ml となるように、プロテアーゼ阻害剤カクテル
を含む M-PER を加え、Branson Ultrasonics Sonifier 150 を使⽤して氷上で超⾳波処理し
た。遠⼼分離後、上清のタンパク質濃度が 4.0 mg/ml となるように 0.01 M リン酸緩衝
液（pH 7.4）で調整し、このサンプルを Loading buffer と混合し、TCEP（10 mM）を加
え、沸騰⽔浴中で３分間加熱し、1 M Tris⽔溶液により中和したものを泳動サンプルと
した。 

 

3-2-9. 粘膜ホモジネートを⽤いた TD 付加およびハロゲン化タンパク質⽣成試験 

 3-2-3 で回収した⼤腸粘膜が 25 mg/ml となるようにプロテアーゼ阻害剤カクテルを含
む CelLytic MT Cell Reagent（Sigma-Aldrich）を加え、3-2-8 と同様にして超⾳波処理し
た。遠⼼分離後、上清のタンパク質濃度が 1.7 mg/ml となるように PBS で調整し、さら
に、5HT（100 µM）、4-aminobenzoic acid hydrazide（1 mM）、H2O2（500 µM）を添加し、
37°C で 15 分間反応させた。H2O2 は 5 分おきに添加した。最後にカタラーゼ（最終濃度
0.1 mg/ml）を添加することにより反応を停⽌した。このサンプルに 4×Laemmliサンプ
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ルバッファー（Bio-Rad）を添加し、TCEP（10 mM）を加え、沸騰⽔浴中で３分間加熱
し、1 M Tris⽔溶液により中和したものを泳動サンプルとした。 

 

3-2-10. 電気泳動およびウエスタンブロッティング 

 電気泳動およびウエスタンブロットは 2-2-6 に準じて⾏った。1 レーンのタンパク質
量は、in vivo での TD 付加タンパク質の確認には 20 µg、in vitro での TD 付加タンパク
質の確認には 2.5 µg（タンパク染⾊）および 5 µg（ウエスタンブロット）とした。ゲル
染⾊には、Flamingo ゲルステイン（Bio-Rad）を⽤いて、製造元のプロトコル通りに⾏
った。ウエスタンブロットのブロッキングには EzBlock Chemi（ATTO）を⽤いた。1 次
抗体は TTBS で調製した 1B7（1 µg/ml）で室温 2時間、2 次抗体は Signal Enhancer HIKARI 

for Immunostain Solution B で調製した Mouse TrueBlot® ULTRA（1:2,000; Anti-Mouse Ig 

Horseradish Peroxidase）（Rockland Immunochemicals）で室温 1時間反応させた。 メンブ
レンの化学発光には、ImmunoStar® LD を⽤いた。検出は 2-2-6 に準じて⾏った。 

 

3-2-11.  統計処理  

 統計的な有意性は、SPSS ver. 25.0（IBM, Somers, NY）ソフトウェアを使⽤し、Student

の t検定を使⽤して決定した。0.05未満の p値は統計的に有意であると⾒なした。 
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3-3. 結果 

3-3-1. DSS による⼤腸炎誘発 

ICR マウスに 5％DSS溶液を 7 ⽇間⾃由飲⽔させ、⼤腸炎モデルを作製した。滅菌⽔
を与えたコントロール群と⽐較して、DSS群の体重は 7 ⽇⽬に有意に減少した（p < 0.05）
（Fig. 1A）。DAI スコアは DSS群では徐々に有意に増加したが、コントロール群では増
加しなかった（Fig. 1B）。これらより、DSS群の⼤腸において炎症の誘導が確認された。
DSS 群の⼤腸の⻑さはコントロール群に⽐べて短くなり、組織化学的にも粘膜上⽪の
喪失、⾁芽腫の形成といった炎症の特徴を⽰した（Fig. 1C）。DSS群ではコントロール
群と⽐べて体重 1 gあたりの脾臓重量も増加した（Fig. 1D）。 

 

 
Fig. 1. Biological scores and macroscopic appearance of the large intestine of mice administrated 5% w/v 
dextran sulfate sodium (DSS) in drinking water for 7 days in ICR mice. Data represent the means ± SEM, 
and statistical analysis was performed using a Student’s t-test between control and DSS-treated mice. *p < 
0.05, **p < 0.01. (A) Percent body weight changes in control and DSS-induced mice. Open circle, control 
mice. Closed circle, DSS mice. (B) Disease activity index (DAI) score. DAI was calculated as shown in 
the Materials and Methods section. Open circle, control mice. Closed circle, DSS mice. (C) Quantitative 
measurement of colon length. White bar, control mice. Filled bar, DSS mice. Representative images of 
hematoxylin and eosin-stained colon sections are also shown. Scale bars, 100 µm. (D) Spleen weight index. 
White bar, control mice. Filled bar, DSS mice.  
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3-3-2. LC-MS/MS による⼤腸粘膜からの TD検出定量 

TD は親電⼦性物質であり反応性が⾼いため(34)、⽣体中の TD を安定に検出定量する
ことが困難であった。そこで、⼤腸粘膜のホモジネート中の TD を OPD により誘導体
化し、得られた安定なフェナジン誘導体TD-OPD を LC-MS/MS を⽤いて検出定量した。
Fig. 2A および 2B に⽰すように、標準の TD-OPD誘導体と内部標準（I.S.）として⽤い
た安定同位体 TD-d4-OPD は、10.7 分の保持時間に検出された。内因性 TD-OPD はコン
トロール群の⼤腸粘膜および粘膜下組織のホモジネートからも検出定量されたが（Fig. 

2C）、DSS群の TD はコントロール群の量と⽐較して約 3.2倍⾼値であった（p < 0.01）。
遊離の TD は反応性が⾼いことから、定量された TD は⽣じたもののごく⼀部である可
能性がある。実際、コントロール群の⼤腸粘膜に合成 TD（250 µM）を添加しホモジナ
イズしたものは、⼤腸粘膜を加えていない対照サンプルと⽐較して、TD-OPD のピーク
⾯積がおおよそ 1/500まで減少したことから（Fig. 2D, E）、⽣体内で⽣じた TD は速や
かに腸粘膜タンパク質などと付加反応することが推定された。すなわち、今回粘膜から
誘導体化して定量された TD は、組織タンパク質などと未反応のごくわずかに残存して
いる遊離 TD を⾒ている可能性が⾼い。TD はチオール基に対して⾼い反応性を有する
ことから、⽣体内で⽣じた TD の多くはタンパク質チオール基あるいはグルタチオンと
反応するなどして、遊離体としては微量にしか存在しない可能性が⽰唆された。 
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Fig. 2. Chromatograms of multiple-reaction monitoring (MRM) for the TD-OPD derivative and free TD 
levels in the colorectal mucosa and submucosa from control and DSS-challenged mice.  
Standard synthetic TD and samples were reacted with OPD reagent, and the resulting TD-OPD was 
analyzed by LC-MS/MS. (A) The MRM chromatogram of the standard TD-OPD (30 nM of TD) is shown. 
The dotted line shows stable isotopic TD-d4-OPD used as the internal standard (I.S.). (B) Representative 
MRM chromatogram of TD-OPD originating from the homogenate of the colorectal mucosa and 
submucosa from DSS-treated mice (7 days). Each mouse mucosa was homogenized, and the supernatant 
was incubated with an OPD solution. TD-OPD, solid line. TD- d4-OPD, dotted line. (C) TD quantitation in 
the colorectal mucosa and submucosa. TD-OPD from samples were quantified by comparison with the TD-
OPD standards. The values were corrected by the protein concentration and expressed as pmol/mg protein. 
Groups were compared by a Student’s t-test (n=5, **p < 0.01). The significance was compared with the 
control group. (D, E) MRM chromatogram of TD-OPD supplemented in homogenate. Reaction solution of 
TD (250 µM) without colorectal mucosa mucosa/submucosa (D) and with colorectal mucosa 
mucosa/submucosa (E). Blue and black lines mean TD-OPD and TD- d4-OPD, respectively.   
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3-3-3. ⼤腸粘膜からの TD 付加およびハロゲン化タンパク質の検出 

3-3-2 で⽰したように、遊離の TD として定量したものはごく⼀部であり、多くが組
織中のタンパク質などと付加反応している可能性がある。そこで、コントロールおよび
DSS 群の⼤腸粘膜を⽤いて、ウエスタンブロット法による付加タンパク質の検出を試
みた。Fig. 3 に⽰すように、TD 付加タンパク質は炎症の有無による差異は認められな
かった。⼀⽅で、ジハロゲン化チロシンを認識する抗体で染⾊したハロゲン化されたタ
ンパク質については、DSS 処理群においてバンドの染⾊がわずかながら増強傾向が認
められた。 

 

 

 

 
Fig. 3. Western blotting analysis of colorectal mucosa and submucosa samples using monoclonal antibodies 
against TD-adduct proteins and halogenated proteins. 
 Proteins in the colorectal mucosa and submucosa were separated by SDS-PAGE and subjected to Western 
blotting analysis with anti-TD-adducts antibody (1B7) and anti-dihalogenated tyrosine antibody (3A5). 
Total protein was stained with Flamingo fluorescent gel stain. 
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3-3-4. 組織染⾊による TD 付加タンパク質および酸化ストレスマーカーの検出 

前述したように、タンパク質チオールは遊離 TD の主要な標的と考えられる(31)。TD

修飾タンパク質に特異的なモノクローナル抗体を⽤いて⼤腸組織の免疫組織化学染⾊
を⾏ったところ、コントロール群の⼤腸全体でほとんど染⾊が観察されなかったが、
DSS群の⼤腸組織、特に損傷が認められる粘膜部位では広範な陽性染⾊が⾒られた（Fig. 

4）。また、MPO（あるいは好酸球ペルオキシダーゼ）により⽣成される HOCl または
HOBr によって形成される 3,5-ジハロゲン化チロシン（3,5-ジクロロチロシンおよび 3,5-

ジブロモチロシン）に特異的な抗体(79)を使⽤して、TD同様に組織局在性を調べた。そ
の結果、次亜ハロゲン酸に由来する 3,5-ジハロゲン化チロシン残基を有するタンパク質
の染⾊は DSS群で顕著に増強され、TD修飾タンパク質の染⾊で観察された部位と局在
性はほぼ⼀致した。 

 

Fig. 4. Immunohistochemical staining of TD-modified and hypohalous acid-modified proteins in the 
colorectal tissue from control and DSS-challenged mice.  
On day 7, the colorectal tissues from the control and DSS-treated mice were washed and fixed in 10% 
formalin. After deparaffinization of the sections, immunohistochemical staining was performed using anti-
1B7 (for TD-modified proteins) or 3A5 antibody (for hypohalous acid-modified proteins). Scale bars, 100 
µm.   
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3-3-5. ⼤腸炎組織における MPO活性および炎症部位での MPO の集積 

MPO の酵素活性は、コントロール群と⽐べて DSS群の⼤腸粘膜で有意に上昇した（p 

< 0.01, Fig. 5A）。この酵素MPO活性レベルの増加とともに、DSS群の⼤腸組織では腸
粘膜への免疫細胞の浸潤が観察された（Fig. 5B）。MPO は TD やハロゲン化タンパク質
を⽣じうることから、3-3-4 で認められた TD およびハロゲン化タンパク質の検出と⼀
致した結果と⾔える。 

 

 

 
Fig. 5. Myeloperoxidase (MPO) activity and expression in colorectal mucosa and submucosa from control 
and DSS-challenged mice. 
(A) MPO activity in colorectal samples from control mice and DSS-treated mice (7 days). The measurement 
of MPO activity in the homogenate was performed as described in the Materials and Methods section. 
Groups were compared by a Student’s t-test (n=5, **p < 0.01). The significance was compared with the 
control group. (B) Representative immunohistochemical staining of MPO in colorectal tissues. On day 7, 
the colorectal tissues from the control and DSS-treated mice were washed and fixed in 10% formalin. After 
deparaffinization of the sections, immunohistochemical staining was performed using anti-MPO antibody. 
Scale bars, 100 µm.  
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3-3-6. 組織染⾊による TD 付加タンパク質の局在性に関する検討 

3-3-4 および 3-3-5 により、炎症部位における MPO および TD 付加タンパク質の集積
が認められた。より詳細に MPO と TD ⽣成の関連性・局在性を調べるため、DSS群の
⼤腸組織のミラー切⽚を作成し、TD 付加タンパク質と MPO、TD 付加タンパク質と
F4/80（マウスマクロファージの指標）に対する免疫組織染⾊をそれぞれ⾏った。DSS群
の炎症部位では、3-3-4 と同様に TD 付加タンパク質のスメアな陽性染⾊が認められ、
その周辺で MPO のスポット的な染⾊が観察された（Fig. 6A）。また、TD 付加タンパク
質は粘膜下層の⼀部分でも染⾊が認められ、マウスマクロファージのマーカーである
F4/80 の陽性染⾊の⼀部と⼀致した（Fig. 6B, Arrow heads）。 

 

 
 

 

Fig. 6. (A) Comparison of the localization between TD-modified proteins and MPO in the mirror specimen 
of colorectal tissue from DSS-challenged mice. (B) Comparison of the localization between TD-modified 
proteins and F4/80 in the mirror specimen of colorectal tissue from DSS-challenged mice. The specimens 
of colorectal sections from DSS-treated mice on day 7 were prepared. The serial tissue sections were stained 
by TD-modified proteins, MPO, or F4/80 respectively.  
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3-3-7. TD ⽣成に対する MPO活性の寄与に関する検討 

組織染⾊により MPO が TD の染⾊部位と共存していることが明らかとなった。MPO

の関与をより詳細に調べるため、DSS 群から得られた⼤腸粘膜ホモジネートに含まれ
ている内因性 MPO に対し、MPO の基質となる 5HT および H2O2 を添加し、TD 付加タ
ンパク質の⽣成を確認した。また、同時に MPO の作⽤を明らかにするために MPO 阻
害剤の影響も調べた。Fig. 7 に⽰すように TD 付加タンパク質は 5HT を添加するだけで
も⽣じたが、さらに H2O2 の添加により TD 付加タンパク質のバンド染⾊が増強した。
⼀⽅で、MPO阻害剤である 4-aminobenzoic acid hydrazide の添加により TD 付加タンパ
ク質の染⾊が抑制されたことから、陽性染⾊バンドの⽣成について、少なくとも⼀部は
MPO の酵素活性に由来することが⽰唆された。バンドの染⾊はスメアに（広い分⼦量
領域で）認められたが、特に 45kDa に強いシグナルが観察された。このバンドがどのよ
うなタンパク質に由来するのかは明らかになっておらず、今後の課題である。 

 
 

Fig. 7. The effect of endogenous MPO activity on TD formation in the homogenate of DSS-challenged 
mice in vitro. The homogenate of the DSS-challenged mice mucosa/submucosa was incubated with/without 
5HT, hydrogen peroxide, and/or MPO inhibitor (4-aminobenzoic acid hydrazide). The proteins in the 
sample were separated by two gels and the one gel was then stained with Flamingo™ fluorescent dye. The 
proteins in another gel were blotted onto a membrane and synthetic TD-modified proteins were then 
detected by the specific antibody 1B7. Abbreviations: Marker 1, XP MagicMark™ marker (ThermoFisher 
Scientific); Marker 2, Dual stain marker (Bio-Rad).  
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3-4. 考察 

DSS を含む⽔をマウスに⾃由飲⽔させ、⼤腸炎モデルマウスを作製したところ、DSS

群では⼤腸炎が誘発され、組織損傷が⽣じた（Fig. 1）。In vivo で⼤腸粘膜およびマウス
の粘膜下組織からの遊離 TD を検出定量するため、化学的に不安定な物質である TD を
OPD と反応させて安定なフェナジン誘導体（TD-OPD）(43)に変換し、この誘導体を LC-

MS/MS により分析した。その結果として、コントロール群の⽣体試料からも TD を⾼
感度に測定することに成功した。TD の検量線を作成して組織の TD を定量したところ、
コントロール群の⼤腸と⽐較して DSS 群の⼤腸粘膜サンプルにおいて TD が有意に増
加していた。 

遊離 TD はグルタチオンまたはチオール含有タンパク質と迅速に反応することが知
られている(31)。本研究においても 3-3-2 で⽰したように⼤腸粘膜の存在により⼈為的に
添加した TD の検出が 1/500程度まで減少したことから、LC-MS/MS により定量された
遊離 TD は、in vivo で⽣じた TD のごく⼀部の可能性がある。なお、本研究により、消
化管（胃腸管）から内因性 TD を世界で初めて検出および定量することに成功した。 

すでに述べているように、TD はタンパク質チオール基と素早く結合することが明ら
かになっている。遊離の TD検出定量だけでは⽣じた TD の多くが検出されない可能性
がある。そこで、TD検出のもう⼀つのアプローチとして特異抗体による検出を試みた。
TD を認識する特異モノクローナル抗体はすでに作成されているが(31)、ウエスタンブロ
ットや組織染⾊への応⽤例はごくわずかである。最初に⼤腸粘膜のタンパク質を電気泳
動により分離し、ウエスタンブロットによる検出を⾏ったところ、コントロール群と
DSS群において、TD 付加タンパク質の違いは認められなかった。このことから、⼤腸
粘膜ホモジネートにおける TD 付加タンパク質の存在量は、ウエスタンブロット法では
検出限界以下であることが⽰唆された。 

同じ特異抗体を⽤いた免疫組織染⾊では、DSS群の⼤腸組織で TD 付加タンパク質の
陽性染⾊が認められた（Fig. 4）。ウエスタンブロット法では検出できず、組織染⾊では
検出された理由として、ウエスタンブロットでは修飾されたタンパク質がゲル内で分離
されて拡散してしまうのに対して、組織染⾊では抗原が局所的に集積しているために明
瞭に検出されたと考えられる。また、組織内に遊離および結合した TD が存在すること
は、⽣体内で特に炎症部位において 5HT が酸化されて TD になることを⽰唆している。
前述のように、EC 細胞での 5HT の産⽣は、IBD 患者や実験モデル動物の⼤腸において
増加することが報告されている(27, 74, 75, 78)。また、炎症が⽣じると、好中球が組織に浸潤
し、好中球アズール顆粒に存在する MPO が細胞外に放出される。H2O2 の存在下で MPO

は次亜ハロゲン酸を⽣成することがよく知られている。加えて、in vitro での検討から、
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MPO により触媒される 5HT から TDへの酸化反応は、スーパーオキシド存在下にて促
進されることが報告されている(41)。本研究では MPO の粘膜損傷部位での集積や、TD 付
加タンパク質の陽性染⾊の付近で MPO の陽性染⾊、DSS群の⼤腸粘膜ホモジネートで
の MPO の酵素活性の有意な増加を確認した（Figs. 5-7）。また、組織ホモジネートを⽤
いた in vitro試験ではあるが、MPO阻害剤の存在により、TD 付加タンパク質⽣成が抑
制されることも明らかになった。これらの結果は、MPO が in vivo で TD を⽣成し得る
ことを⽰唆している。ただし TD は MPO だけでなく、他の好酸球ペルオキシダーゼ
（Eosinophil peroxidase: EPO）のようなペルオキシダーゼ酵素によっても⽣成する可能
性がある(32)。また、スーパーオキシド処理でも 5HT から TD が⽣じることから(76)、MPO

に加え、内因性の他の酵素や ROS も⼤腸炎などの炎症部位で TD を⽣成することが予
想される。実際に、組織ホモジネートを使った in vitro の検討では、MPO阻害剤を加え
ても陽性バンドの⽣成は完全には防げないことも別経路の存在を⽰唆している（Fig. 7）。 

MPO は次亜ハロゲン酸の⽣成を触媒し、タンパク質チロシン残基をハロゲン化チロ
シンに変換する。MPO は炎症時に組織に浸潤した好中球などに由来することから、産
物であるハロゲン化チロシンは炎症部位で増加することが考えられる。実際、⼤腸炎動
物モデルでは組織タンパク質の酸加⽔分解物から 3-クロロチロシンの増加が確認され
ている(83)。⼤腸炎に罹患したヒト⼤腸サンプルからも、3-ニトロチロシンおよび 5-クロ
ロ-2'-デオキシシチジンとともに 3-クロロチロシンが LC-MS/MS により検出および定量
されている(73)。これまでに塩素や臭素などのハロゲン分⼦が１つのチロシン残基に導⼊
されたジハロゲン化チロシンに対する特異的なモノクローナル抗体（3A5）が作製され、
炎症性肝組織(79)および⽼化したヒト⽪膚の免疫組織化学的染⾊(84)に⽤いられている。
また、同じ抗体 3A5 は、インドメタシンによって損傷を受けたラット腸粘膜のハロゲ
ン化タンパク質の検出（ウエスタンブロット法）にも使⽤された(85)。本研究により、3A5

抗体を⽤いて DSS 処理したマウス⼤腸組織からハロゲン化タンパク質を免疫組織化学
的に初めて検出した（Fig. 4）。その際、ハロゲン化タンパク質の存在は、TD 修飾タン
パク質の存在部位と多くが重複していることも明らかになった。 

TD は⾮常に反応性が⾼く、神経毒素であると考えられてきた(76, 86)。⼀般に、キノン
化合物はチオール基と共有結合し、付加体を形成する(86)。これらの反応は疾患の発症ま
たは細胞に対するストレスへの適応・応答に関与している可能性がある。第 2 章で述べ
たように、TD を処理した SH-Y5Y 細胞は、NQO1 や HO-1 酵素の発現が増加した。こ
の「プライム」（TD前処理）された細胞は、その後の H2O2 によって誘導される細胞内
ROS ⽣成をキャンセル（抑制）し、かつ、細胞⽣存率も維持した(56)。本研究において、
炎症部位で TD形成およびその増加が確認されたことから、内因性 TD は⼤腸炎におい
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て炎症誘発性または抗炎症性の因⼦となる可能性がある。しかし、その詳細はほとんど
明らかになっておらず、さらなる研究の進展が必要である。 

以上の結論として、⼤腸内の遊離内因性 TD を安定な誘導体として検出・定量するこ
とに成功した。DSS処理よって⼤腸炎を誘発した⼤腸組織で TD 付加タンパク質を免疫
組織化学的に検出し、MPO やハロゲン化チロシンと局在性の⼀致を確認した。遊離型、
およびタンパク質付加型のいずれの TD量についても、DSS誘発性⼤腸炎モデルの腸組
織で増加することが明らかになった。今回の結果は動物実験によるものであるが、今後
さらに組織・細胞・分⼦レベルで TD の果たす役割を解析し、さらにはヒト IBD 患者に
まで研究対象を広げることで、⼤腸炎における 5HT の増加や MPO の集積が IBD など
の疾病に与える影響の解明につながることを期待したい。 
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第 4 章 腸炎の緩和を⽬指した⾷品成分によるセロトニン制御 

 

4-1. 緒⾔ 

序論および第 3 章でも述べたように、5HT は胃腸の運動性を調節する重要な神経伝
達物質である⼀⽅で、炎症に伴い⽣じる過剰な 5HT が IBD の発症や炎症の増悪化に関
与していると考えられている(87)。5HT の多くは腸管に存在する EC 細胞が産出するが、
肥満細胞も量は少ないものの 5HT を合成し放出する細胞の⼀つである(78)。実際に IBD

患者や⼤腸炎モデル動物の結腸において EC 細胞や肥満細胞が増加する(74, 75)。さらに、
5HT はマクロファージや T 細胞などの免疫細胞を直接的または間接的に刺激するため
(87, 88)、5HT が炎症性サイトカイン放出の促進を介して腸の炎症悪化に関与することが
予想される(89, 90)。加えて、第 3 章で⽰したように、炎症部位での 5HT 過剰⽣成は、同
じく炎症部位に集積する好中球に由来する MPO による TD産出を誘導し、ひいては TD

による組織障害などにつながる可能性もある。 

Tryptophan hydroxylase（TPH）はトリプトファンから 5HT を合成する経路における重
要な律速酵素である(38)。ヒトにおける TPH は、TPH-1 と TPH-2 の 2つのアイソフォー
ムで存在し、中枢神経系の 5HT は主に TPH-2(91)、末梢組織の 5HT は主に TPH-1 により
合成される。末梢組織で合成されて細胞外に放出された 5HT は、5HT 受容体への結合
を介して胃腸機能や免疫を調節する(89, 90)。また、細胞外 5HT の⼀部は 5HT輸送体であ
る Serotonin transporter（SERT）によって上⽪細胞に取り込まれ、Monoamine oxidase に
よって脱アミノ化された後、さらに酸化されて 5HIAA となり代謝される。TPH-1 およ
び SERT 発現の変化は、IBD における 5HT レベルの増加と関連していることが先⾏研
究によって明らかにされている(92, 93)。TPH-1遺伝⼦の多型は、IBD といくつかの類似点
を有する過敏性腸症候群患者の胃腸症状に影響を与えていることも報告されている(94)。
このことは、TPH-1 が下痢などといった消化器症状の重要な要因であることを⽰唆して
いる。 

現在⾏われている IBD の基本的な治療法は 5-アミノサリチル酸製剤を中⼼とした薬
物療法である。IBD は寛解と再燃を繰り返すことから、薬の服⽤は⻑期にわたり、副作
⽤や不耐性などが⽣じる可能性がある(14, 15, 95)。⼀⽅で、⾷品には様々な機能性成分が含
まれ、⻑い⾷経験から判断して副作⽤も少ないと考えられる。⾷品成分による⼤腸炎の
炎症発症や悪化抑制についても、多くの研究がなされている(96)。⾷品成分のなかでもフ
ラボノイド類は、果物や野菜、ハーブなどに幅広く含まれており、抗アレルギー、抗炎
症、抗がん作⽤などの様々な⽣物学的機能を有している(97)。実際に、フラボノイドは⼤
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腸炎の炎症症状を改善する可能性が⽰唆されている(98)。たとえば、ケルセチンの 3位に
⼆糖である β-ルチノースがグリコシド結合したフラボノイド配糖体であるルチンは、
炎症性サイトカイン Interleukin-1β 発現の抑制を介して、DSS 誘発性⼤腸炎モデルマウ
スの炎症症状を緩和するとされる(99)。また、マウスにフラボン⾻格を有するアピゲニン
を経⼝投与すると、炎症性疾患の発症と密接に関わる Nod-like receptor protein-3 インフ
ラマソームの活性化が抑制され、DSS 誘発性の⼤腸炎発症が予防できることも明らか
になっている(100)。アピゲニンと同じくフラボンの⼀種であるルテオリンの経⼝投与は
DSS 誘発性⼤腸炎モデルマウスの炎症を抑制することも⽰されている(101)。以上のよう
に多くの研究が⾏われるなか、⼤腸炎組織や細胞における 5HT 調節に対するフラボノ
イドの作⽤はこれまでに報告されていない。 

そこで本章では、ラット好塩基球様細胞株 RBL-2H3 細胞を 5HT産⽣細胞モデルとし
て使⽤し、5HT調節作⽤を持つフラボノイドを探索した。さらにその抑制メカニズムを
明らかにするために、5HT 量の抑制作⽤が⾼く認められたルテオリンに焦点をあて、
5HT を合成・調節する TPH-1 や SERT などの遺伝⼦/タンパク質の発現とそのシグナル
伝達経路について細胞レベルで検討した。加えて、ルテオリンによる 5HT 量の調節作
⽤を⽣体レベルで⽰すために、DSS により⼤腸炎を誘導したマウスにルテオリンを摂
取させ、in vivo における⼤腸炎組織 5HT量の増加を抑制するか検証した。 
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4-2. 実験⽅法 

 

4-2-1. 試薬 

Chemi-Lumi One L、ISOGEN I、M-PER、Protease阻害剤カクテル、HRP標識ヤギ由来
抗ウサギ IgG抗体およびウサギ由来抗 β-actin 抗体は第 2 章と同じ会社から購⼊した。
DSS、5HT-d4 hydrochloride および EzBlock Chemi は第 3 章と同じ会社より⼊⼿した。
Minimum Essential Media with Earle's salts（MEM）はナカライテスク（Kyoto, Japan）より
購⼊した。抗体は以下のとおりである。ウサギ由来抗 TPH 抗体は Abcam（Cambridge, 

United Kingdom）、ウサギ由来抗 SERT（extracellular）抗体は Allomone Labs（Jerusalem, 

Israel）より購⼊した。その他の抗体（ウサギ由来抗 p44/42 MAPK（Erk1/2）抗体、ウサ
ギ由来抗 Phospho-p44/42 MAPK（Erk1/2）抗体、ウサギ由来抗MEK 1/2抗体および ウ
サギ由来抗 Phospho-MEK 1/2 抗体）は Cell Signaling Technology（Danvers, MA, USA）か
ら⼊⼿した。Phosphatase阻害剤カクテル II およびⅢはシグマアルドリッチジャパン（F-

9887; Tokyo, Japan）から購⼊した。動物実験に⽤いたルテオリン（純度 98%）は東京化
成⼯業（Tokyo, Japan）より購⼊した。細胞実験に⽤いたルテオリン（純度 99%）、
Kaempferol、Cyanidin chloride およびMyricetin は Extrasynthese（Lyon, France）より⼊⼿
した。Apigenin、Rutin、Quercetin dihydrate、Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）、
ImmunoStar LD®、PD98059 は富⼠フイルム和光純薬（Osaka, Japan）より購⼊した。 

 

4-2-2. 細胞培養 

RBL-2H3 細胞はヒューマンサイエンス研究資源バンク（Osaka, Japan）より⼊⼿した。
10% FBS、100 units/ml ペニシリン、0.1 mg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミン
を含むMinimum Essential Media（MEM）を⽤いて、37°C、5% CO2条件下で培養した。 

 

4-2-3. 細胞⽣存率の測定 

RBL-2H3 細胞を 96 wellプレートに 3.0 × 104 cells/well となるように播種し、⼀晩かけ
て定着させた。各 well を無⾎清MEM 培地で洗浄したのち、4–100 µMまで段階希釈し
た各フラボノイド⼊りの無⾎清培地に置き換えた。なお、結果に⽰すフラボノイド、阻
害剤および PMA は DMSO に溶解してストックしたものを実験前に無⾎清培地により
希釈して⽤いたが、全ての実験において、細胞に対する DMSO の最終濃度が 0.2%以下
となるようにした。さらに 30 分後、PMA濃度が 25 nM となるように添加し、さらに 10

時間培養した。その後、細胞⽣存率を Cell Count Reagent SF を⽤いてメーカーの指⽰に
従い測定した。 
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4-2-4. リアルタイム PCR 法による mRNA の測定 

細胞は 12 wellプレートに 4.5 × 105 cells/well となるように播種して⼀晩置き、定着さ
せた。各 well を無⾎清培地に置き換え、ルテオリンもしくは阻害剤を添加した。さらに
30 分後、濃度が 25 nM となるように PMA を添加し、結果（4-3）で⽰すように経時的
に培養した。RNA の抽出については 2-2-4 に準じて⾏ったが、ISOGENⅠの液量は 400 

µl とし、ISOGEN1 の液量に応じて⽤いる他の試薬等のスケールを調節した。また、RNA

量の測定には、Synergy H1ハイブリッドマルチモードプレートリーダーを⽤いた。抽出
した RNA は iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR（Bio-Rad）を⽤いて逆転
写し、cDNA を合成した。リアルタイム PCR 増幅試薬として MyGo Green Mix Universal

（IT-IS Life Science Ltd, Mahon, Cork, Ireland）を使⽤し（Table 4）、リアルタイム PCR装
置として MyGO Pro（IT-IS Life Science）を⽤いて cDNA 中の各遺伝⼦を増幅させた。具
体的な TPH-1 および SERT の増幅条件については、Table 5 に⽰した。GAPDH のプライ
マー配列および増幅条件、⽐較 Ct 法の解析については 2-2-4 と同様に実施した。 

 

Table 4. Reaction mixture for PCR using MyGO Green mix. 

Component 20 µl reaction Final concentration 

2 × MyGo Green Mix 9 µl 0.9 × 

Forward primer（10 µM） 0.5 µl 250 nM 

Reverse primer（10 µM） 0.5 µl 250 nM 

Template DNA 0.1–1 µg cDNA Variable 

PCR grade water Up to 20 µl total volume  

 

Table 5. List of sequences and amplification conditions for PCR. 

Genes Sequence （5' to 3'） Cycles 
Annealing, °C 

（sec） 

Denaturing, °C 

（sec） 

TPH-1 
Forward AACAAAGACCATTCCTCCGAAAG 

40 
60 

（60） 

90 

（5） Reverse TGTAACAGGCTCACATGATTCTC 

SERT 
Forward GGTGTGGGTAGATGCCGCCG 

40 
60 

（60） 

90 

（15） Reverse GCTGGGGCCTGCGTCTTTGG 
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4-2-5. ウエスタンブロッティング  

細胞は 12 wellプレートに 4.5 × 105 cells/well となるように播種し、⼀晩置き、定着さ
せた。各 well を無⾎清培地で洗浄したのち、無⾎清培地でルテオリンもしくは阻害剤
PD98059 を添加した。さらに 30 分後、PMA濃度が 25 nM となるように添加した。培養
後、冷却した PBS で洗浄し、プロテアーゼ阻害剤（Protease inhibitor cocktail）およびフ
ォスファターゼ阻害剤（Phosphatase inhibitor cocktails II および Phosphatase inhibitor 

cocktails II）を細胞溶解試薬M-PER に各 1%となるようにあらかじめ混合した溶液 75 µl

で細胞を溶解した。スクレーパーで回収した細胞溶解液は氷上に 10 分間置き、よく攪
拌した後、遠⼼した（14000 g, 15 min, 4℃）。上清を 65 µl回収し、その⼀部はタンパク
質定量に⽤いた。SDS-PAGE およびウエスタンブロットは 2-2-6 と同様にして⾏った。
各抗体を検出するために⽤いたタンパク質量および抗体の反応条件は、Table 6 に⽰し
た。タンパク質抗原は化学発光検出器 GeneGnome および制御・解析ソフト GeneSys 

software version 1.6.9.0（SYNGENE, Bangalore, India）を⽤いて検出した。MAPK および
ERK のリン酸化については、ImageJ software version 1.41（National Institutes of Health; 

Bethesda, MD USA）を使⽤して定量化した。 

 

Table 6.  List of reaction conditions for western blot. 

 1st Antibody Dilution 2nd 
Antibody Dilution Detection 

Protein amount 
（µg） 

Pi-
MEK* 

Rabbit anti-phospho-
MEK 1/2 1,000 

Anti-rabbit 
IgG/HRP 

2,000 

ImmunoStar® 
LD 

6 

MEK Rabbit anti-MEK 1/2 1,000 

Pi-ERK 
Rabbit anti-phospho-

p44/42 MAPK 
（Erk1/2） 

1,000 

ERK 
Rabbit anti- p44/42 
MAPK （Erk1/2） 1,000 

TPH-1 
Rabbit anti-
tryptophan 

hydroxylase 
500 30 

SERT 
Rabbit anti-SERT 
（extracellular） 500 Chemi-Lumi  

One L 6 
β-actin Rabbit anti-β-actin 2,000 10,000 

*. MAPK/ERK kinase  

 

4-2-6.  5HT定量法 

組織中の 5HT は、既報(102)に従い若⼲の変更を加えて測定した。具体的には、⼤腸粘
膜（10 mg）を 140 µl の氷冷 0.1％HCOOH⽔溶液でホモジナイズし、14,000 g、4°C で
20 分間遠⼼分離した。上清（75 µl）を 25 µl の内部標準 5HT-d4（I.S., 25 µM）と混合し、
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さらに除タンパク質のために CH3CN を 4：1 の⽐率（v/v）で加え、遠⼼分離した（14,000 

g, 10 min, 4°C）。上清を逆相固相抽出カラム（Discovery DSC-18, 500 mg）に通し、夾雑
物を除去した。固相抽出は以下の通りとした。3 ml の CH3OH と 2 ml の純⽔を⽤いて固
相抽出管をコンディショニングした後、サンプルをアプライした。さらに、2 ml の
CH3OH /0.1% HCOOH⽔溶液（5：95, v/v）で洗浄した後、3 ml の 0.1 M 酢酸アンモニウ
ム⽔溶液でサンプルを溶出した。溶出したサンプルは遠⼼エバポレーターを使⽤して乾
固し、残留物を 200 µl の移動相（0.1％ HCOOH⽔溶液/ CH3CN [9：1, v/v]）で再溶解し、
遠⼼後、上清をバイアルに移した。 

細胞培養培地（細胞外）サンプルについては、4-2-2 に従い細胞を処理し、培地（200 

µl）を回収した。これに対し、100 nM I.S.を含む CH3CN（800 µl）を加えて遠⼼分離し
（14,000 g, 10 min, 4°C）、タンパク質を除去し、上清を測定サンプルとした。⼀⽅、細
胞内 5HT は、処理した細胞を冷却した PBS で洗浄した後、400 µl の 0.1 M NaOH で溶
解した。その内、ライセート 200 µl に HCl を加えておおよそ pH 3 となるように調整し、
次に 100 nM I.S.を含む CH3CN（800 µl）を加えてタンパク質を除去した。遠⼼分離した
後、上清をバイアルに移した。 

サンプル中の 5HT 量はタンデム四重極型 LC/MS/MS（Xevo TQD, Waters または
API3000, AB Sciex）に接続した HPLC（Acquity UPLC H-classまたは Agilent HP1100）を
⽤いて測定した。分離カラムは、COSMOSIL PBr（2 × 150 mm, 5 µm, Nacalai Tesque）を
使⽤した。標準溶液あるいは試料の注⼊量は 5 µl、流速は 0.2 ml/min とし、移動相は、
0.1％HCOOH⽔溶液（溶媒 A）と CH3CN（溶媒 B）を⽤いた。グラジェントプログラム
は 0 分 B10％、1 分 B10％、10 分 B55％、14 分 B90％、15 分 B10％、30 分 B10％とし
た。MRM は、ポジティブイオン化で分⼦イオン[M＋H]＋をプリカーサーとしたときの
⽣成物イオン m/z（5HT 177.1/160.2; I.S. d4-5HT 181.2/164.4）を測定した。 

 
4-2-7. 動物実験 

20匹の雄性 C57BL / 6N マウス（6週齢）を⽇本エスエルシーより⼊⼿し、3-2-1 と同
じ条件にて飼育を⾏った。1週間の馴化期間を経て、マウスをランダムに 3つの実験群
に分けた。コントロール群（n = 5）と DSS群（n = 10）には標準⾷ AIN93G を 14 ⽇間
与えた。DSS+ LUT群（n = 5）には、実験期間中、AIN93G ⾷餌を含むルテオリン（0.1％ 

w/w）を与えた。本実験は、兵庫県⽴⼤学の倫理委員会によって承認後に実施した（No：
171, 236）。 
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4-2-8. ⼤腸炎モデルの作製およびサンプルの回収 

実験開始 7 ⽇⽬から、DSS群および DSS + LUT群のマウスには、2.5％（w/v）DSS を
含む蒸留⽔を 7 ⽇間⾃由飲⽔させ、対照群には蒸留⽔を与えた。ボトルに⼊った飲料⽔
は、2 ⽇ごとに新しく調製したものと交換した。体重の測定、炎症の指標、また、⼤腸
粘膜の回収⽅法等については、3-2-3 に準じて⾏った。 

 

4-2-9. MPO活性の測定 

3-2-4 に準じて⾏った。 

 

4-2-10. 統計処理 

全てのデータは、Student の t検定もしくは、⼀元配置分散分析 one way ANOVA に続
く多重⽐較により統計処理を⾏った。統計処理ソフトは、SPSS version 25.0（IBM, Somers, 

NY）を使⽤した。有意⽔準は p＜0.05 とした。 
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4-3. 結果 

4-3-1. ルテオリンによる RBL-2H3 細胞の細胞内外 5HT量の増加抑制 

予備検討において、RBL-2H3 細胞の細胞内外 5HT 量が PMA 処理によって時間依存
的に増加することを確認した（データ⽰さず）。この PMA刺激による 5HT の増加を利
⽤し、Fig. 1A に⽰す７種のフラボノイドを細胞に添加し、刺激した細胞内外 5HT量に
ついて⽐較した。なお、事前に細胞毒性を有意に引き起こさないフラボノイドの最⼤濃
度を検討して⽤いた（データ⽰さず）。この結果、使⽤したフラボノイドの中で、ルテ
オリンとケルセチンのみが細胞内、細胞外、総 5HT量の全てを有意に抑制した（Fig. 1B-

D）。 

In vivo での検討を想定して、以後の実験では動物モデルで炎症抑制の報告のあるルテ
オリン(101, 103)を分⼦レベルでの解析に⽤いた。PMA 刺激後に細胞内外の 5HT量は時間
依存的に増加するが、ルテオリンの前処理により、8–12 時間の増加分についてはいず
れも顕著に抑制されることを確認した（Fig. 1E-G）。 

 

 

 

 

 

 

 

A 

Rutin 

Cyanidin Myricetin 

Quercetin Kaempferol 

Luteolin Apigenin 

（Rut; Rutinoside） 
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Fig. 1. The flavonoid effects on extracellular and intracellular 5HT levels in RBL-2H3 cells. Cells were 
treated with a vehicle or the respective seven flavonoids for (A) 30 min followed by 25 nM PMA stimulation 
for the indicated time. Intracellular 5HT (B), extracellular 5HT (C), and total 5HT (D) were quantified as 
described in the Materials and Methods. Time-dependent changes in intracellular, extracellular, and total 
5HT levels by luteolin or vehicle are shown in (E–G). Control was 0 h with fresh serum-free medium. The 
5HT concentrations were adjusted to the relative control. Data represent the means ± standard error. 
Statistical significance was set at *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. vehicle with PMA using Tukey's multiple-
comparison posthoc test (B-D) or Student’s t-test (E-G). 
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4-3-2  RBL-2H3 細胞における TPH-1 および SERT発現に対するルテオリンの効果 

5HT の増減機序については、5HT 合成と細胞外からの再取り込みの両⾯から考える
必要がある。そこで、ルテオリンが、RBL-2H3 細胞中の TPH-1（5HT 合成酵素）および
SERT（5HT輸送体）発現に与える影響について調べた。Fig. 2A に⽰すように、ルテオ
リン（0–4 µM）は濃度依存的に TPH-1 mRNA の発現を抑制した。また、ルテオリン 4 

µM では、PMA処理後、0–12時間において TPH-1 mRNA の発現を抑制した（Fig. 2B）。
さらに、PMA によって誘導された TPH-1タンパク質の発現についてもルテオリンの濃
度依存的に抑制しており（Fig. 2E）、ルテオリンによる TPH-1遺伝⼦発現の抑制効果と
対応していた。⼀⽅で、ルテオリンは、PMA刺激の 12 時間後の mRNA発現量を除い
て、SERT の mRNA およびタンパク質発現に有意な影響を及ぼさなかった（Fig. 2C-E）。 

 
Fig. 2. The luteolin effect on TPH-1 and SERT expression in RBL-2H3 cells. Cells were treated with 
luteolin (0–4.0 µM) for 0–12 h and then stimulated by PMA for 6 h (for genes) or 10 h (for proteins). The 
dose-dependent or time-dependent changes of TPH-1 or SERT mRNA expression are shown (A–D). 
GAPDH mRNA was the internal control. After incubation with PMA, proteins were isolated and probed 
using western blotting with anti-TPH-1, anti-SERT, or b-actin antibody (E). Representative results from 
three independent experiments are shown. The black triangle means the location of the TPH-1 or SERT. 
Data represent the means ± standard error. Statistical significance was set at *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. 
vehicle+PMA using Games-Howell multiple-comparison posthoc test.  
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4-3-3. 細胞内外 5HT量と細胞内 TPH-1発現に対するルテオリンの効果 

先⾏研究では、細胞外シグナル関連キナーゼ（ERK）のリン酸化が、5HT を含む⼩胞
の成熟や EC 細胞からの 5HT の合成・分泌に影響を与えることが報告されている(104, 105)。
そこで、PMA刺激による RBL-2H3 細胞の 5HT量の調節について、MEK/ERK シグナル
伝達経路の関与を調べた。RBL-2H3 細胞に MAPK/ERK キナーゼ（MEK）に対する特異
的阻害剤（PD98059）を前処理し、その後、PMA刺激を⾏った。その結果、細胞内 5HT

の濃度については PD98059 処理による影響は認められなかった（Fig. 3A-C）。⼀⽅で、
PD98059 は PMA処理によって増加する細胞外および総 5HT量を顕著に低下させ、細胞
内での 5HT ⽣成に関係する TPH-1 mRNA およびタンパク質の発現も抑制した（Fig. 3D, 

E）。 

次に、MEK/ERK シグナル伝達分⼦に対するルテオリンの作⽤について検討した。Fig. 

3F に⽰したように、PMA刺激による MEK および ERK の活性化の程度は、ルテオリン
での前処理によって抑制された。さらに、ルテオリンは MEK と⽐較して ERK の活性
化をより強く抑制する傾向が⾒られた。 
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Fig. 3. The MEK/ERK signal pathway contribution to PMA-stimulated 5HT regulation in RBL-2H3 cells. 
Cells were treated with the MEK inhibitor, PD98059 (5 µM), for 30 min followed by PMA stimulation for 
10 h. The relative intracellular 5HT (A), extracellular 5HT (B), and total 5HT (C) levels are shown. The 
PD98059 effect on TPH-1 mRNA expression in PMA-stimulated cells for 10 h is shown (D). Cells were 
treated with PD98059 for 30 min and then stimulated by PMA for 10 h. After the PD98059 treatment and 
PMA stimulation, TPH-1 protein levels were analyzed (E). The black triangle indicates the TPH-1 band. 
(F) The luteolin suppresses the MEK/ERK signal pathway which may contribute to 5HT increase in RBL-
2H3 cells by PMA stimulation. Cells were treated with luteolin (4 µM) or PD98059 (5 µM) for 30 min and 
then stimulated by PMA for 30 min. Proteins were isolated, separated, and blotted with anti-phosphorylated 
MEK, anti-MEK, anti-phosphorylated ERK, anti-ERK, or anti-b-actin antibody. The relative 
semiquantitative analysis was based on optical density by ImageJ software, version 1.41 (National Institutes 
of Health; Bethesda, MD USA). 
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4-3-4. DSS による⼤腸炎の誘発とルテオリン摂餌による各種スコアの⽐較 

実験デザインを Fig. 4A に⽰した。DSS群の体重はコントロール群と⽐較して 4 ⽇⽬
から著しく減少し、同じく DSS + LUT群も体重が減少した（Fig. 4B）。DAI スコアにつ
いても DSS群および DSS+LUT群は増加したが、7 ⽇⽬において DSS + LUT群では DSS

群と⽐較してスコア上昇の抑制作⽤が⾒られた（Fig. 4C）。解剖時に測定した⼤腸の⻑
さは、DSS群で顕著に短縮が⾒られたが、DSS+LUT群は⼤腸⻑短縮の抑制作⽤を⽰し
た（Fig. 4D）。MPO活性については DSS による活性増加がルテオリン摂餌により抑制
される傾向にあった（Fig. 4E）。DSS群⼤腸粘膜の 5HT濃度は、コントロール群と⽐較
して有意に増加したが、DSS+LUT群では 5HT量の増加が有意に抑制された（p < 0.05, 

Fig. 4F）。なお、予備検討においてはルテオリンのみを与えたマウスでは、体重やその
他の指標に影響を与えないことを確認している（データ⽰さず）。 

 
Fig. 4. The dietary luteolin effect on disease manifestations, myeloperoxidase activity, and mucosal 5HT in 
DSS-induced colitis mice. (A) Experimental design of DSS colitis induction with control or luteolin diet. 
The animals were split into three groups: control, DSS, and DSS + LUT groups as described in the 
“Materials and Methods” section. Seven-week old mice were fed with a standard diet (the control or DSS 
group) or received a diet supplemented with 0.1% luteolin (DSS + LUT group). Colitis was induced by 
administering 2.5% DSS in drinking water for both DSS and DSS + LUT groups. (B) The body weight 
change rate. (C) Disease activity index (DAI) score. (D) Colon length. (E) Myeloperoxidase (MPO) activity 
in colorectal tissue. (F) 5HT contents in colorectal mucosa. Control: open circle, DSS: closed circle, DSS 
+ LUT: light gray square. Groups were compared by Tukey’s or Games-Howell multiple-comparison 
posthoc test (n = 5 mice for control and DSS + LUT groups, n = 10 mice for DSS group). Data represent 
the means ± SE. Significance was compared with the DSS treatment group. Values designated by different 
letters (a, b) are significantly different (p<0.05). 
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4-4. 考察 
本章では、PMA 刺激した RBL-2H3 細胞において、ルテオリンが細胞内外 5HT およ

び TPH-1 発現量の増加を抑制することを⾒出した。また、ルテオリンは、DSS で⼤腸
炎を誘発したマウスの⼤腸における 5HT の増加についても抑制することを明らかにし
た。 
まず、細胞レベルでの 5HT 制御を解析するため、細胞モデルの選定を進めた。5HT を

腸で合成する EC 細胞モデルとしては膵臓由来の BON cell が存在するが(106)、ATCC
（American Type Culture Collection）や JCRB 細胞バンクにおいて⼀般的に販売・分譲さ
れていないため、5HT ⽣成や SERT活性に関する機序研究にも⽤いられている RBL-2H3
細胞を選択した(107-110)。RBL-2H3 は、5HT 合成の律速酵素である TPH-1 や 5HT輸送体
である SERT も恒常的に発現し、これまでに、消化管での 5HT 合成を選択的に阻害す
る新規 TPH 阻害剤の検討においても⽤いられている(111)。また、RBL-2H3 細胞内外の
5HT 量を増加させる誘導剤として、PMA、リポ多糖（LPS）および DSS の三つを⽐較
検討したところ、PMA において 5HT量および酵素 TPH-1 の顕著な増加が認められたこ
とから（データ⽰さず）、PMA を選択した。この系を⽤いて、ルテオリンを含む 7つの
フラボノイドの 5HT調節効果について評価を⾏った。⽤いたフラボノイド類の中では、
ルテオリンとケルセチンが細胞内外ともに 5HT 量の増加を抑制したことから、正電荷
のないカテコール型フラボノイドに強い抑制作⽤があることが⽰唆された（Fig. 1B-D）。
しかしながらそれ以外のフラボノイドの構造活性相関の検討については、今後の課題と
して残されている。既報ではルテオリンが化学的に誘発した⼤腸モデルマウスの炎症を
抑制する作⽤を有していることが報告されているため(101, 103)、その後の 5HT 制御に焦点
をあてた in vivo 実験を想定してルテオリンを選択し、合成や取り込みに関する分⼦レ
ベルでの詳細な解析を進めた。 

In vivo および in vitro での 5HT 増加には複数の因⼦が関与しうるが、本研究では TPH-
1 と SERT に着⽬した。これまでに、マウスの TPH-1 ノックアウトにより、DSS誘発性
⼤腸炎が抑制されることが報告されている(112)。TPH阻害剤により末梢 5HT 合成を遮断
することで、ジニトロベンゼンスルホン酸で誘発した⼤腸炎の重症度を軽減することも
明らかになっている(113)。SERT の発現レベルも、細胞外 5HT 量を調整する重要な因⼦
と考えられている。例えば IBD 患者および DSS 誘発性⼤腸炎マウスの⼤腸では SERT
の発現が低下すること、SERT をノックアウトしたマウスでは⼤腸炎が著しく悪化する
ことなどが⽰されている(114-116)。 

そこで、ルテオリンを RBL-2H3 細胞に添加した時の TPH-1 および SERT の mRNA お
よびタンパク質発現に与える影響について検証した。細胞を PMA で刺激することによ
り TPH-1 mRNA およびタンパク質発現が増加したが、ルテオリンはそれらを抑制した
（Fig. 2A, B, E）。このことから、ルテオリンの標的となる重要な分⼦の 1つとして TPH-
1 が考えられた。著者の知る限りでは、フラボノイドの TPH-1 発現抑制作⽤について



 64 

は、今回の結果が初めての報告となる。⼀⽅で、ルテオリンは SERT発現については影
響を及ぼさなかった（Fig. 2D-E）。ラット由来 SERT を過剰発現した CHO 細胞ではルテ
オリンが SERT を活性化する既報(117)とは異なる結果となった。本研究では SERT 発現
量について細胞溶解液を試料として調べたのみであり、SERT の機能に与える影響を正
確に評価するためには、細胞膜での局所的発現量や、実際の活性評価法として標識 5HT
の取り込み能を検討する必要がある。このため本研究の結果からルテオリンが SERT に
与える影響について明確に述べることは難しいが、少なくともルテオリンは細胞全体で
の SERT の mRNA やタンパク質の発現にほとんど影響を与えないと考えられる。つま
り、ルテオリンの前処理によって⽰された 5HT 抑制は、SERT と⽐較すると、TPH-1発
現阻害による寄与が⼤きいことを⽰唆している。 
先⾏研究において、腸クロム親和性様細胞である KRJ 細胞での ERK の活性化が、細

胞外への 5HT の細胞外放出を促進することが報告されている(104)。また、RAW 264.7 細
胞に対してルテオリンを前処理することにより、LPS によって誘導される ERK のリン
酸化が阻害されることも明らかになっている(118)。実際、本研究によってもルテオリン
は PMA によって刺激された RBL-2H3 細胞の MEK および ERK リン酸化を抑制した
（Fig. 3F）。しかしルテオリンは、MEK-ERK シグナルに加えて、イオンチャネル、受容
体、その他のシグナル伝達経路などのさまざまな分⼦シグナルに影響を及ぼすことで、
細胞内および細胞外の 5HT レベルを抑制する可能性が考えられる(117, 118)。今後、ルテオ
リンによる 5HT 抑制の正確な分⼦メカニズムを解明するには、たとえば DNA マイクロ
アレイやプロテオミクスなど網羅的な解析⼿段を⽤いるなど、より詳細な検討が必要で
あると考えられる。 

次に、in vivo モデルとして、DSS による⼤腸炎誘発マウスに対するルテオリンの影響
について検討した。DSS群では、体重減少、⼤腸⻑の短縮、および DAI スコアと MPO
活性の増加が⽰され、⼤腸粘膜に含まれる 5HT量についても対照群と⽐較すると約 2.3
倍増加した。⼀⽅で、0.1%ルテオリン⾷を摂餌した DSS+LUT群では、DAI スコアの増
加および⼤腸⻑の短縮が抑制された（Fig. 4）。これまでにもルテオリンはゾンデ胃内投
与（20 および 50 mg/kg）によって⼤腸炎を改善することが報告されているが(101, 103, 119)、
0.1%ルテオリン⾷でもその効果が⽰された。さらに著者は、DSS 処理による⼤腸粘膜
中の 5HT量の増加がルテオリン⾷によって有意に抑制されることを⾒出した（Fig. 4）。
なお、0.1%ルテオリン⾷は、マウスの体重あたりに換算すると約 130 mg/kg/day となり、
⽇本⼈の 1 ⽇における平均的なフラボノイドの摂取量 1 mg/kg と⽐較して多い(120)。こ
のため、今後は、より⽇常的な⾷事に近い濃度においても、ルテオリン摂餌によって 5HT
量の増加を抑制する作⽤を有するかどうか、検討する必要があると考えている。 

細胞を⽤いた検討ではルテオリンが 5HT 増加を抑制する作⽤を⽰すことを明らかに
し、特に TPH-1発現抑制を重要な 5HT 制御作⽤機構の⼀つとして提⽰した。このため、
in vivo モデルにおいても、炎症に伴う⼤腸粘膜中の TPH-1 の発現増加やルテオリン摂
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餌による発現抑制が予想された。しかし、DSS群および DSS+LUT群ともに、遺伝⼦お
よびタンパク質レベルでのコントロール群との差が認められなかった（データ⽰さず）。
SERT の発現についても炎症の有無やルテオリン摂餌による遺伝⼦およびタンパク質レ
ベルでの有意な影響は観察されなかった（データ⽰さず）。DSS ⼤腸炎モデルにおける
5HT の増加は、5HT を合成する EC 細胞の増加や細胞内 5HT 合成に関わる酵素 TPH-1
の発現上昇だけでなく、炎症に伴う Interleukin-13 の発現増加や腸内細菌叢バランスの
変化の影響も受けることが知られている(121, 122)。また、これまでの先⾏研究において、
ルテオリン（20 および 50mg / kg）をゾンデ投与した DSS ⼤腸炎モデルマウスにおい
て、結腸のスーパーオキシドジムスターゼとカタラーゼの活性、および Nrf2 とその下
流の標的である HO-1 と NQO1 のレベルが上昇することが報告されている(101)。このた
め、本研究においても、Nrf2活性化による炎症抑制の結果として 5HT量の増加が抑制
された可能性が考えられる。このように、in vivo におけるルテオリン摂餌による 5HT
抑制のメカニズムについては複雑であるため、今後は 5HT増減に関与する因⼦を網羅
的に調べる必要があると考える。本章で⽤いたマウスの系統は第 3 章のマウスと異なる
ものの同じく DSS 投与により⼤腸炎を誘導していることから、同様に TD が腸内で産
出されていたと考える。しかしながら、第 3 章で明らかになった遊離 TD および TD 付
加タンパク質の⽣成増加については本研究で検討しておらず、ルテオリン投与による
TD ⽣成の低減化について⽰すことができなかった。Dryhurst らの in vitro における先⾏
研究では、TDが脳内の TPHを不活性化する可能性を⽰唆していることから(33)、⽣成
した TD が 5HT の産⽣においてネガティブフィードバック的に作⽤することも予想さ
れる。 

結論として、本章ではルテオリンが RBL-2H3 細胞の 5HT レベルを低下させることを
⾒出し、その経路の⼀つとして TPH-1 の阻害作⽤を提⽰した。In vitro で作⽤させたル
テオリンと、実際に in vivo で摂取して腸を介して吸収代謝されて体内に取り込まれ循
環するルテオリンについては、⼤きく作⽤機序が異なると考えられるが、in vivo でもル
テオリン摂取が⼤腸炎粘膜の 5HT 増加を抑制することを初めて⾒出した。細胞レベル
も含め、ルテオリンが 5HT 量を調節する分⼦機序については未解明なことが多いが、
⾷事からのルテオリン摂取が過剰産⽣された 5HT を減少させることにより、炎症状態
を改善する可能性が⽰された。 
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第 5 章 総括 

 
 慢性炎症は⽼化の形質変化の⼀部として捉えられており、炎症の悪化は動脈硬化や神
経変性疾患などの発症リスクを上昇させると⾔われている。このため、発症機序の解明
は、健康寿命の延伸を⽬指す今⽇の⽇本において重要な課題といえる。疾病・⽼化には
⽣命現象を担う様々な因⼦、遺伝情報（設計図）を担う遺伝⼦、その産物であるタンパ
ク質、種々のシグナル分⼦にもなりうる脂質、細胞接着や相互作⽤を担う糖鎖、⽣理活
性アミン等などが関わっている。本研究では全⾝性の⽣理活性アミンである 5HT の動
態に着⽬し、慢性炎症部位で⽣じうる 5HT由来の酸化物（TD）や過剰産出が問題とな
る 5HT の⽣成抑制について検討を⾏うことで、5HT が関連し得る慢性炎症の制御に新
たな知⾒をもたらすことを⽬的とした。TD については検出定量⼿法の構築を⾏い、そ
れを動物実験に応⽤することで新規な発⾒につながった。炎症にともなう 5HT の制御
については⾷品成分であるルテオリンに焦点をあて、腸炎を軽減化できる候補分⼦とし
て検討を進めた。また、腸炎を含め、抗炎症など⽣体に有益な作⽤が期待されている⾷
品としてマヌカハニーについても着⽬し、消費者⽬線、調理学的な視点も取り⼊れなが
ら加熱によるマヌカハニー成分の安定性についても検討を⾏い、補遺（Appendix）とし
て⽰した。 

 
 第 2 章では、TD が細胞毒性を有するだけでなく、抗酸化関連酵素の発現を上昇させ、
H2O2 が誘導する細胞毒性に対して抑制的に作⽤することが明らかになった（Fig. 1）。こ
れまでに様々な親電⼦性物質により⽣体内防御能が⾼められることが報告されてきた
が、その多くは⾷品や環境中に存在する外因性の物質であった。本研究で着⽬した TD
は内因性物質 5HT に由来するものであり、低⽤量の ROS等による酸化ストレスと同様
に我々にとって常に⽣体内で⽣じる可能性がある。本研究で得られた知⾒は今後、5HT
に関連する⽣理機能性や種々の疾患の基礎研究を進める上で有益な情報になると考え
る。実際の脳の神経細胞で 5HT から TD が⽣じうるのか、については今後の課題であ
る。加えて、TD がどのような分⼦メカニズムで細胞増殖や抗酸化関連酵素の発現上昇
を誘導しているかについては解明に⾄らなかったため、TD の標的分⼦を探索し、細胞
増殖やストレス適応応答の誘導作⽤に関する機序についてさらなる検討が必要である
と考える。 
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Fig. 1 研究 1 のまとめ 

⾚⽮印は、H2O2 による細胞毒性誘発時の細胞の反応を⽰す。各⽮印の意味は右上に⽰した通り。 

 

 
続いて第 3 章では、⽣体内において最も多く 5HT が合成されて存在する腸管に着⽬

した。また、慢性炎症疾患として、炎症性腸疾患の⼀つである潰瘍性⼤腸炎に焦点をあ
てた。炎症性腸疾患患者の腸粘膜では、炎症を惹起する MPO の増加が認められており、
腸の炎症に伴い 5HT 産⽣細胞の数および 5HT 量も増加するとの報告がなされている。
炎症時には MPO が好中球など免疫細胞の集積とともに⾼い活性を⽰し、また酸化的な
ストレスも亢進することから、MPO により 5HT が酸化されて⽣じる TD が腸炎症部位
で産出されていることが予想された。また、第 2 章の検討から、TD は単なる産物のみ
ならず、細胞内シグナル伝達機構に作⽤することで潰瘍性⼤腸炎の抑制あるいは増悪化
に関与する可能性もあり、⼤腸炎の詳細な機序解明を⽬指す上で TD の⽣成や局在性に
ついて明らかにすることは重要であると考えた。しかし、TD は反応性が⾼く化学的に
不安定な物質でありその動態を捕まえにくい。そこで、第 3 章では腸炎を誘導したマウ
スの粘膜組織から質量分析器を⽤いた化学的定量により TD（遊離型）の検出定量を、
また免疫組織染⾊法を⽤い TD（結合型）の局在性解析を⾏った。その結果、本研究で
⽣体の腸組織から初めて TD の検出・定量に成功し、⼤腸炎モデルの腸において遊離の
TD量が有意に増加すること、TD が組織タンパク質に結合することを⾒出した。 

TD の遊離体は、⼤腸炎の炎症症状を呈さないコントロールマウス群においても検出
定量された。このことから、健常な状態でも TD は恒常的に⽣じていることが⽰唆され
た。⼤腸炎モデルである DSS処理マウス群では、TD の遊離体および TD のタンパク質
付加体が増加することが明らかになった。今後、炎症部位における TD ⽣理作⽤の詳細
が明らかになれば、これまで原因不明であった炎症性腸疾患の機序解明や新しい治療戦
略につながる可能性が期待できる。 
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⼤腸炎モデルにおいて、TD の検討を⾏う中で、5HT そのものが⼤腸炎において過剰
な産⽣放出と 5HT 受容体や免疫細胞の活性化を介して⼤腸炎の増悪作⽤などを誘導す
る報告がいくつか認められ、実際に薬剤による炎症治療標的になっていることに興味を
持った。また、酸化ストレス下での過度な 5HT は TD の⽣成につながり、この TD を介
して増悪因⼦として機能する可能性もある。そこで、第 3 章では⼤腸炎が 5HT 量の制
御不全に起因して増悪化すると仮説を⽴て、⾷品成分（フラボノイド）による 5HT 量
の制御を介した⼤腸炎抑制の可能性を検討した。 
 培養細胞を⽤いて 5HT 量を抑制するフラボノイドの探索を⾏ったところ、ケルセチ
ンおよびルテオリンが細胞内外の 5HT 量の増加を顕著に抑制することを⾒出した。ル
テオリンに焦点をあてて研究を進めたところ、ルテオリンは細胞内 5HT 合成の律速酵
素である TPH-1 の発現を抑制し、5HT放出に関与することが⽰唆されている MEK-ERK
のリン酸化も抑制することを⾒出した（Fig. 2）。In vivo においてもルテオリンは DSS誘
導⼤腸炎において 5HT 量の増加を有意に抑制し、炎症スコアも低減させることを明ら
かにした。このことから、⽇常的な⾷事に含まれるルテオリンの摂取は、5HT の増加を
抑制し、⼤腸炎の炎症抑制に有効な成分となる可能性が⽰された。しかしながら、実験
に⽤いたルテオリンの量はヒトが⽇常的に⾷するには多く、その効果を⽴証するには更
なる研究が必要である。加えて、第 3 章において、⼤腸炎モデルでの TD の増加を明ら
かにしたが、ルテオリン摂餌が⼤腸における TD ⽣成（付加修飾）を低減化するかにつ
いても今後検討する必要がある。 

 
Fig. 2 研究 3 で⽰唆された RBL-2H3 細胞におけるルテオリンの 5HT 抑制機構 

 
 以上、本研究のまとめを Fig. 3 に⽰す。TD は、その⽣成量によっては炎症増悪因⼦
または防御因⼦として、関与する可能性が⽰唆された。また、⼤腸炎モデルマウスにお
いて、TD量が増加し、炎症の進展に関与する可能性が予想された。また、5HT そのも
のの過剰産⽣を抑制することが⼤腸炎の治療標的の⼀つであることが⽰されてきたが、
本研究により、今回試したフラボノイド類の中ではルテオリンが細胞および動物レベル
で 5HT 抑制作⽤を有するということが明らかになった。残念ながら、いくつかの検討
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課題は残されているが、今後、それらを⼀つ⼀つ明らかにしていくことで、炎症と 5HT
動態との関連に関する知⾒を増やす必要がある。このような基礎的研究の積み重ねによ
り、本研究で着⽬した⼤腸炎に加え、過剰な 5HT が増悪因⼦として関与しうる疾患の
症状緩和や新規治療法の開発等に役⽴つことを期待したい。 

 

 

Fig. 3 本論⽂の総括  
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Appendix  

マヌカハニー特有成分の熱安定性 

A-1. 緒⾔ 
マヌカハニーは、ニュージーランド（New Zealand: NZ）にのみ植⽣するマヌカ

（Leptospermum scoparium）の花蜜に由来するハチミツである。マオリ語で「マヌカ」
は「癒しの⽊」「復活の⽊」を意味し、古くから先住⺠族のマオリ族がマヌカの⽊や葉
を治療に⽤いてきたが、マヌカハニーとして⾷されるようになったのは⻄洋ミツバチお
よび養蜂技術の導⼊後と⾔われている(1)。現在、欧⽶や中国、⽇本において、健康意識
の⾼い消費者層を中⼼として需要が拡⼤している⾷品の⼀つである。 

マヌカハニーに特徴的に含まれるメチルグリオキサール（Methylglyoxal: MGO）は反
応性の⾼い低分⼦アルデヒドであり、強い抗菌活性を⽰す(2, 3)。そのため、⾵邪予防な
どの効果が期待され、⽇本でも健康意識の⾼い消費者層を中⼼としたマヌカハニーの需
要が年々⾼まっている。MGOは調理過程などでアミノカルボニル反応の産物としても
⽣じることが知られているが、実は細胞内でも解糖系の副産物として常時⽣じ、グリオ
キサラーゼ系によりMGOを乳酸に変換して無毒化している。⽣体内のプロセスに様々
な影響を及ぼしうる成分とも⾔える。さらに、マヌカハニーに含まれるメチルシリンゲ
ート（Methyl syringate; MSYR）の代謝物であるシリング酸は、本編の第2章および第3章
で⽤いたものと同じDSSで⼤腸炎を誘発した⼤腸炎モデルマウスにおいて、炎症症状の
改善効果を⽰している(4)。また、⾼品質のマヌカハニー（Unique manuka factor ; UMF値
20+）はプロバイオティクスを増加させる可能性がある(5)。現在までマヌカハニーによ
る腸炎抑制作⽤の報告例は少ないが、腸炎に効果的という学会発表もあり(6)、今後、IBD

などの腸疾患の予防や治療、回復において、効果が期待される⾷品になりうる。 

序論でも述べたように、マヌカハニーは、⽇本は勿論、世界的にも認知度や需要が⾼
まり、ハチミツそのものだけでなく、マヌカハニー⼊りの飴やグミ、ガムなどの加⼯品
も⽬にする機会が増えてきている。これらの加⼯品が実際に機能性を⽰すかは不明であ
るが、健康効果などを期待する多くの消費者が⾼価なマヌカハニーを購⼊しなくても、
その成分を加⼯品から気軽に摂取できるようになっている。 

マヌカハニーはプレミアム商品であり、抗菌活性成分のMGOを含めた特有成分を指
標として品質管理が厳密に⾏われてきている。その理由の⼀つとして、マヌカハニーの
偽装品や粗悪品などが多く流通したことが挙げられる。序論でも述べたが、現在、NZ第
⼀次産業省は、⾼価値の輸出品（マヌカハニー）の地位を維持するために、マヌカハニ
ーに特有な４つの化学成分（Phenyllactic acid: PLA、4-Hydroxyphenyllactic acid: HPA、4-
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methoxybenzoic acid: MBA 、 2'-methoxyacetophenone: MAP ） の含量検査と マヌカ
（Leptospermum scoparium）花粉に由来する遺伝⼦の検査を義務づけている(7)。この政府
主導の検査に先駆けて、マヌカハニーの純度を⽰す指標として複数のグレーディングシ
ステムが存在している。その中で代表的なものが、「MGO」（あるいはMG）とユニーク
マヌカファクター「UMF」である。「MGO」値は、抗菌作⽤を⽰すMGOの量に基づき、
ハチミツ1 kgあたりのMGO量（下限値）を⽰している。⼀⽅、NZ最⼤のマヌカハニー
を管理する団体UMF協会が採⽤している指標「UMF」は、MGO量とともに、MSYRの
ゲンチオビオース配糖体であるマヌカハニー特有成分Leptosperin (8)と、MGOの前駆体で
ありマヌカの花蜜に特徴的に含まれるジヒドロキシアセトン（DiA）量も含めて認証し
ている(9)。加えて、糖や炭⽔化物の熱分解により⽣成されるため過度な熱処理や⻑期に
わたる保存により増加するヒドロキシメチルフルフラール（Hydroxymethylfurfura; HMF）
(10, 11)も、UMF認証においてはその上限値を設けている。 

このような厳密な品質管理や品質保証の表⽰がなされている⼀⽅で、マヌカハニーを
添加した加⼯品に関しては、特に基準が設けられていない現状にある。実際に、市場で
流通しているマヌカハニー⼊りのど飴やグミなどの⾷品に、どのグレードのマヌカハニ
ーを使⽤したかは⽰していても、MGOなどの成分がどの程度残存しているかについて
の情報は表⽰されていない。また、これまでに、マヌカハニーの加熱に伴いMGO量が減
少すること(12)も報告されているが、その機構や調理加⼯を想定した⾼温度での安定性に
関する詳細は不明である。 

マヌカハニー（加⼯品含む）は、腸内環境の改善のみならず、⾼い抗菌作⽤(2, 13)や抗
ウイルス作⽤(14, 15)が期待されることから、今後さらに需要が⾼まることが予想される。
その際、消費者からすれば、マヌカハニー商品にどのくらいの特有成分が含まれている
か（残存しているか）は極めて重要と考える。特に飴については、⾼温で加⼯すること
から成分の損失も考えられる。以上のことから、MGOをはじめとするマヌカハニー特
有成分の熱による変動に関する知⾒を増やす必要があると考えた。 

 このため、腸炎抑制効果などの機能性が期待されているマヌカハニーに着⽬し、⾷品
加⼯を想定した温度でのマヌカハニーに特徴的な成分の熱安定性について調べ、マヌカ
ハニー⼊り⾷品の品質向上の⼀助とすることを⽬指し検討を⾏なった。
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A-2. 実験⽅法 

 
試薬 

マヌカハニーは、「UMF25+」のグレードを⽤いた。MSYR は Alfa Aesar 社（Lancashire, 

UK）から購⼊した。Leptosperin は既報に従って合成して⽤いた（Aitken 等, 2013）。ま
た、MGO、HMF、DiA、MAP、PLA、及び MBA はシグマアルドリッチジャパン（Tokyo, 

Japan）より、また、内部標準である Anisole はナカライテスクより⼊⼿した。o-（2,3,4,5,6-

pentafluorobenzyl)hydroxylamine hydrochloride（PFBHA）及び Forchlorfenuron (1-(2-chloro-

4-pyridyl)3-phenylurea, FCF)は東京化成⼯業（Tokyo, Japan）より購⼊した。 

 
サンプルの作製 

1) 加熱による有効成分の熱安定性試験 

 マヌカハニーを均⼀にかき混ぜた後、おおよそ 0.1 g となるようにガラス試験管に量
りとり、150℃の乾熱器中で 0、10、30、60 分間加熱した。なお、特に⽰さない限り開
放系で実験した。蓋つき容器はネジタイプの試験管を使⽤した。その際のヘッドスペー
スはおおよそ 11 cm3 であった。温度の⽐較実験においては、4、60、90、120、150℃で
10 分間の加熱を⾏なった。加熱後、サンプルは純⽔で加熱前の湿重量を基準として 0.1 

g/ml となるように調製し、ボルテックスおよび超⾳波処理によって溶解した。 

2) 糖溶液中MGOの熱安定性試験 

 スクロース、フルクトースおよびグルコースそれぞれの 30%溶液に試薬の MGO を
0.5 g/ml となるように溶解した。それぞれの糖溶液は 4℃および 90℃で 60 分間の処理
を⾏なった。 

 
測定⽅法 

1)  MGO、DiAおよびHMFの測定 

（1）-2）で調製したハチミツ試料は、0.05 g/ml となるように純⽔を加え、ボルテック
スおよび超⾳波処理によって溶解した(16)。標準液には MGO、DiA および HMF の混合
液を⽤いた。100 µl の試料もしくは標準液を 500 µl の誘導体化試薬（2% O-(2,3,4,5,6-

pentafluorobenzyl)hydroxylamine hydrochloride; PFBHA）と混合し、ミキサー（TAITEC 

Deep-Well Maximizer, M-BR-022UP）で、50℃で１時間攪拌した。攪拌後、試料および標
準液に対して、内部標準液として 0.27% Anisole溶液（⽔: CH3CN =25:75）を 25 µl 加え
た 。遠⼼後 の 上清を 超 ⾼速液体クロ マ トグラ フ （ Ultra high performance liquid 

chromatography: UHPLC）（UltiMate3000, Thermo Fisher Scientific）を⽤いて測定した。カ
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ラムは Hypersil Gold C18 column（2.1 × 100 mm, 1.9 µm, Thermo Fisher Scientific）を⽤い、
カラム温度は 50℃とした。標準溶液あるいは試料を 5 µl注⼊し、波⻑ 215 nm（DiA）
もしくは 262 nm（MGO および HMF）での成分の溶出をモニタリングした。流速は 0.7 

ml/min、移動相は、A液に 0.1% HCOOH、B液に CH3CN を⽤いた。グラジェントプロ
グラムは初期溶媒（B20％）、0.6 分（B20%）、1.3 分（B70%）、3 分（B100%）、3.5 分
（B100%）、4 分（B20%）､10 分（B20%）とした。MGO、DiA および HMF の検量線（0

−200 µg/ml）を作成し、試料溶液中の濃度を算出した。 

2)  NZ政府により定められた化学的成分の測定 

 4 つの化学的指標は、NZ 第⼀次産業省による既報（McDonald 等, 2018）に準じて、
LC/MS/MS（API3000, AB Sciex）を⽤いて測定した(16)。（1）で調製したハチミツ試料（0.1 

g/ml）を純⽔でさらに 100倍希釈し（1 mg/ml）、エタノールで調製した等量の内部標準
FCF溶液 (10 ng/ml) と混合し、分析⽤試料とした。カラムは Develosil C30-UG-5 column

（2 × 150 mm, 5 µm, Nomura Chemical. Co.）を⽤い、HPLC（Agilent HP1100）により分
離を⾏なった。標準溶液あるいは試料の注⼊量は 5 µL、流速は 0.2 ml/min とし、移動相
は、A液に 0.1% HCOOH、B液に CH3CN を⽤いた。グラジェントプログラムは初期溶
媒（B5%）、1 分（B5%）、4 分（B15%）、10 分（B70%）、12 分（B98%）､12.5 分（B92%）、
13 分（B5%）、30 分（B5%）とした。 

 MRM は、以下の通りである。ポジティブイオン化では、分⼦イオン[M＋H]＋をプリ
カーサーとしたときの⽣成物イオン m/z（MBA 153.0/135.0、MAP 151.0/105.1、FCF 

248.0/129.1）を測定した。ネガティブイオン化では、分⼦イオン[M–H]–をプリカーサー
としたときの⽣成物イオン m/z（PLA 165.0/119.0、4HPA 181.0/135.05、FCF 246.0/127.0）
を測定した。4つの化学的指標の検量線（0‒1000 ng/ml）を作成し、試料溶液中の濃度を
算出した。 

3)  LeptosperinおよびMSYRの測定  

 UHPLC として UltiMate3000 を⽤いて、カラム Hypersil Gold C18 column（2.1 × 100 mm, 

1.9 µm）により分離した。標準溶液あるいは試料を 2.5 µl注⼊し、カラム温度は 40℃と
し、波⻑ 262 nm（Leptosperin）と 275 nm（MSYR）でモニタリングした。流速は 0.4 ml/min、
移動相は、A液に 0.1% HCOOH、B液に CH3CN を⽤いた。グラジェントプログラムは
初期溶媒（B10%）、4 分（B40%）、5 分（B10%）、10 分（B10%）とした。Leptosperin お
よびMSYR の検量線（0−10 µg/ml）を作成し、試料溶液中の濃度を算出した。 

4)  褐変化度の測定 

（1）-2）で温度別に 10 分間加熱して調製した試料（0.1 g/ml）を 384 wellプレートに⼊
れ、マイクロプレートリーダー（Bio-Rad, xMark）を⽤いて、波⻑ 420 nm を測定した。 
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統計解析 

 各測定はサンプル数を 3 として測定し、平均及び標準偏差を求めた。統計解析は、解

析ソフトウェア SPSS ver. 25.0（IBM, Chicago, IL）を用いて、Dunnett 検定による多重比

較および 2 試料間の比較には Student の t 検定を行なった。いずれの実験も有意水準を

5%とした。 
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A-3. 結果 
1. 150℃加熱による特有成分の経時変化 

 本実験で⽤いたマヌカハニー「UMF25+」は MGO を 1200 mg/kg 以上、Leptosperin を
100 mg/kg 以上を含むことが検査時に確認されているものであり、本実験で得られた測
定値（加熱 0 分）は、⼗分にその条件を満たすものであった。また、Fig. 1B および 2C

に⽰すように Leptosperin（配糖体）とアグリコン MSYR の存在⽐は、これまでの先⾏
研究とおおよそ同程度のものであった(16)。マヌカハニーを 150℃で加熱すると、MGO

は、10 分で 12%程度まで⼤きく減少し、30 分以降では検出限界以下となった。MGO の
前駆体である DiA は経時的に減少し、1時間で半分程度となった。⼀⽅で、加熱の指標
である HMF は経時的に⼤きく増加した（Fig. 1A）。Leptosperin は、30 分までほとんど
変化せず、60 分後でも約 80％残存していた。Leptosperin のアグリコンである MSYR に
ついても、30 分後で 85%、60 分後で 75%残存しており、減少はみられたものの、MGO

と⽐較すると、Leptosperin と同様に熱に安定であることが明らかになった（Fig. 1B）。
NZ政府の基準である４つの化学的成分の指標の⼀つである MAP は 10 分間の加熱で有
意に減少しており、60 分後には 32％にまで⼤きく減少した（Fig. 1C, D）。 

 

Fig. 1. Time dependency of compositional changes in chemical profile of manuka honey at 150 ℃	
heating. 
Each sample was heated for indicate time, then analyzed. The experiments were performed using 
n = 3 samples, and results are expressed as mean ± standard deviation. The significance of 
differences was assessed by Dunnett's test using SPSS (version 25.0). The statistical significance 
was set at *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. control (0 min). 
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2. 加熱温度による特有成分の変化 

 ハチミツ成分の残存率を温度別に検討した。加熱前後での重量変化を調べたところ、
最も⾼温の 150℃加熱では重量が１割程度減少した（Fig. 2A-1, 実線）。この減少は、⽔
分などの含有成分の揮発によると考えられる。⼀⽅で、加熱によるハチミツ溶解液の着
⾊について調べたところ、120℃以上で顕著に褐変化が進⾏しており（Fig. 2A-2）、実際
に吸光度の測定によってもその着⾊が裏付けられた（Fig. 2A-1, 破線）。含有成分を測定
したところ、10 分間の加熱では、MGO は 90℃まで減少が認められず、120℃以上で顕
著に減少し、150℃における残存率は 4%であった。DiA についても 150℃において半分
程度まで減少した（Fig. 2B）。HMF量は 120℃から顕著に増加し、150℃加熱時には 4℃
と⽐較して 3.7倍に増加した。⼀⽅で Leptosperin およびMSYR は、120℃以上で⼤きく
減少したものの、その減少率はわずか 4−7%程度であった（Fig. 2C）。このことから、
短時間処理でも 120℃を越える処理は MGO の残量を⼤きく減少させ、HMF量を増加さ
せることが明らかとなった。 

 
Fig. 2. Effect of heating temperature on coloring and amount of specific components. 
Each sample was heated at the indicate temperature for 10 min, then analyzed. The experiments 
were performed using n = 3 samples, and results are expressed as mean ± standard deviation. The 
significance of differences was assessed in a similar way as Figure 1. The statistical significance 
was set at *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. control (4°C). 
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3. 揮発による影響の検討 

 マヌカハニーを 4℃で蓋をしたものをコントロールとして、90℃で 1時間加熱および
150℃で 10 分間加熱し、蓋の有無で MGO量の回収率を⽐較した（Fig. 3）。蓋なしでは、
蓋ありと⽐較して重量の減少率が⾼くなったが、MGO の回収率に違いは認められなか
った。 

 
Fig. 3. Effect of volatilization on MGO reduction by heating. 
Control was incubated for 60 min at 4℃. Each sample was heated for 60 min at 90℃ or 10 min 
at 150℃, and then analyzed. The weight reduction rate against before heating was indicated below 
the bar graph. This experiment was performed using n = 3 samples, and the significance of 
differences was assessed by Student's t-test using SPSS (version 25.0). The statistical significance 
was analyzed between values at the same temperature.  
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4. MGO の損失に与える糖の影響 

 MGO 減少の機構解明の⼀助とするため、3 種の糖（スクロース、フルクトース、グ
ルコース）を⽤いて 30%糖溶液を調製した。この溶液にはアミノ酸やタンパク質、植物
由来のフラボノイドなどは含まれていない。調製した糖溶液に MGO を加え、加熱時の
MGO量への影響を調べた（Fig. 4）。マヌカハニーそのものは、90℃で 1時間の加熱に
より顕著に MGO が減少するのに対して（Fig. 3）、⽔に溶解して加熱した対照サンプル
と各糖溶液で加熱を⾏なった場合のいずれにおいても、加熱前後で MGO量に変化は認
められなかった。 

 
Fig. 4. Effect of sugar on MGO reduction by heating. 
Each sample was heated for 60 min at 4℃ and 90℃, then MGO concentration was analyzed. 
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A-4. 考察 

マヌカハニーは抗炎症効果などが期待される⾷品の⼀つであり、現在は、マヌカハニ
ーそのものだけでなく、グミや飴などの加⼯品も流通している。これら実際に市場で流
通しているマヌカハニー⼊りのど飴やグミなどの⾷品は、加⼯の際にその多くが加熱し
ていることが推測される。また、マヌカハニーを調理の際に使⽤するよう勧めるレシピ
等も多く⾒られるが、マヌカハニーを⾼温で処理した時の特有成分の変化については⼗
分な知⾒がなく、加熱加⼯処理によって貴重な成分を損失している可能性もある。 

 本研究では、実際の調理加⼯を想定して、加⼯温度の違いが特有成分量に与える影響
について検討した。測定した成分の中で、マヌカハニーに多く含まれる Leptosperin や
MSYR などは熱に⽐較的安定であった（Figs.1B, 2C）。このことから、これらは熱によ
る変化量の少ない基準値として、加熱加⼯による減少量を把握するためのマヌカハニー
の添加量の指標となりうることが⽰唆された。⼀⽅で、MGO は、わずか 10 分間の加熱
であっても 120℃以上で顕著な減少を⽰した（Fig. 2B）。このことから、マヌカハニーの
機能性成分の減少を抑制できる加⼯温度としては、120℃よりも低い温度である必要性
が⽰唆された。べっこう飴は、砂糖を 165℃程度の温度で⽔分がなくなるまで加熱して
製造されていることから、地釜を⽤いて⾹ばしさや⾵味をつけながら⾼温で焚き上げる
場合には、MGO が減少すると考える。現在、マヌカハニー⼊り⾷品としてのど飴が多
く流通しているが、当研究室において実際に国内外で販売されているマヌカハニーを含
有する飴に含まれる MGO量を測定したところ、検出限界以下から 100 mg/kg 以上 MGO

が含まれる飴までその含量は様々であった。原料のマヌカハニーのグレードや添加量に
もよるが、これらの商品の加⼯後の MGO量については、加⼯条件によって差が⽣じる
可能性がある。飴の加⼯においては、100℃まで温度を上昇させずに真空釜を⽤いて加
熱する⽅法が存在する。MGO の揮発量についても考慮する必要があるが、MGO の損失
抑制を重要視すると、減圧条件下での短時間加熱が適していることが⽰唆された。また、
衛⽣的な観点から考えると、商品としての加⼯には適していないが、マヌカハニーの抗
菌作⽤等の効果を期待して家庭などにおいて調理するには、ゼリーやグミなどが MGO

量の損失が⽣じない温度で加⼯できるものと推測される。 

 MGO損失の抑制⽅法を探索するため、加熱時の揮発および糖の共在による影響につ
いても検討を⾏った。MGO の沸点は 72℃であり、揮発により損失することが予想され
ていたが、蓋の有無により残存量（重量）に差が⽣じた⼀⽅で、MGO量にはほとんど
影響は認められなかった。このことから、MGO量の減少要因として、加熱時の揮発に
よる影響は低いことが予想された。しかしながら加熱により糖の分解物から⽣じた 

MGO が揮発による MGO損失量を補填する可能性もある。さらに、先⾏研究では、90℃



 92 

１時間の加熱時においては、ヘッドスペースのサイズによる MGO量の変動は認められ
ていないが(16)、本研究において加熱した条件（150℃,	10 min）とは異なるため、今後は
ヘッドスペース容量の影響等を調べる必要がある。 

 糖の影響については、通常のハチミツ中の成分は約 72.5%が糖であることから(17, 18)、
ハチミツに含まれる糖が加熱時の MGO の減少に影響を及ぼすことが予想された。しか
し、⽔と MGO との混合液および、糖溶液と MGO の混合液のいずれも、加熱により
MGO量は減少しなかった。本実験で⽤いた⼈⼯的に調製した糖の濃度は 30%としてい
るため、ハチミツの加熱実験との直接的な⽐較はできないものの、マヌカハニーの加熱
で内因性 MGO が⼤きく減少した因⼦としては、ハチミツに含まれる糖以外の成分の存
在が⽰唆された。 

 MGO は低分⼦のアルデヒド化合物の⼀つであり、アミノカルボニル反応によりタン
パク質のリジンおよびアルギニン残基や遊離のアミノ酸などを付加修飾しうる(19)。さら
に、マヌカハニーを 90℃で加熱すると、MGO-アルギニン付加体であるアルグピリミジ
ン残基が経時的に増加することが確認されている(16)。実際に、加熱したハチミツ溶解液
では、120℃以上の温度において顕著に褐変化が進⾏しており（Fig. 2A-2）、吸光度の測
定によっても着⾊が確認されたが（Fig. 2A-1, 破線）、これらの着⾊はアミノカルボニル
反応によるものと予想され、MGO の減少とも対応していた。なお、本研究ではハチミ
ツ中の糖もアミノ酸やタンパク質のアミノ基などと付加していることが考えられるが、
その反応速度は MGO と⽐べると緩慢であると予想される(20)。以上のことから、加熱に
伴う MGO の損失には、アミノカルボニル反応が関与している可能性が⽰唆された。今
後はグミやその他の加⼯⾷品を想定し、ゼラチンや乳成分等が共存した状態での、マヌ
カハニー特有成分の安定性についても検討する必要があると考える。さらに、加熱加⼯
による MGO損失の抑制には、アミノカルボニル反応の進⾏を抑制することが重要であ
ろう。実際にハチミツを限外濾過し、⽔溶性タンパク質を除去したものを商品加⼯に応
⽤する研究例があることから(21, 22)、マヌカハニーの加熱加⼯においても、タンパク質除
去は有効成分減少抑制の⾯から効果的な可能性が⽰唆された。 

本研究の結果より、マヌカハニーを調理に⽤いる際には、MGO量が揮発によって減
少する可能性は低いことが予想された。⼀⽅で、MGO はアミノカルボニル反応により
アミノ基と反応するためその促進因⼦となる加熱温度と加熱時間については留意する
ことが重要であり、加熱調理の最後に加えるなどの⽅法を取ることが有効成分の減少を
防ぐことにつながると推測された。また、飴の製造など⾷品加⼯の場合は、100℃以上
の⾼温領域での加熱は避けることが成分損失を⽬指す上では望ましいことが⽰唆され
た。 
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本研究では、熱安定性のみに焦点を当てて検討を⾏なった。マヌカハニーは⺠間薬と
しての歴史はあるものの、抗菌作⽤を除いてその機能性については⼗分な研究がなされ
ていない。近年、マヌカハニーを⼤腸炎モデルマウスに摂取させた場合に、摂取群にお
いて⼤腸炎発症による体重減少および⽣存率が改善することや、腸内細菌叢に影響を及
ぼすことも⽰されている(6)。さらに、マヌカハニー摂取により、いわゆる善⽟菌群が腸
内フローラにおいて増加し、健康増進に寄与する可能性が⽰唆されている(5)。このため、
マヌカハニーは、種々の疾患における炎症抑制効果が期待できる⾷素材の⼀つであり、
今後よりその性質や作⽤機序について検討することが望まれる。このため、今後は、マ
ヌカハニー中の特有成分の性質や炎症抑制作⽤機序についての知⾒を増やすとともに、
また、調理科学的な観点から、おいしさを求めつつもより効率的な特有（有効）成分の
摂取⽅法の提案を⾏うことが、今後の課題と⾔える。加えて、第３章や第 4 章でも検討
してきた⼤腸炎モデルにおいても、マヌカハニーの炎症抑制作⽤が⽰唆されているが、
個々の特有成分の抗炎症作⽤や腸内細菌叢に与える影響については未解明である。この
ことから、⽣化学的⼿法や分⼦⽣物学的⼿法も⽤いながら、腸疾患の予防や治療、回復
への効果が期待されるマヌカハニーの作⽤機序解明につなげたいと考える。  
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Appendix の略語 

 
HMF hydroxymethylfurfural 

HPA 4-hydroxyphenyllactic acid 

MAP 2'-methoxyacetophenone 

MBA 4-methoxybenzoic acid 

MGO methylglyoxal 

MSYR methyl syringate 

PFBHA o-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl) hydroxylamine hydrochloride 

PLA phenyllactic acid 

NZ New Zealand 

UMF unique manuka factor 

UHPLC ultra high performance liquid chromatography 
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菅 尚⼦ 
■緒言  
 超高齢社会を迎えた昨今の日本において、健康寿命の延伸は、高齢者の QOL 維持・向上や、安定

した社会を形成する上で大きな課題である。その実現のためには、健康寿命延伸の阻害要因と言わ

れる慢性炎症に着目し、慢性炎症の発症機序や治療・予防法の解明に向けた基礎研究を発展させる

ことが重要である。また、薬剤による治療は副作用や不耐性などの問題が生じるため、日々の食事

を通じて摂取できる食品成分による慢性炎症の抑制・予防について検討することは意義深い。 
 そこで、本研究では、主に、脳や腸において存在量が多い生理活性アミンであるセロトニン及び

その関連物質による炎症に伴う組織傷害に着目し、研究を進めるとともに、慢性炎症関連疾患の一

つである潰瘍性大腸炎での食品成分による炎症抑制に関する検討を行った。 
 好中球ミエロペルオキシダーゼ（Myeloperoxidase: MPO）は生体防御機構において重要な役割を

担っている一方で、慢性炎症とも関係することが明らかになっている。例えばアルツハイマー病、

潰瘍性大腸炎などにおいて、MPO は炎症組織に浸潤・局在化することや、炎症マーカーとして有用

であることが示されている。一方、先行研究において、セロトニン（別名 5-hydroxytryptamine:  5-
HT）が MPO の基質となり、反応性に富むセロトニン酸化物（Tryptoamine-4,5-dione: TD）を生じる

ことが報告されている（図 1）。しかし、TD の細胞応答に与える影響やその生理的な意義についての

報告はこれまでほとんどなされていない。またヒト動脈硬化病巣における陽性染色像の報告はある

が、遊離の TD を測定しておらず、炎症との関連も不明である。セロトニンの多くは腸で合成される

ことから、慢性炎症疾患である大腸炎ではセロトニンの酸化物が組織傷害などに寄与している可能

性も考えられる。また、セロトニン自体に関しても、セロトニン受容体や免疫細胞を活性化するこ

とにより炎症性疾患の増悪因子として機能することが示唆されている[3]。 
 そこで、（1）TD の培養細胞に対する生理作用を解明し、（2）潰瘍性大腸炎モデルの大腸組織から

の TD 検出を行うことで、セロトニンが関与する慢性炎症の予防・治療に向けた基盤研究の発展
に有益な情報を提供することを⽬指した。加えて、（3）セロトニンを大腸炎の増悪因子としてとら

え、過剰なセロトニン産生を制御する食品成分の探索とその機序解明を試みた。 

研究 1．培養細胞に対するセロトニン酸化物 TD の生理的作用 

□研究目的 

 セロトニン酸化物である TD は in vitro における先行研究では神経毒と示唆されてきたが、細胞や

生体レベルでの生理的意義は明らかになっていない。一方で、アブラナ科植物に含まれるイソチオ

シアネートは、TD と同様に親電子性を有する。この親電子性の食品成分は、高濃度では毒性を示す

一方で、低濃度では有益な効果をもたらすことが報告されている。後者の作用機序として、酸化ス

トレスへの適応応答能を増加させる Keap1-Nrf2経路の活性化が挙げられる（図 2）。この経路は、親

電子性物質あるいはそれによって生成する活性酸素種（ROS）により活性化されることから、TD に

も同様の作用が予想された。そこで、神経芽細胞腫 SH-SY5Y を用いて、TD の作用を毒性と機能性

の両面から検証した。 
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□研究方法 

 化学合成した TD を細胞へ処理し、蛍光プローブを用

いて ROS を半定量した。TD を前処理し、過酸化水素

処理による酸化ストレス誘発時に細胞保護作用を示す

かを評価した。TD処理による Nrf2 の核内移行と抗酸

化酵素の発現解析は、細胞染色、遺伝子およびタンパク

質量測定により行った。TD による細胞生存率の変動に

ついても検討した。 

□結果 
❶TD が細胞内 ROS 産生に与える影響 

 100 µM以上の TD処理により細胞中の ROS産生が

誘導された。次に、同濃度の TD を 24時間処理したの

ち、過酸化水素によって酸化ストレスを誘発したとこ

ろ、TD を前処理した細胞では、細胞の ROS産生が有

意に抑制された。 
❷細胞内抗酸化機構に対する作用 

 TD(100 µM)を処理した細胞では、Nrf2 の核内移行

が認められた。また、それにともない、酸化ストレス適

応応答能を上昇させる抗酸化酵素（キノンオキシドレ

ダクターゼ及びヘムオキシゲナーゼ）の mRNA 及びタ

ンパク質発現量が増加した。 
❸TD が細胞生存率に与える影響 

 TD低濃度（25 µM）処理では、細胞増殖を有意に促進する一方で、高濃度(150 µM以上)では生

存率を有意に低下させた。また、TD(100 µM)を 24時間処理したのち、過酸化水素によって酸化ス

トレスを誘発したところ、生存率の低下が有意に抑制された。 

□結論 
 セロトニン酸化物である TD は高濃度では毒性を示す一方で、適度な濃度では、細胞の増殖作用

を促進させ、抗酸化的に作用することが明らかになった。このことから、炎症部位で TD が生じた場

合、その生成量によっては、細胞内の抗酸化能上昇作用などを介して抗炎症的に作用する可能性が

示唆された。 

 

研究 2. 潰瘍性大腸炎モデルマウスからの TD の検出 

□研究目的  

 潰瘍性大腸炎を含む炎症性腸疾患患者の腸粘膜では、炎症を惹起する MPO の増加が認められてい

る。加えてセロトニンは、その 90%以上が消化管に存在し、セロトニン産生細胞の数およびセロト

ニン量の増加も報告されている[5]。このことから、腸炎症部位での TD の生成が予想される。前述し

た研究 1の検討から、TD は細胞内シグナル伝達機構に作用することで潰瘍性大腸炎の抑制あるいは

増悪に関与する可能性がある。そこで大腸炎モデルマウスを用いて TD の検出を試みた。 

□研究方法 

 ８週齢の雌性 ICR マウスに 5%デキ

ストラン硫酸ナトリウム（DSS）溶液を

７日間自由飲水させ、大腸炎を惹起し

た。飲水開始から解剖まで体重測定お

よび炎症レベルの評価を毎日行い、安

楽死後、大腸の長さ、脾臓重量を測定

し、腸粘膜中の MPO 活性を測定した。

腸粘膜中に存在する遊離の TD を測定

するため、o-フェニレンジアミン（OPD）

図１. セロトニン酸化物（TD）の生成と付加反
応 

図２. 親電子性物質によるNrf2活性化機構 
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図3. TDの誘導体化およびタンパク質付加体の生成スキーム 
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を用いて誘導体化した。その後、固相抽出法により誘導体を部分精製し、液体クロマトグラフィー

タンデム質量分析器（LC-MS/MS）を用いて TD 量を測定した。また、TD付加タンパク質に対する

モノクローナル抗体等を用いて、大腸組織の免疫組織染色を行った。 

□結果 

DSS 自由飲水開始から７日目において大腸炎モデルマウスでの顕著な体重減少、4 日目から顕著

な炎症症状が認められた。顕著な大腸の短縮と、脾臓の肥大化を確認した。 
   
❶遊離 TD 量の検出定量 
 大腸粘膜中の遊離の TD 量を測定するた

め、粘膜試料（ホモジネート）を誘導体化し

た後、LC-MS/MS で測定した。この結果、D
SS処理群では、TD 量が有意に増加すること

が明らかになった（図 4）。MPO 活性も同様

に DSS 処理群において有意に上昇し、炎症

の進行とそれに伴う好中球の組織への浸潤

が示唆された。遊離状態の TD 量は、セロト

ニンそのものに対しておおよそ 0.03%程度
であったことから、生成量が少ないか、ある

いは生成しても速やかにグルタチオンやタ

ンパク質チオール基と付加反応して消失す

ることが考えられた。 

❷TD 付加タンパク質の検出 

 上述したように TD はチオール基との反応性が高く、周辺の細胞タンパク質に付加修飾すること

が予想される。そこで、TD に特異的に結合するモノクローナル抗体を用いて、免疫組織染色による

TD付加修飾タンパク質の検出を試みた。コントロール群の大腸では、付加タンパク質の陽性染色は

ほとんど認められなかった一方で、DSS 処理群では、炎症部位において、顕著な陽性反応が確認さ

れた（図 5）。さらに TD付加修飾タンパク質が生成した部位では、MPO によるタンパク修飾の指標

として用いられるジハロゲン化チロシンに対する抗体染色も増強された。加えて、TD付加タンパク

質は、MPO陽性染色細胞の周辺で陽性染色が認められた。また、in vitro において、MPO 阻害剤が

大腸粘膜における TD付加タンパク質の生成を抑制したことから、大腸炎モデルの腸組織において、

セロトニンは MPO によって酸化され、組織のタンパク質と付加体を形成していることが示唆され

た。 

□結論 

 本研究では、化学的定量および免疫組織学検出の 2 つの手法を用い、生体の腸組織から初めて TD
を検出・定量した。その結果、大腸炎モデルの腸において遊離の TD 量が有意に増加しており、組織

タンパク質に結合する現象を見出すことができた。 

 

 

研究 3.腸炎の緩和を目指した食品成分によるセロトニン制御 

□研究目的 

 炎症性腸疾患の基本的な治療法は薬物療法であるが、長期服用による副作用の問題があるため、

日々の食事を通じて摂取できる食品成分による大腸炎の抑制・予防法の開発が望まれる。セロトニ

ンは重要な生理活性物質であるが、大腸炎においては過剰な産生放出とセロトニン受容体や免疫細

胞の活性化を介した増悪作用が報告されている。また、酸化ストレス下での過度なセロトニンは TD
の生成につながり、この TD を介して増悪因子として機能する可能性もある。そこで、本研究では、

大腸炎がセロトニン量の制御不全に起因して増悪化すると作業仮説を立て、食品成分によるセロトニン量の

制御を介した大腸炎抑制の可能性を検討した。 
  

図5. 組織染色によるTD付加
タンパク質の検出 
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□研究方法 

 予備検討においてセロトニン合成能を有するラット好塩基球性白血病細胞（RBL-2H3）にホルボ

ール-12-ミリスタート-13-アセタート（PMA）を処理することで、細胞内外のセロトニン量が増加す

ることを見出した。そこでこの実験系を用いて細胞内外セロトニン量を抑制する食品成分をスクリ

ーニングした。セロトニン抑制機序については細胞モデルを用いて生化学・分子生物学的な手法に

より検討した。In vivo における抑制成分の炎症及びセロトニン量の抑制評価としては、DSS 大腸炎

モデルマウスを用いた。7週齢の雄性 C57BL/6 マウスを、0.1%Luteolin混餌食群及び通常食の群に分

け 7 日間飼育し、次いで、2.5%DSS溶液を 7 日間自由飲水させ、腸炎を誘導した。炎症の評価は、

研究 2と同様に実施した。また、大腸組織中のセロトニンは LC-MS/MS により定量した。 

□結果 
❶セロトニン量を抑制する食品成分スクリーニング 

 PMA刺激に伴い細胞内外でのセロトニン量は経時的に増加したが、これに対し、7種のフラボノ

イドを処理したところ、Quercetin や Luteolin により、細胞内外のいずれにおいてもセロトニン量を

抑制する効果が認められた。 

❷Luteolin によるセロトニン抑制機構の解明 

 Luteolin の前処理により、セロトニン合成酵素であるトリ

プトファン水酸化酵素（TPH-1）発現の上昇が、遺伝子およ

びタンパク質レベルで顕著に抑制された。腸のセロトニン産

生細胞においてセロトニン量に影響を及ぼすことが報告さ

れている細胞外シグナル制御キナーゼ（ERK）のリン酸化に

ついてもウエスタンブロット法により解析した結果、

Luteolin は PMA刺激による ERK のリン酸化も抑制した。プ

ロテインキナーゼ C（PKC）および MEK-ERK の阻害剤処理

により、細胞外セロトニン量の増加および TPH-1 の発現の抑

制作用が認められたことから、Luteolin の抑制機序の一部と

して、PKC-MEK-ERK経路の抑制が関与する可能性が示唆さ

れた。結果から推定される Luteolin のセロトニン抑制機序を

図 6 に示した。 

❸Luteolin による大腸炎モデルマウスでの腸粘膜中セロトニン量の抑制 

 0.1%Luteolin 食を摂取したマウスでは、DSS により誘導される炎症の進行が低減され、大腸粘膜

でのセロトニン量の増加も有意に抑制された。 

□結論 

 フラボノイドの一種である Luteolin は、細胞および動物レベルで、セロトニンの増加抑制作用を

有することが明らかになった。 
 

■総括 

 本研究では全身性の生理活性アミンであるセロトニンの動態に着目し、慢性炎症部位で生じうる

セロトニン由来の酸化物（TD）や過剰産出が問題となるセロトニンの生成抑制について検討を行う

ことで、慢性炎症の制御に新たな知見をもたらすことを目的とした。 
 研究 1では、炎症関連酵素である MPO により生じると予想される TD の細胞に対する生理作用を

分子・遺伝子レベルで明らかにした。TD は、高濃度では親電子性物質としての特性を示し細胞内の

活性酸素種産出により毒性を示す一方で、低濃度では抗酸化遺伝子およびタンパク質を発現させ、

細胞防御作用を示した。神経毒と報告されている TD が、濃度によっては細胞に対して防御的に作

用することは、セロトニンおよび炎症に関連する疾患の解明において重要な知見になると考えてい

る。このように、神経細胞モデルに対する TD の生理作用の一部を明らかにすることができた。しか

し、脳を含め、生体における TD の局在性に関する報告例は少なく、TD の濃度についても明らかに

なっていないため、実際に生体内で TD がどのように生理作用を示すか議論することは困難である。

生体における TD の存在に関する知見を増やす必要性があると考えた。 

図6. PMA刺激したRBL-2H3細胞における
Luteolinのセロトニン(5HT)抑制機序 
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 研究 2では、大腸炎モデルからの TD 定量および定性解析を試みた。組織サンプルから、遊離の T
D を安定的に測定する方法を構築した。TD の遊離体は、大腸炎の炎症症状を呈さないコントロール

マウス群及び症状を呈する DSS処理マウス群の両群において検出定量されたことから、酸化ストレ

スにさらされ続けている我々の生体中で、TD は恒常的に生じることが示唆された。また、大腸炎モ

デルでは、酸化ストレスが上昇しており、TD の遊離体および TD のタンパク質付加体が増加するこ

とが明らかになった。一方で、TD の大腸炎における生理作用は明らかになっていないため、組織・

細胞・分子レベルで TD が炎症にどのように関与するか解析することは今後の課題と考えている。

炎症部位における TD による生理作用発現の機序解明が進み、これまで原因不明であった潰瘍性大

腸炎の機序解明や新しい治療戦略につながることを期待したい。 
 研究 3 では、食による大腸炎の緩和を目指し、食品成分によるセロトニン量の制御について検討

した。そのきっかけとなったのは、研究 2を進めていく中で、TD の供給源ともいえるセロトニンが

大腸炎の増悪因子として作用するという報告に関心を持ったためである。まず、RBL-2H3細胞を用

いてセロトニン量の増加を抑制するフラボノイドの探索を行った。この結果、フラボノイドの一種

である Luteolin が細胞内外のセロトニン量の増加を顕著に抑制することを見出した。また、Luteolin
は、細胞レベルにおいて、セロトニン合成酵素の発現を抑制し、セロトニン放出に関与することが

示唆されている ERK のリン酸化も抑制することが明らかになった。加えて、Luteolin は DSS誘導大

腸炎において増加するセロトニン量を有意に抑制し、炎症レベルも低減させた。一方で、in vivo に

おけるセロトニン抑制機序、また、Luteolin を摂餌させたときの大腸粘膜における遊離 TD および T
D付加タンパク質量の変化については未解明であり、課題として残されている。 
 以上、本研究では、生体内の生理活性アミンであるセロトニンの酸化型である TD の細胞への生

理作用や生体内での存在・局在性を明らかにした。また、セロトニンそのものの増加を抑制し得る

フラボノイドの探索し、Luteolin に効果を見出しその機序の一端を解明した。加えて Luteolin 摂餌に

より大腸炎モデルマウスの大腸粘膜においてセロトニン増加が抑制されることを実証した。残され

た課題はいくつかあるが、今後それらを解明していくとともに、炎症とセロトニン動態に関する基

礎的研究を積み重なることで、セロトニンが関連する炎症性疾患の症状緩和や予防法の確立などに

つながることを期待したい。 
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