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略語表 

 

DSS Dextran sulfate sodium（デキストラン硫酸ナトリウム） 

DAI Disease activity index（病態活動性指数） 

IBD Inflammatory bowel disease（炎症性腸疾患） 

IBS Irritable bowel syndrome（過敏性腸症候群） 

5-HT 5-hydroxytryptamine（serotonin; セロトニン） 

TPH Tryptophan hydroxylase（トリプトファンヒドロキシラーゼ） 

SP Substance P（サブスタンス P） 

NK1 receptor Neurokinin 1 receptor（ニューロキニン 1受容体） 

VAChT Vasicular acetylcholine transporter（小胞アセチルコリントランスポーター） 

iNOS inducible nitric oxide synthase（誘導型一酸化窒素合成酵素） 

IL Interleukin（インターロイキン） 

TNF-α Tumor necrosis factor（腫瘍壊死因子） 

IFN-γ Interferon-gamma（インターフェロン-γ） 

MPO Myeloperoxidase（ミエロパーオキシダーゼ） 

EC Enterochromaffin（腸クロム親和性細胞）
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序論 

 

	 炎症性腸疾患（Inflammatory bowel disease: IBD）は、主に大腸や小腸などの下部消化管にお

ける慢性炎症性疾患であり、潰瘍性大腸炎（Ulcerative colitis: UC）およびクローン病（Crohn’s 

disease: CD）がその代表である。いずれも厚生労働省の指定難病となっている。従来、IBDは

欧米に多く、日本を含むアジアでは少ないとされていたが、近年我が国でもIBDの患者数は

増加の一途を辿っている [1]。2013年度の統計では、我が国のUC患者数は166,060人、CD患者

数は39,799人で、IBD全体で既に20万人を超えており、これは指定難病のなかで最も患者数が

多く、さらにUCの患者数は米国に次ぐ世界第2位となっている。 

	 IBDの病因は依然として明らかとなっていないが、腸管免疫や上皮バリア機能の異常、さ

らには腸内細菌などが関与していることが想定されている [2]。近年、腫瘍壊死因子（Tumor 

necrosis factor-α: TNF-α）に対するモノクローナル抗体などの生物学的製剤や各種免疫抑制薬

などがIBDの治療において大きな効果を挙げ、病勢をコントロールすることが可能になって

きた。しかし、これら生物学的製剤や免疫抑制薬に対する治療抵抗性の症例も多く、必ずし

も治療法の確立は十分とは言えないのが現状である。 

	 セロトニン（5-HT）は、L-トリプトファンからトリプトファンヒドロキシラーゼ（TPH）

により生合成されるモノアミン神経伝達物質の１つである。5-HTは中枢神経や消化管で生合

成されるが、特に消化管粘膜に存在する腸クロム親和性（Enterochromaffin: EC）細胞では生

体内の約98%が生合成される [3-4]。5-HTの作用は、5-HT受容体を介するが、5-HT受容体に

は5-HT1〜5-HT7の7つの主要なサブタイプが存在しており、さらにそれらは14のサブファミ

リーに分類される（Figure 1）[5]。5-HT受容体サブタイプの中で、5-HT3受容体だけがイオン

チャンネル共役型受容体であり、その他はすべてGタンパク質共役型受容体である。5-HT受

容体は、脳や脊髄、消化管など幅広く分布している [6]。消化管においても、多くの5-HT受

容体サブタイプの発現が知られているが、なかでも5-HT3受容体は、蠕動運動、粘液分泌、知

覚さらには嘔吐などの各種消化管機能と関連していることが明らかになっている [7-9]。実際、

今日の臨床現場において、5-HT3受容体拮抗薬が抗がん剤の副作用として知られる悪心・嘔吐

や下痢型の過敏性腸症候群（IBS）の治療に使用されている [10-12]。 

	 Ghia et al. [13] は、TPH-1の遺伝子を欠損したマウスあるいはTPH阻害薬であるp-クロロフ

ェニルアラニン（PCPA）の前処置により内因性5-HTを枯渇させたマウスでは、デキストラン

硫酸ナトリウム（DSS）誘起大腸炎が有意に抑制されることを報告した。また、トリニトロ

ベンゼンスルホン酸またはジニトロベンゼンスルホン酸（TNBSまたはDNBS）やDSS誘起大

腸炎モデル、さらにはIBD患者において、EC細胞数や5-HT含量が増加することが示されてい

る [14-16]。これらの知見から、IBDの病態に内因性5-HTが関与していることが推察されるが、

5-HT受容体サブタイプとの関連やその機序に関しては不明である。  
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	 当研究室では以前、非ステロイド性抗炎症薬であるインドメタシンにより誘起される小腸

傷害および抗がん剤である5-フルオロウラシル誘起腸炎が、5-HT3受容体拮抗薬の投与により

有意に抑制されることを明らかにした [17-18]。ゆえに、5-HT受容体サブタイプの中でも

5-HT3受容体がIBDの病態に関与している可能性が推察されるが、5-HT3受容体に着目した研

究はこれまで行われていなかった。 

	 タキキニンファミリーに属するサブスタンスPは、11個のアミノ酸からなる神経ペプチドと

して主に中枢および末梢神経系に存在している [19]。タキキニンの作用はニューロキニン

（NK）受容体を介している。NK受容体はGタンパク共役型受容体であり、NK1、NK2および

NK3受容体の3つのサブタイプが存在しており、SPは主にNK1受容体との親和性が高い 

[20-21]。消化管においてSPは、消化管運動、血管透過性の亢進や上皮細胞でのイオン輸送な

どに関与している [22-23]。また、中枢において嘔吐反射を活性化することも知られており、

NK1受容体拮抗薬は5-HT3受容体拮抗薬と同様に抗がん剤の副作用による悪心・嘔吐の治療薬

として使用されている [24-26]。SPは神経以外では、T細胞やマクロファージ、好酸球、樹状

Figure 1. Schematic representation of the 5-HT cascade via 5-HT receptor. 

Jason Hannon et al. Molecular biology of 5-HT receptors. Behav. Brain. Res. 2008, 195, 198–213.

（一部改変） 
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細胞、肥満細胞などからも放出されることから、炎症・免疫応答にも関与していることも報

告されている [27-28]。 

	 SPもまた、5-HTと同様に消化管疾患の病態に関与している可能性が示唆されている。Engel 

et al. [29] は、SP遺伝子欠損マウスではWTマウスと比較して、TNBS誘起大腸炎の程度が軽度

であることを報告した。また、NK1受容体拮抗薬の投与がIBD患者やマウス大腸炎モデルの病

態を改善することも示されている [30-33]。消化管において、SPと5-HTは消化管運動機能の

調節において協調的に機能していることが知られているものの [34-36]、IBDの病態における

5-HT/5-HT3受容体およびSP/NK1受容体の関連については明らかになっていない。 

	 本研究では、IBDの病態における5-HT/5-HT3受容体およびSP/NK1受容体の役割とそれらの

関連について、IBDの代表的な動物実験モデルであるマウスDSS誘起大腸炎モデルを用いて検

討した。5-HT/5-HT3受容体およびSP/NK1受容体は、これまで様々な疾患の病態に関連するこ

とが知られているものの、大腸炎の病態との関連については十分には解明されていない。し

たがって、IBDの病態における5-HT/5-HT3受容体およびSP/NK1受容体の役割とそれらの関連

の詳細を解明することは、IBDの病態の理解に加えて、IBDの治療における新たなストラテジ

ーの提案に繋がることが期待される。 
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第１章 
 
デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘起マウス大腸炎の病態における

5-HT/5-HT3受容体の役割 
 
 
第１節	 緒言 
 
	 5-HTは、神経伝達や血小板凝集、消化管機能の調節において重要な役割を演じている生理

活性アミンであり、生体内の 5-HT の約 98%が消化管粘膜に存在する腸クロム親和性（EC）

細胞で合成され、その一部は血小板に移行するものの、90%以上が消化管粘膜に常時存在し

ている [4]。これほど大量の 5-HTが消化管に存在しているにもかかわらず、消化管における

5-HTの役割については、運動や分泌機能の調節、嘔吐などとの関連が明らかになっているだ

けであり、種々の消化管疾患、特に IBDとの関連については不明である。 

	 Ghia et al. [13] は、5-HT合成酵素である tryptophan hydroxylase-1（TPH-1）遺伝子欠損マウ

スでは実験的大腸炎が著明に抑制されることを報告した。この遺伝子欠損マウスでは、消化

管における 5-HTは枯渇している。したがって、この結果は IBDの病態に内因性 5-HTが関与

していることを示唆している。しかし、大腸炎の病態における 5-HTの役割の詳細については、

5-HT受容体サブタイプとの関連を含めて不明である。当教室では以前、非ステロイド性抗炎

症薬（Non-steroidal anti-inflammatory drug: NSAID）により誘起される小腸傷害の発生が、TPH

阻害薬である p-chlorophenylalanineの前処置により内因性 5-HTを枯渇させた条件下では著明

に抑制されることを報告した [17]。さらに、各種 5-HT 受容体拮抗薬の影響を検討したとこ

ろ、5-HT3 受容体拮抗薬のみが NSAID 誘起小腸傷害を有意に抑制した。これらの結果は、

NSAID誘起小腸傷害の病態に内因性 5-HTおよび 5-HT3受容体が関与していることを示唆し

ている。抗がん剤である 5-フルオロウラシル（5-FU）誘起腸炎に対しても 5-HT3受容体拮抗

薬の投与は同様に抑制効果を発揮した [18]。しかし、IBD の病態における 5-HT/5-HT3 受容

体の関与、さらには病態の進展・増悪の機序については不明である。IBDの病態における 5-HT

の役割について、5-HT受容体サブタイプとの関連を明らかにすることは、治療標的としての

有用性を明らかにする点からも興味あるところである。 

	 本章では、IBD の病態における 5-HT/5-HT3 受容体の関与について、代表的な IBD の病態

モデルであるデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘起マウス大腸炎を用いて、5-HT3 受容

体拮抗薬の効果を中心に検討した。さらに、5-HTおよび 5-HT3受容体の発現分布および大腸

炎発症時における発現変化を免疫組織学的手法により解析することで、IBD の病態修飾にお

ける 5-HT/5-HT3受容体の役割解明を試みた。  
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第２節	 実験材料と方法 
 
１.	 実験動物 

	 実験には 9-12週齢の雄性 C57BL/6Jマウス（20-24 g）（SLC、静岡）を使用した。動物は標

準的実験条件である温度 22 ± 1�および 12時間毎に明暗となる環境下で飼育し、固形飼料お

よび水道水を自由飲水させた。1 週間以上予備飼育した後、無作為に群分けを行い、実験を

行った。本研究における動物実験はすべて京都薬科大学動物実験委員会に申請し、承認を得

た上で「京都薬科大学動物実験実施規程」に準じて実施した。また、動物実験は ARRIVEガ

イドライン [5, 37] に則って、法令遵守している。 

 

２.	 使用薬物 

	 デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）は、和光純薬（Molecuar weight: 5,000; 大阪）より購

入した。5-HT3 受容体拮抗薬であるラモセトロンは、アステラス製薬（東京）よりご供与い

ただき、オンダンセトロンは LKT Laboratories（St. Paul, MN, USA）より購入した。カルボキ

シメチルセルロース（CMC）は、ナカライテスク（京都）より購入した。DSSは、終濃度が

2%もしくは 2.5%となるようにバイオサイエンスリサーチセンター（BSRC）の Specific 

Pathogen Free（SPF）エリア内の滅菌済水道水で溶解して使用した。ラモセトロンは滅菌処理

済 0.5%CMC溶液に溶解、またオンダンセトロンは滅菌処理済 0.5%CMC溶液で懸濁して使用

した。これら 5-HT3受容体拮抗薬は使用直前に調整し、0.1 mL/10 gの容量で経口投与した。 

 

３.	 デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘起マウス大腸炎 

	 DSS 誘起大腸炎は、マウスに 2.5%DSS 溶液を 10 日間、給水ボトルを用いて自由飲水させ

ることにより惹起させた。経日的に体重を測定し、下痢・下血を観察した。5-HT3 受容体拮

抗薬であるラモセトロン（0.01、0.03および 0.1 mg/kg）およびオンダンセトロン（5 mg/kg）

は 1 日 2 回経口投与を 10 日間行った。また、正常群（Normal群）および対照群である DSS

単独処置群（Control群）には、滅菌済水道水を自由飲水させ、同容量の 0.5%CMCを経口投

与した。 

 

４.	 Disease activity index（DAI）スコアの評価 

	 DAIはWirtz et al. [38] および Ghia et al. [39] の方法に準じて行った。すなわち、動物の体

重減少率（0–4）、下痢（0–4）および下血（0–4）をそれぞれスコア化し合算した（Table 1）。

糞便中の潜血は、Hemoccult Ⅱ SENSA test（Beckan Coulter, Fullertonm, CA, USA）を用いて

検出した。DAIスコアの最低値は 0、最大値は 12である。DAIの評価は、2人の評価者が盲

検で行い、平均値を算出した。 
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５.	 Myeloperoxidase（MPO）活性の測定 

	 大腸粘膜への好中球浸潤の指標である大腸粘膜 MPO活性は、Bradley et al. [40] の方法を一

部改変して測定した。すなわち、DSS 処置最終日に動物を炭酸ガスで致死させ、盲腸から結

腸までを摘出した。氷冷したリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で腸管内を洗浄し、組織の近位

結腸から直腸に沿って一部をサンプリングした後、0.5%臭化ヘキサデチルトリメチルアンモ

ニウム溶液（pH 6.0; 和光純薬、大阪）を含む 50 mM リン酸緩衝液中でガラス-ガラスホモジ

ナイザーを用いて均質化した。均質化した各サンプルはアセトン・ドライアイスを用いて急

速凍結と融解を 3回繰り返した後、4℃、2,000 rpmで 10分間遠心分離した。マイクロプレー

ト（AGCテクノグラス、静岡）に、回収した上清 5 µLと 10 mMリン酸緩衝液（pH 6.0）95 µL

および 1.5 M オルトジアニシジン塩酸塩（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Luis, USA）を含む

0.0005%（w/v）過酸化水素水（和光純薬、大阪）50 µLを添加し、各サンプルの 450 nmにお

ける吸光度変化をマイクロプレートリーダー（MULTISKAN GO; Thermo Fisher SCIENTIFIC, 

Massachusetts, USA）で測定した。MPO活性は次式にしたがって算出した。 

 

MPO activity (µmol H2O2/min mg protein) = (OD/min) / (OD/min H2O2) × mg protein 

 

６.	 各種サイトカイン mRNA発現の定量 

	 DSS処置後、0、3、7および 10日目の大腸組織を摘出し、氷冷した PBSで洗浄した後、遠

位結腸部位を切り取り、RNA later（Ambion, Austin, TX, USA）浸し、使用するまで 4℃で保存

した。大腸腸組織中の全 RNA は、Sepasol RNA-Ⅰ（ナカライテスク、京都）を用い、テフロ

ン・ガラスホモジナイザーにより均質化した。Sepasol RNA-Ⅰの 1/5容量のクロロホルムを添

加して転倒混和した後、4℃、14,000 rpmで遠心分離した。回収した上清（水相）は予め 500 µL

のイソプロピルアルコールを入れたマイクロチューブに静かに重層し、室温で 10分間静置し

た後、4℃、14,000 rpm で遠心分離した。上清を除去し、沈殿物（全 RNA）を 75%エタノー

ル溶液で洗浄した後、風乾し、Diethylpyrocarbonate（DEPC）処理水に溶解した。逆転写反応

Socre Body weight loss Diarrhea Bleeding

0 < 5% normal no blood

1 5-10% soft, but still formed occult blood in stool

2 10-15% very soft traces of blood visible

3 15-20% diarrhea grossly blood stool

4 >20% severe diarrhea rectal bleeding

     Table 1.  Disease activity index (DAI)
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は、PrimeScript Reverse Transcriptase（タカラ、滋賀）を用いて行った。腫瘍壊死因子-α（TNF-α; 

MA097070）、誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS; MA063888）、インターフェロン-γ（IFN-γ; 

MA025911）、インターロイキン-17A（IL-17A; MA086724）および IL-10（MA029057）mRNA

発現量の測定は、リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Real Time RT-PCR）により行

った。反応液である SYBR Premix Ex Taq（タカラ、滋賀）により、Thermal Cycler Dice® Real 

Time System II（タカラ、滋賀）を用いて、95℃ 30秒を 1サイクル後、95℃5秒、60℃ 30秒

を 40サイクル行い測定した。β-アクチン（β-actin; MA050368）遺伝子をハウスキーピング遺

伝子とし、ΔΔCt法により各遺伝子の発現を相対的に定量した。本研究において用いた各種プ

ライマーは、TAKARA perfect Real Time Primer サポートシステムより作製した。各群におけ

るサイトカイン mRNA発現量は、β-actin mRNAにて標準化し、正常群（Normal群）の mRNA

発現量に対する比として表示した。 

 

７.	 蛍光免疫組織染色 

	 DSS処置後 3、7および 10日目と DSS未処置（0日目）の大腸組織を摘出し、氷冷 PBSで

洗浄した後、4%パラホルムアルデヒド（和光純薬、大阪）で 4℃、2 時間固定した。PBS で

さらに 4℃、2時間処置した後、20%スクロース溶液に浸し、4℃で一晩インキュベートした。

遠位結腸組織をドライアイスと Optimal Cutting Temperature compound（Sakura Finetek, 東京）

を用いて凍結包埋し、クライオスタット（Leica Instruments, Nussloch, Germany）を用いて厚さ

30 µmの切片にし、MASコーティングスライドガラス（松浪硝子、大阪）上に薄切した。5-HT、

5-HT3受容体、CD11b（マクロファージマーカー）、Vesicular acetylcholine transporter (VAChT:

コリン作動神経マーカー) およびサブスタンス P（SP）の蛍光免疫染色は Matsumoto et al. [41] 

の方法を参考に行った。以下に、本章で用いた一次抗体および二次抗体を示す（Table 2およ

び 3）。 

 

 

 

Target Host Consentration Company

anti serotonin goat 1:4000 Immunostar, Hudson, WI, USA

anti 5-HT3 receptor rabbit 1:100 Calbiochem, Darmstadat, Germay

anti CD11b rat 1:400 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

anti veicular Ach
transporter (VAChT)

goat 1:4000 Phonix, Burlingame, CA, USA

anti Substance P guinea pig 1:4000 Abcam, Cambridge, UK

     Table 2.  primary antibody



 8 

 
 

	 すなわち、二次抗体の非特異的結合を防ぐために、スライドガラス上の組織切片に 10% 

normal donkey serumを添加し、室温で 1時間ブロッキングを行った。0.2% Triton X含有 PBS

（PBST）で 3回洗浄後、一次抗体（Table. 1）を添加し、室温で 40時間インキュベートした。

PBSTで 3回洗浄後、標的タンパクを可視化するため、各一次抗体に対する二次抗体（Table. 2）

を添加し、4時間室温でインキュベートした。PBSTで 3回洗浄後、カバーガラスで固定およ

び核染色（DAPI）を行った（Hard Set Mounting Medium with DAPI; VECTOR LABORATORIES, 

California, USA）。蛍光免疫組織学的観察には、フルオレセインイソチオシアネート（488 nm）

またはテトラメチルローダミンイソチオシアネート（543 nm）に適した励起波長に設定した

共焦点顕微鏡（FV-1000；オリンパスおよび A1R+；ニコン、東京）を用いて、0.5 µmの間隔

で 50-60枚の連続切片像を撮影した。その後、Fluoviewバージョン 1.7aソフトウェア（オリ

ンパス、東京）の Z-スタックシステムにより複数の画像を単一平面に投影し再構成した。200

倍率の共焦点顕微鏡下で水平方向に切片した大腸粘膜中における 100 µm2あたりの免疫陽性

細胞および神経線維の数を計数した。また、ImageJ1.48v ソフトウェアを用いて 200 倍率下、

100 µm2における水平断面の粘膜組織中における免疫陽性神経線維の長さを測定した。全ての

計測は 2名の測定者により盲検で行い、平均値を算出した。 

 

８.	 統計学的検討 

	 本研究におけるデータおよび統計学的検討は、薬理学における実験計画と解析に関する推

奨事項に準拠する [42]。データは標準平均 ± 標準誤差（S.E.M.）として示した。統計解析に

は Graphad Prism 6.0f（GraphPad Software, La Jolla, CA, USA）解析ソフトを用いた。大腸の長

さ、MPO 活性、神経の本数および長さ、そして細胞の数における統計学的有意性は one-way 

ANOVAにより標本の平均を比較し、パラメトリック検定として Holm-Sidakの多重比較検定、

もしくは Student の t 検定を用いて行った。一方、DAI スコア、組織学的評価および mRNA

発現量における統計学的有意性は Kruskal-Wallisの one-way ANOVAにより標本の平均を比較

し、ノンパラメトリック検定として Dunn の多重比較検定を用いて行った。いずれの統計学

antibody Consentration Campany

fluorescein isothiocyanate-labelled donkey
anti-rabbit 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-guinea pig 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-goat 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-rat 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

     Table 3.  secondary antibody
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的有意性も、P値<0.05の場合に有意であると判定した。 
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第３節	 結果 
 

１.	 5-HT3受容体拮抗薬の投与による DSS誘起大腸炎の抑制効果 

	 2.5%DSS溶液の自由飲水投与は、Control群において経日的な体重減少および下痢・下血を

惹起し、10日目における DAIは 9.4 ± 0.7に達し、Normal群の DAIスコア（0.38 ± 0.2）と比

較して有意に増大した（Fig. 1A）。5-HT3受容体拮抗薬であるラモセトロン（0.01、0.03およ

び 0.1 mg/kg）の投与は、DSS処置による体重減少および下痢・下血を抑制し、10日目におけ

る DAI の増大は用量依存的かつ 0.03 mg/kg 以上の用量で有意に抑制され、0.03 および 0.1 

mg/kgの用量における DAIはそれぞれ 6.4 ± 0.9および 5.1 ± 0.9であった。5-HT3受容体拮抗

薬の効果をさらに検証するため、他の 5-HT3受容体拮抗薬であるオンダンセトロンについて

も同様な検討を行ったところ、DSS処置による DAIの増大は、ラモセトロンと同様にオンダ

ンセトロン（5 mg/kg）の投与有意に抑制され、DAIは 5.6 ± 0.8であった。 

	 DSS 誘起大腸炎モデルにおいては、傷害の程度に依存して大腸の短縮が観察される。本研

究においても、Normal群における大腸の長さは 8.7 ± 0.2 cmであったが、DSS処置 10日目に

は大腸の長さは 6.4 ± 0.1 cmまで短縮した。ラモセトロン（0.01、0.03および 0.1 mg/kg）の投

与は、DSS処置による大腸の短縮を用量依存的かつ 0.01 mg/kgの用量から有意に抑制し、大

腸の長さはそれぞれ 7.7 ± 0.1、7.9 ± 0.2 および 8.4 ± 0.2 cmであった（Fig. 2B）。同様な DSS

処置による大腸の短縮の抑制効果は、オンダンセトロン（5 mg/kg）の投与によっても認めら

れ、大腸の長さは 8.2 ± 0.2 cmであった。 

	 組織学的評価において、DSS処置 10日目の Control群の大腸組織では、上皮の傷害、杯細

胞の消失、粘膜の肥厚および高度の炎症性細胞の浸潤が確認でき、組織学的スコアは 3.1 ± 0.3

であった（Fig. 2Cおよび 2B）。ラモセトロン（0.01、0.03および 0.1 mg/kg）の投与は、DSS

処置による組織学的傷害を用量依存的かつ 0.03 mg/kgの用量から有意に抑制し、0.03および

0.1 mg/kgの用量における組織学的スコアはそれぞれ 2.3 ± 0.3および 1.5 ± 0.3であった。オン

ダンセトロンの投与も同様に、DSS処置による組織学的スコアを 1.6 ± 0.2まで有意に低下さ

せた。 

	 大腸粘膜への好中球浸潤の指標である大腸組織中 MPO 活性は、正常粘膜では 0.03 ± 0.01	

µmol H2O2/mg proteinであったが、DSS処置 10日目には 0.09 ± 0.04 µmol H2O2/mg proteinまで

著明に増大した。この増大はラモセトロン（0.1 mg/kg）およびオンダンセトロン（5 mg/kg）

の投与により有意に抑制され、MPO 活性はそれぞれ 0.03 ± 0.02 および 0.04 ± 0.01 µmol 

H2O2/mg proteinであった（Fig. 3）。 

	 以上の結果より、DSS誘起大腸炎における体重減少、下痢・下血、組織学的傷害および好

中球浸潤などの炎症反応は、5-HT3受容体拮抗薬であるラモセトロンおよびオンダンセトロ

ンの投与により有意に抑制することが判明した。 
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Figure 1. Effects of ramosetron (Ramo) and ondansetron (Onda) on increase in DAI during 

DSS treatment. Animals were exposed to 2.5% DSS for 10 days, while Ramo (0.01–0.1 mg/kg) 

and Onda (5 mg/kg) were administered p.o. twice daily. DAI was determined on days 0, 3, 7, and 

10 following the onset of DSS treatment. Data are presented as the mean ± S.E.M for 8 mice per 

group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P < 0.05 for the comparison with 

normal mice (DSS untreated). 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

3

6

9

12

D
A

I�

12�

9�

6�

3�

0�
10�7�3�0�

Days�

Normal�
Control (DSS)�
Ramo (0.01 mg/kg)�
Ramo (0.03 mg/kg)�
Ramo (0.1 mg/kg)�
Onda (5 mg/kg)�

*�

*�
*�

*�
*�*�

#�

#�

#�



 12 

 

 

  

0

2

4

6

8

10

C
ol

on
 le

ng
th

 (c
m

)�

10�

8�

6�

4�

0�

2�

Normal�Control 
(DSS)�

Ramo�

0.03� 0.1�0.01� 5�

Onda�

mg/kg�

#�
*� *� *� *�

0

1

2

3

4

H
is

to
lo

gi
ca

l s
co

re
�

4�

3�

2�

0�

1�

Ramo�

0.03� 0.1�0.01� 5�

Onda�

mg/kg�

#�

*�

*� *�

Normal�Control 
(DSS)�

A� B�

Normal� Control (DSS)�

Ramo� Onda�

C�

Figure 2. Effects of ramosetron (Ramo) and ondansetron (Onda) on DSS-induced shortening 

of colon length and histological damage. Animals were exposed to 2.5% DSS for 10 days, while 

Ramo (0.01–0.1 mg/kg) and Onda (5 mg/kg) were administered p.o. twice daily. (A) Colon length 

and (C) histological score were examined on day 10. Data are presented as the mean ± SEM for 8 

mice per group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P < 0.05 for the 

comparison with normal mice (DSS untreated). (C) Representative images of DSS-induced 

histological damage in the colon. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 3. Effects of ramosetron (Ramo) and ondansetron (Onda) on increase in MPO activity 

during DSS treatment. Animals were exposed to 2.5% DSS for 10 days, while Ramo (0.1 mg/kg) 

and Onda (5 mg/kg) were administered p.o. twice daily. MPO activity was determined on days 10 

following the onset of DSS treatment. Data are presented as the mean ± S.E.M for 8 mice per 

group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P < 0.05 for the comparison with 

normal mice (DSS untreated). 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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２.	 DSS誘起大腸炎の病態における炎症性メディエーター発現の経日的変化 

	 2.5%DSS溶液の自由飲水投与は、大腸組織中における IFN-γおよび IL-17 mRNA発現を著

明に増大し、その増大は 7日目に最大に達し（それぞれ 0日目の 9.7 ± 5.0および 6.9 ± 2.1倍）、

それらの増大は 10日目には減弱した（Fig. 4）。一方、iNOSおよび TNF-α mRNA発現は DSS

処置により経日的に増大し、7 日目以降もさらなる増大が観察された。DSS 処置 7 日目にお

ける iNOSおよび TNF-α mRNA発現の増大はそれぞれ 0日目の 9.8 ± 4.3および 4.8 ± 1.1倍で

あった。IL-10 mRNA発現は DSS処置により何ら変化は認められなかった。 
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Figure 4. Changes in expression levels of various inflammatory mediators during DSS 

treatment. Animals were exposed to 2.5% DSS for 10 days. Expression levels of iNOS, TNF-α, 

IFN-γ, IL-17, and IL-10 mRNA were standardized to that of β-actin mRNA and normalized to the 

mean value for day 0 (DSS untreated) at each time point. Data are presented as the mean ± S.E.M. 

for 8 mice per group. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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３.	 炎症性サイトカイン mRNA発現増大に対する 5-HT3受容体拮抗薬の効果 

	 DSS処置 7日目の大腸組織における iNOS（Fig. 5A）、TNF-α（Fig. 5B）、IFN-γ（Fig. 5C）

および IL-17（Fig. 5D） mRNA発現はそれぞれ Normal群の 6.7 ± 3.7、3.3 ± 0.6、7.9 ± 4.2 お

よび 4.5 ± 1.9倍に増大した。これらの増大は 5-HT3受容体拮抗薬であるラモセトロン（0.1 

mg/kg）の投与によりそれぞれ Normal群の 1.9 ± 0.4、1.3 ± 0.1、2.3 ± 0.6 および 1.2 ± 0.2倍

まで抑制された。同様に、オンダンセトロン（5 mg/kg）の投与も DSS処置によるこれら炎症

性メディエーター発現の増大をそれぞれ Normal群の 1.2 ± 0.8、1.6 ± 0.4、2.0 ± 2.5 および 0.4 

± 0.4倍まで抑制した。IL-10 mRNA発現は DSS処置、さらにはラモセトロンおよびオンダン

セトロンの投与によっても何ら変化は認められなかった（Fig. 5E）。これらの結果から、DSS

誘起大腸粘膜においては、各種炎症性メディエーター発現の増大が観察され、それらの増大

はいずれも 5-HT3受容体拮抗薬の投与により抑制されることが明らかになった。  
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Figure 5. Effect of ramosetron (Ramo) and ondansetron (Onda) on DSS-induced expression 

of inflammatory mediators in the colon. Animals were exposed to 2.5% DSS for 7 days, while 

Ramo (0.01–0.1 mg/kg) or Onda (5 mg/kg) were administered p.o. twice daily. (A) iNOS, (B) 

TNF-α, (C) IFN-γ, (D) IL-17 and (E) IL-10 mRNA expression were standardized to that of β-actin 

mRNA and normalized to the mean value for normal (DSS untreated) mice. Data are presented as 

the mean ± S.E.M. for 8 mice per group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P 

< 0.05 for the comparison with normal mice (DSS untreated). 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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４.	 大腸炎粘膜における 5-HT陽性細胞数の経日的変化 

	 大腸粘膜における 5-HT発現を免疫組織学的に検討した。正常大腸粘膜において 5-HT発現

のほとんどは広範かつ細胞様に認められ、5-HT陽性細胞数は 39.3 ± 2.9個であった（Fig. 6A

および 6B）。2.5%DSS処置は、大腸粘膜における 5-HT陽性細胞を経日的に増加させ、7日目

に最大に達したが（116.2 ± 11.1個）、10日目にはほぼ正常レベルにまで減少した。 
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Figure 6. Change in the number of 5-HT-immunoreactive cells in the mouse colonic mucosa during 

DSS treatment. Animals were exposed to 2.5% DSS for 10 days, and the number of 5-HT-positive cells 

was determined immunohistochemically using an anti-5-HT antibody on days 0, 3, 7, and 10. (A) 

Representative images showing immunohistochemical detection of 5-HT-positive cells on day 0 and 7. Scale 

bars: 50 µm. (B) Data are presented as the mean ± S.E.M. for 8 mice per group. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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５.	 大腸炎粘膜における 5-HT3受容体発現の変化 

	 大腸粘膜における 5-HT3受容体の発現を免疫組織学的に検討した。正常大腸粘膜において

は、5-HT3受容体は主に粘膜下層の神経線維に、また一部細胞様に認められた（Fig. 7A）。正

常大腸粘膜における 5-HT3受容体陽性神経の数および長さは、それぞれ 11.6 ± 0.9本および

556.8 ± 37.7 µmであった。2.5%DSS処置 7日目には、大腸粘膜における 5-HT3受容体陽性神

経の数および長さは、それぞれ 17.7 ± 0.1本および 994.0 ± 55.0 µmにまで著明に増大した（Fig. 

7Aおよび 7B）。一方、5-HT3受容体陽性細胞の多くはマクロファージなどの炎症性細胞のマ

ーカーである CD11bと共局在したが、正常（1.2 ± 0.4個）および大腸炎粘膜における 5-HT3

陽性細胞数（1.4 ± 0.5個）の間に何ら変化は認められなかった（Fig. 8Aおよび 8B）。 
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Figure 7. Change in the number and length of 5-HT3 receptor (5-HT3R)-positive never 

fibers in the colonic mucosa with or without DSS treatment. Animals were exposed to 2.5% 

DSS for 7 days, and the expression of 5-HT3R was examined immunohistochemically. (A) 

Representative images showing the expression of 5-HT3R in the colonic mucosa of normal (DSS 

untreated) and control (DSS) mice on transverse and horizontal sections. Scale bars: 20 µm. 

Arrows indicate 5-HT3R-positive cells. (B) The numbers and lengths of 5-HT3R-positive nerve 

fibers were determined in 100 µm squares on horizontal section. Data are presented as the mean ± 

S.E.M. for 5 mice per group. *P < 0.05 for the comparison between normal and control mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 8. Change in 5-HT3 receptor (5-HT3R)-positive cells in the colonic mucosa with or 

without DSS treatment. Animals were exposed to 2.5% DSS for 7 days, and the expression of 

5-HT3R-positive cells was examined immunohistochemically. (A) Double staining of 5-HT3R 

(green) and CD11b (red) in a horizontal section of the colonic mucosa in control mice. Arrows 

indicate typical double-positive cells for 5-HT3R and CD11b. (B) The numbers and lengths of 

5-HT3R-positive cells were determined in 100 µm squares on horizontal section. Data are 

presented as the mean ± S.E.M. for 5 mice per group. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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	 5-HT3受容体陽性神経を同定するため、コリン作動性神経マーカーである VAChTおよび一

次求心性知覚神経マーカーである SPとの蛍光二重免疫染色を行った。正常大腸粘膜において、

5-HT3受容体陽性神経と VAChT陽性神経の陽性率は、数および長さにおいてそれぞれ 90.3%

および 85.9%であった（Fig. 9Aおよび 9B）。DSS処置 7日目の大腸炎粘膜においては、正常

粘膜と比較して 5-HT3受容体陽性神経は有意に増大したが、VAChT陽性神経数は何ら変化せ

ず、結果として 5-HT3 受容体陽性神経における VAChT 陽性率は、数および長さにおいてそ

れぞれ 60.0%および 56.5%にまで低下した。一方、正常大腸粘膜における 5-HT3 受容体陽性

神経は、ごく一部が SP陽性神経であるに過ぎず、その陽性率は数および長さにおいてそれぞ

れ 19.7%および 19.4%であった。DSS処置 7日目の大腸炎粘膜においては、5-HT3受容体と同

様に SP陽性神経が顕著に増加し、5-HT3受容体陽性神経における SP陽性率は数および長さ

においてそれぞれ 44.2%および 44.9%にまで有意に増大した（Fig.10Aおよび 10B）。以上の結

果より、正常大腸粘膜において 5-HT3受容体は主としてコリン作動性神経に発現していたが、

大腸炎粘膜では 5-HT3 受容体は SP 陽性一次求心性知覚神経において発現が増大することが

明らかになった。 
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Figure 9. Changes in the number and length of 5-HT3 receptor (5-HT3R)- and VAChT 

-positive nerve fibers in the colonic mucosa with or without DSS treatment. Animals were 

exposed to 2.5% DSS for 7 days, and the expression of 5-HT3R and VAChT was examined 

immunohistochemically. (A) Representative images showing the double staining for 5-HT3R 

(green) and VAChT (red) in normal (DSS untreated) and control (DSS) mice. Scale bars: 20 µm. 

Arrows indicate double-positive nerve fibers, while arrow heads indicate nerve fibers that were 

single positive for 5-HT3R. (B) The numbers and lengths of nerve fibers positive for 5-HT3R and 

double positive for VAChT and 5-HT3 receptors. Immunopositive nerve fibers were determined in 

100 µm squares in normal and control mice, and data are presented as the mean ± S.E.M. for 5 

mice per group. *P < 0.05 for the comparison between normal and control mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 10. Changes in the number and length of 5-HT3 receptor (5-HT3R)- and SP-positive 

nerve fibers in the colonic mucosa with or without DSS treatment. Animals were exposed to 

2.5% DSS for 7 days, and the expression of 5-HT3R and SP was examined 

immunohistochemically. (A) Representative images showing the double staining for 5-HT3R 

(green) and SP (red) in normal (DSS untreated) and control (DSS) mice. Scale bars: 20 µm. 

Arrows indicate double-positive nerve fibers, while arrow heads indicate nerve fibers that were 

single positive for 5-HT3R. (B) The numbers and lengths of nerve fibers positive for 5-HT3R and 

double positive for SP and 5-HT3 receptors. Immunopositive nerve fibers were determined in 100 

µm squares in normal and control mice, and data are presented as the mean ± S.E.M. for 5 mice 

per group. *P < 0.05 for the comparison between normal and control mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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第４節	 考察 

 

	 近年、内因性5-HTが消化管における炎症・免疫応答の調節に関与している可能性を報告さ

れているが[13, 43-44]、その詳細については、5-HT受容体サブタイプとの関連も含めて不明な

部分が多い。本章では、IBDの代表的な動物実験モデルであるDSS誘起大腸炎の病態における

5-HTおよび5-HT3受容体の関与について、選択的5-HT3受容体拮抗薬を用いて検討した。5-HT3

受容体拮抗薬であるラモセトロンの投与は、2.5%DSS処置により誘起される体重減少、下痢・

下血、MPO活性の上昇を伴う重篤な大腸炎を用量依存的かつ有意に抑制することを見出した。

これらの結果は、5-HT3受容体拮抗薬がNSAIDや抗がん剤により誘起される小腸傷害や術後

腸閉塞などの腸管の炎症性病変を改善するという当研究室を含む過去の報告と一致するもの

である [16, 18]。ゆえに、IBDの病態においても5-HT/5-HT3受容体が関与しているものと推察

される。 

	 IBDの病因および病態は未だ不明な部分が多いが、様々な炎症性メディエーターの関与、

腸内細菌による免疫異常、遺伝的要因などが知られている [45-47]。DSS誘起大腸炎の病態に

おいても、これら炎症性メディエーターや腸内細菌が関与していることが明らかになってい

る [48-50]。本章の検討において、DSS処置は大腸組織におけるTNF-α、IFN-γ、IL-17Aおよび

iNOS mRNA発現を著明に増大させたが、IFN-γおよびIL-17A mRNA発現の増大は7日目に最大

に達し、その後10日目にはそれらの増大は減弱した。一方、iNOSおよびTNF-α mRNA発現の

増大は7日目以降も持続し、特にiNOS発現は10日目にはさらなる顕著な増大が観察された。

同様な炎症性メディエーターの発現変化は、Nishikawa et al. [51] によっても報告されている。

すなわち、IFN-γおよびIL-17Aは免疫調節性サイトカインであり、それらの下流に位置する

TNF-αなどの炎症性サイカインやiNOSなどの局所炎症に直接関連する炎症性メディエーター

の調節に寄与しているものと推察される。実際、Iwakura et al. [52] は、これらの免疫調節性

サイトカインが炎症性サイトカインやケモカインの産生を促進することにより炎症局所への

白血球の遊走を促進することを明らかにしている。本章の検討において、DSS処置7日目にお

けるTNF-α、IFN-γ、IL-17AおよびiNOS mRNAの発現の増大はいずれも、ラモセトロンおよび

オンダンセトロンの投与により顕著に抑制された。これらの結果は、DSS誘起大腸炎の病態

の進展・増悪には、5-HT/5-HT3受容体の活性化を介した炎症性メディエーター発現の増大が

関与していることを示唆している。 

	 最近、Margolis et al. [53] は、消化管炎症にはEC細胞由来の5-HTが重要であることを報告し

ている。彼らは、TPH阻害薬の投与は消化管粘膜や血液中の5-HT含量を低下させるが、消化

管の筋層間神経叢や脳内の5-HT含量には影響しないこと、またTPH阻害薬はトリニトロベン

ゼンスルホン酸（TNBS）誘発大腸炎を抑制するが、消化管運動機能には影響しないことを明

らかにした。さらに、大腸におけるEC細胞数がIBD患者 [54-55]、さらにはDSSやTNBSによ
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り誘起される実験的大腸炎モデルにおいて増加していることが報告されている  [14, 40, 

56-57]。 

当研究室の以前の検討においても、NSAID誘起小腸傷害の発生がTPH阻害薬により内因性

5-HTを枯渇させた条件下では顕著に抑制されることを観察している [16]。本章の検討におい

て、大腸粘膜における5-HT含有細胞（ほとんどはEC細胞であると考えられる）は、DSS処置

により著明に増加し、その増加は7日目に最大に達したが、10日目には減少していた。10日目

におけるEC細胞数の減少は、大腸炎の進展に伴い組織傷害が進行した結果、EC細胞が消失し

たことによるものと考えられる。しかし、大腸炎発症時におけるEC細胞の増加および5-HT遊

離の機序については不明である。おそらく、腸内細菌やそれらの産生物、あるいは炎症性メ

ディエーターなどによる可能性が指摘されているが [57-59]、この点についてはさらなる研究

が必要である。 

	 DSS誘起大腸炎の病態における 5-HT/5-HT3受容体の役割をさらに解析するため、正常およ

び大腸炎粘膜における 5-HT3受容体の発現局在および変化を蛍光免疫染色により観察した。

正常大腸粘膜においては、5-HT3 受容体は主に粘膜下層の神経に局在しており、ごくわずか

ではあるが粘膜固有層に分布する細胞に発現していた。一方、大腸炎粘膜においては、5-HT3

受容体陽性神経が正常粘膜と比較して、神経本数および長さともに有意に増加したが、粘膜

固有層の 5-HT3受容体陽性細胞数は何ら変化が認められなかった。この 5-HT3受容体陽性細

胞は、CD11b 陽性であることから、マクロファージなどの炎症性細胞であると推察される。

これらの結果は、大腸粘膜においては、5-HT3 受容体は主に神経に発現しており、大腸炎発

症時には 5-HT3受容体陽性神経が増加することが判明した。当研究室の以前の検討では、小

腸粘膜における 5-HT3受容体は主に粘膜固有層に分布するマクロファージに発現しており、

神経における発現はわずかであること観察している [18, 60]。したがって、5-HT3受容体の発

現局在は小腸と大腸で異なっているものと推察されるが、部位により発現が異なる理由につ

いてはさらなる検討が必要である。 

	 5-HT3受容体発現神経を同定するため、蛍光免疫二重染色により検討した。正常大腸粘膜

における 5-HT3受容体のほとんどが VAChT陽性、すなわちコリン作動性神経に発現してい

が、大腸炎粘膜での 5-HT3受容体陽性神経の増加はコリン作動性神経とは一致しなかった。

一方、正常粘膜においては、5-HT3受容体発現は SP陽性一次求心性知覚神経にはわずかに認

められるに過ぎなかったが、大腸炎粘膜における 5-HT3受容体陽性神経の増加は、SP陽性一

次求心性知覚神経とほぼ一致していた。Matsumoto et al. [61] は、大腸粘膜における 5-HT3受

容体陽性神経は主に脊髄および迷走神経求心路に発現していることを報告している。これら

の結果より、DSS誘起大腸炎粘膜では、5-HT3受容体は SP陽性一次求心性知覚神経において

発現が増大し、病態の進展・増悪に寄与しているものと推察される。また、炎症局所におい

て遊離される神経成長因子（NGF）、5-HT、ヒスタミン、プロスタグランジンなどの炎症性

メディエーターが神経線維における神経ペプチドや伝達物質の合成および放出を促進するこ
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とが知られている [62-63]。すなわち、大腸炎粘膜における SPや 5-HT3受容体陽性神経の増

大はこれら炎症性メディエーターにより生じたものと推察される。 

	 以上、本章では、DSS誘起大腸炎の病態に5-HT/5-HT3受容体が関与していることを明らか

にした。大腸炎発症時には、EC細胞の増加に伴い5-HT放出が促進し、SP陽性一次求心性知覚

神経に発現する5-HT3受容体の活性化を介して炎症性メディエーター発現を増大させること

で、大腸炎の病態を進展・増悪させるものと推察される。 
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第５節	 小括 

 

	 本章では、IBDの動物実験モデルであるマウス DSS誘起大腸炎の病態における 5-HT/5-HT3

受容体の役割を明らかにするため、5-HT3受容体拮抗薬を用いて検討し、次の知見を得た。 

 

1. DSS誘起大腸炎に対して、5-HT3受容体拮抗薬の投与は有意な抑制効果を発揮した。 

2. 大腸炎発症時には、5-HTを含有する EC細胞および 5-HT3受容体陽性神経の増加が観察

された。 

3. 大腸炎発症時における 5-HT3受容体陽性神経は主として SP陽性一次知覚神経であった。 

4. 以上の結果より、DSS 誘起大腸炎の病態に 5-HT/5-HT3 受容体が関与していることが判

明した。大腸炎発症時には EC 細胞の増加に伴い 5-HT 放出が促進し、SP 陽性一次求心

性知覚神経に発現する 5-HT3受容体の活性化を介して炎症性メディエーター発現を増大

させることで、大腸炎の病態を進展・増悪させるものと推察される。 
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第２章 
 
デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘起マウス大腸炎の病態におけるサ
ブスタンス P/NK1受容体の役割 
 

 

第１節	 緒言 
 
	 第１章において、DSS誘起大腸炎が 5-HT3受容体拮抗薬であるラモセトロンおよびオンダ

ンセトロンの投与により有意に抑制されることを見出した。実際、DSS 処置による体重減少

や下痢・下血などの全身症状、さらには肉眼的および組織学的大腸炎の程度に加えて、各種

炎症性メディエーター発現の増大も 5-HT3受容体拮抗薬により抑制された。これらの結果は、

5-HT/5-HT3受容体の活性化は炎症性メディエーター発現の増大を介して大腸炎の増悪・進展

に関与している可能性を示唆している。さらに、大腸炎発症時には、5-HT3受容体は SP陽性

一次知覚神経において発現が増大することを観察した。これらの知見は、大腸炎の病態修飾

に、一次求心性知覚神経における 5-HT3 受容体の活性化を介して SP 放出の増大が関与して

いる可能性を示唆している。 

	 SPはタキキニンファミリーに属する神経ペプチドであり、NK1受容体を介して消化管運動

や血管透過性、上皮イオン輸送、さらには免疫応答など様々な機能調節に関与していること

が知られている [61, 64-65]。IBDの病態との関連についても、NK1受容体拮抗薬の投与が各

種実験的大腸炎モデルにおいて抑制効果を発揮することが示されている [30-32]。ゆえに、

SP/NK1 受容体は IBD の病態の進展・増悪に関与しているものと推察されるが、その機序に

ついては不明な部分が多い。Saria et al. [35] は、摘出ラット脊髄において、5-HTの処置が SP

の放出を増大させることを報告している。この現象の 5-HT受容体サブタイプとの関連につい

ては明らかになっていないが、5-HT が SP を放出させる作用を有していることを示唆してお

り、第 1章の知見を支持するものである。また、消化管運動の調節における 5-HT/5-HT3受容

体–SP/NK1受容体経路が関与していることも報告されている [33-35]。したがって、IBDの病

態においても、5-HT/5-HT3受容体–SP/NK1受容体経路が関与している可能性が推察されるが、

これまで両者の関連については不明である。 

	 本章では、マウス DSS誘起大腸炎の病態における SP/NK1受容体の関与について、主とし

て NK1受容体拮抗薬を用いて検討した。さらに、SP/NK1受容体と 5-HT3/5-HT3受容体との

関連を明らかにするため、免疫組織学的手法により、5-HT陽性細胞および SP陽性神経の変

化、また NK1受容体発現局在について検討した。  
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第２節	 実験材料と方法 
 
１.	 実験動物 

	 第１章に準ずる。 

 

２.	 使用薬物 

	 NK1受容体拮抗薬であるアプレピタント（EMEND®）は、小野薬品（大阪）より購入した。

アプレピタントは滅菌処理済 0.5% CMC溶液で懸濁して使用した。薬剤は使用直前に調整し、

0.1 mL/10 g投与した。他の薬物については第 1章に準ずる。 

 

３.	 マウスデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘起大腸炎 

	 DSS誘起大腸炎モデルマウスは、2.5%DSS溶液を 9日間、給水ボトルを用いて自由飲水さ

せることにより惹起させた。NK1受容体拮抗薬であるアプレピタント（1および 3 mg/kg）は

1 日 1 回腹腔内投与を、5-HT3 受容体拮抗薬であるラモセトロン（0.1 mg/kg）は 1 日２回経

口投与を 9日間行った。また、正常群（Normal群）には滅菌済水道水を自由飲水させ、同容

量の 0.5%CMCを腹腔内投与した。また、対照群である DSS単独処置群（Control群）にも同

容量の 0.5%CMCを腹腔内投与した。 

 

４.	 Disease activity index（DAI）スコアの評価 

	 第１章に準ずる。 

 

５.	 Myeloperoxidase（MPO）活性の測定 

	 第１章に準ずる。 

 

６.	 各種サイトカイン mRNA発現の定量 

	 第１章に準ずる。 

 

７.	 蛍光免疫組織染色 

	 以下に、本章で用いた一次抗体および二次抗体を示す（Table 4 および 5）。 

	 NK1受容体の蛍光免疫染色は以下の方法で行った。すなわち、スライドガラス上の組織切

片に 10% normal donkey serumを添加し、室温で 1時間ブロッキングを行った。PBSTで 3回

洗浄後、0.3%過酸化水素溶液（和光純薬）を用いて内因性のペルオキシダーゼを失活させ、

Avidin/Biotin Blocking Kit（VECTOR LABORATORIES）を用いてアビジンおよびビオチンを

いずれも 15分間処置した。PBSTで 3回洗浄後、１次抗体を添加し、室温で 40時間インキュ

ベートを行った。PBSTで 3回洗浄後、ビオチン標識二次抗体を添加し、1時間インキュベー
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トした。PBSTで 3回洗浄後、VECTASTAIN Elite ABC standard Kit （VECTOR LABORATORIES）

を 用 い て ア ビ ジ ン − ビ オ チ ン 標 識 酵 素 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 AMPLIFICATION 

DILUENT/FLUORESCEIN TYRAMDE REAGENT FP1013（PerkinElmer, Massachusetts, USA）を

処置した。PBSTで 3回洗浄後、カバーガラスで固定および核染色（DAPI）を行った（Hard Set 

Mounting Medium with DAPI; VECTOR LABORATORIES）。蛍光免疫組織学的観察は、第 1章

に準ずる。 

 

 
 

 

 

８.	 大腸組織中の SP含量の測定 

	 DSS処置 7日目に大腸組織を採取し、冷 PBSで洗浄後、組織重量を測定した。PBSを溶媒

として大腸組織をガラスホモジナイザーで均質化し、4℃、10分、10,000 gで遠心分離した。

上清中 SPの含量は、酵素免疫測定法（ELISA; Cayman, Ann Arbor, MI, USA）により定量した。 

 

９.	 統計学的検討 

	 第１章に準ずる。  

Target Host Consentration Company

anti serotonin goat 1:4000 Immunostar, Hudson, WI, USA

anti Substance P guinea pig 1:4000 Abcam, Cambridge, UK

anti CD11b rabbit 1:100 Calbiochem, Darmstadat, Germay

anti NK1 receptor rabbit 1:50000 Millipore, Billerica, MA, USA

     Table 4.  primary antibody

antibody Consentration Campany

fluorescein isothiocyanate-labelled donkey
anti-rabbit 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-guinea pig 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-goat 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-labelled
donkey anti-rat 1:400

invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA

biotin-SP-conjugated donkey anti rabbit 1:400 Jackson ImmunoResearch
LABORATORIES, West Grove, PA, USA

     Table 5.  secondary antibody



 30 

第３節	 結果 
 

１.	 DSS誘起大腸炎に対する NK1受容体拮抗薬の効果 

	 2.5%DSSの自由飲水投与は、体重減少および下痢・下血を惹起し、DSS処置 9日目におけ

る DAIは 11.2 ± 0.5に達し、Normal群（0.0 ± 0.0）と比較して明らかに増大した（Fig. 11）。

NK1受容体拮抗薬であるアプレピタント（1および 3 mg/kg）の 1日 1回腹腔内投与は、DSS

処置による DAIの増大を用量依存的かつ有意に抑制し、DAIはそれぞれ 8.5 ± 0.9および 6.3 ± 

0.3であった。 

	 DSS処置 9日目には、Control群では大腸粘膜への好中球浸潤の指標である大腸組織中MPO

活性が 0.09 ± 0.12 µmol H2O2/mg proteinまで著明に増大したが、この増大はアプレピタント（3 

mg/kg）の投与により 0.04 ± 0.02 µmol H2O2/mg proteinまで有意に抑制された（Fig. 12A）。 

	 Normal群の大腸の長さは 6.4 ± 0.3 cmであったが、DSS処置 9日目には 5.3 ± 0.3 cmまで短

縮した。アプレピタント（1および 3 mg/kg）の投与は、DSS処置による大腸の短縮をそれぞ

れ 5.3 ± 0.3 cmおよび 6.0± 0.3 cmまで有意に抑制した（Fig. 12b）。 

	 組織学的評価において、DSS処置 9日目の Control群の大腸組織では、上皮の傷害、杯細胞

の消失、粘膜の肥厚および高度の炎症性細胞の浸潤が観察され、組織学的スコアは 3.5 ± 0.3

であった（Fig. 12Cおよび 12D）。アプレピタント（1および 3 mg/kg）の投与は、DSS処置に

よる組織学的傷害を 3 mg/kgの用量で有意に抑制し、1および 3 mg/kgの用量における組織学

的スコアはそれぞれ 1.8 ± 0.6および 1.3 ± 0.4であった。 

	 DSS処置 7日目には、大腸粘膜 iNOS、TNF-α、IFN-γおよび IL-17A mRNAの発現は著明に

増大し、それぞれ Normal群の 12.0 ± 3.6、3.1 ± 0.5、6.6 ± 2.7および 31.8 ± 12.7倍であった（Fig. 

13）。これら増大は、アプレピタント（3 mg/kg）の投与により抑制され、それぞれ Normal群

の 4.4 ± 1.0、1.5 ± 0.2、2.0 ± 0.1および 16.2 ± 8.6倍であった。 

	 以上より、DSS 誘起大腸炎における体重減少、下痢・下血、組織学的傷害および好中球浸

潤などの炎症反応は、NK1受容体拮抗薬であるアプレピタントの投与により有意に抑制する

ことが判明した。 
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Figure 11. Effect of aprepitant (Aprep) on increase in DAI during DSS treatment. Animals 

were exposed to 2.5% DSS for 9 days, while Aprep (1 and 3 mg/kg) was administered i.p. once 

daily. DAI was determined on days 0, 3, 5, 7 and 9. Data are presented as the mean ± S.E.M. for 6 

mice per group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P < 0.05 for the 

comparison with normal mice (DSS untreated).  

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 12. Effect of aprepitant (Aprep) on DSS-induced increase in MPO activity, shortening 

of colon length, and histological damage. Animals were exposed to 2.5% DSS for 9 days, while 

Aprep (1 and 3 mg/kg) was administered i.p. once daily. (A) MPO activity, (B) Colon length, and 

(C) histological score were examined on day 9. Data are presented as the mean ± S.E.M. for 6 

mice per group. *P < 0.05 for the comparison with control mice (DSS); #P < 0.05 for the 

comparison with normal mice (DSS untreated). (D) Representative images of haematoxylin and 

eosin staining in the colon (×100) on day 9 of the indicated treatments. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 13. Effect of aprepitant (Aprep) on DSS-induced expression of inflammatory 

mediators in the colon. Animals were exposed to 2.5%DSS for 7 days, while Aprep (3 mg/kg) 

was administered i.p. once daily. The mRNA expression of (A) iNOS, (B) TNF-α, (C) IFN-γ, (D) 

IL-17A, and (E) IL-10 was determined by real-time RT-PCR. Expression levels of each mRNA 

was standardized to that of β-actin mRNA and normalized to the mean value in normal (DSS 

untreated) mice. Data are presented as the mean ± S.E.M. for 6 mice per group. *P < 0.05 for the 

comparison with control (DSS); #P < 0.05 for the comparison with normal (DSS untreated) mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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２.	 DSS 誘起大腸炎における SP 陽性神経、5-HT 陽性細胞および組織中 SP 含量の増加に対

するラモセトロンおよびアプレピタントの効果 

	 DSS誘起大腸炎の病態おける 5-HT/5-HT3受容体および SP/NK1受容体の関連を明らかにす

るため、大腸炎粘膜における SP陽性神経、5-HT陽性細胞および組織中 SP含量の増加に対す

るラモセトロンおよびアプレピタントの影響について検討した。 

	 正常大腸粘膜における SP 陽性神経の数および長さはそれぞれ 3.3 ± 0.1 本および 474.4 ± 

20.5 µmであった。DSS処置 7日目においては、SP陽性神経は著明に増大し、数および長さ

においてそれぞれ 5.7 ± 0.2 本および 976.1 ± 81.0 µmであった。DSS処置による SP陽性神経

の増大はラモセトロン（0.1 mg/kg）の投与により有意に抑制され、数および長さにおいてそ

れぞれ 4.5 ± 0.1 本および 705.5 ± 41.7 µmであった（Fig. 14Aおよび B）。 

	 正常大腸粘膜における 5-HT陽性細胞は 36.4 ± 1.0個であり、DSS処置 7日目には 79.4 ± 1.3

個まで増加した。DSS処置による 5-HT陽性細胞の増大は、アプレピタント（3 mg/kg）の投

与によっては何ら影響を受けず、80.5 ± 2.9個であった（Fig. 15Aおよび B）。 

	 大腸粘膜の組織中 SP含量は、正常レベルでは 90.7 ± 6.2 µg/g tissueであったが、DSS処置 7

日目には 132.4 ± 8.5 µg/g tissueまで増大した。DSS処置による組織中 SP含量の増大はラモセ

トロン（0.1 mg/kg）の投与により 86.2 ± 5.3 µg/g tissueまで有意に低下した（Fig. 15C）。 

	 以上の結果より、DSS 処置による SP 陽性神経の増大は、5-HT/5-HT3 受容体の活性化の結

果生じることが明らかになった。すなわち、大腸炎発症時には、5-HT産生の増加による一次

求心性知覚神経上の 5-HT3受容体の活性化を介して、SP放出が増大し、大腸炎の病態が増悪・

進展するものと推察される。 
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Figure 14. Effects of ramosetron (Ramo) on DSS-induced increases in SP-positive nerve 

fibers in the colonic mucosa. Animals were exposed to 2.5% DSS for 7 days while Ramo (0.1 

mg/kg) was administered p.o. twice daily. (A) Representative images showing 

immunohistochemical detection of SP, scale bars: 20 µm. (B) The total numbers and lengths of 

SP-positive nerve fibers were determined in 100 µm squares on horizontal section. Data are 

presented as mean ± S.E.M. for 7–8 mice per group. *P < 0.05 for the comparison with control 

(DSS); #P < 0.05 for the comparison with normal (DSS untreated) mice.  

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 15. Effects of ramosetron (Ramo) and aprepitant (Aprep) on DSS-induced increases 

in 5-HT-positive cells and SP contents in the colonic mucosa. Animals were exposed to 2.5% 

DSS for 7 days while Aprep (3 mg/kg) was administered i.p. once daily. (A) Representative 

images showing immunohistochemical detection of 5-HT. Scale bars: 50 µm. (B) The number of 

5-HT-positive (EC) cells were determined in a 1 mm length. (C) The colonic SP content was 

determined by enzyme immunoassay. Data are presented as mean ± S.E.M. for 7–8 mice per 

group. *P < 0.05 for the comparison with control (DSS); #P < 0.05 for the comparison with 

normal (DSS untreated) mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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３.	 大腸粘膜における NK1受容体の局在 

	 NK1受容体の発現局在を免疫組織学的に検討した。正常大腸粘膜において、NK1受容体の

発現は主に粘膜固有層に分布する細胞に観察された（Fig. 16）。DSS処置 7日目では、大腸粘

膜固有層に分布する NK1受容体陽性細胞数は正常粘膜と比較して顕著に増加した。NK1受容

体陽性細胞を同定するため、マクロファージなど炎症性細胞のマーカーである CD11bと蛍光

二重免疫染色を行ったところ、正常大腸粘膜では 68.1%の NK1受容体陽性細胞が CD11bと共

局在していた（Fig. 17A および B）。DSS 処置 7 日目においては、NK1 受容体および CD11b

陽性細胞はいずれも著明に増加し、77.2%の NK1陽性細胞が CD11b陽性であり、共局在の割

合に変化はなかった。 

 

 

 
 

 

 

  

Normal Control (DSS) 

Figure 16. Expression of NK1 receptors (NK1R) in the colonic mucosa. Animals were exposed 

to 2.5% DSS for 7 days, and the expression of NK1R was examined immunohistochemically. 

Expression of NK1R in the colonic mucosa of normal (DSS untreated) and control (DSS) mice on 

transverse section. Scale bars: 20 µm. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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Figure 17. Characterization of NK1 receptors (NK1R) in the colonic mucosa. Animals were 

exposed to 2.5% DSS for 7 days, and the expression of NK1R was examined 

immunohistochemically. (A) Double staining of NK1 receptors (green) and CD11b (red) in the 

colonic mucosa of normal (DSS untreated) and control (DSS treated) mice on horizontal section. 

Scale bars: 20 µm. (B) The number of cells positive for NK1R and double positive for NK1R and 

CD11b were determined in 100 µm squares in normal and control mice. The number of 

double-positive cells is also expressed as a percentage of the total number of NK1R-positive cells. 

Data are presented as the mean ± S.E.M. for 6 mice per group. Statistical analyses were performed 

using Student’s t-test. *P < 0.05 for the comparison between normal and control mice. 

Utsumi et al., Br. J. Pharmacol. 2016, 173, 1835-1849. 
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第４節	 考察 

 

	 SPがIBDの病態に関与していることはこれまでも報告されている。実際、IBD患者および実

験的大腸炎モデルの大腸においてSPが増大すること [66-67]、またNK1受容体拮抗薬の投与が

大腸炎を抑制することが報告されている [30-32]。本章の検討においても、臨床において抗が

ん剤による嘔吐に対して使用されているNK1受容体拮抗薬であるアプレピタントの投与が、

DSS処置によるDAIおよびMPO活性の増大、大腸の短縮を伴う大腸炎を用量依存的かつ有意

に抑制することを観察した。また、DSS処置による大腸粘膜におけるiNOS、TNF-α、IFN-γお

よびIL-17Aなどの炎症性メディエーター発現の増大もまたアプレピタントの投与により有意

に抑制された。これらの結果は、DSS誘起大腸炎の病態に5-HT/5-HT3受容体と同様にSP/NK1

受容体が関与していることを示唆している。 

	 第１章の検討において、大腸炎粘膜では5-HT3受容体が発現したSP陽性一次求心性知覚神

経が顕著に増加することを認めている。この結果は、5-HT/5-HT3受容体を介して一次求心性

知覚神経からのSP遊離が促進する可能性を示唆している。そこで、5-HT/5-HT3受容体と

SP/NK1受容体の関連を明らかにするため、大腸炎粘膜における5-HT含有EC細胞、SP陽性神

経およびSP含量の増加に対する5-HT3受容体拮抗薬およびNK1受容体拮抗薬の影響を検討し

た。DSS処置7日目における大腸粘膜SP陽性神経およびSP含量の増加はいずれもラモセトロン

の投与により有意に抑制された。一方、EC細胞の増加はアプレピタントの投与によっては何

ら影響を受けなかった。これらの結果は、5-HT/5-HT3受容体の下流にSP/NK1受容体が存在す

ることを示唆している。すなわち、大腸炎発症時には、EC細胞の増加、5-HT3受容体および

NK1受容体陽性一次求心性知覚神経が増大しており、産生増加した5-HTが一次求心性知覚神

経における5-HT3受容体の活性化を介してSP放出を増大させることで、病態がさらに進展・

増悪するものと推察される。 

	 NK1受容体は、腸管神経叢やカハール細胞、上皮細胞、血管、さらには免疫細胞に発現し

ていることが報告されている [68]。Matsumoto et al [60] は、NK1受容体が小腸の粘膜固有層

のCD11b陽性炎症性細胞（主としてマクロファージ）に存在しており、さらに5-FU誘起腸炎

の発症時にはNK1受容体陽性細胞数が増加することを報告している。本章の検討においても、

大腸粘膜におけるNK1受容体の発現のほとんどは、粘膜固有層に分布するCD11b陽性細胞で

あることを確認した。さらに、大腸炎発症時にはこれらの細胞は顕著に増加することを観察

した。したがって、大腸炎発症時に増大したSPは、マクロファージに発現するNK1受容体を

介して炎症性メディエーター産生を促進させる可能性が推察される。実際、SPがNK1受容体

を介してマクロファージからのTNF-αなどの炎症性メディエーター産生を促進することが報

告されている [69]。 

	 以上、本章では、DSS誘起大腸の病態に5-HT/5-HT3受容体と同様にSP/NK1受容体が関与す

ることが判明した。大腸炎発症時には、EC細胞の増加により5-HT産生が増大し、一次求心性
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知覚神経の5-HT3受容体を介してSP放出が増大するものと推察される。このSPは、マクロフ

ァージのNK1受容体を介して炎症性メディエーター産生を促進し、大腸炎の病態がさらに進

展・増悪するものと考えられる。  
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第５節	 小括 

 

	 本章では、DSS誘起大腸炎の病態における SP/NK1受容体の役割、さらには 5-HT/5-HT3受

容体との関連を明らかにするため、NK1受容体拮抗薬および 5-HT3受容体拮抗薬を用いて検

討し、次の知見を得た。 

 

1. DSS誘起大腸炎の病態に対して、NK1受容体拮抗薬の投与は有意な抑制効果を発揮した。 

2. 大腸炎発症時における SP陽性神経および SP含量の増加は、5-HT3受容体拮抗薬の投与

により有意に抑制されたのに対し、EC細胞の増加は NK1受容体拮抗薬によっては何ら

影響を受けなかった。 

3. 大腸粘膜における NK1受容体の発現は、主としてマクロファージであり、これは大腸炎

発症時には顕著に増加した。 

4. 以上の結果より、DSS誘起大腸炎の病態に 5-HT/5-HT3受容体と同様に、SP/NK1受容体

が関与していることが判明した。大腸炎発症時には、5-HT3 受容体を介して一次求心性

知覚神経からの SP放出が増大し、マクロファージの NK1受容体を介して炎症性メディ

エーター産生が促進され、病態がさらに進展・増悪するものと推察される。 
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総括 

 

	 本研究では、IBDの病態における 5-HT/5-HT3受容体および SP/NK1受容体の役割について、

IBDの代表的な動物実験モデルであるマウス DSS誘起大腸炎モデルにおいて、それぞれの受

容体に対する選択的拮抗薬を用いて検討した。 

 

	 第 1章では、DSS誘起大腸炎が 5-HT3受容体拮抗薬であるラモセトロンおよびオンダンセ

トロンの投与により抑制されることを明らかにした。また、大腸炎粘膜においては、5-HT含

有 EC 細胞および 5-HT3 受容体陽性神経の増加が観察された。5-HT3 受容体陽性神経は、正

常時には主として VAChT陽性コリン作動性神経であったが、大腸炎発症時には特に SP陽性

一次求心性知覚神経で増加した。以上の結果より、DSS誘起大腸炎の病態に 5-HT/5-HT3受容

体が関与していることが判明した。大腸炎発症時には EC細胞の増加に伴い 5-HT放出が促進

し、SP陽性一次求心性知覚神経に発現する 5-HT3受容体の活性化を介して炎症性メディエー

ター発現を増大させることで、大腸炎の病態を進展・増悪させるものと推察される。 

 

	 第 2章では、DSS誘起大腸炎が 5-HT3受容体拮抗薬と同様に、NK1受容体拮抗薬であるア

プレピタントの投与により有意に抑制されることを明らかにした。また、大腸炎発症時にお

ける SP陽性神経および SP含量の増加は、5-HT3受容体拮抗薬の投与により有意に抑制され

た。一方、大腸炎発症時ににおける EC 細胞の増加は、NK1 受容体拮抗薬の投与によっては

何ら影響を受けなかった。大腸粘膜における NK1受容体の発現は主として粘膜固有層に分布

する CD11b陽性マクロファージであり、これらは大腸炎発症時には顕著に増加した。以上の

結果より、DSS誘起大腸炎の病態に 5-HT/5-HT3受容体と同様に、SP/NK1受容体が関与して

いることが判明した。大腸炎発症時には、5-HT3 受容体を介して一次求心性知覚神経からの

SP 放出が増大し、マクロファージの NK1 受容体を介して炎症性メディエーター産生が促進

され、病態がさらに進展・増悪するものと推察される。 

 

	 第 1章および第 2章で得られた結果より、DSS誘起大腸炎の病態に 5-HT/5-HT3受容体およ

び SP/NK1受容体が関与していることが判明した。大腸炎発症時には、EC細胞の増加に伴い

5-HT産生が増大し、一次求心性知覚神経に発現する 5-HT3受容体を活性化することで SP放

出が促進される。SP はマクロファージに発現する NK1 受容体を活性化することにより、炎

症性メディエーター産生を促進し、大腸炎の病態をさらに進展・増悪するものと推察される

（Fig. 18）。すなわち、大腸炎の病態は、5-HT/5-HT3 受容体−SP/NK1 受容体経路を介して進

展・増悪するものと考えられる。5-HT3受容体拮抗薬および NK1受容体拮抗薬は、現在臨床

において抗がん剤による嘔吐の抑制や IBS の治療などに使用されている。したがって、本研

究成果は、IBD の病態解明のみならず、既存医薬品の適応拡大という、育薬の観点からも興
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味深いものである。 
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Figure 18. Schematic representation of 5-HT/5-HT3 − SP/NK1 receptor pathways in the 

pathogenesis of DSS-induced colitis. DSS upregulates the expression of 5-HT3 receptors in 

SP-positive non-cholinergic sensory afferent nerve fibres. Therefore, it is possible that 5-HT 

released from EC cells may act via 5-HT3 receptors to increase SP release from sensory afferent 

nerve fibres in DSS-induced colitis. Then, SP released from sensory afferent nerve fibres may 

aggravate colonic inflammation via NK1 receptor on a CD11b+ cells with upregulation of various 

inflammatory mediators. 
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