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慶 懸 医 学 ・81(4);T且99～T213.　 zooa

学 位 論 文

潰瘍性大腸 炎 およびCrohn病 におけ るNitric　 Oxide産 生 と

大 腸 粘 膜 のNitric　 Oxide　 Synthase活 性 の 増 加

慶慮義塾大学医学部内科学教室

　　(指導:石 井硲iE教授)

　 　 　 き　　 むら　　ぴろ　　ゆき

　　木　村　裕　之

(平 成15年1211in日 受 付)
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　生 物 学 的 活牲 を有 す る低 分子 化 合物 の一 つ で あ る

nitric　oxide(NO)は,マ クロファー ジや好巾球の メデ ィ

エー ターと して炎症性反応 にお いて重要 な役割 を行 って

い る こ と が 知 ら れ て い るP.NOはnitric　 oxide

synthase〔NOS)を 介 してL・arginineよ り合成 され る.

NOSの ア イ ソザ イム に は カル シ ウム依 存型 の構 成型

(constitutive　 NOS,　 cNOS)と カ ル シウム非依存型 の誘

導 型(inducible　 NOS,　 iNOS)の2種 類 が あ るL21.

cNOSは,さ らにeNOSとnNOSの2っ のisozymeに

分 類 され るが,少 量 のNOを 産 生 し心 血 管系 や神経系

のホメオスターシスに雷要な役割を果 た していると考え

られて いる`'.一 方 でiNOSは よ り多 くのNOを 産生 し,

細 胞内病原体や腫瘍細胞 に対す る宿 主の防衛機能 に重要

な役割 を果 た してい ると考え られて いる3謝.し か し,

高 濃 度のNOは 健常 な組 織 に対 して も毒性が あ り,傷

害を与え る可能性 があ るとされてい る.さ らに炎症組織

にて活発 に産 生 され るNOと スーパ ーオ キサ イ ドア ニ

オ とが 反 応 す ると,強 い細 胞 毒 性 を有 す るperoxy・

nitriteが 産 生 され,そ れが組織 傷害 を さ らに引 き起 こ

す可能性があ る51.

　 小 腸および大腸の慢牲 炎症 には,NO代 謝 異常 が関係

して いることが実験動物 や ヒ トの両 者にて徐 々に明 らか

とされて きた6馬m.NO合 成 は慢性 炎症挫 腸疾患 にて増

加 し,病 態の進行に影響を及ぼす可能性がある.活 動期

のCrohn病(CD)や 潰瘍性大腸炎(UC)に おいて,

炎症のある腸管粘膜には多くの活性化されたマクロファー
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 つ

ジや穎粒球 の浸 潤が み られ るt2}.こ れ らの細胞 によ る高

漉度 のNOの 産生 と分 泌 は局 所組織 の損 傷 を強 く誘 導

す る.UC患 者 よ り生 検 され た直腸粘 膜 にて,　 NOSに

よ り同 時 に 産 生 さ れ るcitrullineの 濃 度 の 増 加 が

Middletonら に よ り報 告 され てい るT).　Rachmilewitz

ら13'は,大 賜 のNO産 生 とNOS活 性 は活動 期のUCお

よびCD患 者 にて増加 して いることを報告 して いる.ま

た一方で は,Crohn病 の 大腸 粘膜 でのNOS活 性 は増加

して いない とい う結果 の報 告 もみ られ るtO}.　UCに お い

ては,本 質的に炎疲 は粘膜を主体 としてお り,び 漫性で,

持 続的な出血 と著明 な好 中球 の浸潤 によ り特徴づ け られ

てい る.CDに お いて は,炎 症 は区域性 で腸管 全勉 に及

び.縦 走す るアフ タ様潰瘍,リ ンパ球 の集積 と肉芽腫の

形成 が特徴 とされ るL2).そ れ ゆえ に,こ れ らの2つ の疾

患 はその病因 を異 に して お り,炎 症 腸管 のNO産 生 に

おいて違 いがあ る可能 性が あ る.し か しなが ら,こ の2

つ の疾患 にお いてNOの 動 態 につ き詳 しく検討 した成

績 はみ られない,

　 本研 究にお いて著者 は,UCお よ びCD患 者 にお ける

末 梢血清 中 のNO濃 度 と大腸 納膜 に お けるNO産 生を

　 本 論 文 は,Kimura　 H,　 Miura　 S,　 Shigematsu　 T。　Ohokubo　 N.　 Tsuzuki　 Y,　 Kurosc:,　 Higuchi　 H,　 Akiba　 Y,　 Hokari　 R,

Hirokawa　 M,　 Serizawa　 H,　and　 Ishii　 H:Increased　 nitric　 oxide　 production　 and　 inducible　 nitric　 oxide　 synthase　 activity　 in

colonic　 mucosa　 o[patients　 with　 active　 ulcerative　 colitis　 and　 Crohn's　 disease.　 Dig　 Dis　 and　 Sci　 42:1047-1054　 :1997

の 一 部.お よ びKimura　 H.　 Hokari　 R,　 Miura　 S.　Shigematsu↑.　 Hirokawa　 M .　Akiba　 Y,　 Kurose　 l,　Higuchi　 H,　 Fujimori　 H.

Tsuzuki　 Y,　 Serizawa　 H,　Ishii　 H:]ncreased　 expression　 of　an　 inducible　 isoform　 of　nitric　 oxide　 synthasc　 and　 the　 formation

of　peroxynitrite　 in　colonic　 mucosa　 of　patients　 with　 active　 ulcerative　 colitis .　Gut　 42:180-187;!998の 一 部 を 含 む
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測定 した.同 時に.UCお よびCD患 者において大腸鈷

膜のNOS活 性 とUC。CDの 活動牲の関係を研究 した,

また著者は,UCお よびCD患 者にお1ナる炎症部および

非炎症部の大腸粘膜におけるNOS活 性を測定 し,特 に

UCとCDのNO産 生の違いに注目した.さ らに活動性

UCの 大腸炎症においてNOが 主にどこから産生され,

その反応物のperoxynitriteが どこで藍生されているか

について免疫組織化学的に評価 し,iNosの 活性と比較

した.

対象と方法

i.検 討1

1)対 象患 者

　 36名 の潰瘍性大腸炎患者(男 挫25名,女 性11名:

平 均 年齢38.5震,18-62歳)お よ び18名 の クロー ン

病患者(男 性15名,女 性3名;平 均 年齢32.2歳,2且 一

40歳)を 対 象と した.

　 潰癌性大腸炎は臨床的,放 射線学的,そ して病理組織

学的特徴 を基準 にゆ診断 し,既 報巳⇔に従 って活動性 スコ

アを計算 した.す なわち,排 便回数,体 温,脈 拍数,粘

血便の存在,腹 痛の有無 にてスコア計算 を行 った,潰 瘍

性大腸炎の活動性 に関 して28名 は活動期 であ り,う ち

8名 は中等症,20名 は軽症 であ り,残 り8名 は寛 解期

であ った.13名 が直腸S状 結腸型 で,15名 が 左半精腸

型,そ して8名 が全結腸 型で あ った.大 腸鏡 施行 の時

点 で,18名 の 患者がpredonisolone〔10-40　 mg/日)服

用中で,26名 がsulfasalazine〔2-6g/日)を,そ して10

名 が6・mercaptopurine(30　 mg/日}服 用中であ った.2

名 は局所的 に ステロイ ド剤を投与 されて いた.13名 は

これ ら薬剤 の投薬を2種 類以上受 けていた.

　 クロー ン病 の診断 は臨床像,放 射線学的,内 視鏡 的,

そ して病理学 的診断基準 により行 った.ク ローン病の活

動 性 はCrohn's　 disease　 activity　 index(CDAI)に よ り

判 断 しだ9.病 変の広が りは内視鏡的お よび2年 以 内の

小腸造影にて確認 した.2名 の患者 は腸切除の既往があ っ

た.7名 の患 者 は大腸 型で,11名 は 小腸大腸 型で あ っ

r,こ れ らの対 象の中で,6名 はCDAI150以 上 の臨 床

的 に活動 期 に あ る状 態 で あ った.14名 はpredonizo・

lone(10-30mg,/日}服 用中 で.18名 はsulfasalazine

【3-6g/日),そ してio名 は6-mercaptopurine(30　 mg/

則 を 大腸鏡 施行の 時点 で服用 中で あ うた.14名 は こ

れ ら薬剤の投薬を2種 類以上受 けていた.

　 コ ントロー ル辞は20名 の(14名 男 性,6名 女性.平

均42.1歳)大 腸 ポ リープ患者 と した,そ の大腸健常 部

粘膜のバイオプシーでは,組 織学的には正常であった.

　患者はニフレッグMに て前処置後大腸鏡を施行 した.

炎症の重症度はRu[esard"'ら およびWardle"'ら の内

視鏡的診断基準基準にて 且)肉 眼的に正常2)血 管透

過性不良 ・帖膜浮腫 ・穎粒状粘膜 ・易出血性3)発 赤

粘膜 ・表層性潰瘍形成4)自 苔を伴った深い潰瘍形成

という4段 階に分類 した.35名 のUC患 者のうち8名

は内視鏡的に正常(grade　 U粘 膜 で粘膜への炎症性細

胞浸潤像は見 られなかった.こ れ らの症例は非活動期の

症例とした.全 てのクローン病患者は,内 視鏡的grade

にて3か ら4の 活動性病変を有 していた.潰 瘍性大腸

炎のそれぞれの患者は,内 視鏡的に活動性のある遠位部

の粘膜及び,肉 眼的には健eh(非 病変部)な 上行または

横行結腸にあたる近位部の粘膜のバイオプシーを施行 し

た.ク ローン病患者においては,肉 眼的に炎症のある部

分および病変と病変の問の肉眼的に炎症のみ られない粘

膜よりバイオプシーを施行した.通 甫の大腸鏡よりも微

小病変を検出するためo.i%イ ンジゴカル ミンを使った

スプレー散布による着色も行った.本 研究は学内倫理委

員会の承認に基づき,全 対象にっいてインフォームドコ

ンセントを取得して行った.

2)血19R　 NO:・NO;(NOx)お よ びサイ トカ インの測定

　 血液検 体 は空腹 時の34名 のUC患 者 お よ び 里8名 の

CD患 者 よ り採取 した.血9/t　 NO:.・NO,.(NOx)濃 度 は

GrangerらIB'.の 方 法 を改変 し,全 て のNO:.をE.Coliの

NO:.還 元 酵 素 に よ りNO;に 還 元 し測 定 した.即 ち,

0.3Mの ア ンモニウムformateと0,05単 位 のNOz.還 元

酵素(シ グマ社製)を 田0μ1の 血 漿に添加 し,こ の混

合液 を37℃ にて4時 間 イ ンキュベー シ ョンした.イ ン

キ ュベー ションの最後 に2倍 のGriess試 薬 を加え,室

温 にてio分 間 イ ンキ ュベー シ ョンし,さ らにlm且 の

Griess試 薬 を加え,543　 nmで の吸光度 を測定 し,　NO,

レベ ルを標準曲線 よ り求 めた.

　 Inter且eukin{IL}一1β,　IL・6お よびtumor　 necrosis　 fac・

[or・a(TNF・a)の 血 漿濃 度 は28名 の活 動 性UCと18

名 のCD患 者 にて測定 を した.　EDTA採 血 にて採 取 し

た血漿を用い.サ ンプ ル巾の 璽L・1β,IL・6およびTNF唱

をenzymed・iinked　 immuno　 sorben[assay(ELISA)

法 　 (Quantikine　 HS　 kit,　 R&D　 Systems,　 Inc,,

Minneapolis,,　 Minesota}に て 測定 した,尚,血 漿 中の

最低感度 は.(1L)・1β にお いて0』pg/ml,　 IL・6に おい

て0.094pg/ml,　 TNF豊 にお いて0.is　 pg/mlで あ る.
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3)大 腸粘膜のNOS活 性 の測定

　 NOS活 性 は大腸生検検体を用 いてL-arginineア ナ ロ

グの存在 下にL・arginineか らcitrullineへ の 変 換能 を

算定す ることにより測定 しi`ltll.簡 蝋 に述べ ると,組 織

を1mM　 EDTA,1mM　 DTT,10ｵ6/m1]eupeptin,0.2

mM　 PMSFの 入 った50　 mM　 Tris　buffer(pH　 7.0}に 入

れてホモ ジェナイズ し,さ らに これ を30000rpmに て

遠 心す る.上 清 は1℃ 一L-arginineか ら9℃ 一citrullineへ

の 変換 を阻害 す るNG-monomeIhy1・L・arginineを 用 い

て測定 を行 った.す なわ ち,0.05m1の 上 清 をLO　 mM

CaCI:,1.O　 mM　 MgC12.10NM　 L・[1℃]arginine,1

μML・citrulline{[1℃]citrullineの 異 化防止 のため〕,10

mM　 L-valine(非 特 異的なarginase活 性 阻害 のため),1

ｵMFAD,0.1　 mM　 NADPHを 含 んだ50　 mM　 HEPES

液(pH　 7.2)に 加 え,こ の反応液が全 部で200μ1と な

るよ うに した,こ の反応液 を37℃ にて60分 間 イ ンキ}

ベ ーシ ョンを行い,そ の後Dowex(AG　 50W・8)レ ジ ン

とbufferの1対1の 懸 濁液 を,分 解 され て いな いL・

[1℃]arginineを 桔 合 して取 り除 くため にiml加 え た.

パ ックグ ラ ウ ン ドのcitrulline坐 成 を減 ず るため にl

mMのL-NMMAを 使 用 した.こ の測 定法 によ りCa"

依 存型 の構成型iNOSとCa"非 依 存型の誘導 型 の アイ

ソザ イムを測定 す る ことが で きる.1mM　 EGTAの 存

在下 に(す なわ ちCa"の な い状態 にて)測 定 された活

性 がiNOS活 性 を示 す よ うに,　EGTAを 加 え ての イ ン

キ3ベ ーシ3ン も同時に行 った.

4)ヘ マ トキシリン・エオジン染色による組織学的検討

　大腸生検標本は,10%のtル マ リン溶液にて固定 し,

脱水後パラフィン包埋 した.9Nmの 連続切片 にてヘマ

トキ シリン・エオジン染色を行 った,組 織学的炎症

gradeはRileyら の方法zoiに従い炎症性細胞の浸潤 と

組織破壊の程度を以下の5段 階にわけた:1.正 常粘

膜;z,組 織破壊のない軽度の慢性炎症細胞の浸潤:3.

組織破壊のない中等度の慢性炎症細胞の浸潤:4,軽 度

の組織破壊のある著明な慢性炎症細胞の浸潤;5 .明 か

な組織破壊のある著明な慢性炎症細胞の浸潤

2.検 討2

1)対 象患者

　潰蕩性大腸炎患者を対象にして大腸粘膜でのiNos活

性 とiNOSお よびnitrotyrosineの 免疫組織学的検討を

施行 した.33名 の活動性潰傷性大腸炎患者(24名 の男

性,9人 の女性;平 均年齢37.3歳;]8-57歳)を 対象

とした.潰 煽性大腸炎は標準的な診断基準を基に診断 さ

れ,活 動性 は検 討1と 同様 に ス コアを 計算 した.ス コ

アは0か ら8ま でで あ った.3以 上 の スコアの患者 は活

動性 と した.疾 患 活動性 は16名 にて中等度 か ら蚕度,

そ して17名 に て軽度 であ った.12名 が 直腸S状 結腸

型で,13名 が 左半結腸型,そ して8名 が全結腸型 であ っ

た.大 腸 鏡施 行時点 で,16名 の 患 者がpredonisa且one

(10-30mg/EI)服 用 中で,26名 がsulfasalazine(2-6

g/日)を,そ して8名 が6-mercaptopurine〔20-30

mg/日)服 用 中で あ った.3名 は局 所 ステ ロイ ド剤を投

与 されて いた.13名 は これ ら薬剤 の投薬 を大腸鏡 検査

時点で2種 類以上受 けていた.

　 コ ン トロール群は18名 の(10名 男性,8名 女 性,平

均40.8歳)大 腸 ポ リープ患者 と した.そ の大腸健常 部

粘膜のバ イオプ シーでは,組 織学 的 には正常 であ った,

　患 者 は標準的 な前処置後大腸鏡 を施行 した.償 傷性 大

腸炎のそれぞれの患者 は,内 視鏡的に炎症 のある粘膜 と,

内 視鏡的に は正常 な粘膜 のバ イオプ シーを施行 した,

2)大 腸粘膜のiNOS活 性の測定

　検討1で の腸粘膜のNOS活 性の測定に準拠 して行っ

た.

3)iNO合 成 酵 素 とnitrotyrosineの 免 疫 組 織 学 的 検 討

　 iNOSお よ びnitrotyrosineの 大 腸 粘 膜 で の 免 疫 活 性

は 標 識streptavidin　 biotin法 に て 免 疫 組 織 化 学 的 に 検

討 し た.採 取 し た 大 腸 生 検 組 織 はperiodate/lysine/

paraformaldehyde溶 液1こ て 固 定 し,ド ラ イ ア イ ス と ア

セ ト ンで 凍 精 す る 前 にoptimum　 cutting　 temperature

(OCT)コ ン パ ウ ン ド(Miles　 Inc,　Elkhart,　 IN,　USA)

に 包 埋 し た.6Nmの 厚 さ の ク リ オ ス タ ッ ト切 片 を 作 成

し ゼ ラ チ ン コ ー トの ス ラ イ ドに 移 し,20℃ に て1時 間

乾 燥 し た.pH7.4で,　 i%Triton　 X・100を 含 む 燐 酸 バ ッ

フ γ 一 生 食(PBS)で5分 間 洗 浄 し た 後,1%ヤ ギ 血 清

含 有 のPBS内 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た.　 iNos

(macNOS)お よ びnitrotyrosine(mouse　 IgG:Update

Biotechnology　 lnc,　Lake　 Placid,　 nY,　 USA〕 に 対 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は,PBSに て50か ら100倍 に 薄

め 。 一 晩9℃ で 切 片 上 に て 反 応 さ せ た .そ れ ぞ れ の 検 体

は2次 抗 体(biotinylated　 anti-mouse　 IgG　 class抗 体;

Amersham　 International　 plc　Amersham,　 Bucks,　 UKJ

と と も に37℃1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し.さ ら に

streptavidin標 識fluorescein　 isothiocyanate(St「epta.

vidin・fluorescein;Amersham　 Internationa且Plc)に

て30分 間 室 温 に て イ ン　 ー ベ ー ト し た ,各.ス テ ッ プ に

て1%ウ シ1血1清 ア ル ブ ミ ン含 有PBSに て 洗 浄 を 行 っ た .
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標 本 は グ リセ リ ンゼ リー に て封 入 し,蛍 光 顕 微 鏡

(Olympus,　 Tokyo,　 Japan)下 に て観察 した.尚,1次

抗 体 を除 いて同様の操作を施行 した標本を ネガテ ィブコ

ン トロールと した.

4)免 疫 沈降法 およびウエスタンブロッ ト解析

　本検討で用 いたiNOS抗 体 の特異挫を検証す るため に,

iNos活 性 の免疫沈降法 および大腸 粘膜組 織での ウエス

タンブロッ ト解 析を行 った.

　 免疫 沈降法 では,大 腸生検組織 を ホモジェナ イズ した

サ ンプ ルの 蛋 白をNonidet　 P40(1%)で 処 理 して短時

間 ソニケー シ ョン した.可 溶性蛋 白(500NS)は トー

タルで500μ1の 免疫 沈降 バ ッフ ァー(10mM　 Tris/

HCL,　 pH　 7.4,1%Nonidet　 P40,1mM　 EDTA,0.5%

BSA,02　 mM　 phenylmelhanesulphonyl　 floride)内

で4℃ に てis時 間,抗iNOS{mac・NOS}(mouse

IgG2a;Transduction　 Laboratories)(5　 Ng)モ ノ クロー

ナル抗体 とと もに イ ンキ ュベー シaン した.susの ウ

サギ抗 マウス1gG抗 体 を加え た後,　vortexに て 撹搾 し.

さ らに4℃ にて1時 間 イン*aべ 一 ションを継続 した.

こ の 混 合 液 に 固 定 さ れ たStaphylococcus　 aureus

/Zymed　 Co.,　South　 San　 Francisco,　 AC,　 USA}の10%

懸 濁 液100plを 加 え,30分 イ ンキ ュベ ー ションの 後

25008に て20分 遠 心 を した.上 清 に残 ったiNOS活

性 については上述 の ごと く測定 した.

　 ウエ スタ ンブロ ッ ト解 析 で は生 検組 織 を15mlの

LypeB　 blenderホ モ ジiナ イザ ーを用 いて1分 間2000

回 転 でioス ト ロー クを5倍 の煮 沸 分解 バ ッフ ァー

(1%sodium　 dodecyl　 sulphate,10　 mM　 Tris/HCL,　 pH

7.4)内 で ホモ ジェナイズし,10-15秒 間 マイクロウェー

ブをか けた.サ ンプルの一部(100NB　 protein)をso・

dium　 dodecyl　 sulphate/polyacrylamide　 gel　electro・

phoresis(12!%ge】(Prologel);National　 Diagnostics,

Atlanta,　 GA,　 USA)に て 溶 解 し,免 疫電 気泳 動に て二

トロセル ロー ス膜上に固定 した.非 特異的結合部位を ブ

ロ ックす るため に20分 間室温 にて3%のnon・fatド ラ

イ ミル クにて インキ3ペ ー シ3ン した.こ の膜 を4℃ に

て一晩撹押 しなが らiNosに 対 するモノクローナル抗体

で イ ン#3ベ ー シ3ン し,さ らにPBS/3%non-fatド

ラ イ ミルクにて30分 間室温 にて撹 搾 しなが ら金 コロイ

ド結 合2次 抗体(ヤ ギ抗 マウス1gG;1:200希 釈)と

イ ンキ3ベ ー トした.こ の抗体 が結 合 した膜 をsilver

enhancing　 kit(Bioclin,　 UK)を 用 いて検出 した.

統肝的検討

　全ての繕果 は平均および平均 誤差 にて表現 した.群 間

差 はANOVAお よ びFisher's　 post　hocテ ス トを 使用

した.血".(iNOxレ ペ ルおよび大腸粘膜iNOS活 性 の関

係 は直線回帰 分析を使用 した.p<o.osを も って有意差

とした.

結　　果

1.検 討1

血lit　NO:一 ・NO:;(NOx)お よ びサイ トカイ ンの測定

　第1図 はUCとCD患 者 の 血 漿 中 のNO:一 とNO,一

(NOx)溜 度 を示 してい る.活 動期 のUCとCD患 者 は

コ ン トロー ルと比較 して平均 血漿 中NOx濃 度 が著明 に

増 加 して い た.こ れ らのNO代 謝 産物 測定値 は活動 期

UCよ りもCD患 者 にて著明 に増加 して いた.非 活動 期

UC患 者 に お い て は コ ン トロ ー ル に比 較 して 血 漿 中

NOx濃 度 は増加を示 さなか った.

　 第2図 は活動期UCお よびCD患 者 の血 漿中noX値

と炎症を有す る大W5fY1;i膜のiNOS活 性 値 の関係 を示 した

もの であ る.著 明 な正の 相関 がNO代 謝産物 お よび両

群患者の活動煙枯膜 におけるiNOS活 性 の間 に認 め られ

た.し か しなが ら,CDよ り もUCに て より強 い相関が

認 め られ た.(UC:r=0.78.　 pく0.001　 CD:r=0.51,

(
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鍵

U司
=
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0

曝

實#

camrol　 inactive　 UC　 active　 UC　 　give　 CD

(n=20)　 　　　(n=8)　 　　　(n=26)　 　　　(n=18)

第1図UCとCD患 者 のnitriteとnitrate(NOx)の 血 漿

　 濃 度,敏 は平 均 ± 標 邸 偏 差.　 4pく0.05:コ ン トロ ー ル と

　 非 活 動 期UCと 比 較.#p《o.os:活 動 期UCと 比 較.

　 (Kimura　 H　et　al:Dig　 Dis　Sei　42:1047-1054.1997

　 の 第1図 を許 可 を 得 て 転 載,改 変)
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第2図 　 血9R　nitrite,/nitrate{NOx)溜 度 と(A)活 動 期

　 UCお よ び(B)CD憩 者 の 大 腸 粘 膜 に お け るiNOS活 姓

　 の 帽 関.(A)活 動 期UC感 者 のNOx濃 度 とiNOS活 性

　 に は 強 い 柑 関 が み ら れ た.r,0.78,　 Pく0.001,　 y≡

　 156.646+4.258x:R2=0.1〕soy{B)UCほ ど の 相 関 で は

　 な いが,CD患 者 のNOx濃 度 とiNOS活 性 に も有 意 な 相

　 関 が 見 ら れ た.r=0.5畳.　 Pく0.05,　y=42.03fi+L667x;

　 R2=0.265(Kimura　 H　et　al:Dig　 Dis　Sci　42:1047-

　 1054.1997の 第2図 を許 可 を得 て転 載,改 変)

p〈0,05)サ イ トカイ ンの1血漿濃度 の比較 では,血 漿[L・

6埴 は活動期のCD患 者にて コ ン トロールに比べ て著 明

に上昇 して いた(CD=18.5±3.6　 pg/m1コ ン トロール:

1.6±L3　 pg/m1,　 pく0.05).し か し,活 動期UCで は コ

ン トロー ルに比べ,血 漿IL・6値 の著 明な上 昇は見 られ

なか った(UC:4.6±2.8　 pg/ml).ま た,活 動 期UC

お よ びCD患 者 におけ る血漿 中IL4β お よびTNF一 α 濃

度 は,コ ントv一 ルに比べ有意な上昇 はなか った.

大腸粘膜のNOS活 性の測定

　第3図 はUC患 者における大腸粘膜のNOS活 性を示

している.コ ントロールにおける正常大腸粘膜において

は,cNOS活 性はzn.5±4.O　 pmo1/hr〆mg　 proteinで あ

り,iNOS活 性 は15　pmol/hr/mg　 protein以 下であ っ

た.非 活動期のUC患 者では,炎 症の見 られない粘膜か

ら採取 された生検 組織 にてcNOS活 性 は25　 pmol/

hr/mg　 protein以..ドであった.一 方iNOS活 性 はコン

トロールに比 してわずかながら,し か しながら有意差を

もって上昇 していた.活 動期のUC患 者において,

cNOSお よびiNOS活 性を正常(非 炎症部)粘 膜および

炎症部位の粘膜の両者にて測定 した.組 織学的 には,活

動期UC患 者より採取 した非炎症部における組織では炎

症細胞性浸潤の明らかな増加は見 られなか った.コ ント

ロールに比べ,活 動期UC患 者の炎症部およtf.非炎症部

の粘膜においてはcNOS活 性・の増加 は認められなか っ

た.し かしこれとは対照的に,活 動期UC患 者の大腸粘

膜のiNos活 性は著明に上昇 しており,こ のiNos活 性

の上昇は炎症部と奔炎症部の粘膜の両者において認め ら

れた,た だし非炎症部の粘膜では上昇はより軽慶 にとど

まった.ま た大腸粘膜のiNOS活 性増加は非炎症部より

も炎症部位の粘膜でより著明に認められた.

　第4図 は活動期UC患 者の病変粘膜のNOS活 憐 と内

視鏡的および組織学的に判定 した炎症 グレードとの関係

を図示 したものである,大 腸iNos活 性は内視鏡的にも

組織学的にも軽度の炎症粘膜よりも,高 度の炎症粘膜に

おいてより著明 に上昇 していた.即 ち第9図Aに 示す

ごとく内視鏡的グレー ド3ま たは4の 大腸よ り採取 さ

れた大腸組織iNos活 性はグ レー ド2に おける同活性

よりも有意に増加 していた、同様に,iNOS活 性はUC

慮者の組織学的炎症 グレー ドにも良 く相関 し,第4図B

に示す ように炎症 の電症度 の増加 とともに段階的に

iNOS活 性は上昇 した.

　第5図 はCD患 者における大腸NOS活 性を示 してい

る.こ れらの活動期CD患 者において,炎 症の活動姓が

高い粘膜のcNOS活 性は コントロールに比較 して有意

に上昇 していた.ま たこれらの患者の肉眼的に正常な粘

膜部位において も,cNOS活 性は統計学的には有意差は

ない ものの若干上昇 しているように見える.活 動期CD

患者の炎症粘膜におけるiNOS活 性は,コ ントロールに

比べ著明に上昇 していた.し か しなが ら,紺 織学的炎症

grade　2ま たは3の 患者 と4ま たは5の 患者を比較 し

た場合には,iNOS活 性は有意な差は認められなかった.

CD活 動期患者の 肉眼的 に正常 な大腸粘 膜にお ける

iNOS活 性が.炎 症粘膜における活性 と有意差なく著明

に上昇 していた ことは,特 に注目すべ き点である.組 織

学的にはCD患 者の肉眼的に正常の粘膜でのHE染 色で
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　 constitutive(カ ル シ ウti/Nfft生)NOS活 性;iNOS=inducible(カ ル シ ウ ム非 依 存 性)NOS
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　 1997の 第3図 を許 可 を鴛 て転 載.改 変)
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　 視 鏡 的 診 断 基 準 お よび5段 階 か らな る 組 織 学 的 診 断 基 準

　 をmい てgrade分 類 を行 った,　cNOS:constitutive(カ

　 ル シゥ ム依 存 性)NOS活 性;iNOS=inducible(カ ル シ

　 ウ ム 非 依 存 性)NOS活 性spaO.05　 grade2と 比r.

　 xrく0.05　 grade4と 比 較,(Kimura　 N　et　al=Dig　 Dis　Sci

　 42:1047-1054.1997の 第4図 を 許 可 を褐 て 転 載,改 変)
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響 灘'.

　　　　　難

.愈

Lane　 　a b C

第6図 　 抗iNO5　 体 を 用 い て のWestern　 blotting法 に

　 よ る 大腸 枯 膜 生 検 標 本 のinducible　 NOS〔iNOSIの 検 出,

　 Lane　 a,　iNOSは コ ン トロ ー ル 対 象 か らの 組 織 学 的 正 常

　 粘 膜 のtモ ジ 昌 ネ ー トで は検 出 で きな か った,Lane　 b.

　 重度(grade4;)の 炎 症 を有 す る活 動 期UC粘 膜 に て,抗

　 iNos抗 体 は130kDaの 位Seri明 瞭 なパ ン ドを 検 出 で き

　 た.Lane　 c,軽 度(grade2)の 炎症 を 有 す るUC粘 瞑 で

　 は 弱 い バ ン ドの み が 検 出 され た,(Kimura　 H　et　al;Gut

　 42:180一 且87,1998の 第1図 を 許 可 をi9て 転 載,改 変)
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は,炎 症性細胞浸潤の明かな増加は認められなかうた.

2,検 討2

　 検討に用いた抗iNOS抗 体 がiNOS蛋 白 を特異的 に検

出 して いることを検証 するため に,抗iNos抗 体 を用い

たiNOS活 牲 の免疫 沈降お よt)Western　 blottingに よ

る検 討(第6図)を 正常 大腸組織 と活動性UCの 病 変

部組織 にて行 った.免 疫沈降法 では非炎症部粘膜お よび

炎症部粘膜の両者 にお いて抗体と反応 隆に ヒ清 に残 った

活性 は5%以 下 であ り,本 抗体がilVOS　 YFi性を検出 して

いるこ とが示 された,

　 Western　 blottingに よ る検討 では.正 常 大腸にて は

iNOSは 検 出 され なか った(lane　 a).強 い 炎症の あ る

活 動1生UC粘 膜 において は(grade　 4),抗iNOS抗 体

は,130kDaに 位 置す るパ ン ドと して明瞭 に検出 され

た(lane　 b).一 方 で,軽 度の 炎症 粘膜 では(grade2)

か す か なバ ンドが検出され たのみであ った(lane　 c),

　 UC}U者 の 大腸組織 にお けるiNOSの 免 疫組織化学 的

検討で は,iNOS蛋 自 の局在は粘膜固有層 と同様に帖膜

上皮において もその発現 の増強が観察 された.一 方 コン

トロール症例で はiNOS陽 性 の免疫反応ｫrr;i膜 上 皮で も

粘膜固 有層 で も検 出され なか った.第1表 は活動 期の

UC患 者の炎症 を有す る大腸組織 にてiNOS染 色陽 セkの

割 合 を示 した もので あ る.iNosの 局 在 を組織学的 に軽

度 か ら中等度 の炎症 を有 する患者(grade2ま た は3)

と高 度 の炎症 を示す患者(grade4ま た は5)と で 比較

を した.grade2ま た は3の 炎症 を 示す大 腸粘膜 の54

%し かiNOSは 免疫染色 で陽性で はなか った.こ れ らの

患 者で はiNOS免 疫 反応 は主 に粘膜固有層でのみ観 察 さ

れ,19%が 粘 膜 上皮 にて もiNOS免 疫 反 応 を示 した.

これ らの患者の肉眼 的に正常 な枯膜 において はiNOS免

疫 反応 はほ とん どみ られず,一 例で粘膜固有層 に陽性を

示 したのみであ った.一 方で,組 織学的 に高度 の炎症 を

有 す る(grade9ま た は5)大 腸 粘 膜で のiNOS分 布 に

は亜要な相逼があ った,す なわちiNOS陽 性 反応 は全て

の炎症粘膜 にお いて観察 され,ま たgrade4ま た は5の

炎疲粘膜 で は第7図 に示 すよ うに粘膜 固有 層(grade2

ま た は3で は19%でgrade4ま た は5で は81%;pく

0.05)と 同 様に大腸粘膜 の粘膜上皮 にて著明 な増加 を呈

して いた.Grade4ま た は5の 活動性 炎症粘膜 のあ る2

名 の患者で は,iNO5陽 悔 反応 は第8図 に示すよ うに粘

膜上皮のみであ った,ま たgrade4ま た は5の 炎症のあ

る患者で も,iNos免 疫 反応は1例 を除 いては正常粘膜

では明 らかには検出できなか った.

　 第9図 は活動性uc患 者 の炎症 粘膜 にお け るiNos

酵 素 活性 とiNOSの 陽 性部位の関係を示す ものであ る.

iNOS免 疫 反応 陽性 を示す粘膜 は陰性粘膜 よ りも,有 意

に高いiNOS活 性 を呈 していた .さ らに,粘 膜問有膚 と

粘膜上皮細胞両者 においてiNOS免 疫 反応を呈 してい る

炎症 桔膜 は,i[vOSが 粘 膜固有層のみ に限局 してい る粘

膜 よ りも有意 に高 いiNos酵 素 活性 を呈 していた,

　 第2表 は 活 動 性UC患 者 の 大 腸 組 織 に お け る

nitroIyrosine染 色 陽煙 の割 合 を示 した もの であ る.大

腸組織のnitrotyrosine　 8(,+Lは チ ロシ ンの ニ トロ化 の存

在 を示す もので,こ の染色を組 織学的に軽度か ら巾等度

の炎症(grade2ま た は3)と 高度 の炎症(grade4ま た

は5)を 示 す患者群 にて比 較 した.コ ン トロール症例 で

は,nitrotyrosine免 疫 反応 は粘膜1=皮 と粘 膜固有層 の

両者 にて検 出 され なか った.grade2ま た は3の 炎症 と

分類 され た患者 にて はnitrotyrosine　 4@疫 反 応陽挫 は常

に粘膜固 有層 にお いて,41%の 割 合で観 察 された .第

10図 はgrade4ま た は5患 者か らの大腸 粘膜 の粘膜固

有層にて認め られ た典 型的 なnitrotyrosine免 疫 反応陽

性 を示す ものである.こ れ ら高度 の炎症粘膜を示 す患者

　 　　　 　　　 　　　 　 第1表 　活動幡uc患 者の.k腸 組織のiNos免 疫反応の局在と陽性串

括弧内の値はパーセンFを 示す,

iNOSの 染色はUC患 者の沈静化bよ び活動牲の炎症大腸祐膜を比較 した.組 織学的gradeは 軽度及び中等度(grade2ま た は

3)と 重度の炎促(Srade4ま たは5)に 分 けた.(Kimura　 H　et　al=Gut　 42;180-167 ,　issaの 表 量を許可を得て転載,改 変)

Grades　 2　and　 3{nロ171 Grades-O　 and　 5(n-161

Q麗 ゴCSCCII'閉 趾σ03α Ac飽ely　 inJlam｢d　 　 Qロ 面`θπfπ 照 雄α　 渦c伽9'y　 f吻 擁2ゴ

mucosa　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mucosa

Nega豊ive

Epithelium　 only

Lamina　 propria　 only

Both　 epithelium　 and　 lamina　 propria

且61941

0(07

1(6)

0(0)

8(47)

o(oJ

6(35)

3{里91

15(94)

oion

O(0)

1(6)
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2α21

31191
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第7図 　UC活 動期炎疲捨膜のiNO5の 免疫組織化学的検

　討.iNOS免 疫反応の局在`a　iNOS/macNOS)に 対 する

　抗体を用いたラベルされたstreptavidin・biotin法 にて検

　出した.濡 動性の高い(grade4)炎 症粘膜のより得 られ

　た生検標本(A)著 明なiNOS陽 性 反応が枯膜固有層 と

　同様に大腸枯膜の粘膜上皮にて槻察された(B)i次 抗体

　を反応 させないネガティブコントロール写isを 示す(拡

　大率XIOO)

第8図UC活 動 性 炎 症 粘 膜 に お け るiNOS活 性 の 免 疫 銀

　織 化学 的 検 討.iNOS免 疫 反 応 の 局 在 はiNOS　 ImacNOS)

　 に対 す る抗 体 を用 い た ラ ベ ル さ れ たstreptavidin・biotin

　法 に て 検 出 した,バ イ オ ブ シー 片 はgradesの 非 常 に 活

　動 性 野 高 い 炎 症 帖 膜 よ り碍 ら れ た.こ の 症 例 で はiNOS

　反 応 は 大 腸 粘 膜 の 粘膜 上 皮 に て 確 認 され た(A)重 次 抗

　体 の な い ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル写 真 を 示 す(B)(拡 大

　率 × 且00)(Kimura　 H　et　al:Gut　 M12=180-187.,1998

　 の第4図 を 許 可 を得 て転 載,改 変)

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第2表 　 活 動 性UC患 者 の 大 腸 組 織 の ニ トロ タ イ ロ シ ン免 疫 反 応 の局 在 と賜 倥 墨

括 弧 内 の 値 はパ ー セ ン トを 示 す.

Nitrotyrosineの 染 色 はUC患 者 の 非 炎 症 部お よ び活 動性 の 炎!&"ISA腸 粘 膜 を比 較 し た,

紐 織 学 的gradeは 軽 度 及 び 中 等 度(grade2ま た は3)と 重度 の 炎 症(grade4ま た は5).(Kimura　 H　et　al　 Gut　M12　 isa-187.

且998の 表2を 許 可 を得 て 転 載,改 変)

Grades　 2　and　 3(n=17) Grades　 4　and　 5(n=161

Q翼`escθ 躍'旧 翼ω5α Activ｢fy　 inflamed　 　 Q餌 ゴ2sc9η ε川 置ICOSQ　 ![c'漉 け ゴη〃απ置θd
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第9図 　活動期UC患 者の炎症大腸粘膜におけるiNOS　 NR

　素活性 とiNOS$L疫 反応の部位の関係.値 は平均と標準

　偏差で表されている.*Pく0.05iNOS免 疫反応のない大

　腸粘膜 と比較,tPく0.05粘 膜固有層と上皮細胞両者にて

　iNOS免 疫 反応が観察された大腸粘膜 と比較(Kimura　 H

　et　al:Gut　 42:180-187,1998の 第5図 を許可を得て転

　載,改 変)

に おいては,全 ての生検標本にお いてnitrotyrosine免

疫 反応が陽性 を示 してお り,こ のnitrotyrosine反 応 の

75%は 帖 膜固 有脳 のみ で認 め られ た.一 方,そ の他に

お いてはnitrotyrosineの 反応 は第7図 に示すよ うに粘

膜 上皮 にお いて も認 め られ た.

考　　察

　活動性炎症性腸疾患患者の腸管においては.NOの 産

生増大が慢性炎症に伴 う組織傷害機序に何らかの役割を

果たしていると考え られている&&&1]1.本 研究におい

て著者は血漿NOx値 とUCお よびCD患 者の炎症性粘

膜における誘導型NOS(iNOS7活 性との間に正の相関

を見出しだD.こ の相関はUC患 者においてより明瞭な

ものであ った.さ らに,血 漿NOx　 度 は,非 活動va:

UCの 患者に比べ,活 動性UC患 者において著明に上昇

していた.こ の所見に一致して,UC患 者の大腸粘膜に

おけるNOS活 性の上昇は,組 織学的や内視鏡的なスコ

アによる疾患の活動性に良く相関することも証明 した,

従 って増 加 した全身 のNOは,炎 症 を生 じて いる腸粘

膜 にお けるNO産 生 増大 を主 に反 映 して い るとい う こ

とを,少 な くと もUCに おいては示唆 して いると思 われ

る.活 動 期 のUC患 者 にお いて,上 昇 した腸粘膜NOS

活 性 は ほとん どが カ ル シウム非 依存性 の誘 導型 タイプ

(iNOS)で あ り,カ ル シウム依 存性 の 構 成 型 タイ プ

(cNOS)は あ まり変化 が ない とい うこと も今回 の検討

で明 らか と な った.しt:.が っ て,ζ れ らの 炎 症時 に

cNOSに よ って産生 され るNOの,全 身のNOに 対 す

る貢 献度 は少 ない ものであると考え られ る.免 疫組織学

的には,組 織的に高度の炎症 を有する患者の大腸粘膜 は,

よ り軽度 のgradeの 炎 症 を有す る組織 よ りもiNOS　 3$

疫 反 応陽性をよ り高率に呈 していたこ とを今回の検討 で

示 した2P).増 大 したNO産 生 は活動性炎症粘膜 に限 られ

てお り,iNOS免 疫 反応 はこれ らの患者 の肉眼的 に正常

な非炎症部粘膜 にては事実上検 出され なか った.ま た,

Millerら は"'iNOSを 阻 害す るア ミノ グアニ ジンを含ん

だ飲料 の摂取 はモルモ ッ トにおける トリニ トロベ ンゼ ン

スル フォ ン酸惹起性腸炎 の炎症反応を用s依 存的に抑制

した と報 告 している.こ れ らの所 見よ り,炎 症が存在す

る腸管 にお いて はiNOSに よ るNO産 生 の異常 な増加

は炎症 の更 なる増悪 において雷要 な因子 となり,組 織傷

害 の進行 の鍵 を握 るか もしれ ないと想 定 される,実 際,

iNOS欠 撮 マ ウスを用 いた実験で はdextran　 sulfate　so-

diumに よ る実験的大腸 炎の発症や程度が抑制 され る成

績が得 られ ている3`':3i.

　 大 腸粘膜 に おけ る増 大 したNO産 生源 は,今 まで確

認 されて いない.し か しなが ら,炎 症粘膜 に集稜 した食

細胞 系の白血【球(好 中球,単 球,マ ク ロフ ァー ジ)が 潜

在的 に傷書性 のフ リー ラジカルの重要 な発生源 となって

い る とい うい くつ か の.証 拠 が あ るn'82,.Grishamら

は26循 理1血 流 内 で な く,i血 管 外 に遊 走 した好 中 球 が

iNOSの 酵 素活性 によ ってareに 大 量のNOを 産 生 す る

とい うことを示 した.炎 症性腸疾患 にお ける小腸 または

大 腸 の 炎 症 は 量eukotriene84やp且atdeしactivating

factorの よ うな炎症性 メデ ィエー ターの放 出と同様 に

組織 由来 のサ イ トカイ ンの増大 に関係 して いるxri.さ ら

には,こ れ らのサイ トカイ ンのい くつか は食食能 のあ る

白血球NOSの 誘 導因子 と して知 られてい る"3〕.内 皮細

胞,線 維 芽細胞や肥満細胞 も炎症が生 じた組織 における

NO産 生 に貞献 して いるであ ろ う,こ れ らの活性の主 な

部分 は一般的 にカル シウム依存性 であ るとされている:,.

しか しなが ら近 年,小 腸 上皮細 胞 自身がNOの 重 要な

産生課で あるという証拠が示 されてお り,エ ン ドトキ シ

ンやさまざまなサイ トカイ ンに対 しての反応 と して,培

一720s一
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第io図 　 UCの 活 動 期 炎 症 粘膜 にお け るnitrotyrosincの

　 免 疫 粗 織 化学.免 疫 反 応 の 局 在 はniliotyrosineに 対 す

　 る抗 体 を用 い て,ラ ベ ル さ れ 〉':streptavidin・biotin法 に

　 て 検 出 した.生 検 漂 本 はgrade4の 活 動 性 炎 症 を 示 す 枯

　 膜 よ り;aら れ た.Nitrotyrosine免 疫 反 応 は 大腸 粘 膜 の

　 粘 膜 固 有 層 に て 観 察 され た(A)且 次 抗 体 を 反 応 させ な

　 い ネ ガ テ ィブ コ ン ト ロー ル写 真 を示 す(B)(拡 大 率 ×4

　 00)(Kimura　 H　et　al=Gut　 42:iao-ia7,1998の 第6

　 図 を 許 可 を 得 て 転 載,改 変)

養小腸上皮細胞において,iNos活 性およびNOx産 生

は増大することが示された2F　291.さ らに,炎 症性腸疾患

患者の炎症性の大腸粘膜にてiNOSが 誘導されうるとの

報告がみられる30.311。これらの知見や今回の著者の潰編

性大腸炎の高度の活動性炎症のみられる粘膜上皮で高率

にiNOS免 疫反応が見られたことは,粘 膜上皮が慢性炎

症時に重要なNO産 生源となっていること,お よび上

皮でのNO　 生が強 く関わっていることを示唆 してい

る.尚,本 研究において,腸 炎患者からの活動性炎症粘

膜においてiNos活 性が酵素学的手法にて検出されたが,

iNOS免 疫反応が観察されない場合がみられた.こ の食

い違いの理由は不明であるが,iNOSに 対する特異抗体

での組織学的な検討はより感度が低いという可能性,お

よび低い活性は非特異的なパックグラウンド染色との区

別ができないことが考えられる.

　炎症性腸疾患 において過剰に産生 され たNOが 如何

にして組織傷害 と関迎するかという機序については不明

な点が多い.炎 症が生 じている腸管の微小血管内皮では

傷害によりNOへ の反応性が変化 しているという報告

もみ られるffi).　NOの 過剰産生が炎症を促進することに

よる一つのメカニズムとしては,多 核白血球と単球の遊

走能 を起 こさせる能力が考えられる33・脚.NOが 組織傷

害と炎症を促進する他のメカニズムは,細 胞内鉄の放出,

ミトコンドリア機能の抑制そ してDNA合 成の抑制に関

係 しているu』]]1.NOは 酸素分子と速やかに反応 し,さ

まざまな酸化及び室素化物を産生するという能力により

間接的に組織傷害を起 こしている可能性 も考えられるai.

炎症性腸疾患の活動性粘膜では細胞上皮や細胞間領域の

細胞骨格を構成するタンパク質に酸化ス トレスやニ トロ

化が生 じていると報告されているb).Weitzmanら]9iや

Thomasら`o:は 白lln球由来のoxidantが 轟牲 を示 さな

い濃度 においてもin　Uitrpに て突然変異性があり,大 腸

における慢性炎症と悪性新生物発生に関係 している可能

性を指嫡 している.さ らに,N:O,の ようなNOの 自動

的な酸化産物はin嘘mに おいて二 トロ化や変異性の能

力があるu.+m.細 菌により多景に産生されるi次 または

2次 ア ミン類とともにUCの 管腔の低いpHコ ンディシa

ンはN一=ト ロソ化合物の産生に促進的であるa91.ま た,

腸内細菌を リファマイシンなどの抗生剤により抑える事

により,サ イ トカイン産生やNO産 生の減少により大

腸炎モデルが改.善する事か ら,大 腸細菌叢がNO代 謝

を介 して腸炎の病態に大きい影響を与えている可能性も

考えられだの.ま た本研究 に示 したような大腸粘膜にお

ける著しいNO　 生の存在 は,特 に慢性的に炎症の存

在する大腸においてNO依 存性のニ トロソ化合物およ

び酸化化合物の寄与を通 して,潰 煽性大腸炎における悪

性変異化を促進する可能性があると思われた。

　Peroxynitrite　 ionは スーバーオキサ イドとNOの 速

やかな反応により産生され る反応性のある酸化物であ

るSX61.　Peroxynitriteは 蛋白と反応 してチロシンの水

酸基のとなりの3位 にニ トロ基がつ くことで安定 した

産 生 物 で あ るnitrotyrosineと な る.二 酸 化 寛 素

(NO:.)の ような他のNO類 による生体内でのチロシン

のニ トロ化は理論的には可能であるが実際には少ないも

一T209一



木村:炎 症性腸疾患におけるNO合 成酵素活性増加

A

　

　

　

　

　

　

矛

　

一

　

　

　

ら
.,
♂

館

自
.V
ン

　

　

…

i

-『
「
.

θ
」

5

㍗

　
　
　
'

パ
、岬
暫

「
.

.を

晦

・
必

熔

f
∵

　

　

　

"
　

　
●

　

ゴ.
r

∵
撫
鋸
懸

　
　
.
胞
芝

¢

駈

　

　

　

、
ダ
㌦
恥
t

T

♂

　

　

　

、
　

　
　
●
　
　£

　

　

「

・
.
中

「舳町

噛

5
.

　

　

　

　

　

　

〒

　

　

　

」
.
●
　

　

　
・
　

　
.二
.

　

　

　

6

、
「

肌

.

Φ

轟

　

　

　

,

　
・
　

　
.
　
.

　

　
　
　

　
　
　
　
ち

　
　
　
　
　
　ミ
　

、

・、
㌔留

制
帽

黙

ヌ
.

'
　
や

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

,

　
　
　
　
　
　

.ヂ
語

　

　

　

　

　

　
.
.』い
・馨

.

　

　

　

　

　
(.「鳶

、翫鐘

耐

　

　

　

　

　

　

"
.・.門引
∴

.,

　

　

　

　

　

　

　

凋

　

・
.

.二

　

　

　

　

三

三

ワ

臨
"
一
.壱

・ド.

　

　

　

　

　

　

　

『

唱

-』
』

3

　

　

　

　

　

　

.
璽

　

・
・

.」
`

.ノ

.・
「

　
　
　
　
　
　
鼠
参

㌘

　

　

　

　

　

　

し
.

　

　

　

　

　

　

い
い
智

駆

・、.
…

聖

　

　

　

　

　

1

.ひ

　

　

　

。
「

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

雷
▼
「

　

　

　

　

　

　

　

　

　

ノ

.
,

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

層̀
'

　

　

　

　

　

6

..

.,
『.
」
.
U・
幽9
・
メ

　

　

　

　

　

　

`
!
'

　

■飼

.
　
ノ

　

0
9
　
!

..

　

叩

.

.
。
.・

:

'.

・.尋

.
、
'

8
.ソ

.
　

,
○

、
　
=
　
.

　

　

`
〃

　

　

　

,
・

　

ロ

◎

.
ム

　

　

　

、

「

　
'

　

.・4

　

●

.
「
、

撞

己
「・「
く

..

B

　 しヨド　　
ρ　 ゴ　 .'

　 　 　 ,
　 　 　 `

▼　　　　,

;f .bell・

⊇一 冬 、

、!　　 ゼ

….憲

　 　 "「'1

.儀 「..,ザ

..あ

　　 3fA

.ti.

"

,,

↓
㌧

`

5

「

。

r

「

「
「'

'
.

■

「

,

(
●

!

L
レ 曳

第!0図 　 UCの 活 動 期 炎 症 鮎 膜 にお け るnitrotyrosineの

　 免 疫 組 織 化 学.免 疫 反 応 の 局 在 はnitrotyrosineに 対 す

　 る抗 体 を用 いて,ラ ベ ル さ れ たstreplavidin・biotin法 に

　 て 検 出 した.生 検 標 本 はgrade4の 活 動 性 炎 症 を 示 す 粘

　 膜 よ り 得 られ た.Nitrotyrosinc免 疫lx　 は大 腸 枯 膜 の

　 枯 膜 闘 有 層 に て 観 察 され た(A)1次 抗 体 を 反 応 さ せ な

　 い ネ ガ テ ィ ブ コ ン トv一 ルrodを 示 す(B)(拡 大 率 ×a

　 OO}(Kimura　 H　et　al:Gw　 42:180-187,1998の 第6

　 図 を 許 可 を得 て 転 載,改 変)

養小腸 上皮細胞 にお いて,iNOS活 性 およびNOx産 生

は増大す ることが示 され た$LL　YBI.さ らに,炎 症性腸疾患

患者 の炎症性の大腸枯膜にてiNosが 誘 導 され うる との

報告がみ られ る]0.311,こ れ らの知見 や今回 の著者 の潰瘍

性大腸炎の高度の活動性 炎症のみ られる粘膜 上皮 で高率

にiNOS免 疫 反応が見 られた ことは,粘 膜.ヒ皮 が慢性 炎

症時 に重要 なNO産 生源 とな って いる こと,お よ び..t一.

皮 でのNO産 生 が 強 く関わ って いる ことを示唆 してい

る.尚,本 研究 において,腸 炎患 者か らの活動性 炎症枯

膜においてiNOS活 性が酵素学的手法にて検出されたが,

iNOS免 疫反応が観察 されない場合がみ られた.こ の食

い違いの理由は不明であるが,iNOSに 対する特異抗体

での組織学的な検討はより感度が低いという可能性,お

よび低い活性は非特異的なバ ックグラウンド染色との区

別ができないことが考えられる.

　炎癒性腸疾患において過 剰に産生されたNOが 如何

にして組織傷害と関連するかという機序にっいては不明

な点が多い。炎症が生 じている腸管の微小血管内皮では

傷害によりNOへ の反応性が変化 してい るという報告

もみられる33獅.NOの 過剰産生が炎症を促進することに

よる一っのメカニズムとしては,多 核白1血1球と単球の遊

走能を起こさせる能力が考えられる13.311.NOが 組織傷

害と炎症を促進する他のメカニズムは,細 胞内鉄の放出,

ミトコンドリア機能の抑制そしてDNA合 成の抑制に関

係 している35.ari.　NOは 酸素分子 と速やかに反応し,さ

まざまな酸化及び窒素化物を産生するという能力により

間接的に組織傷害を起 こしている可能性も考え られる6',.

炎症性腸疾患の活動性粘膜では細胞上皮や細胞間領域の

細胞骨格を構成するタンパク質に酸化ストレスやニ トロ

化が生 じていると報告されている鋤.Weitzmanらasiや

Thomasら4。'は 白[血球由来のoxidantが 毒性を示さな

い濃度においてもin　vitroに て突然変異性があり,大 腸

における慢性炎症 と悪性新生物発生に関係 している可能

性を指摘 している.さ らに,N203の ようなNOの 自動

的な酸化産物 はin　vitsaに おいてニ トロ化や変巽性の能

力があるu.4:.細 菌により多量に産生される1次 または

2次 アミン類とともにUCの 管腔の低いpHコ ンディショ

ンはN一ニ トロソ化合物の産生に促進的である.r'..また.

腸内細菌を リファマイシンなどの抗生剤により抑える事

により,サ イ トカイ ン産生やNO産 生の減少 によ り大

腸炎モデルが改善する事か ら,大 腸細菌叢がNO代 謝

を介 して腸炎の病態 に大きい影響を与えている可能性 も

考え られた1L.ま た本研究に示 したような大腸粘膜にお

ける著 しいNO産 生の存在 は,特 に慢性的に炎症の存

在する大腸においてNO依 存性のニ トロソ化合物およ

び酸化化合物の寄与を通 して,潰 瘍性大腸炎における悪

幟変異化を促進する可能性があると思われた.

　Peroxynitrite　ionは スーパーオキサイ ドとNOの 速

やか な反応によ り産生 され る反応性のある酸化物であ

る5CBI.　Peroxynitriteは 蛋 白と反応 してチロシンの水

酸基のとなりの3位 にニ トロ基がつ くことで安定 した

産 生物 で あ るnitrotyrosineと な る.二 酸 化 窒 素

(NO:)の ような他のNO類 による生体内でのチロシン

のニ トロ化は理論的 には可能であるが実際には少ないも
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の であ るM:.Peroxynitriteの 免 疫反応 の著明 な増 大 は

急性 のエ ン ドトキセ ミアに よるラッ トの大動脈 と肺 にて

報告 されて い る47.Lei.　KooyらX91は 窒 素由来酸 化物 は ヒ

トで の 急性 肺 傷 害 に お いて産 生 され る こ とを示 し.

peroxynitriteは 炎 症性肺 疾患 にお いて重 要 な酸化物 で

あるか もしれないと示唆 している.実 験的 なモルモ ッ ト

の 腸 炎 で は,Millerら'191は 免 疫 組 織 化学 的 にnitro・

tyrosineとiNOSは 同 じ場所 に局在 してお り,　NO産 生

阻害 はnitrotyrosine産 生 を防 ぐとい うこ とを示 してい

る.今 回 著者 はnitrotyrosineに 対 する特 異的な抗体を

用 い て,活 動 性UC患 者 の炎 症粘 膜 の傷 害 にお いて

peroxynitriteの よ うなNO由 来 の酸 化物 の影響 を証明

す る ことによ り,チ ロシンの窒素化 が活動性UC患 者の

大腸粘 膜にお いてin　situに 生 じて いるこ とを示 した.

Nitrotyrosine染 色 の陽性率 も疾患 の活動性 の増 大 とと

もに増 加 し,活 動性UC患 者 の不可逆的 な組織傷害 に関

係 して い る と考 え られ た.し か しなが ら,nitrotyro・

sine染 色 は主 に粘膜 問有層 にて観察 された,こ れはNO

自体 がチ ロシンのニ ト0化 を起 こすのではないので,貧

食性 白血球 か らの スーパーオキサ イ ドアニオ ンが簡単 に

到達 し得ない粘膜 上皮 にては座 生されに くいためと考え

られ た.

　 クローン病では,炎 症穏1膜において増大 したiNOS活

性 を観 察で きた,UC患 者 におけ るNOS活 性 が,活 動

性のCD患 者 の活 性よ りも2倍 高い とい う以前の論文13:

と は異 なり,本 研究で は,CD!Stで の 炎症粘膜 におけ

るiNOS活 性 の上昇の程度は,7uF'動 性UC患 者 のそれと

相 違 はな か った.一 方 で,CD患 者 の炎 症 粘膜 で の

clVOS活 性 は,　UC患 者 においては見 られ ないような著

明 な上昇 を認 めた.正 確 な原因 は分か らないが,こ の柑

違 はお そ ら く炎症組 織で のcNOS活 性 に影響 を与 え る

よ うな。 寅食性 の白血球 ではない例えば内皮細胞 などの

違 いによ る もので はないか と考え られ る.さ らに,CD

患 者 の炎症の無 いまたは 「沈静化 した」粘膜 において も

著明 にiNOS活 性 が上昇 し,炎 症粘膜のiNOS活 性 とそ

れほど違いがない値を示 したことは着 目すべ き点である.

UCお よ びCD患 者 の血漿IL・6の 違 い と同 様に,酵 素

活性 の違 いは これ らの疾患の屑態 の重要 な違 いと関連 し

て い るか も しれ ないiz:,　CD非 炎症 粘膜 に おけるiNO5

活性 の上昇を説明す るい くっかの可能性 は存在す る.一

っの可能性 は,正 常 粘膜に覆われなが らもこのような場

所 では粘膜固有層への マクロファー ジや リンパ球の集積

を伴 った早期 の粘膜 炎症性 変化が あ ると いう もので あ

る細.も う一っ の可能性 と して,沈 静化 した粘膜 も異常

td　 の炎症性 メデ ィエー ターを放出するよ うに感作 され

ている可能性があるということである.Wardkeら はm

大腸粘膜バイオプ シーの培養にて,CD患 者の一見正常

な粘膜が正常人よりもより多 くのエイコサノイドを産生

するmを 発見 した.炎 症細胞の著明な反応能力の増大は

Baldassano"'や 著者らのグループ鋤によっても証明され

ている.第3の 可能性は,CDに おけるiNOS活 性の増

加は炎症細胞からだけでなく,性 質が変化 した上皮細胞

や腸管平滑筋,粘 膜下ニューロンからの由来もあるとい

うことであるwi.

　本研究の対象患者の多くが,炎 症性メディエーターの

放出を抑制するとされる副腎皮質ステロイ ドやサラゾピ

リンを投与されていたという点は考慮すべき点である.

特に,副 腎皮質ステロイドはiNOS活 性の抑制剤として

知られている.そ れゆえに,本 検討結果がサイ トカイン

を含めこれらの影響によりバイアスがかか ったものであ

ると想像はできる.し か しなが ら,血 漿NOx濃 度や粘

膜NOS活 性と患者群が服用 している薬剤との間に(デ ー

タは示 してはいないが)何 の関連性 も見い出せなかった.

さらには,そ のような治療は炎症反応を最小化するもの

と期待されているもので,ス テロイド治療は腸管捨膜固

有層のマクロファージの数を直接増加させるという可能

性は残 るが,従 って治療薬剤は著者が観察 したNO産

生増大の原因とはならないと考え られた.

　以上のことよりiNOSを 介するNO合 成 はUCお よ

びCD患 者の炎症を起こしている大腸括膜において有意

に増加 しているものと結論 した.特 にUC患 者において

は増加 したiNOS活 性 は末梢血のNO濃 度や大腸の炎

症の程度に良 く相関し,NOと くに大腸上皮のそれが病

態の増悪と密接に関係する可能姓が考えられた.一 方,

CD患 者においてはcNOSを 介 したNO合 成は炎症粘膜

において上昇 しており,炎 症粘膜での炎症性細胞のみが

NO産 生の増加の原因ではないことを示すものと思われ,

さらにiNos活 性の著明な上昇が非炎症部の粘膜におい

ても観察された,こ のようなUCやCDに おけるNOの

違いはこれらの疾患における特徴的な臨床像の違いと関

連する可能性があると考えられた.

総　　括

1.腸 粘 膜 に お けるnitric　 oxideの 産 生 増 大 は,炎 症

　 性腸疾 患の増悪 因子 とな ってい る可能性 がある.本

　 研究で は,潰 瘍性 大腸 炎患者 およびCrohn病 患 者

　 に おけ る血 中のnitric　 oxideと 大 腸粘 膜のNO合

　 成酵素(nitric　 oxide　 synthase,　 NOS)活 性 を測定

　　し,病 変の活動性 との関連性を検討 した.さ らに潰
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　 煽性大腸炎患者の大腸粘膜において,炎 症の程度と

　 誘導型NOS(iNOS)発 現およびベルオキ シナイ ト

　　ライ ト(peroxynitrite)産 生 との関al　rっ き組織

　 学的に検討 した,

2.活 動期の潰瘍性大腸炎患者およびCrohn病 患者の

　　血清中NOx濃 度は著明に上昇 し,患 者大腸粘膜の

　　NOS活 性と血清NOx濃 度には正の相関が認め ら

　　れた.

3.活 動期潰瘍性大腸炎患者においては,iNos活 性は

　　病変部において著明に上昇がみられたが,非 病変部

　　の粘膜において もわずかに上昇がみ られた.こ の

　　iNos活 性の増加は内視鏡的及び組織学的な炎症の

　　gradingと 相関 していた.　iNOS免 疫染色では粘膜

　　固有層のみならず粘膜上皮にての強い発現を認めた.

　　一方,構 成型NOS(cNOS)活 性の増大は潰瘍性大

　　腸炎患者においては認 め られなか った.ま た,

　　peroxynitriteの 産生は活動性のある炎症粘膜の粘

　　膜固有層にて観察された.

4.そ れに対 して,Crohn病 患者では病変部のみなら

　　ず非病変部の肉眼的に正常な粘膜においてもiNos

　　活性の著明な増大を認めた.さ らにcNOS活 性に

　　関 しても病変部において上昇が認め られた.

5.以 上の結巣より,炎 症性腸疾患患者の血中のNOx

　　濃度上昇は腸管の炎症を反映している可能性が考え

　　られた.粘 膜内で産生されるiNOS由 来のnitric

　 oxideお よびその代謝産物は炎症性腸疾患の大腸粘

　　膜における炎症と組織隙害に密接に関係 している可

　　能性を明 らかにしえた.し か し一方潰鰯性大腸炎と

　 Crohn病 においては腸管病変におけるnitric　oxide

　　に両者で差異がみられる可能性があると考えられた.
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