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和文抄録  

 

Phenolやcresolなどの植物性フェノール関連化合物は歯科領域では歯髄鎮静

薬や根管消毒剤として、thymol は歯磨剤や根管消毒剤の添加物として今なお使

用されている。しかし、これらのフェノール化合物単量体は高濃度では炎症を

惹起することが知られている。また、フェノール関連化合物の二量体化はその

単量体に比べ抗酸化作用や抗炎症作用が高まることが報告されている。一方、

cyclooxygenase (COX)-2 はアラキドン酸からプロスタグランジン合成に関わる

律速段階の酵素の１つで、増殖因子、サイトカイン、細菌リポ多糖 

(lipopolysaccharide: LPS)などで誘導され発現する。本酵素は局所の炎症や腫

瘍形成に重要な役割を果たしており、その効果の多くは転写因子 nuclear factor 

kappa-B (NF-B)の活性化によって調節されることが知られている。しかしなが

ら、フェノール関連化合物による COX-2発現の調節機構に関する研究は尐ない。

そこで本研究では、フェノール関連化合物およびその合成二量体の持つ抗炎症

作用の一端を明かにする目的で、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7細胞

を用いて LPS 刺激 COX-2 発現に及ぼすフェノール関連化合物の調節作用につい

て検討した。LPS は RAW264.7 細胞において顕著な COX-2 遺伝子発現を処理後３

時間で、COX-2タンパク質発現を処理後６時間で誘導した。次に LPSにより誘発

される COX-2 発現に対するフェノール関連化合物 [p-cresol、thymol、

2,4-di-tertial-butylphenol (DTBP) 、 2,2’-dihydroxy-5,5’-dimethyl 

biphenyl (DDBP, p-cresol 二量体 )、および 3,3’,5,5’-tetra-tertial- 

butyl-1,1’-biphenyl-2,2’-diol (TTBBD, DTBP 二量体)] の効果を検討した。

DTBPは COX-2発現に対して抑制効果を示さなかったが、p-cresol、thymolは 10 

Mの濃度で RAW264.7 細胞の LPS刺激 COX-2発現を軽度に抑制し、また DDBPと

TTBBDは顕著な抑制を示した。一方、LPS で誘発される転写因子 NF-B活性化に

及ぼすフェノール関連化合物の効果を検討したところ、DDBP と TTBBD は単量体

と比較して、LPS 処理後 30 分で誘導される IB-のリン酸化とタンパク質分解

を顕著に抑制した。また、これらの化合物は NF-B を構成する p65、p50、p52

の NF-B コンセンサス配列への結合を同様に抑制した。これらの結果は、フェ

ノール関連二量体化合物が、LPS誘発性のIB-リン酸化を抑制することにより、

NF-B活性化を抑制し、COX-2発現の抑制作用を発揮する可能性を示唆した。今

回の研究結果は、フェノール関連二量体化合物である DDBP と TTBBDが転写因子
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NF-Bの抑制を介し、COX-2に起因する種々の慢性炎症性疾患に対する有効な治

療薬として作用しうる可能性を示唆した。 

 

 

索引用語：フェノール関連二量体化合物、LPS、COX-2、NF-B、マクロファージ、

IB-リン酸化 

 

欄外表題：フェノール関連二量体化合物は LPS誘発性 COX-2 発現を抑制する 
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Abstract    

 

Phytophenols such as phenol, cresol and thymol are potent antioxidative compounds 

and have been used in the dentistry as a component of root-canal treatment agents. 

However, high doses of these compounds cause adverse effects such as inflammation 

and allergic reaction. Dimmerization of phenol-related compounds has been reported to 

enhance their antioxidant and anti-inflammatory activities. Cyclooxygenase-2 (COX-2), 

one of the rate-limited enzymes of prostaglandin synthesis from arachidonic acid, is 

induced by growth factors, cytokines and bacterial lipopolysaccharide (LPS), suggesting 

its role as a potent inducer against inflammation and tumorigenesis. In addition, it is 

well known that COX-2 activity is mostly regulated by activation of transcription 

factors such as nuclear factor kappa-B (NF-B). However, few studies have reported the 

mechanisms by which phenol-related compounds regulate the COX-2 expression.  

Therefore, the present study was undertaken to investigate the effects of some 

phenol-related compounds on the lipopolysaccharide (LPS)-stimulated COX-2 

expression and NF-B activation in RAW264.7 murine macrophage-like cell line. LPS 

induced the expression of COX-2 mRNA and protein at 3 and 6 hours after the start of 

treatment, respectively. Next, the effect of p-cresol, thymol, 2,4-Di-tertial-butylphenol 

(DTBP), 2,2’-dihydroxy-5,5’-dimethyl biphenyl (DDBP, a cresol dimer) and 

3,3’,5,5’-tetra- tertial-butyl-1,1’-biphenyl-2,2’-diol (TTBBD, a DTBP dimer) on 

LPS-induced COX-2 expression, was investigated. The LPS-induced COX-2 expression 

was inhibited slightly by p-cresol and thymol at 10 M, whereas it was more strongly 

inhibited by DDBP and TTBBD as compared to the monomeric compounds. DTBP was 

not inhibitory. When the effect of these compounds on the transcription factor NF-B 

activation was investigated, LPS-stimulated the phosphorylation-and proteolysis of 

IB- were markedly inhibited by DDBP and TTBBD. These phenolic compounds also 

strongly inhibited the LPS-stimulated binding of NF-B components (p65, p50 and 

p52) to the consensus sequences. These observations indicated that DDBP and TTBBD 

could act as an inhibitor of LPS-induced COX-2 expression via the suppression of 

NF-B activation by inhibiting phosphorylation of IB-. Also, these findings suggest 

that phenolic dimer compounds DDBP and TTBBD could act as an effective therapeutic 

agent against chronic inflammatory diseases caused by COX-2. 
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Running title: Phenol-related dimer compounds inhibit LPS-stimulated COX-2 

expression in RAW264.7 cells. 
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1. 緒言  

 

植物フェノール関連化合物は優れた抗酸化作用を有し、食品添加物や化粧品、

香料、医薬品などに広く使用されている 1,2)。また、フェノール関連化合物の一

部は酸化防止剤や紫外線吸収剤としてポリカーボネートの重合促進剤や塩化ビ

ニルの安定剤などの工業製品にも応用されている。歯科領域では phenol や

cresolは歯髄鎮静薬や根管消毒剤として、thymolは歯磨剤や根管消毒剤の添加

物として今なお臨床に使用されている 3,4）。古くからこれらの化合物は抗炎症作

用を有することが知られているが 5,6）、これらの化合物は酸化されやすく、自己

酸化によりフェノキシラジカル化し、プロオキシダントとして働き、細胞傷害

性を誘導する 7）。このことは、高濃度のフェノール関連化合物は抗炎症薬として

よりも、むしろ起炎物質として作用することを示唆している。Murakami ら 8,9）

は、ラジカル化しにくい構造のフェノール関連化合物を探したところ、いくつ

かのフェノール関連化合物のオルト二量体が、単量体に比べ細胞傷害性が尐な

く、抗酸化作用を有し、マクロファージ様細胞からの炎症性サイトカイン産生

を抑制することを見出した。このことは、ラジカル化しにくい構造のフェノー

ル関連化合物に抗炎症作用が存在することを示唆している。 

細胞膜リン脂質の不飽和脂肪酸のアラキドン酸はアラキドン酸カスケードと

呼ばれる代謝経路を経て生理活性物質に変換されることが知られている。

Cyclooxygenase (COX) は ア ラ キ ド ン 酸 を prostanoid と 呼 ば れ る

prostaglandin(PG)や thromboxaneなどの生理活性物質に代謝する過程に関与す

る律速酵素である。COX には２つの isoform があり、COX-1、COX-2 と呼ばれて

いる 10,11）。COX-1 は全身の組織に広く分布し、恒常的に発現しており、特に、

胃粘膜保護、血流や血圧維持、血小板凝集に関与している。一方、COX-2は多く

の細胞で普段は発現が低いが、転写因子 nuclear factor kappa-B (NF-B)の活

性 化 を 介 し て 増 殖 因 子 や 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 細 菌 リ ポ 多 糖 

(lipopolysaccharide: LPS)などの菌体成分で発現が誘導される 10-14）。COX-2は

PG を介した血管透過性の亢進や発痛に関与し炎症巣を作り上げるだけでなく、

胃癌、大腸癌、頭頸部癌などの腫瘍から高率に発現が確認され、腫瘍形成にも

関与することが考えられている 15-18）。 

そこで今回、強力に炎症性サイトカインの産生を誘導する細菌構造物である

LPS19,20）を使用し、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.721）における LPS 誘



 6 

導性 COX-2 発現に関するフェノール関連化合物 (p-cresol、thymol、DTBP、お

よび p-cresol と DTBP の合成二量体である DDBP、TTBBD)の調節作用について検

討したので報告する。 

 

2. 材料と方法  

 

1. 使用試薬  

p-Cresol、thymolは和光純薬工業（大阪）、2,4-di-tertial-butylphenol (DTBP) 

は東京化成工業（東京）より購入した。p-Cresol二量体[2,2’-dihydroxy-5,5’- 

dimethylbiphenyl (DDBP)]、DTBP 二量体[3,3’,5,5’-tetra-tertial-butyl- 

1,1’- biphenyl-2,2’-diol (TTBBD)]は各単量体より酸化的オルト二量化反応

により合成した 22,23)。フェノール関連化合物の化学構造式を Fig.1に示す。LPS

は Escherichia coli  O111:B4 LPS (List Biological Laboratories, Campbell, 

CA, USA)を使用した。 

 

2. 使用細胞と細胞傷害性試験  

本実験には、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7（大日本住友製薬，大

阪）を使用した。細胞は、penicillin 100 U/ml、streptomycin sulfate 100 g/ml

を含む 10 ％牛胎仔血清(Flow Laboratory, MacLean, VA, USA) 添加 RPMI 1640

培地 (Gibco BRL, Rockville, MD, USA)中で 37 ℃、5 % CO2の条件で培養した。

細胞傷害性試験は水溶性テトラゾリウム塩 WST-8 の還元作用を応用した cell 

counting kit-8 (CCK-8) (同仁化学研究所, 熊本)を使用した 24)。すなわち、1.0

×105 cells/ml の濃度の RAW264.7 細胞を 96 穴平底型マイクロカルチャープレ

ート(Nalgenunc International, 東京)の各穴に播種し前培養を行った。その後、

Fig.1 に示した各種フェノール関連化合物を最終濃度 0.01 M～10 mM になるよ

うに段階的に希釈し添加して、24時間培養した。培養後 CCK-8溶液を添加し、1

時間の呈色反応を行い、450 nm における吸光度を NJ-2001 マルチスキャンイム

ノリーダー (日本インターメッド，東京)を用いて測定した。相対的生細胞数は

フェノール関連化合物非添加の細胞を 100 %として算出した値を用いて表した。 

 

3. RNA の調製法および Northern blot assay   

RAW264.7 細胞（1.0×107cells/ml）を、60 mm プラスチックシャーレ(Falcon 
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Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)に播種し、24 時間培養後、培地

を交換し、各種フェノール関連化合物と 30 分間前処理後、LPS を所定の時間処

理した。その後、acid guanidine phenol chloroform (AGPC)法を用いて細胞よ

り total RNAを回収した 25)。すなわち、細胞を 4.2 M guanidine isothiocianate

液に溶解し、この溶解液を等量の water-saturated phenol 液に混合した。その

後、2 M sodium acetate と chloroform/isoamyl alcohol (49:1)混合液を添加

し、氷上 20分静置し、遠心分離後 ethanol 沈殿を行い精製 RNAとした。遺伝子

発現は、Northern blot 法により検討した。すなわち、精製 RNA を 1 % agarose 

gelで電気泳動を行い、RNAをナイロン膜 (MSI Magnagraph, Westboad, MA, USA)

に転写し固相化した。このナイロン膜を 50 % formamide, 50 mM sodium phosphate 

buffer (pH 6.5), 1 % sodium dodecyl sulfate (SDS), 5×SSC [1×SSC=150 mM 

NaCl, 15 mM sodium citrate (pH 7.0)], 1×Denhardt's solution [0.02 % Ficoll, 

0.02 % bovine serum albumin (BSA), 0.02 % polyvinylpyrolidone], denatured 

salmon sperm DNA を含む prehybridization buffer で 42 ℃、 18 時間 

prehybridization を行った。その後、Megaprime DNA labeling system（GE ヘ

ルスケアジャパン,東京）を用いて予め[-32P]-dCTP (PerkinElmer, Waltham, MA, 

USA)で標識した mouse COX-2 cDNA プローブ (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA)、5'-end labelling system (Promega. Madison, WI, USA)を用いて予め

[-32P]-ATP (PerkinElmer)で標識した -actin oligonucleotide プローブ

(GeneDetect, Bradenton, FL, USA)を用いて、最終濃度 10 % dextran sulfate

を加えた prehybridization buffer 中で 42 ℃、18 時間 hybridization を行っ

た。Hybridization 後、このナイロン膜を 1×SSC, 0.1 % SDS で 55 ℃、1 時間

洗浄し乾燥した。Kodak X-OMAT film  (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, 

USA)を用い、-80℃、24 時間オートラジオグラフィーを行い、その遺伝子発現

の程度をデンシトメトリーにて検討した 26,27）。定量は COX-2 mRNA / -actin mRNA

の値を計算し、相対的評価を行った。 

 

4. Western blot assay   

細胞は Northern blot と同様の条件で、60 mm シャーレで所定の時間培養後、

細胞溶解液 [10 mM Tris-HCl (pH 7.9), 1 % deoxycholate, 0.5 % Nonidet P-40, 

150 mM NaCl, 0.1 % SDS, 20 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.25 

mM phenylmethylsulfonyl flupride (PMSF), 10 g/ml aprotinin] で溶解しタ
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ンパク質を抽出した。その後、抽出したタンパク質は 12.5 % polyacrylamide gel

の条件下で Tris-glycine buffer (0.025 M Tris, 0.192 M glycine)を用いて

SDS-ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)を行った。泳動後、タンパク質は

セミドライ型トランスブロットシステム(ATTO, 東京)を使用し polyvinylidene 

difluoride (PVDF)膜 (Milipore, Bedford, MA, USA)に転写した。ブロットは、

0.05 % Tween-20 を含む Tris buffered saline (TBS) buffer [100 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 150 mM NaCl]に溶解した 5 %スキムミルクで 2時間ブロッキングを行

い、0.1 % Tween-20を含む TBS buffer で洗浄した。その後 PVDF 膜は、12時間、

4℃、5 % bovine serum albumin (BSA) 含有 TBS buffer 中に希釈した goat 

anti-mouse COX-2 polyclonal antibody (C-20) (希釈倍率 1:1000, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)、rabbit anti-mouse IB- polyclonal 

antibody、rabbit anti-mouse phospho-IB- polyclonal antibody (希釈倍率

1:2000, New England Biolabs, Beverly, MA, USA)、rabbit anti-mouse-actin 

polyclonal antibody (希釈倍率 1:1000, Santa Cruz Biotechnology)と反応し

た後、0.1 % Tween-20 を含む TBS buffer で 2 回洗浄した。その後、膜は 4 ℃

にて 3 時間、BSA 含有 TBS buffer中に希釈した horseradish peroxidase (HRP) 

-conjugated goat anti rabbit IgG antibody (希釈倍率 1:5000, New England 

Biolabs)と反応させ、0.1 % Tween-20 を含む TBS bufferで 2回洗浄した。洗浄

後、PVDF膜上に転写されたタンパク質は Phototope-HRP Western blot detection 

kit (New England Biolabs)を用いて化学発光させ、X-OMAT film (Eastman Kodak 

Company)に感光させた後、それぞれのタンパク質の発現の程度をデンシトメト

リーにて検討した 28）。定量は COX-2 protein / -actin protein の値を計算し、

相対的評価を行った。 

 

6.核タンパク質の回収と NF-B 結合  

細胞核タンパク質は細胞を Northern blot 法と同様の条件で、60 mmシャーレ

で所定の時間培養後、Nuclear Extract Kit (Active Motif, Carlsbad, CA, USA)

を使用して回収した。回収した核タンパク質中の NF-Bの DNA 結合活性は ELISA

を原理とした Trans-AM NF-B family kit(Active Motif)を用いて測定した 29)。

すなわち、NF-B 結合配列である 5’-GGGACTTTCC-3’のコンセンサス配列のオ

リゴヌクレオチド DNA が固相化されている ELISA プレート中の各 well に

Complete binding buffer を添加し、予め Complete lysis buffer にて至適濃
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度に希釈した核タンパク質 (5 g)を添加し，100 rpm のシェーカー(ATTO)に乗

せ室温にて 60分間結合反応を行った。洗浄後に Antibody binding buffer で希

釈(1:1,000)した p65、p50、p52、RelB の各 NF-B 抗体をさらに添加し、室温に

て 60分反応させた。再び洗浄後、kitに添付の HRP-conjugated anti-rabbit IgG 

antibody (1:1,000)を添加し、室温にて 60 分反応させた。更に洗浄排液後、

Developing solutionにて 5分間発色させ反応停止後、450 nmの吸光度を NJ-2001

マルチスキャンイムノリーダー（日本インターメッド）を用いて測定した。 

 

7. デンシトメトリー  

Northern blot、Western blotの結果、X線フィルム上に得られた mRNA、タン

パク質の画像は GT-X970 スキャナー（セイコーエプソン、東京）で直接取り込

んだ後、NIH Image version 1.62（http:// rsb.info.nih.gov/nih-image）を

用いて発現量を解析した。 

 

3.  結果 

 

1) フェノール関連化合物の細胞傷害性  

はじめに、各フェノール関連化合物の RAW264.7細胞に対する細胞傷害性につ

いて検討した。RAW264.7 細胞を種々の濃度の p-cresol、thymol、DTBP、DDBP、

あるいは TTBBDと 24時間培養し相対的生細胞数を Cell Counting Kitで測定し

た。その結果、いずれの化合物も 100M 以下の濃度では顕著な細胞傷害性を示

さなかった(Fig. 2)。 

 

2) LPS による RAW264.7 細胞における COX-2発現の誘導  

RAW264.7 細胞の COX-2 遺伝子発現に及ぼす LPS の作用について LPS 処理後、

経時的に total RNA を回収し、COX-2 遺伝子発現誘導作用を検討した。LPS は、

RAW264.7細胞において処理後 3時間で顕著な COX-2遺伝子発現を誘導した (Fig. 

3A)。本実験と全く同じ条件下で行った-actin 遺伝子発現は、LPS 処理群と比

較して何ら差異を認めることがなかった。 

次に、COX-2タンパク質発現に及ぼす LPSの作用について LPS処理後、経時的

に細胞質蛋白質を回収し、Western blot 法により検討した。その結果、LPS 処

理後 3 時間で COX-2 タンパク質の発現が認められ、6～9 時間後でほぼ最大の発
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現量に達した (Fig. 3B)。 

 

3) Phenol 関連化合物による LPS 誘導性 COX-2発現の抑制  

LPS は RAW264.7 細胞の COX-2 遺伝子ならびにタンパク質発現を誘導する結果

が得られたことから、この発現に及ぼすフェノール関連化合物の調節作用を検

討した。 RAW264.7 細胞に所定の濃度に希釈した p-cresol、thymol、DTBP、DDBP、

あるいは TTBBD を 30 分間前処理し、LPS 処理 3 時間後に total RNA を回収し、

COX-2 遺伝子発現を調べた。その結果、p-cresol 処理群では COX-2 遺伝子発現

を 30 %程度抑制したが、DDBP処理群では 10 Mの濃度で 80 %程度抑制した(Fig. 

4A)。Thymol処理群は COX-2遺伝子発現を約 60 %抑制した(Fig. 4B)。また、TTBBD

処理群では COX-2 遺伝子発現を 10 M の濃度で 90 %抑制したが、DTBP処理群で

は抑制効果は認められなかった (Fig. 4C, D)。一方、本実験と同じ条件下での

-actin遺伝子発現はLPSやフェノール関連化合物処理の影響を何ら受けなかっ

たことから、LPS 誘導性 COX-2遺伝子発現の抑制作用は、フェノール系薬物によ

る特異的な作用であることが示唆された。 

次にフェノール関連化合物の LPS 誘導性 COX-2 タンパク質発現に対する影響

を検討する目的で、細胞に 30分 p-cresol、thymol、DTBP、DDBP、あるいは TTBBD

を前処理し、LPS 処理後 6 時間の細胞質タンパク質を回収し、Western blot 法

で検討した。その結果、遺伝子発現のデータとほぼ同様の傾向で、p-cresol 処

理群では COX-2発現を 10 Mの濃度で約 50 %抑制したが、DDBP 処理群では同じ

濃度で 80 %抑制した(Fig. 5A)。Thymol 処理群は COX-2 発現を 40～50 %抑制し

た(Fig. 5B)。また、TTBBD処理群では COX-2発現を 70～80 %抑制したが、DTBP

処理群は全く抑制しなかった(Fig. 5C, D)。一方、DTBP は単独処理で COX-2 タ

ンパク質発現を 30 %前後誘導することが判明した(Fig. 5C)。以上の結果は、フ

ェノール関連二量体化合物の DDBPおよび TTBBDが LPS誘導性 COX-2発現をそれ

ぞれの単量体より強力に抑制することが分った。 

 

4) フェノール関連化合物による LPS刺激 IB-のリン酸化依存性タンパク質分

解の調節作用   

転写因子 NF-B は無刺激の状態では、抑制性タンパク質である IB-により

その活性が抑制されている。しかし、LPS などの刺激が細胞膜受容体に伝達され

ると、IB-がリン酸化されてプロテアソームで分解される。その結果、IB-
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と結合していた NF-B が遊離し、核内に移動し、標的遺伝子のプロモーターに

存在する NF-B 結合配列に結合する。フェノール関連二量体化合物は COX-2 発

現を顕著に抑制したことから、これらの化合物は NF-B の活性化を抑制する可

能性が考えられた。そこで、フェノール関連化合物が LPS 刺激 IB-リン酸化

依存性蛋白分解を調節できるか検討した。RAW264.7 細胞を 10M の p-cresol、

thymol、DDBP、あるいは TTBBDで 30分間前処理し、LPS処理後 30分に細胞質タ

ンパク質を回収し Western blot法にて検討した。その結果、Fig. 6に示すよう

に、LPSによる IB-のリン酸化とタンパク質分解は、二量体化合物 TTBBDによ

りほぼ完全に抑制された。また二量体化合物の DDBPは IB-のリン酸化を 80 %

程度抑制した。一方これに反して単量体の p-cresol、thymol は IB-のリン酸

化、タンパク質分解を 50～60 %程度しか抑制しなかった。 

 

5) フェノール関連化合物による NF-Bサブユニットの DNA結合活性に対する抑

制作用  

フェノール関連二量体化合物は LPS 刺激 IB-のリン酸化依存性タンパク質

分解を顕著に抑制したことから、これらの化合物は NF-B の活性化を抑制する

可能性が考えられた。そこで、ELISAを原理とした Trans AM NF-B family kit

を用いてこれらの化合物による NF-B サブユニットのコンセンサス配列への結

合活性に対する影響について検討した。RAW264.7 細胞を 10M の p-cresol、

thymol、DDBP、あるいは TTBBD で 30 分間前処理し、LPS 処理 1 時間後の核タン

パク質を回収し NF-B 複合体を構成する p50、p52、p65、RelB の各サブユニッ

トの DNA結合活性を検討した。その結果、Fig. 7に示すように p-cresolと thymol

は p50、p52、p65 の DNAへの結合を軽度に抑制した。一方、二量体 DDBP、TTBBD

は単量体に比べて NF-B各サブユニットの DNA 結合活性を顕著に抑制した。 

これらの結果から、二量体フェノール関連化合物は単量体に比較して転写因

子 NF-Bの活性化を効果的に抑制することが明らかとなった。 

 

4. 考察  

 

植物性フェノール関連化合物は古くから抗炎症作用を有していることが知られてい

る 31）。しかし、eugenol のような天然 o-methoxyphenolは抗酸化作用を有する一方

で、高濃度ではそのプロオキシダント効果によりそれ自身がフェノキシラジカル化され、
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炎症やアレルギー反応のような副作用を引き起こすことも知られている。それゆえ、ラ

ジカル化しプロオキシダントになりにくい構造のフェノール関連化合物を見出すことは

意義あることと考える。今回、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7における LPS誘

導性 COX-2発現と NF-B活性化を p-cresol、thymol、DTBP およびその合成二量

体、DDBP、TTBBD が抑制するか否か検討した。 

フェノール化合物で根管消毒剤などに使用されている p-cresol とその二量体の

DDBP、シソ科イブキジャコウソウ属(Thymus)でタイム様の臭気を有し防腐剤、殺菌剤、

洗口液などに使用される thymolの効果を検討したところ、p-cresolは 10 Mの濃度

で LPS 誘導性 COX-2 発現を抑制したが、DDBP は p-cresol より強く COX-2 の発現を

抑制した(Fig.4A, Fig.5A)。また、thymol も COX-2発現抑制作用を有することが明ら

かになった(Fig.4C, Fig.5C)。以上のことから、p-cresolや thymol は根管消毒剤と

しての効果に加え、COX-2発現抑制効果もあることが明らかになった。また、p-cresol

と DDBP はどちらもラジカル捕捉作用を持つが、二量体の DDBP の方がフリーラジカル

捕捉作用が強いことが報告されている 22)。このことは、二量体化が抗酸化作用を増強

できることを示している。一方、酸化防止剤や紫外線吸収剤としてポリカーボネートの

重合促進剤や塩化ビニルの安定剤などの工業製品にも応用されている単量体 DTBP

は LPS誘導性 COX-2発現を全く抑制しなかった(Fig.4B, Fig.5B)。しかしながら、二

量体である TTBBD は供試した 5種類の試薬中最も高度に抑制した(Fig.4D, Fig.5D)。

一般的に、二量体による抗炎症作用の違いはフェノール性 OH から水素が引き抜かれ

る時の解離エンタルピー(BDE: bond dissociation enthalpy)の差異に起因してい

ることが考えられる。BDE が高い化合物では水素原子の引き抜きがなく、フェノール化

合物がラジカル化しにくく安定化する 31)。したがって、BDE が単量体 DTBP より高い

TTBBD ではプロオキシダント効果が抑えられ抗酸化作用が増大し COX-2発現を抑制

したものと考えられる 32。一般的に o-biphenolsのような二量体化は単量体の持つ毒

性やプロオキシダント効果を減少させフェノール誘導体の安定化、抗酸化作用と抗炎

症作用を増強させることが多い。このような、二量体化による抗酸化・抗炎症作用の増

強作用は eugenol と bis-eugenol8)、isoeugenol と dehydrodiisoeugenol33)、

butylated hydroxyanisole (BHA)と bis-BHA9)、ferulic acid と bis-ferulic 

acid34) 、 phenol と 2,2’-biphenol35) お よ び 4-metoxyphenol と DDMB 

(2,2’-dihydroxy-5,5’-dimethoxybiphenyl)（未発表データ）などの単量体－

二量体間の研究で明らかにされている。それゆえ、BDE 値やラジカル捕捉作用を基準

に種々のフェノール化合物二量体を合成し、これらの抗炎症作用を研究することは歯
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科治療薬のドラッグデザインを考案する上で重要なことと考える。  

近年、化合物の構造や活性部位の立体的役割と宿主受容体との相互作用が最近

重要視されている。これは宿主の酵素やその活性部位、受容体が化合物の立体構造

と適合し key and keywayの関係を保ち、わずかな立体構造の変異が細胞シグナルの

on-offを左右することを示している 36,37)。フェノール性 OHの BDEの差異やラジカル捕

捉作用も構造特異的であることが理解されつつあり 34,38)、化合物のデザインは複数の

ラジカル捕捉作用研究や抗炎症作用などの評価が重要な位置を占めると思われる。

一方、Ishii ら 39)は DDBP が LPS刺激 TNF-発現の抑制を示すが、2,2-biphenol

は低濃度では促進、高濃度では抑制といった、二相性の変化を示すことをすでに報

告した。このことは、二量体構造をとっていても条件によっては、抗酸化・抗炎症作用

よりもプロオキシダント・炎症作用が増強されることを示唆している。フェノール関連化

合物によるプロオキシダント・炎症作用および細胞傷害性はフェノール化合物の

mitochondrial uncoupling、フェノキシラジカル産生、フェノール代謝などに関連し

た二次的な reactive quinone methide intermediate 形成などが複雑にからみあ

い誘導されることが報告されている 7,38,40、41)。それゆえ、フェノール関連化合物の臨床

的応用は目的に応じた慎重な取り扱いが必要であると考える。 

NF-Bは免疫反応において中心的役割を果たす転写因子である。NF-Bはストレス

やサイトカイン、紫外線等の刺激により活性化され、急性および慢性炎症反応や細胞

増殖、アポトーシスなどの数多くの生理現象に関与している 42)。NF-B 活性制御の不

良はクローン病や関節リウマチなどの炎症性疾患をはじめとし、癌や敗血症性ショック

などの原因となり、特に悪性腫瘍では多くの場合 NF-Bの恒常的活性化が認められる
43)。NF-Bファミリーに属する分子は 5種類（ClassⅠ：p50、p52；ClassⅡ：RelA(p65)、

RelB、c-Rel）が知られており、これらがホモあるいはヘテロ二量体を形成したものが転

写因子として機能し、接着分子、サイトカイン、COX-2、一酸化窒素合成酵素(iNOS)や

免疫系の受容体の遺伝子発現に関与する 43,44)。これらのファミリーは共通して DNA 結

合や核内移行、二量体形成の領域が存在するが、ClassⅠ分子に属する p50、p52 に

は転写抑制作用に関与するアンキリンリピートと呼ばれる配列が存在する。一方、

ClassⅡ分子には転写活性化領域が存在し 45)、ClassⅠ分子と ClassⅡがヘテロ二量

体を形成することで NF-B が転写活性化能を示す 46)。p50/p65 ヘテロダイマーは

NF-B シグナル情報伝達路の主要な二量体で、非刺激下では細胞質に存在し、

IB-と結合することで活性が抑制されている 47)。しかし、LPS や TNF-等の刺激によ

り IB-がリン酸化され IB-タンパク質が分解されると核内に移行し、DNA上のB配
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列 (5’-GGGACTTTCC-3’)に結合し、目的遺伝子の転写活性化を誘導する。

p-Cresol と thymolは LPSによる IB-のリン酸化と分解、その後の p52、p65、p50

のB配列への結合を抑制した。しかし、二量体 DDBP と TTBBDは単量体フェノール化

合物よりも強力に IB-のリン酸化と分解を抑制した（Fig.7）。COX-2遺伝子はそのプ

ロモーター領域にB 配列を持ち、遺伝子発現制御を担っていることが知られている
48-50）。従って、フリーラジカル補足能の高いフェノール二量体化合物がその抗酸化作

用により NF-Bの上流を抑制し、NF-B活性化とそれに続く COX-2遺伝子発現を抑制

したものと考えられる。COX-2は PGを介した血管透過性の亢進や発痛に関与し炎症巣

を作り上げるだけでなく、胃癌、大腸癌、頭頸部癌などの腫瘍から高率に発現が確認

され、腫瘍形成にも関与することが考えられている 15-18）。多くの腫瘍細胞ではNF-Bが

恒常的な活性化を受けていることから、近年、NF-B が癌の化学療法におけるターゲ

ットとして注目されている 51）。従って、腫瘍細胞においてこれらの二量体化合物の反応

性を検討することは今後の重要な研究課題といえる。 

今回の研究結果は、フェノール関連二量体化合物である DDBP と TTBBDが転写因

子 NF-B の抑制を介し、COX-2 に起因する慢性炎症性疾患の効率的な治療薬して機

能しうる可能性を示したとともに、歯科領域においては抗炎症性作用を持つ新しいフ

ェノール系根管治療薬の開発に向けたリード化合物としての可能性を示した。 

 

5. 結論  

 

フェノール関連化合物およびその合成二量体の抗炎症性作用を解明するため

に、マクロファージ様細胞株 RAW264.7 における LPS誘導性 COX-2発現の抑制作

用とその作用に関する転写因子活性化調節機構について検討し、以下の結果を

得た。 

1. p-Cresol、thymol、DTBP、DDBP、TTBBD を使用した RAW264.7 細胞の細胞傷害

性試験では、いずれの化合物も 100 M以下の濃度では細胞傷害性を示さなか

った。 

2. 単量体フェノール化合物 p-cresol、thymol は RAW264.7 細胞の LPS 誘導性

COX-2遺伝子発現ならびにタンパク質発現を抑制したが、二量体 DDBP、TTBBD

は単量体化合物よりも強力に COX-2 の発現を抑制した。 

3. LPSによる RAW264.7 細胞の IB-のリン酸化とタンパク質分解は、二量体化

合物 TTBBDによりほぼ完全に抑制された。また、二量体 DDBP は IB-のリン
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酸化を 80 %程度抑制した。一方、単量体 p-cresol、thymol は IB-のリン酸

化とタンパク質分解を 50～60 %程度しか抑制しなかった。 

4. 単量体 p-Cresol、thymolは LPS刺激 NF-Bサブユニット(p50、p52、p65)の

コンセンサス配列への DNA結合活性を軽度に抑制した。一方、二量体 DDBP、

TTBBDは単量体化合物よりも顕著に DNA結合活性を抑制した。 

 

以上の結果から、DDBP や TTBBD などのフェノール関連合成二量体化合物は単

量体と比較して LPS によって誘導される NF-Bの活性化を強力に抑制し、NF-B

によって制御されている COX-2遺伝子発現を抑制することが明らかとなった。 

今回の研究結果は、フェノール関連二量体化合物である DDBP と TTBBDが転写

因子 NF-Bの抑制を介し、COX-2 に起因する慢性炎症性疾患に対する有効な治療

薬として作用しうる可能性を示唆した。 
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2, 4-Di-tertial-butylphenol

(DTBP)

Fig.1
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Figure Legends 

 

Fig. 1. Structures of phenol-related compounds.  

 

Fig. 2. Cytotoxicity of phenol, p-cresol, thymol, DTBP, DDBP and TTBBD 

towards RAW264.7 cells. The cells were treated with the indicated 

concentrations of phenol-related compounds for 24 h and viable cell numbers 

were assessed by cell counting kit. Each value represents triplicate 

assays. 

 

Fig. 3. LPS-induced COX-2 expression in RAW264.7 cells.  (A) The cells were 

incubated with or without LPS at 100 ng/ml, and then the total RNA was 

prepared at the indicated times after the initiation of the treatment. 

Northern blot analysis was performed with [32P]-labeled COX-2 cDNA probe 

and -actin antisense-oligonucleatides probe. (B) The cells were treated 

or not with LPS at 100 ng/ml. Thereafter, equal amounts of cell lysates 

were analyzed by Western blot analysis with antibody raised against COX-2 

and -actin. ( C and D) Autoradiographs from the Northern blots and Western 

blots were quantified by densitometry and values were normalized to levels 

of -actin mRNA or protein. Reproducible results were obtained in another 

independent experiment. 

 

Fig. 4. Inhibitory effects of phenol-related compounds on LPS-induced 

COX-2 gene expression in RAW264.7 cells.  The cells were pretreated or not 

for 30 min with the indicated concentrations of p-cresol or DDBP (A), thymol 

(B), TTBBD (C) and DTBP (D), and then treated or not for 3 h with LPS at 

100 ng/ml. Thereafter, their total RNA was prepared, and Northern blot 

analysis was performed with [32P]-labeled COX-2 cDNA probe and -actin 

antisense-oligonucleatides probe. Autoradiographs from the Northern blots 

were quantified by densitometry and values were normalized to levels of 

-actin mRNA. Reproducible results were obtained in another independent 



experiment. 

 

 Fig. 5. Inhibitory effects of phenol-related compounds on LPS-induced 

production of COX-2 protein in RAW264.7 cells. The cells were pretreated 

or not for 30 min with the indicated concentrations of p-cresol or DDBP 

(A), thymol (B), TTBBD (C) and DTBP (D), and then treated or not for 3 h 

with LPS at 100 ng/ml. Thereafter, equal amounts of cell lysates were 

analyzed by Western blot analysis with antibody raised against COX-2 and 

-actin. Autoradiographs from the Western blots were quantified by 

densitometry and values were normalized to levels of -actin protein. 

Reproducible results were obtained in another independent experiment. 

 

Fig. 6. Inhibitory effects of phenol-related compounds on LPS-stimulated 

phosphorylation dependent proteolysis of IB- in RAW264.7 cells. The 

cells were pretreated or not for 30 min with p-cresol or DDBP, thymol, and 

TTBBD at 10 M, and then treated or not for 30 min with LPS at 100 ng/ml.  

Thereafter, equal amounts of cell lysates were analyzed by Western blot 

analysis with antibody raised against phosphorylated IB-, IB- and 

-actin (A). Autoradiographs from the Western blots were quantified by 

densitometry and values were normalized to levels of -actin protein (B). 

Reproducible results were obtained in another independent experiment. 

 

Fig. 7. Inhibitory effects of phenol-related compounds on LPS-stimulated 

binding to its consensus sequences of NF-B in RAW264.7 cells.  The cells 

were pretreated or not for 30 min with p-cresol or DDBP, thymol, and TTBBD 

at 10 M, and then treated or not for 1 h with LPS at 100 ng/ml. Then the 

nuclear extracts were prepared and used in a Trans-AM (Active Motif) 

ELISA-like assay kit to quantitate the NF-B p50, p52, p65 and RelB 

DNA-binding activity. The colorimetric reaction was read as the optical 

density (OD) at 450 nm. Each value represents triplicate assays. 

Reproducible results were obtained in another independent experiment. 

 


