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機械的圧力負荷によるラッ ト小腸上皮細胞でのIL-6産 生についての検討

岸 川 浩

内容の要旨

 腸管 は管腔 内圧お よび腸管 運動 に より生 じる物理 的圧 力 に常時 さ

ら されているが、物理 的圧力 負荷 に対 する腸粘膜上皮細胞 の応答 に

関 す る情報 は あ ま り知 られてい ない 。今 回、著者 は1)transmural

pressureが腸 上皮 細胞 に対 しIL-6の 産生 にい かなる影響 を与え るか、

及 び2)圧 力負荷 に伴 い転写 因子 であ るNF-xB、 NF-IL-6が いかな る

動態 を示 しIL-6産 生 に影響 を与 えるか をラ ッ ト回腸 上皮細胞(IEC-

18)を 用いたin vitroの実験系において検討 した。

 密 閉 した特殊 フラス コに不 活化 ガス であるヘ リウムガス を注入 し

た圧力負荷装 置にて培養細胞 に純粋 な静水圧 を負荷す る ことので き

るモデルを作成 した。 この装 置では フラス コ内の酸素 、二酸化炭 素

分圧、pHは 一定の ままで、ヘ リウム ガス分圧 の増加分 だけ全体 の圧

力 を増加 させ る ことが可能 であ り、圧 による変 化 だけ を検討 す るこ

とがで きる。IL-6濃 度はIL-6依 存性 に増殖す るマウスハ イブ リドーマ

細胞である7TD I ce11を用いたcell proliferation assayにて検討 した。腸

上皮細胞 に40mmHgか ら160mmHgの 圧力負荷 を加 えたところ、過敏

性腸症候 群な どにお いて生 じ得 る腸 管 内圧 である80mmHgの 圧力負

荷 において小腸上皮細胞 か らの1レ6の 産生 はピーク とな った。 また、

この80mmHgの 圧力負荷 を12～48時 間にわた り鮪 した ところ、24

時 間後が ピーク とな った。IL-6放 出の極性 を0.4umの 孔 を有 する半

透膜上で細胞 を培 養 して上皮側 、基底膜側 にてそれぞれ の放 出 を検

討 した ところ、 コ ン トロール群 では基底膜側 に優位 に放 出 され、圧

力 負荷 に伴い 上皮 側、基底膜 側の双方 におい て増加 した。80mmHg

の圧力負荷 にお けるIL-6 mRNAの 発現 をRT-PCR法 を用 いて検 討 した

ところ、6～12時 間後 に発 現が増強 した。圧力負荷 に よ り転写 因子

が活 性化 され るか を核蛋 白を抽 出 し、FITCで ラベル したオ リゴヌク

レオチ ドブmブ を用 い た 電 気泳 動 度 シ フ ト法electrophoretic

mobility shift assay(EMSA)に て検討 した ところ、 NF。xBお よびNF一

凪一6の活性化が認 め られた。1-kappaの リン酸化は1-kappaB蛋 自の分解

の シグナ ルとなってお り、NF-KBを 活性化 し他の転写 因子 とと もに

標 的の遺伝 子 を活性化す る といわれてい るが 、 これをwestern blot法

にて検討 した ところ、圧力負荷 に伴 い1-kappaBの リン酸化 が生 じて

いた。 また このIL-6の 放出がNF-xBのdecoyで 有意 に抑 制 され たこ と

か らNF-xBを 介 した経路 で活性化 されている可能性 が示唆 された。

 以上 よ り80mmHgの 物 理的圧力 負荷 を ピー クと して小 腸上皮細胞

か らのII..-6の放 出が増加 し、 NF-xBやNF-IL-6な どの転写因子 も同時

に活性 化 され るこ とが明 らかにな った。 また このIL-6放 出の増加が

NF-KBを 介 した経 路に よ り活性化 されてい る可能性が示 された。 IL-

6は これ まで にコ レラ菌 などの感染、IL-1ﾟな どの炎症性 サイ トカイ

ンの投 与 によ り腸上皮細胞 か ら産生 が増 加す るこ とが報 告 されてい

る。 しか し、以上 の検討 か ら、1レ6は これ らの感染 な どによる刺激

のみな らず、生理 的条件 下あ るいはイ レウス などの病 態 によ り惹起

される腸 管内圧の上昇 な どで生 じ得 る腸 管内圧 によ り腸 上皮細胞 か

らの放出が尤進 し、腸 管の粘膜 防御機構 に密接 にかかわ ってい る可

能性 が示唆 され た。

論文審査の要旨

要 旨 腸管 は管腔 内圧 お よび腸管運動 に より生 じる物理 的圧 力 に常

時 さ らされてい る。 この腸 上皮細 胞へ の圧 力の負荷が 、炎症 性サイ

トカインであ るIL-6の 放 出にい かなる影響 を与 えるか を、小腸培 養

細胞上皮 に不活化 ガスであるヘ リウムガスを加 えて、静水圧 を負荷

す る とい うモデ ル を用 いて検討 した。 その結 果、80mmHgの 圧 力負

荷 において小腸上皮細胞 か らのIL-6の 産生 はピーク とな った。 また、

この80mmHgの 圧力負荷 を12～48時 間に わた り負荷 したところ24時

間後が ピー クとな った。IL-6放 出の極性 を検討 した ところ1.放 出は

コン トロール群では基底膜側 に優 位 に放 出 され、圧力負荷 に伴 い上

皮側、基底 膜側の双方 において増加 した。mRNAの 発現 も3時 間後

か ら増強 していた。 また、NF-KBやNF-IL6な どの転写因子 も同時に

活性化 され、NF一 κBのdecoyでIL-6の 放 出が抑 制 され た ことか ら、

NF-xBを 介 した経路 によ り活性化 され てい ることが明 らか にな った。

 審査 において は まず、食物摂取 な どの生理 的な状況下 でIL-6の 放

出が生 じ、小腸 において影響 を与えてい るのか どうか につい ての質

問があ り、80mmHgの 圧力 負荷 は生理 的条件下 ではスパ イク状 に出

現す るもの の本研 究の ように長時間 にわた り持 続的に生 じる可能性

は低 く、 イ レウスな どの条件 下では じめ て持続 的な圧力負荷 が生 じ

IL-6が有意に放出 され るであ ろうと答 えられた。つ ぎにIL-6放 出の極

性 を検討 した実験 に対 し質疑 がな され た。 まず圧 力負荷 に伴 い、な

ぜ管腔側 に より有意 に1レ6が 放出 されるのか につ いては、細胞 や刺

激の経路 に より1レ6放 出の極性 は異 なるが、腸管 において は上皮側

か らのIL-6の 放 出が 隣接 す る腸 上皮細胞 に炎 症の シ グナ ル を伝 え、

粘膜 防御機構 を修飾 する とい う生物 学的な意義が ある と答 え られた。

また、上皮側 お よび基底膜側 に対 して どの よ うに圧力 が負荷 される

のかについ ては、いずれ にも同等 に圧力が負荷 されている と答 え ら

れた。NF-KBの 核 内への移行 を確 認 したかについて は、免 疫組織学

的な検討で確 認 され てい る と答 え られた。イ レウスにお けるIL-6の

関与 につい ては どうか との質問があ り、経 口的 に投 与 された1レ6が

bacterial translocationを抑制 する とい う報告 、またIL-6が 過剰 な炎症

反応 を鎮 静化 する作用 があ るなどの報告 があ るこ とか らイ レウス に

よる腸粘膜 の損傷 な どに保 護的 に働 く可能性 があ る と答 え られた。

また、イ レウス では圧 力負荷 だけ でな く静脈 系の うっ血 や腸 内細菌

の異 常増殖 など、他 の因子の関与 も考慮 すべ きで ある との指摘が な

された。

 以上 、本研 究 はい くつかの検討すべ き課題 を残す ものの、圧力負

荷 に伴 い小腸上皮 細胞 か ら1レ6の 放出が増加 す ることを証 明 し、物

理 的な刺 激が腸管 においてサ イ トカイ ン放出 をきたす 可能性があ る

ことを示 した点 で消化器病学上、有意義な研 究である と評価 された。
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