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慶悪医学 ・80(3):T2亘3～T223。2003

学 位 論 文

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

慶慮義塾大学医学部内科学教室

　　(指導;石 井裕正教授)

　 　 きし 　 　めトぐひ　 　 　 　　ひ ろし

　　岸　川　　　浩

(平 成14年1且 月11日 受 付)
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　腸菅は管腔内圧および腸菅運動により生 じる物理的圧

力に常時さらされている.臨 床的に腸管内圧を測定 した

報告では,過 敏性腸症候群患者の空腸において腸管内圧

は一過性ではあ るが50mmHgを 越える場合があるこ

とが知 られているfig.こ れら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D.腸 上皮細胞にかかる圧力はズリ応力,壁 張力,経

壁圧の3っ が考え られる.生 体の腸管においては管腔

内圧の上昇は壁張力の上昇 も伴うため純粋な経壁圧のみ

を検討することは困難である.そ こで我々は,こ れまで

に小腸培養細胞上皮に純粋な静水圧を負荷するというモ

デルを用いて,助vitroで 圧力負荷が小腸上皮細胞にお

いて80mmHgを ピークとする細胞増殖能 とDNA合

成能のn進 を示 し,IL-2の 投与により更に細胞増殖の

増加が認められること,こ の細胞増殖の細胞内 シグナル

伝達機構にPKC,　 PLC,チ ロシンキナーゼが関与 して

いること,ま たさらに細胞増殖の際 にMAP　 kinaseを

介 して早期発現遺伝子であるc-fos,　c-mycの 発現や転

写因子AP-1の 活性化を生 じていることなどを報告 し

てきたz.ｻ.近 年,機 械的刺激`ζよ り様々な増殖因子や

炎症性サイトカインの産生が増加することが骨芽細胞,

血管内皮細胞,心 筋細胞などで報告されているh81.特

にIL-6に 関 しても動脈の血管内皮細胞においてズ リ応

力が1L-6の 産生を増加させるとの報告や,骨 関節炎に

おける軟骨細胞がズリ応力によ ってIL-6の 産生を転写

レベルか ら有意に増加させるとの報告 もあり,様 々な臓

器において力学的な因子によりその放出が増加 し炎症反

応を修飾 している可能性が示唆 されている1.fll.今回,

著者が検討 したIL-6は 炎症牲サイトカインの1っ であ

り当初B細 胞刺激因子として同定され9.IOi,肝 細胞にお

ける急性相蛋白の誘導,T細 胞の分化,造 血器幹細胞の

活性化などの様々な生物学的作用が知られている.ま た,

近年,腸 管においても粘膜防御機構に密接に関与 してい

るとの報告がなされるようになり注目されている,腸 管

の培養細胞を用いた実験系でサルモネラ菌,TGF・P,

IL-lp,コ レラ毒素により腸上皮細胞 からの]L-6放 出

が増加することが報告されており,腸 管局所において腸

上皮細胞が 【L-6の 産生を担 う重要な器官であることを

示唆 している11151.ま たIL-6が 腸管粘膜免疫の主要 な

反応の場であるバ イエル板か らのIgA産 生 に密接 に関

与するとの報告 もある1]1.In　vivoの 実験系において も,

絞拒性イレウスモデルを用いた検ofで 腸管局所の静脈血

内におけるIL-6濃 度が上昇す ることが報告 されており,

腸管内圧上昇などの機械的刺激に応答 してIL-6な どの

炎症性サイ トカインの産生が腸管局所で増加することが

示唆されているIB],特 にこれら腸管内圧の上昇を伴 う病

態では粘膜上皮に損傷が生 じ細菌が腸管粘膜を介 して直

接侵入す るbacterial　translocationを 誘発す ることが

知 られており,小 腸の閉塞や虚血再還流時における腸管

局所での炎症性サイ トカイン,特 にIL-6が 粘膜防御機

槽を通 じて重要 な役割 を担 う可能性 も報告 されて い

るn,iai.しか し,イ レウスなどの病態により惹起され る

　 本 論 文13Kishikawa　 H,　Miura　 S,Yoshida　 H,　Hirokawa　 VI.　Nakamizo　 H,　Higuchi　 H,　 Adachi　 M.,　Nakatsumi　 RC,　 Suzuki　 H,

Saito　 H,　 Ishii　 H.　 Transmural　 pressure　 induces　 IL-6　 secretion　 by　 intestinal　 epithelial　 cells.　 Clin　 Exp　 Immunol　 129:86-

91,2002の 一 部 を 含 む.
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腸 管 内圧 の上昇 が,腸 上皮細胞 レベルにお ける炎症性 サ

イ トカイン,特 に1L-6の 放 出に どの ような影響 を及ぼ

すのかにっ いてこれ まで全 く報告 されて いない.

　 一方,IL-6発 現 に関与 す る転写 因子 と してnuclear

factor-kappa　 B(NF・KH),　 nuclear　 factor・inter】eukin・

6(NF・IL6)が これ まで に同定 されて いる19^21:.外 界 か

らの刺 激によ りまず1・kappaBが リン酸化 され,こ れに

よ りNF-KBの 標 的遺 伝子への結 合が生 じ他 の転写因子

とと もに遺伝子 を活性化す るといわれてい るが,腸 上皮

細胞 に対す る物理的圧力負荷が これ らの転写因 子にいか

なる変化を及ぼすかを検討 した報告 はみ られない.

　 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-KB,　 NF・IL6が

い か な る動 態 を 示 しIL-6産 生 に 影響 を 与 え るか を

in　vitroの 実 験系 にお いて検討 したので報告す る.

prεSSロre　moO縫or

flask　and　 dish

一
0

He　gas pressure　 valve

第1図 　圧力負荷装置の模式図.フ ラスコをゴム栓で密封

　しそこから23ゲ ージ針を通 し圧力s_夕 一,ヘ リウムガ

　スボンベおよびバルブを並列に接続 した.さ らにフラス

　コ内部温度を常時37度 に保っようにし,そ の中で細胞培

　養を行った.外 因性 にヘ リウムガスを加えてフラスコ内

　圧力を適宜調節した,

材料と方法

i.細 胞 培養および圧 力負荷装置

　 ラ ッ ト回 腸 上 皮 細 胞 の1EC-18細 胞 をAmerican

Type　 Culture　 Collection(Rockville,　 MD,　 USA)か ら

購 入 した.5%CO,の 環 境下 で5%fetal　 calf　serum

(FCS)添 加Dulbecco's　 modified　 Eagle　 medium

(DMEM)培 地 にて培 養 した.こ の細胞 は ラッ ト胎 児 の

回腸か ら樹立 された細胞で,核 型 は正常 で極性 を保 って

お りnon　 transformの 小 腸 モデル と して広 く使 われ て

いる細 胞であ る.subconfluentの 状 態 でHishikawaｰ1

らの 報告にい くつかの改良 を加 えて作成 した圧力負荷装

置を用 いて圧力を負荷 した.密 閉 した特殊 フ ラスコにヘ

リウムガスを注入 し,培 養細胞 に各種 圧力 をか けた.圧

力 を負荷す る装置は フラス コを ゴム栓 で密封 しそこか ら

23ゲ ー ジ針 を通 し圧力 モニ ター,ヘ リウムガ スボ ンベ

およびバ ルブを並列に接続 した.さ らに フラスコ内部温

度 を常 時37℃ に保っ よ うに し細胞培 獲を行 った.外 因

牲 に不活化 ガスであ るヘ リウムガスを加 えてフ ラスコ内

圧 力 を適 宜調節 した,BQyle・Charles'1awに よ りフラ

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 ある鋤.第1図 に この実験系 の模式図 を示

す.

　 藍L-6放 出 の極 性 は0.4Nmの 孔 を 有 す る半透 膜 上

(Transwell　 chambers　 Costar,　Cambridge,　 Mass,　 USA)

で細 胞 を培養 して圧力 を負荷 し,上 層(1.5mの お よび

下層(2.6m!)の それ ぞれにおい てIL-6の 濃 度を検討

した.こ の条件下においては細胞の上層と下層の双方に

同様の圧力負荷がかかると考えられた.

2,IL-6濃 度 の測定

　培 養上清 中 のIL-6濃 度 はIL-6依 存 性 に増殖 す るマ

ウスハ イ ブ7ド ー マ細胞 である7TDI　 ce且1(Riken　 Cell

Bank,筑 波,茨 城)を 用 いて測定 した,　ELiSA法 に よ

る検討で は コ ン トロール群 の培 養上清 中にお けるIL-6

濃度 が測定 感度以下 となることが あり,こ れまで によ り

鋭 敏 な測定 法 と して確 立 され て いるcell　proliferation

assayに て 検討 した.7TDI　 ce11は5%CO2の 環 境下

で5%FCS添 加RPMIに0.2　 mMのHEPESを 加 え,

5ng/m!のmurine　 recombinant　 IL-6と と もに培養 し

た.対 数増殖期 に採取 した7TDI　 cellをIL-6を 添 加 し

ない洗浄用培養液 にて3回 洗浄 し,こ れを96穴 の マイ

ク ロタイ タープ レー トに1×10'/m!の 濃 度 で50ｵ1ず

っ 捲 き,さ らに希釈系列 を作成 したIEC-18の 培 養上清

を50ｵ!投 与 して計100ｵ1と して3日 間培 養 した.ま

た,IL-6標 準 物 質 の希釈 系 列 を作成 し同 様 に7TDl

cellと と もに3日 間培養 した.3日 後に非放射性細胞増

殖測 定 キ ッ ト(Promega,　 Madison　 WI,　 USA)を 用 い

て細 胞 数 の測定 を 行 い490nmに お け るoptical　 den-

sity値(OD値)を マイ クロプ レー トリー ダーにて測定

した.IL-6標 準 物質 の希釈系 列 と比 較 し最大増殖 速度

の1/2と な る点での両者 の希釈倍比 によ りIL-6の 力 価

を測定 した。IL-6の 放 出量 は コン トロール群 の力価 を

一T2且4一
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第2図 　A:標 準物質の代表的な希釈系列.B=抗 マ ウス【L-6抗 体 による抑制実験 抗マウス1L-6抗 体 は7TD1の 増

　殖を用量依存性に抑制し.こ の実験系で ラットの1L-6を 特 異的に測定 していることが示された,

1と して各検体にお ける力価の倍率 を求 め,そ の相対変

化 を グラフ化 した,す べて のcell　proliferation　 assay

は同 一希釈検体にっ き3ウiル ずっ準術 しtriplicateに

て 施行 した.代 表的な標準物質の希釈系 列を示す(第2

図A),著 者 の 検 討 で は抗 マ ウ ス[L-6抗 体(R&D

System,　 Minneapolis,　 MN,　 USA)は ラ ッ トIL-fiに よ

る7TD1の 増 殖 を特異 的に抑制 し,こ の実験 系 で ラ ッ

トの1レ6を 特異的 に測 定 して いる ことを示 して いると

考えた(第2図B).

3..RT・PCR法 に よ るIL-6のmRNAの 発 現

　 Total　 RNAはRNA　 ZOI(Cinna,　 Biotex.　 Houston,

TX.　 USA)を 用 い てIEC-18細 胞 よ り 抽 出 し た.拙 出

し たRNA魔 を 波 長260nmで 測 定 し,波 長260nmお

よ び280nm計 測 時 の 比 串 は 常 に1.9以 上 で あ る こ と を

確 認 した.First・strand　 synthesis　 kit(Stratagene,　 LA

Jolla,　CA.,　USA)に てRNAよ りcDNAを 作 成 し,　 IL-

6のmRNAをTakara　 taq　 kit(recombinant　 Taq

DNA　 polymerase;Takara　 Biochemicals.東 京)を 用

い てRT-PCR'法 に て 検 討 し た.　 IL-6の プ ラ イ マ ー は サ

ワ デ ー テ ク ノ ロ ジ ー(Tokyo)に て 作 成 し た.配 列 は

下 記 の と お り で あ る.

　 sense　 primer　 5'一GACTGATGTTGTTGACAGCCAC

TGC・3',

　 antisense　 primer　 5㌦TAGCCACTCCTTCTCTGTG

ACTCTAACT-3""

　 想 定 さ れ るPCR生 成 物 は508　 bpで あ り,　 Program・

med　 Thermocontrol　 systems(Applied　 Biosystems

Japan　 Co.,栗 京)に て94℃3分(initial　 melt),9A℃1

分(melt),58℃1分(anneal),72℃90秒(exten・

sion)で35サ イ クルの増輻 を行 い,最 後 に72℃7分

(finsl　extension)と した.内 部標準 と してGlycerald・

ehydes　 3。phosphate　 dehydrogenase(GAPDH)を 用

い,IL-6のPCR産 物 と比較 し半定量的な検討 を行 った.

GAPDHの プ ライマーは同様 に サ ワデーテ クノ ロ ジー

(東 京)に て作成 し,配 列 は下記の とお りであ る,

　 sense　 primer　 5髄・TCCCTCAAGATTGTCAGCAA・3'

antisense　 primer　 5'一AGATCCACAACGGATACAT

T.3'鮒

　 想定 され るPCR生 成 物 は309　 bpで あ り,94℃1分,

58℃1分,72℃3分35サ イ クルの増 幅 を行 った.反

応産物 はL5%ア ガ ロース ゲルにて電気泳 動 しエチ ジウ

ムブロマ イ ドにて染色 し紫外 線蛍光 にて可 視化 し写真撮

影 した.ま た,こ れ をNIH　 image　 1:.てpixel数 を 計算

しグラフ化 した.

4.阻 害 実験

　次の塩基配 列をサ ワデーテ クノロ ジーにて作成 し,3'

末 端 の3塩 基をphosphorothioate化 した.さ らにその

棺補す る配 列を作成 し,95℃ で5分 間反応 させ その後,

徐 々に室温 に戻 してアニー リングさせ た.配 列 は下記 の

とお りであ る.下 線部 はKBお よびmutated　 KBの 結 合

部位であ る.

　 NF-KB(TFD)

　 5'GGGGACTTTCCGCTGGGGACTTCCAGGGG

GACTTTCC　 3'

一T215一
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　 mutated　 NF-KB(MUT)

　 5'GTCTACT_TTCCGCTGTCTACTTTCCACGGT

CTACTTTCC3'25駒

　 これ らを2ｵMの 濃 度 で24時 間IECI8細 胞 と共に培

養 し,そ の後圧 力を24時 間負荷 して培 愛上清中のIL-6

濃 度 を測定 した.

5.1KB・6のWestern　 blot　TZ

　 培 養 細 胞 をSDS　 sample　 buffer(625　 mM　 Tris　 HC】

pH6.8,2%w/v　 SDS,10%glycerol,50　 mM　 DTT,

0.1%w〆vbromphenol　 blue)に て 融 解 し て 調 整 し た.

こ れ をSDS-polyacrylamide　 gel　electrophoresis(SDS・

PAGE)ge1に で 電 気 泳 動 し,ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転

写.PhosphoPlusA　 IKB・a　 Antibody　 kit(Biolabs)を

用 い てWestern　 blot法 でiン 酸 化 さ れ た1κB・ α の 発 現

を 検 討 し た.プ ロ ソ キ ン グ し た 後,且 次 抗 体 と し て 抗

phospho・IKB抗 体(希 釈 倍 率iooo倍)と4℃ で 一 晩 反

応 さ せ,2次 抗 体 と し てHRP(horse　 radish

peroxidase)標 識 抗 ウ サ ギ 抗 体(希 釈 倍 串2000倍)お

よ びHRP標 識 抗 ビオ チ ン抗 体(希 釈 倍 串1000倍)で

室 温 で1時 間 反 応 さ せ た.ECLに て 発 色 さ せ

chemiluminescence蛍 光 の 活 動 性 をX線 で 検 出 して 検

討 し た.

6.NF・KBお よ びNF一IL6の 活 性 化

　 NF・KHお よ びNF・IL6の 結 合 活 性 はFITCで ラ ベ ル

し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ を 使 用 し た 電 気 泳 動 度

シ フ ト法electrophorelic　 mobility　 shift　assay(EMSA)

で 行 っ た.培 養 細 胞 を セ ル ス ク レ ー パ ー に て は が し,

PBSに て 洗 浄 した 後,氷 冷 し た バ ッ フ ァ ーA(10mM

HEPES　 pH7.9,10mM　 KCI　 10mM,0.1　 mM　 EDTA,

0.1mM　 EGTA,0.5　 mM　 PMSF,1mM　 DTT,1Ng/ml

の 各antipain,　 chymostatin,　 leupeptin,　 peptin　 A)に

懸 濁 し8000gで2分min心 して 上 清 を 取 り 除 き,こ れ

を2回 く り 返 し た.沈 澱 を バ ッ フ ァ ーC(20mM

HEPES　 pH7.9,　 IOmM　 KCI,0.4　 M　 NaCI,1mM　 EDTA,

lmM　 EGTA,0.5　 mM　 PMSr,1mM　 DTT,1ｵg/ml

のantipain,,　 chymostatin,　 leupeptin,　 peptin　 A)に 懸

濁 し,20分 間 震 勲 さ せ た 険[4000gで5分 間 遠 心 し,

核 分 画 成 分 を 抽 出 し た,20Ngの 核 蛋 白 抽 出 物 質 とl

ngのFlTC標 識NF・kBオ リ ゴ ヌ ク レ オ テ ド5'一AGTT

GAGGGGACTTTCCCAGG-3""お よ びNF・1L6オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド5'・TGGGTATTATGCAATTGGAAG・

3'27脚と45分 間,室 温 で 反 応 さ せ た.次 に50%薦 糖 を サ

ン プ ル に 加 え,非 変 性5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に て

置60Vで 且時聞.電 気泳動 させ イメー ジアナ ライザ ー

(Fluorlmager　 575:Molecular　 Dynamics ,　Sunnyvale,

CA,　 USA)に て 解折 した.競 合実 験 は.非 標識の オ リ

ゴヌク レオチ ドをFITC標 識 オ リゴヌク レオ チ ドの50

倍 量用 いて核蛋白と反応 さ.せ同様にイメー ジアナライザー

(Fluorlmager　 575)に て 解析 した.

7,統 計 学的処理

　すべてのデー タは平 均値±標準偏差で示 した,統 計処

理 はANOVAに て解 析 後,　 Fisherのpost　 hoc検 定 を

行い,pく0.05を もって統計的有意 差 とした.

結　　果

1.圧 力 負荷に伴 うIL-6放 出 の検討

　 zo,40,60.80,120,160　 mmHgの 各 種圧 力負荷

を24時 間,1EC18細 胞 にかけてIL-6の 培 養上清中 の

濃 度 を検討 した.第3A図 に 示 した よ うに60　 mmHg

以 上 の 圧 力負 荷 に てIL-6放 出 の増 加 が認 め られ80

mmHgで 最 高 となり160　 mmHgで は逆 にIL-6放 出 の

放 出は コン トロール群よ り抑制 され た.こ の ことか ら

且L-6放 出 の ピー クは80mmHgで あ ると考 え られ,本

研究 において は1L-6の 産 生,　mRNA,転 写 因子の発現

の変 化 などを80mmHgの 圧 力負荷 にて検討 す る こ と

と した.次 に80mmHgの 圧 力負荷 を ユ2,24,48時

間 か けてIL-6の 放 出を検討 した(第3図B).そ の 結

果,圧 力負荷24時 間後 のIL-6の 放 出が最高 であ った.

ま た.こ の1L-6の 放 出がNF・KHを 介 した経 路 が関与

して い るか ど うかを検 討 す る ため2ｵMのNF-KHの

decoy(TFD)を 圧 力負荷249$間 前 に投与 した ところ,

IL-6の 産 生 は有意 に抑制 された,ま た,こ のIL-6の 抑

制効果 はmutated　 decoy(MUT)の 投 与 では認め られ

なか った(第3図C).こ の ことか ら,NF-KBを 介 した

経路に より圧 力負荷に伴 うIL-6の 放 出が行 われてい る

ことが示された.

2.圧 力負荷に伴うIL-6放 出の極性に関する検討

　方法に示 したように0.4Nmの 孔を有する半透膜Lで

細胞を培渡 し,80mmHgの 圧力を29時 間負荷 し,上

層,下 層のそれぞれでIL-6濃 度を検討 した.　IL-6の 放

出は無刺激時には碁底膜側に優位であったが,圧 力負荷

後は上皮側,基 底膜側の双方において有意に増加し,上

皮側と基底膜側 にほぼ同程度に放出された(第4図).

また,半 透膜の上層から下層へのIL-6の 移行の有無を

検討するため,細 胞を半透膜上で培養後,'H-mannitol
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第3図 　 A:各 毬 の 圧 力 負 荷 時 に お け るIEC-18細 胞 か らのIL-6放 出 の 検 討.20,40,60,80.120.160　 mmHgの

　 各 租圧 力負 荷 を249.51L'1.,　IEC18細 胞 に か けてlL-6の 培 養 上清 中 の濃 度 を 検 討 した.60　 mmHg以 上 の 圧 力 負 荷 に て

　 IL-6放 出 の 増 加Ateめ られ80　 mmHgで 最 高 と な り 且60　mmHgで は逆 に1L-6放 出 の 放 出 は コ ン トロ ー ル 群 よ り抑

　 制 さ れ た,コ ン トロ ー ル 群 の1L-6放 出 量 をLと し たIL-6放 出 且 の 相 対 変 化 を 示 した.各6検 体 よ り算 出 した}.均

　 値 ± 標 準 偏差 を 表す,'p<0.05VS　 control.(Kishikawa　 H　el　al:Clin　 Exp　 Immuno]129=86・91,2002の 第 重図

　 よ り許 可 を得 て 転 載).B:80　 mmHgの 圧 力 負 荷 時 に お け るlL-6産 生 の 時 間 経 過,12,24.48時 間 の 圧 力 負 荷 を

　 行 い 聾L-6の 放 出 を 検 討 した と こ ろ,圧 力 食 荷24時 間 後 のlL-6の 放 出 がra高 で あ った.コ ン トロ ー ル 群 のIL-6放

　 出 倣 を1と したIL-6放 出 鼠 の相 対 変 化 を示 した,各6検 体 よ り算出 した平 均 値 ± 標 準 偏 差 を 表 す.'p<0.05　 vs　cont-

　 ro[.(Kishikawa　 H　et　al:Clin　 Exp　 lmmunol　 its:86-9且,2002の 第i図 よ り許 可 を 碍 て 転 載).　C:NF・KB　 decoy

　 の 投 与 に よ るIL-6放 出へ の 影 響.2ｵMのNF。 κBのdecoy(TFD)を 圧 力 賃荷24時 間 前 に 投 与 した と こ ろ,　IL-6

　 の 醗 生 は有 意 に 抑制 さ れ た.ま た,,こ のIL-fiの 抑 制 効'x.13　mutated　 decoy(MUT)の 投 与 で は認 め られ な か　 t:.

　 コ ン トロ ー ル器 のlL-6放 出 量 を1と したIL-6放 出eの 帽 対 変 化 を示 した.各6検 体 よ り 算 出 した平 均 値 ±擦 期 偏

　 差 を 表 す.事pく0.05vs　 control.(Kishikawa　 H　et　al:Clin　 Exp　 Immuno]izs:86-91,2002の 第2図 よ り許 可 を

　 得 て 転 載)
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を上層に添加 し圧力を負荷し,24時 間後に下層での3H

活性をシンチレーシ3ン カウンターで検討 したところ上

層か ら下層への移行は5%以 下であり,無 視 し得ること

を予備実験にて確認 している.

3.圧 力 負荷 に伴 うIL-6　 mRNAの 変 化

　 IL-6　 mRNAはRT・PCR法 に よ り半xlit的 に 解 析 し

た.内 部標準 と してGAPDHを 用 い,こ れ と比較 す る

ことでIL-6　 mRIVAの 発 現 を検討 した.1L-6のmRNA

は508bpの 部 位 に示 された.圧 力負 荷3時 間 後 よ り

IL-6　mRNAは コ ン トロール群 と比較 して発現が増強 し,

12時 間 後 まで持続 してお り,IL-6が 転 写 レペルで増 加

して い る こ とが 示 され た.内 部 標 準 と して 用 い た

GADPH　 mRNAを 下 段 に示 す(第5図A).

　 1L-6mRNAとGAPDH　 mRNAの そ れ ぞれ をMH

Image　 1.62　fに てpixelを,rrrし てGAPDHと の 比率

を算出 しグラフ化 した(第5図B).コ ン トロー ル群 を

1と し,3,6,12時 間 後 のIL-6mRNAの 相 対 変化 を

Tし た.

第4図 　圧 力 負 荷 に 伴 う 【L-6の 放 出 の 極性 に 関 す る検 討.

　 O.ANmの 孔 を 有 す る 半 透 膜 上 で 細 胞 を 培 盤 し て80

　 mmHgの 圧 力 を24時 間 負荷 し,そ の 上 麟 お よ び下 層 の

　 そ れ ぞれ に お いてIL-6の 濃度 を検 討 した.コ ン トロ ー ル

　 群 の 上皮 側 へ の 】L-6放 出ntを1と したIL-6放 出鼠 の 櫓

　 対 変 化 を 示 した.各6検 体 よ り 算 出 した}均m± 標 準 蝸

　 差 を 表 す.●pく0.05vs　 control.(Kishikawa　 H　et　al:

　Clin　Exp　 Immunol　 l29:86-9且,2002の 第3図 よ り許

　 可 をi;て 転 載)

4.圧 力 負荷 に伴 う転写因 子(NF-KB,　 NF・IL6)の 検 討

　 IEC-18×11胞 に お ける圧力負 荷によ るAP-L結 合 活性

の変化 を検討 す るた めAP-1結 合 配列 を含む オ リゴヌ

クレオチ ドを使 った電気泳動度 シフ ト法(EMSA)を 行 っ

た.圧 力負荷後のNF-KB発 現 の変化は第6図Aに 示す

よ うに1時 間後で は強 く増強 し,2時 間 後ではその発現

A B
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第5図 　 A=圧 力 負 荷 時 のfEC-18細 胞 に お け るIL-6mRNA発 現 の 検 討.508bpのIL-6　 mRNAは 圧 力 負 荷3時 間

　 後 よ り認 め られ,置2時 間 後 まで 持 統 し た,内 部 標 箪 と して 用 いたGADPH　 mRNAを 下 段 に示 す.　B:内 部 標 準 と し

　 てCADPH　 mRNAを 用 い.　IL-6mRNAとGAPDH　 mRNAの そ れ ぞ れ をMH　 imageに てpixel数 を 計 算 しグ ラ フ

　 化 した.コ ン トロー ル 群 を 置と し,3,6,iz時 間 隆 のlL-6mRNAの 櫓 対 変 化 を 示 した.各3検 体 よ り算 出 した 平

　 均 埴 土 標 準 偏 差 を 表 す.・p〈0.05vs　 control.〔Kishikawa　 H　et　al=Clin　 Exp　 Immunol　 I29:86-91.2002の 第4

　 図 よ り許可 を碍 て 転 載)

一T218一



ii`一川:圧 力 負 荷 に よ る 小腸.L皮 細 胞 で のIL-6産 生

A

響麟
ゴ...;:1　　 　 1

L

、...,、1,司II1,1二

← 　　P一.It

1・.mrL)N.へ

騨

1..　　 占_　 .」

{一 　¥1-R11

1「LILし・駄・【.)N.・ 、

B

　　　　...
羅

綴
.

　

　

1

懸

ヨ
.

fr

鵜幽
巳'`川εr月1　 11L　 　 =h

〈 一 一NI.』 ・IL6

Frrc　 UN1

.「

.

懸

肖蝋

<ト ーNF-II.6

　 　 　 　 1・'['し.ul)¥八

㎞血」
Ill　 lh† ぺ1川11・riie・1.

第6図 圧 力 負 荷 に よ る のNF嘱Bお よ びNF-IL6の 活rx化.　 A:圧 力 質 荷1～2時 聞 後 のNF-KBのrR　 1'k化 を

　 elecrophoretic　 mobility　 shift　assay(EMSA)に てFITC慷 識NF・KBオ7ゴ ヌ ク レオ チ ドを 爾 い て 検 討 した.圧 力

　 負 荷後 のNF・KB発 現 の 変 化 は1時 閥 畿 で は強 く増 強 し,2時 間 後 で は そ の 発 現 は や や 減 弱 した.反 応 の 特 異 性 を 確

　 認 す る た め50倍raのFITC非 標 識 の オ リゴ ヌ ク レオ チ ドと と もにFITC標 識NF・KBオ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを 反 応 さ せ

　 た と ころ,そ の 発 現 が 著 明 に 減 弱 して お り,こ れ らが 特 異 的 で あ る こ と が 示 唆 され た,B:圧 力 負 荷1～2時 間 後 の

　 NF-IL6の 活 性 化 をelecrophorelic　 mobility　 SillR　assay(EMSA)に てFITC標 識NF・IL6オi)ゴ ヌ ク レ オ チ ドを

　 mい て 検 討 した.NF・KBと 同 様 に圧 力 負 荷 後 のNF・KB発 現 の 変 化 は1時 間 役 で は強 く増 強 し,2時 間 後 で は そ の 発

　 現 は やや 減 弱 した,NF-cBと 同 様,反 応 の特 異 性 を 確 認 す る た め50倍 量 のFITC非 標 識 の オ1,ゴ ヌ ク レオ チ ドと と

　 も にFITC標 識NF・IL6オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを反 応 させ た と こ ろ,そ の 発 現 が 著明 に 減 弱 して お り,こ れ らが 特 異 的

　 で あ る こ とが 示 唆 され た.(Kishikawa　 H　et　al:Clin　 Exp且mmunol　 129:86-91,2002の 節5図 よ り 許 可 を 得 て 転

　 載)

はやや減弱 した.ま た,NF-1L6に お いて も同 様 に1時

間 後 を ピー クとす る発現 の増 強が認 め られ た(第6図

B),い ず れ に おい て も50倍 量のFITC非 標 識 のco】d

oligonucleotideに よ る競合阻 筈実験 で その発現 が減 弱

してお り,こ れ らが特異的 な反応であ ることを確認 した,

ごmlt【'く)1　 　 111 211

← 一 一1'111,Ψ111,II:appv　 I1 5.1κB・ αの リン酸化 の検討

　 リン酸 化 され たIKB・ α に対 す る抗 体 を用 いwestern

blot法 に て圧 力 負荷 に伴 う1KB・ α の リ ン酸 化 を検討 し

た.圧 力負 荷 且～2時 間 俵にか けて発現が増 強 してお り

IKB-Qの リ ン酸化 が充進 してい ることが示 唆 され た(第

7図).

考　　察

第7図 圧 力 負 荷 に伴 う1貿Bqリ ン酸 化 の 検 討.80　 mmHg

　で の 圧 力負 荷1～2時 間 後 のphospho-IKB(Ser32)抗 体

　 に よ るWestern　 blotの 桔 果 を示 す.圧 力 負 荷1～2時 間

　後 に か け て 尭 現 が 増 強 して お り1・kappaBの1,ン 酸 化 が

　充 進 して い る こ とbi示 唆 され た,(Kishikawa　 H　et　al:

　Clin　Exp　 lmmunol　 129:86-91,2002の 第6図 よ り許

　可 を碍 て転 載)

　今回の著者の検討 から80mmHgの 圧力負荷により

小腸上皮細胞か らIL-6が 放出 され,こ れがmRNAの

レベルで も増加 し,し か もNF・KBやNF・IL6な どの転

写因子を介 した経路で活性化されていることが示された.

腸管内圧 は健常人では50mmHgに,過 敏性腸症候群
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で は一 過性 では あ るが80mmHgに 達 す る ことが知 ら

れ てい る".ま た,Kellowら は 内圧が50　 mmHg以 上

に達 し,主 に回腸 において速い速度 で肛門側へ移動す る

タ イ プ の 波 形prolonged　 propagated　 contractions

(PPCs)が 過 敏性腸症候群や一部 の健常人 にお ける腹屑

などの腹部症状 と関連 して いることを報告 しており,こ

れ ら予想以上 の高 い腸管内圧が短時間ではあ るが生理的

な環境 で も生 じてい ることが考え られてい る.炎 症性 サ

イ トカイ ンであ るIL-6は これまでにサルモ ネラ菌,コ

レラ毒素 な どの感 染,TGF-aやIL-lp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812131.し か し,今 回の検討か ら

1L-6は これ らの感染 などによる刺激のみ な らず,イ レ

ウスなど持続 的 な腸管内圧の上昇によ り腸上皮細胞か ら

の放 出が充進 し,腸 管の粘膜防蜘機構に密接 にかかわ っ

て い る可能性が示唆 され,こ れ らの病 態 にお いて1レ6

の 関 与 を検 討 す る こ とは意義 が あ ると考 え られた.

Fevang"'ら は豚 の小腸 にル ープを 作成 し静脈 圧が50

mmHgに な るまで腸管 を圧迫 して作成 した絞苑性 イ レ

ウスモデルを用い,イ レウスを作成後90分 後か ら腸管

局所 の静脈中にお ける1レ6産 生 の増 加が認め られ。 こ

のIL-6の 増 加 が栄養 す る動 脈の クラ ンプ単独 によ り生

じないことか らこの増加が虚血によ る ものではな く,イ

レウスその もの によ るものであ ると考察 してい る.今 回

の著者 の検討 か らin　vitroに お いて醐管 内圧 の上昇が少

な くとも粘 膜局所での1レ6の 放 出増加 をきたす こ とが

示 され,Fevang"'ら の イ レウスモ デ ルで のIL-6増 加

の メ カ昌ズ ムの1っ と して腸管 内圧 の上昇 が関与 して

いた可能性 を十分示唆 し得 る もの と考えた.ま た,小 腸

の閉墨機転が常在細菌叢 である大腸菌の異常増殖を きた

す ことや.こ れが同時 に生 じる粘膜 損働の ためにbac・

terial　trans且ovationを 惹 起 し,全 身性 の エ ン ドトキ シ

ン血症 を呈す ることが以前 より知 られている巳η.一 方,

Rollwagen1B1ら は マウスに経 口的に投与 した!L-6が 腸

粘膜 における細動脈の圧 力 こう配の破綻を改善 し,虚 血

再還流 によ り作成 した粘膜透過性 の冗進を抑制す る作用

が あ る ことを報告 し,イ レウスな どで も生 じ得 るbac・

teria]translocationに 対 し,　IL-6が 抑 制的 に働 く可能

性 を示 唆 して いる.ま た,IL-6がIL-tpやTNF-aの

産 生 を抑制 し,lL-1β の 受容 体 をdown・regu1ationし

て 過 剰 な炎症 反応 の充進 を抑制 す る との報告 が あ り,

1レ6が イ レウスな どの圧力 の負荷 によ って生 じた腸粘

膜の損傷に対す る炎症反応 を適 切に調節す る可能性が あ

ると考え られた.他 に も,臨 床 的 に絞苑性 イレウスや大

腸癌 などの閉塞機転 による大腸 イ レウスのみな らず過敏

性腸症 候群や炎症性腸疾患,特 に潰癌 性大腸 炎にお ける

巨大結腸症 など,様 々な病態 にもIL-6が 関 与 して いる

可能性 が考 え られ,今 後 の検討課題 と考 え られた.

　 T1165,7TD1,　 B13.29,　 B9な どの マウスハ イ ブ リ

ドー マ細胞がIL-6の 測 定 に用 い られて い るか 謝.著 者

は,こ れ らの中で比 較的良 く使 われて いる7TD1を 用

いて培養上清 中のIL-6の バ イオア ッセイを行 った .こ

のバ イ オア ッセ イ系 で はIL-11に よ って も細胞増 殖が

n進 す るこ とが知 られて いるが,そ の力価 は1レ6の 約

1000分 の1と 言 われて い るためlL-6産 生 へ の影響 は

少 ないと考 え られ た,ま たTNFaやTG耶 な ど一 部の

因 子がIL-6依 存 性細胞 株の増殖を抑制す るこ とが知 ら

れてい るが鋤,こ れ らの因 子にっいては圧 力負荷に伸い

有意 な増加 を示 さない ことを既 に確認 してお り,今 回 の

検討 では無視 し得 る と考え た.

　 圧力 負荷 に伴 うIL-6mRNAは6時 問後か ら発現 が増

強す ることが今回の検討 で明 らかになった.こ れに対 し,

例 えば サルモネ ラ菌 によ り腸上皮細胞か ら1L-6は 極 め

て早期 の時相 か ら産生 され,mRNAレ ベ ルで60分 後

よ り増加 し,ま た1L-6の 放 出 は2時 間後 より認 め られ

る とされてお り,著 者の圧力負荷後 のIL-6の 増 加 はこ

の サルモネラの刺激 と異な り,よ り遅い時相 の変化 であ

ることが理解 で きる田.我 々の この比較的遅 い時相 にお

ける1L-6の 変 化 は小腸 上皮細胞(IEC-6)ヘ コ レラ ト

キ シンを投与 した際 の1L-6の 増 加 と似 てお り,こ の場

合mRNAの 増 加 は4時 間後よ り,　IL-6の 放 出は12時

問 後より認め られ24時 間後にプラ トーに達 してお り我 々

と同様 の結 果で あ った11⊃.ま た,McGee"'ら はIL-lp

と コ レラ トキ シ ンがIL-6放 出 に対 し相乗効 果を持 つ こ

とを報告 してい るため。我 々 もIL-lpを 投 与下で圧 力

負荷を行いIL-6の 放 出を検討 してみ たが,予 想 と異 な

り相加,ま たは相乗 効果は認 め られ なか った.こ の結果

はFevangら の イ レウスモデルで1L-1の 上 昇が認 め ら

れな いに もかか わ らず,IL-6の 上 昇が 認め られ たと い

う結果 と合致 する ものであり圧力負荷 とい う物理 的ス ト

レス下にお いて は腸 管に おいてIL-6が 主 たる粘膜 防御

機構 に関与す る可能性 を示唆 して いる.

　 1L-6の 放 出 は,小 胞体,ゴ ル ジ装置 な どにお ける蛋

白の輸 送 を阻 害す るbrefelsin　 A,　monensinの 投 与 に

よ り抑制 され ることが報告 され てい る.こ の ことか ら

IL-6は 他 の多 くのサ イ トカイ ン,ホ ルモ ンと同様 に小

胞体 か らゴル ジ装置 を経て細胞膜内面に移動 し開 口放 出

(エ クソサイ トー シス)に よ って細胞 外に放出 され ると

考え られてい る3P.サ イ トカイ ン放 出の極性 に関 しては,

IL-6に お いて は これ まで にマ ウスの子宮 の上皮細胞や
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ra川lIL力 負荷による小腸上皮細胞でのIL-fi産cls

角 膜 上皮細胞,腸 上皮細胞 などに おいて 検討 されて き

た3鳳,.腸 上 皮細胞 で はMascarenhas"'ら が 上皮 側か

らの1L-1β の刺激 では基底膜 側への優位 な1L-6の 放 出

を詔 め たが、基底膜 側か らのTNF・ α の刺激 では基底膜

側,管 腔側 の双方 にIL-6の 放 出を認 めた と報告 して い

る。 また。 網膜色 素上皮細 胞 にお いて基底 膜側 か らの

IL-tp刺 激 で はgrit膜 側 に優 位に炎 症性 サ イ トカ イ ン

(1L-6,　 IL-8)を 放 出 したが,上 皮側 か らのIL一!P刺 激

ではサイ トカイ ンの放出は上皮側,基 底膜側の いずれ に

も有意差 を認め なか った との報告があ る.こ の よ うに刺

激 や細胞の積類によ りIL-6放 出 の極性 は様 々であ 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 あると考 え られた,

　 今回,著 者 は圧 力負荷 に よ り小 腸上皮 細胞 に おいて

NF・KHとNF・IL6の 活 性化 が生 じる ことを明 らか に し

た,な お圧力 負荷に伴 うNF・KBの 核 内への移行 にっ い

て は,既 に抗NF・ κB抗 体 を用い た免疫 組織化学 にて確

認 され てい るm.NF-xBは こ れ まで にIL-2,　 IL-6,

TNF・ α な どの様 々なサ イ トカ イ ンや接 着因 子の発現 に

関 与 してい ることが報告 され てい るIBI.　NFKBのDNA

へ の結合 はLPSやTNFに よ り携導 され,ま たNF-IL6

は そ れ自身のmRNAがLPSやTNFに よ り誘導 され る

ことが知 られ てい るu.Parikh鋤 らは1L-1β 刺 激 によ

りCaco-2細 胞 か らのIL-6の 放 出増加 す る こと,ま た

これがNF・KBの 阻 害薬 によ り抑制 され る ことを報告 し

てお り,IL-6の 産 生がNF-KBを 介 した経路 で活性 化 さ

れ ることを明 らか に しr.IL-6お よ びNF・KBに 関 す る

これ までの報 告を見 てみ ると,Khaled鋤 らは リンパ球

に お い てLPSに よ り放 出 が増 加 す るIL-6がRel　 A

antisenseで は 抑制 され ないに もかか わ らずNF-KBの

decoyに よ り有意に抑制 され たことか らNF・KBに よ る

IL-6遺 伝 子 の活性化 がRe1　 Aだ けで はな くC・Relに も

関与 して いる可能性 を示唆 し,ま た,Tomita"'ら は 内

皮 細胞 にお いてTNFに よ り産生 が 増 加 す る1L-6が

NF・ 出 のdecoyに よ り抑制 されるこ とを報 告 してい る.

今 回,著 者 は物理 的 な圧力 負荷がNF・KBとNF・IL6を

活 性 化す るのみ な らず,こ れ による1L-6発 現 の増加 が

NF・KBのdecoyに よ り有意 に抑制 され ることを示 し,

これがNF・KBを 介 した転写 経路 で制御 されて いる こと

を明 らか に した.ま た,1-kappaB・Qの リ ン酸 化 を

western　 blot法 に て 検 討 し,圧 力 負 荷 に 伴 い

1・kappaB・aの リン酸化が充進す ることを明 らかに した.

この リン酸化 は1・kappaB蛋 白 の分解の シグナル とな っ

て お りこれfit　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 ことが報告 されて いる鋤' .

　 以 上の 検討 か ら生 理 的 に も生 じうる80mmHgの 経

壁圧 が小腸 上皮細 胞 におい てNF-KHやNF-IL6を 活 性

化 しIL-6の 放 出 を増加 させ るこ と,ま た,こ のIL-6

の 産 生 がNF・KBのdecoyに よ り有意 に抑制 され た こと

か ら,NF-KBを 介 した経路 で活 性化 され ることが明 ら

か とな うた.

総　　括

　圧 力負荷が小腸 上皮細胞 か らのIL-6の 産 生の 変化に

いか なる影響 を及ぼすか を検討 し以下の よ うな結 果を得

た.

　 i.腸 上 皮 細胞 に40mmHgか ら160　 mmHgの 圧 力

負荷を加えた ところ生理的 な腸管 内「liであ る80　 mmHg

のFl三力 負荷 において小 腸上皮細胞 か らの1L-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.

　2,IL-6放 出 はコ ン トv一 ル群で は基底 膜側 に優位 に

放出 され,圧 力 負荷 に伴い1二皮側,基 底膜側 の双方 にお

いて増加 した.

　 3。80mmHgのkl:力 負 荷 に お いてIL-6mRNAも

3～ 且2時 間後 に発現 が増 強 した.

　 4.圧 力 負荷 によ り転写因 子であ るNF・KBお よ びNF・

1L6が 活 性 化 され,ま た このNF・ κBのdecoyで1L-6

の 産 生が有意 に抑制 され た.

　 以 上よ り80mmHgの 物 理 的圧 力 負荷 によ り小 腸 一ヒ

皮細胞 か らIL-6が 放 出 が増加 し,さ らにmRNAの レ

ベルで も増加 して い るこ とが 示 され た.ま た,NF・ κB

やNF・IL6な ど の転 写 因 子 も同時 に活性 化 され,　 LPS

やTNF・aに よ る1L-6の 放 出 の増 加 と同 様 これが,

NF・KB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.m.

　 禍 を終え るにあたり,御 指導,椥 校閲 を賜 りま した慶晦

義塾大学医学部内科学教室石井裕正教授 に深謝致 します.

ま た,直 接御指導,御 校閲いただいた防衛医科大学校第2

内科三浦総一郎教授 に感謝致 します.さ らに本研究 に多大

な ご協力をいただ きま した慶晒義塾大学医学部消化器内科

学教室 の諸先生方 にryく 御礼申 し上げます.

　 本研究 の一部は平成10年,11年 度 文部省科学研究費の

補助により行われた.

　 本論文の内容 の一部は97th　 Annual　 Meeting　 of　Ameri・

can　 Gastroenterological　 Association　 (1998年,　 New
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慶臨医学　80巻3号(aI成15年9月)

Orleans,　USA:),第85回 日本消化器病学会総会

長崎)に おいて発表 した.
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