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慶慮医学 ・80(4):T287～T296,2003

学 位 論 文

ラッ ト小腸粘膜上皮細胞におけるGRO/CINC-1

とInterleukin-6の 産 生:脂 肪 酸 に よ る 修 飾

慶晦義塾大学医学部内科学教室

　　(指導:石 井裕正教授)

　 　 よ し　　 だ　　　びで　　　む

　　 吉　田　英　雄

(平 成15f群3月24日 受`宙)

Key　 Word:intestinal　 epithelial　 cell,　fatty　 acid,　 GRO/CIIVC-1,interleukin-6,　 MAPK

　 小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞(intestinal　 epithelial　cells;IEC)

は食 物 の 吸 収 の み な らず,小 腸 内腔 の 微 生 物 や 食 物 由 来

の抗 原 に対 し。 最 前線 で の生 体 防御 機 携 と して 機 能 して

い る,さ らに,小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 は サ イ トカ イ ンを 産生

し,ま た抗 原 提 示細 胞 の よ うに抗 原 を 修 飾 し,分 泌 型 多

量 体IgAの 輸送 に関 与 し,積 極的 に腸 管 免 疫 ネ ッ トワー

クに 関 与 して い る.こ れ ら上 皮 細 胞 由 来 のcell　 lineも

ま たinterleukin-8(IL-8).　 interleukin-6(iL-6)な

どの 幾 っ か の 炎 症性 サ イ トカ イ ンを 分泌 して い る こ とが

知 ら れ て い る.,.Growth-regulated　 oncogene　 a

(GROa)や1L-8はC-X・Cケ モ カ イ ンに分 類 され,炎

症 反 応 の場 に お い て好 中球 の活 性 化 と遊 走 に 重 要 な 役割

を果 た して い る51.グ ラム 陰 性 菌,グ ラ ム陽 性 菌 や ク リ

プ トス ポ リジ ウム が小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 に侵 入 した場 合,

C・X-Cケ モ カ イ ンが活 性 化す る こ とが 今 ま で に 報 告 され

て い るー6+Bl.小 腸 枯 膜 上 皮 細 胞 はIL-fiを 産 生 す る こ と

がMcGeeら に よ り報 告 され2・3〕,コレ ラ毒 素 がIL-6産

生 を著 し く増 加 させ る こ と が知 られ て い る9.101.1L-6は

炎 症 反 応 に お いて 重 要 なだ け で な くB細 胞 の 夏gA分 泌

を促 進 させ る点 に お い て も貢 要 な役 割 を 果 た して い る と

考 え られ て い るゆ.炎 症 性 サ イ トカ イ ンで あ るintedeu

kin-lp　 (IL-lp),　 transforming　 growth　 factor-p　I

(TGF・p　 1)は 小 腸 粘 膜 上 皮 細胞 に 作 用 す る とIL-6の 分

泌 を増 強 し.両 者 の 同 時 投 与 はIL-6分 泌 を よ り一 層 増

強 さ せ る こ とが 報 告 され て い る3,.こ れ らの 報 告 か らい

え る こ と は,小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 はIL-8やIL-6の 起 源

と して垂 要 で あ り,分 泌 され るサ イ トカ イ ンは腸 管 の 炎

症 や 免 疫 と密 接 に関 わ って い る とい う こ とで あ る.

　 一 方,食 物 か ら雛 取 され る脂 肪 は 免疫 機 能 を修 飾 す る

こ とが 知 られ て い る_..

　 ま た飽 和 脂 肪 酸,不 飽 和 脂 肪 酸 が リ ンパ球 機 能 に変 化

を与 え る こ とがin　eitso,　in　vivaで の 研 究 で 報 告 さ れ て

い るu-ni.腸 管 リ ンパ 管 に 存 在 す る リ ンパ球 の機 能 は脂

肪 の吸 収 に 大 き く影 響 さ れINI,オ リー ブ油 の摂 取 は,　T

リンパ 球 の バ イ エ ル阪 にあ る毛 細 血 管 後細 静 脈 で の 移動

を`n進 さ せ る こ とが 報 告 され て い る191,以 上 か ら脂 肪 の

吸 収 は免rs担 当細 胞 の 活 性 化 を 介 して,腸 管 免 疫 に影 轡

を 与 え る こ と は想 像 され るが,小 腸 粘 膜 上皮 細 胞 は脂 肪

へ の暴 露 に よ り,ど の よ う に免 疫 機 能 に 影 響 を与 え る か

は あ ま り知 られ て い な い.

　 IEC-6は,ラ ッ ト小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 か ら確 立 さ れ た

細 胞 でin　uilroで の 研 究 で 頻 回 に 使 用 され る,非 腫 瘍 性

細 胞 で,形 質 転 換 す る こ とな く,寿 命 を持 う た細 胞 で あ

る.ま た,核,ゴ ル ジ体,小 胞 体 の 形 態 が小 腸 枯 膜 上 皮

細 胞,特 に 正 常 小 腸 陰 窩 細 胞 に 似 て い る,つ ま、りin

vivoで の ラ ッ ト小 腸 粘 膜 細 胞 に 共 通 す る 部 分 が 多 い と

され て い る。 分 化 した 小腸 上 皮 細 胞 は.寿 命 が 短 す ぎ る

な どの 点 か ら形 質 転 換 な しで は 培 養 が 困 難 で あ る,こ の

た め小 腸 に 関 して は,正 常 小 腸 陰 窩 細 胞 でto　Uir70の 研

究 を 行 って い る の が現 状 で あ る.今 回 著 者 は この 細 胞 を

使 用 した,ま ず 長 鎖 脂 肪 酸 投 与 が 小 腸 枯 膜 上 皮 細 胞 か ら

産 生,放 出 され るgrowth・regulated　 oncogene/cytokine・

　 本 論 文13Yoshida　 H,Miura　 S,　Kishikawa　 H,　 Hirokawa　 M,　 Nakamizo　 H,　Nakatsumi　 R.　Suzuki　 H。　Saito　 H.　Ishii　 H;Fatty

Acids　 Enhance　 GRO/CINC・l　 and　 Interleukin・6　 Production　 in　 Rat　 Intestinal　 Epithelial　 Cells.　 J　Nutr　 131;2943-2950,

2001の 一 部 を 含 む.
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induced　 neutrophi]chemoattractant-1(GRO/CINC

-D(rat　 IL-8)とIL-fiに どの よ うな影 響 を 与え るか に

っ いて 検討 を 行 った.次 に.1L-1β.　 TGF・ β1刺 激'ドに お

け る脂 肪 酸投 与 がGRO/CINC-1,　 IL-6に 与 え る影 響 を

検 討 した.上 皮 細胞 と小 腸 粘 膜 免 疫 担 当 細 胞 との相 互 反

応 を脂 肪 酸 が いか に修 飾 す るか を解 明 す る上 で,こ れ ら

の知 見 は有 益 な憎報 を与 え る と思 われ た.

材料と方法

L　 細 胞 と培 養

　 IEC-6細 胞 はThe　 American　 Type　 Culture

Collection(Rockville,　 MD)よ り購 入 し た,　iEC-6細

胞 は ラ ッ ト小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 か ら確 立 され た 細 胞 でin

vitroで の 研 究 で頻 回 に 使 用 さ れ る.こ の 細 胞 の 特 徴 と

して正 常 小 腸 陰 窩細 胞 の特 性 と共 通 す る部 分 が 多 い こ と

が あ げ られ るxai.

　 IEC-6細 胞 を温 度37℃,空 気95%,二 酸 化 炭 素5%

の 環 境 で 培 養 した.培 養 液 は5%fetal　 bovine　 serum

(FBS),]Omg/L　 insulin,50kU/L　 penicillin,50

mg/L(DMEM)を 使 用 した.　Dishに 培 養 され た これ

らの 細 胞 はtrypsinを 添 加 し.ゴ ム製 ス ク レーパ ーで は

が し,900gで5分 間4℃ で 遠心 し細 胞 を回 収 した 。 こ

れ らの 細 胞 を 直 径2cmのDishに 均 一(IxIO' ./dish)

に 撤 き培 養 し た.Subconfluenceの 状 態 に 達 した 時 点

で実 験 に 供 し,脂 肪 酸 ミセ ル を培 養液 に添 加 した.細 胞

数 の 正 確 な 値 はCell　 Titer　96　AQ　 nonradioactive　 cell

proliferation　 assay　 kit(Promega　 Madison,　 WI)を

使 用 して,490nmに お け る 吸光 度 を 測 定 す る こと に よ

り算 定 し た.さ ら に,propidium　 iodide(PI,　 Mole・

cular　 Probes.　 Eugene　 OR)染 色 を 行 い,　P1陽 性 細 胞

は細 胞 膜 の 傷 害 され た細 胞 と判 定 した.

z.脂 肪 酸 の 添 加

　 添 加 す る長 鎖 脂肪 酸 と して オ レ イ ン酸,リ ノー ル酸,

ア ラ キ ドン酸(Sigma　 Chemical,　 St.　Louis。　MO)を

使 用 した.長 鎖 脂肪 酸 をモ ノグ リセ リ ドお よ び タウ ロ コー

ル酸 に混 合 し,5%FBSを 含 ん だDMEM培 獲液 に溶 解

さ せ,各 々 の濃 度 は長 鎖 脂 肪 酸19.2mmo1/L,モ ノ オ

レイ ン9.6mmoL/L,タ ウ ロ コ ー ル酸 ナ トリ ウ ム塩20

mmol/Lと し た.こ れ ら 脂 肪 酸 ミ セ ル の 作 製 は

JohnstonとHorgstromの 方 法zuに 従 った.最 終 的 に は

脂 肪 酸 ミセ ル の培 養 液 中 濃 度 がo.oi一 一〇.2　mmo1/Lに

な る よ うに した,ま た,オ ク タ ノイ ン酸 ミセ ル は オ ク タ

ノ イ ン酸(19.2mmo1/L)(Sigma;)と タ ウ ロ コー ル 酸

塩(20mmol/L)か ら作 製 し,

に調 整 した,

リ ン酸 緩 衝 液 でPH7.4

3.GRO/C-NC-1とIL-6放 出 の 決 定

　 IEC-6細 胞 の培 養 上 清 に脂 肪 酸 ミセ ル を 添 加 後,48

時 聞 後 に 培 養 液 を 回 収 した.こ の培 養 液 を ポ リプ ロ ピ レ

ンチ ニ ー ブ に 入 れ,一70℃ 下 に保 存 した .培 養 液 中 の

GRO/CINC-1と1L-6の 澱度 はsandwich　 enzyme　 im・

munoassay　 Kit(lmmuno　 Biological　 Laboratories,

Gunma,　 Japan)を 用 い てELISA法 で 測 定 し た .抗

GRO/CINC一1抗 体 ま た は抗IL-6抗 体 で コ ー テ ィ ン グ

した96穴 の マ イ ク ロ プ レー トの 各 ウ エ ル に,50ｵLの

検 体 と50ｵLの ア ッセ イバ ッ フ ァ ー(0.05%のTween

20,ion/Lのbovine　 serum　 albuminを 含 む0.Ol

mo[/L　 PBS,　 PH　7.2)を 入 れ,37℃1時 間 で 保 温 した.

そ の 後lPBSで 洗 浄 し,　Fab'・horse　 radish　 peroxidase

(HRP)結 合 抗GRO/CINC-1ま た は 抗1L-6ウ サ ギ

1gGを 添 加 し た.37℃,30分 の保 温 後 再 度PBSで 洗 浄

し。 色素 剤 と してo一 フs一 レ ン ジア ミ ンを 加 え,15分

間 暗 室 に 放 置 した.反 応 停 止 剤(H:SO.)を 加 え,

ELISA　 reader(NJ-2000,　 Inter　Med.,　 Tokyo,　 Japan)

を 用 い て490nmの 波 長 下 で 吸 光 度 を 測 定 した.ま ず

吸 光 度 一濃 度 標 準 曲 線 の 作成 を行 い,測 定 値 を この 曲線

上 に プ ロ ッ ト し,培 養 液 巾濃 度 を決定 した.

4.IL-1p,　 TGF・Vと 各 種 阻 害 薬 の 投 与

　 IEC-6細 胞 の 培 養 液 巾 に ヒ トrecombinant　 IL-1(1

(Sigma)ま た は ブ タTGF・ β1(Sigma)を 最 終 濃 度

0.05^B.0ｵg/Lで 投 与 し た,そ の48時 間 後 にGRO/

CINC-1とIL-6の 濃 度 を 測 定 し た 。 さ ら に,　 IL-lpと

TGF-p1の 同 時 投 与,ま た 各 種 脂 肪 酸 と 組 み 合 わ せ て の

投 与 を お こ な っ た.

　 次 に 細 胞 内 シ グ ナ ル 阻V薬 を 脂 肪 酸 と 同 時 に 加 え,脂

肪 酸 に よ り 刺 激 さ れ たGRO/C-NC-1の 濃 度 が 各 種 阻 害

薬 に よ り ど の よ う に 変 化 を き た す か を 測 定 した.

　 今 回 阻 害 薬 と し てphospholipase　 C(PLC)阻 害 薬

で あ る2・nitro4・carboxyphenyI・N,N'・diphenylcarba

mate(NCDC:Sigma),　 protein　 kinase　 C(PKC)阻

害 薬 で あ る1・(5isoquinolinylsulfonyl)一2-meth・

ylpiperazine(H-7;Sigma)とs[aurosporine(Sigma),

calmodulin阻 害 薬 で あ るN・(6・aminohexyl)・5・ch[oro-

1-naphtha皇ene・sulfonamide　 hydrochloride(W-7:S

igma)を 使 用 し た.　 MAPK阻 害 薬 と し て2・[2-amino・

3・methoxypheny1]・4H-1-benzopyran・4・one　 (PD980

59;Sigma).　 bis一[amino一[(2-aminophenil)thio]

一T288一
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methylenc　 　 butanedinitrite7(UO126　 　 　BIOMOL

Research　 Laboratory,　 Plymouth,　 PA)を 使 用 し た.

5.RNA抽 出 とGRO/CINC-1とIL-6のPCR増 輻

　 RNAzol(Biotex,　 Houston,　 TX)・ を 用 い てIEC-6

細胞 を溶 解 し,ク ロロ ホ ルム と 混 合 後,イ ソプ ロパ ノー

ルを加 え遠 心 し,RNAを 沈 降 させ,上 清 を 取 り除 い き,

エ タノ ー ル で洗 浄 した.抽 出 し たRNAを15Niの 蒸 留

水 に溶 か し,260nmの 波 長 を 当 て,吸 光 度 よ りRNA

濃度 を 計 算 した.さ らにRNAの 純 度 は ア ガ ロー スゲ ル

電 気 泳 動 を行 い,28Sとissの バ ン ドの 出 現 を み る こ

とで 確認 した.抽 出 したRNAはStratagene(La　 Jolla,

CA)のRT-PCR　 kitを 用 い て逆 転 写 を お こ な った,次

にTakara　 Taq　 kit(Takara　 Biochemicals,　 Tokyo,

Japan)と 以 下 の プ ラ イ マ ー を用 い て,ポ リ メ ラ ーゼ連

鎖 反 応 を 行 った.

　 ラ ッ トGRO/CINC-1の プ ラ イ マ ー と して5'一CTGTG

CTGGCCACCAGCCGC・3●(sense)と5'・ACAGTCCTT

GGAACTTCTCTG3'(antisense)を 用 い た.こ の 場

合,増 幅 産 物 は907bpで あ る.　PCRの 条`牛はD94

℃ で3分incubation(initial　 denaturation)し,2)

denaturalion　 94℃1分,　 annealing　 6D℃1分,　 exten・

sion　72℃3分 を1サ イ クル と し,合 計30サ イ ク ル繰

り返 し た.3)最 後 にincubationを72℃7分(final

extension)施 行 した.　IL-6の プ ライ マ ー と して5'一GA

CTGATGTTGTTGACAGCCACTGC・3'(sense)　 と5'・

TAGCCACTCCTTCTCTGTGACTCTAACT・3'(anti・

sense)を 用 い た.増 幅 産物 は508　 bpで あ る。1)94℃

で3分incubation(initial　 denaturation)し,2)

denaturation　 99℃1分,　 annealing　 58℃ 且分,　exten-

sion　72℃90秒 を1サ イ クル と し,合 計30サ イ クル繰

り返 した.3)最 後 にincubationを72℃7分(final

extension)施 行 した.増 幅 産 物 はethidium　 bromide

で染 色 し,ア ガ ロー スゲ ル電 気 泳 動 を施 行。 紫 外 線 トラ

ンス イ ル ミネ ー ター 上 で 可 視 化 した.GRO/CINC-i,

1L-6　mRNAの 総量 はパ ン ドの 発 色 強 度 を測 定 す る こ と

で評 価 した,具 体 的 に は ス キ ャナ ー でパ ソ コ ンに 写 真 を

取 り 込 み,バ ー ジ ョ ン1.61NIH-lmageのGrayscale

で発 色 強 度 を測 定 し,計 測 数 埴 か ら標 準 偏 差 を 求 め た.

総RNA皿 が 一 定 し て い る こ と を 証 明 す る た め,

GAPDH　 mRNAのPCR増 幅 も同 時 に行 った.

6.MAPK活 性 の 計 測

　 biitogen-activated　 protein　 kinase　 (MAPK)　 は

P44/42　 MAPK　 assay　 kit(New　 Ensiand　 Biolabs,

beverly,　 MA)を 用 い て 測 定 した.培 養 し たIEC-6細

胞 群 を3プ レ ー トに分 け,Lつ に は脂 肪 酸投 与 前,も う

1つ に は投 与1時 間 後.最 後 の1っ に は 投 与3時 間 後

に 細 胞 溶 解 液 を 添 加 した.ス ク レーパ ーで 剥 が し,ソ ニ

ケ ー ターで 破 砕 し,各 々総 蛋 白 燈150Ngを 回 収 した.

P44/42　 MAPKモ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 と反 応 さ せ,次 に

プ ロ テ イ ンAセ フ ァロ ー ス ビー ズ と反 応 後,遠 心 した.

沈 降 産 物 に キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー,ATPとMAPKの 基

質 で あ るElk-l　 fusion　 proteinを 添 加 し,30℃ で 反 応

させ た.こ れ に よ り,活 性 化MAPKは リ ン酸 化Glk-1

(phospho-specific　 Elk-1)と して 認 め られ る こ と に な

る.次 に3X　 SDSサ ンプ ル バ ・7ファ ー を 加 え 反 応 を 停

lLさ せ,タ ンパ ク質 を変 性 させ た.遠 心 し,　SDS・PAGE

(sodium　 dodecyl　 sulfate一・polyacryamide　 gel　elecIro・

phoresis)ゲ ル に上 清 を注 入 して 電 気 泳 動 を 行 っ た.ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッテ ィ ング は次 の 如 くお こな った.

　 タ ンパ ク質 は ニ トロ セ ル ロ ー ス膜 に 転写 した.ま ず ブ

ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー と 反 応 後,一 次 抗 体 と し て

phospho・specific　 Elk-1抗 体 を 一 晩4℃ で反 応 させ た.

習 日HRP一 結 合 抗 ウサ ギニ 次 抗 体 と マ ー カ ー を 化 学 発

光 させ る た め のHRP一 結 合 ビ オ チ ン抗 体 を 加 え,室 温

で1時 間 反 応 さ せ た.膜 を3回 洗 浄(Tris・buffer,

Tween101)し,　 IX　 LumiGLOと 反 応 さ せ た.膜 はX

線 フ ィル ムで撮 影 し,脂 肪 酸 投 与 前 後 の バ ン ドの強 さの

変 化 をNIH一Imageを 用 いて 測 定 した.

7.統 計 学 的 解 析

　 す べ て の結 果 はmeans±SEMと して表 し,グ ル ー プ

間 の 有 意 差 はone-way　 ana量ysis　 of　 variance

(ANOVA)を 用 い た.有 意 差 を 認 め た場 合,　 post　hoc

les1と し てFisher●s　 testを 行 っ た.す べ て の 検 定 は

P〈0.05を も って 有 意 と判 断 した,

結 果

　 各種 濃 度 の 脂 肪 酸 を 培 養 上 清 に添 加 し,48時 間 後 に

IEC-6細 胞 の 細 胞 傷 害 の 程 度 をP星 陽 性 細 胞 の 占 め る割

合 と して 測 定 した(第1図).リ ノ ー ル酸 と オ レ イ ン酸

い ず れ も投 与 に よ りPI陽 性 細 胞 数 が 散 見 さ れ る よ う に

な り,0.2mmol/Lの 濃 度 を越 え る と急 に 増 加 しは じめ,

0.5mmol/Lを 越 え る と100%に 近 づ い た.つ ま り脂 肪

酸 は 低 い 濃 度 で も 若 干 の 細 胞 陳 害 を 示 す が,o.z

mmo【/L以 上 の 濃 度 に な る と急 激 に そ の 程 度 が 顕 著 と

な り.多 くが 細 胞 死 に 至 る た め,0.2mmo1/L以 下 の 濃

度 で 投 与 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ た.ま た0.1

一T289一



慶晦医学　80巻4'i'(平 成15fF12月)

働

oo

〔

-

75

aso
a

u

0

.一 一.　 　　olεi【　・Cld

o一 一一つ　limlele.dd

1躍島煽.}

300

S

§

ma

こ

勇垂

0100

0.〔sO.7 oz　 　　　os　 　　　　　i.a

　 　 la質y　MiO-i呵 ㎜ 帆3

20
0

9　.　　・　・

…
0

学鵠

旧

い
"

レ

日剛

　 0　0　　 u　8
じ

O　 o

,9,　 　 ,θ 　,

▼6「a　　　n「 づ　　　　巳「叫　　εレ"●■3u67づ
αμ,tレ　　　　　　　 a..v」1　 　　 の
　 　 劇 　　職 　　　　陰　　　劇 　　一
　 　 ■凶　 ■■」　　 u【.,　 　■噂　　暫纏

　 　 鳳3■一働 　　"日M」,　 僻 ■■曲

第1図 　 IEC-6細 胞 のviabilityに 対 す る 脂 肪 酸 の 効 果.

　 anは 種 々 の脂 肪 酸 酸 度 下 に お け る培 養48時 閏 後 の 傷 害細

　 胞(pi叩idiom　 iodide陽 性 細胞)の 出 現 率を パ ーセ ンテー

　 ジ で 示 す(n=47.(Yoshida　 H　 et　al:JNuIr　 13]:

　 2943-2950,200且 のFig.且 を 許 可 を碍 て 転 載)
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第2図 　 脂 肪 酸 が与 え るIEC-6細 胞 か らのGRO!CINC-1

　 放 出 の 変 化.各 濃 度 の 脂 肪 酸 投 与48時 間 後,ELISA法

　 に よ って 培 養 上 清 中 のGRO/CINC一 且濃 度 を 測 定 した.

　 艮 鎖脂 肪 酸 と して オ レ イ ン酸,リ ノー ル酸,ア ラ キ ドン

　 酸 を 用 い,中 鎖 脂 肪 酸 と して オ ク タ ノ イ ン酸 を用 い た.

　 タ ウ ロコ ー ル酸(0.1mmo]/L)単 独 投 与 を コ ン トロ ー ル

　 と して 用 い た.鎖 はmeans±SEM.で 示 す.　n=6,●P〈

　 0,05vs.タ ウ ロコ ー ル酸 単独 投 与 群.(Yoshida　 H　et　al:

　 JNutr　 131:29A3-2950,　 zoosのFig.2を 許 可 を 褐 て

　 転 載)

第3図 　 長 鎖 脂 肪 酸,TGF一 β,　IL-1β 投 与 に よ る1EC-6細

　 胞 か らのGRO/C-NC-1放 出 の 変 化.　TGF・P.　 IL-lp,長

　 鎖 脂 肪 酸(オ レ イ ン酸,り ノ ール 酸)を 投 与 し,48時 間

　 培 養 段,ELISA法 で 培 養 上清 中 のGRO/CINC-1濃 度 を

　 測 定 した.4ウ ロa一 ル酸 単 独 投 与 を コ ン トロー ル と し

　 た,値 はmeansｱSEM:で 示 す,　 n=6..pく0.05　 vs.タ

　 ウ ロ コ ー ル酸 単 独 投 与 群..P<0.05　 vs.　TGF・ β準 独 ま た

　 はIL一 且P単 独 投 与.'P<0』5　 vs.　TGF・ β+1L-1p.

　 (Yoshida　 H　et　al:JNutr　 13里=2943-2950,2001の

　 Fig.3を 許可 を得 て転 載)
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第4図 　 細 胞 内 シ グナ ル 伝達 阻害 薬 に よ るIEC-6細 胞 か ら

　 のGRO/CINC一]放 出 の 変 化.各 顧 阻 害 薬 と してNCDC

　 (200ｵmol/L).　 H-T(30ｵmo!/L),　 staurosporine(3

　 nmol/L)お よ びW-7(30　 pmol/L)を 段 与 した,長 鎖

　 脂 肪 酸 投 与 下 と 非 投 与 下 の 状 態 に お い て 観 察 し た.

　 ELIsa法 で 培 養上 清 中のGRO/CINC一 且濃 度 を劇 定 し た.

　 値 はmeansｱSEM.で 示 す.　 n=fi..P<0.05　 vs.タ ゥ ロ

　 コ ー ル 酸 単 独 投 与 群 も し く は 脂 肪 酸 単 独 投 与 群.

　 (Yoshida　 H　et　al:JKutr　 131:2943-2950.　 zoosの

　 Fig.4を 許 可 を得 て転 載)
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吉田:脂 肪酸吸収 時に小ass上皮細胞に及ぽす 効果
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第5図 　 MAPK阻 害 薬 が 与 え るIEC-6細 胞 か ら のGRO/

　CINC-1の 放 出 の 変 化.長 鎖 脂 肪 酸 投 与 下 と 非 投 与 下 に

　 お い て,MAPK　 PAui薬 で あ るPD98059(50ｵmol/L),

　 UO126(20ｵmol/L)を 添 加 し た.　ELISA法 で 培 養 上 清

　 中GRO〆CINC-1の 濃度 を測 定 した,　fi4はmeans±SEM。

　 で 示 す.n=6.`Pく0.05　 vs.タ ウ ロ コ ー ル酸 単 独 投 与 群

　 も し く は脂 肪 酸 単 独 投 与 群.(Yoshida　 H　et　a1:JNutr

　 13]:2943-2950,2001のFig.5を 許 可 を 得 て 転 賊)
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mmo1/Lの 脂 肪 酸 投 与 群 で は タ ウ ロ コ ー ル 酸 単 独 投 与

辟(コ ン トロー ル群)と 比 較 し,細 胞 数 の 増 加 に与 え る

変化 は認 め られな か った(オ レイ ン酸 投 与群 は コ ン トロー

ル群 に対 し9L9±5.9%,リ ノー ル酸 投 与 群 は コ ン トロー

ル群 に対 し96.3±9.0%で あ った).

　 lEC-6細 胞 の培 養 液 中 に存 在 す るGRO/CINC-1濃 度

は各 樋脂 肪 酸 の 投 与 に よ り増 加 傾 向 を 示 した(第2図),

オ レイ ン酸 の 培 養 液 中 濃度 が0.05mmoレL以 上 の場 合,

タウ ロ コ ー ル酸 単 独投 与 群(コ ン トロ ー ル群)に 比 較 し

て,明 らか な増 加 を認 め,濃 度 依 存挫 に そ の 増 加 は よ り

顕 著 と な った.ま た,タ ウ ロ コー ル酸 単独 投 与 群 と無 添

加群 とで は有意 差 は認 め られ なか りた,リ ノ ー ル酸,ア

ラキ ドン酸 の 投 与 群 に お い て も濃 度 依 存 的 に増 加 を示 し

た.し か し,オ ク タノ イ ン酸投 与 群 に関 して は タウ ロ コー

ル酸 単 独 投 与 群 と比 較 して,有 意 差 は 得 られ なか った.

　 ]L-1p13そ れ 自身 単 独 投 与 でGRO/CINC-1の 濃 度 を

増 加 さ せ る こ と が 知 られ て い る.今 回 の 実 験 で も2

ua/LのIL一]p投 与 でGRO/CINC-1の 濃 度 は 且81±6

μg/Lを 示 した.TGF・ βも同 じ く単 独 投 与 でGRO/CIN

C-1の 濃 度 を増 加 させ る こ とが 知 ら れ て お り.2芦g/L

の投 与 でGRO/CINC-1の 濃度 は30±1ｵ8./Lを 示 した.

オ レイ ン酸 も し くは リ ノ ー ル 酸 投 与 はIL一 ユβ.　TGF-p

単 独 投 与 に よ るGRO/CINC-1濃 度 の 増 加 作 用 に 一 層 の

修 飾 を与 え る こ と が 明 らか と な っ た(第3図),IL-lp

(2ｵs/L)とTGF-P(2　 NS/L)の 同 時 投 与 群 はGRO/

CINC一 且の濃 度 を243ｱ6Ng/Lと 著 明 に増 加 させ たが,

B
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第6図 　 IEC-6細 胞 に 脂 肪 酸.　 TGF・ β,　IL一1p投 与6時 間

　 後 のGRO/C且NC-1mRNA発 現 の 比 較.【 し一lp(2

　ｵmol/L),　 TGF・ β 〔2　Nmol/L)お よ び 図Aで は オ レ イ

　 ン酸(o.i　 mmo1/L),図Bで はljノ ー ル 酸(0.L

　mmol/L)を 投 与 し た.　GRO/CINC-1　 mRNA発 現 の 強

　 さ をRT・PCR法 に て 検 討 した.　GRO/C[NC-1mRNAは

　907byでaめ られ る.　 NIH・lmagcを 用 い て 発 色 強 度 を

　測 定 した.値 はmeans±SEM.で 示 す,　n=4.'Pく0.05

　 VS.タ ウ ロ コ ー ル酸 単 独 投 与 群,　 OP<0.05　 VS.　TGF-p単

　 独 またca【L-1P単 独 投 与 群.　 (Yoshida　 H　et　al:jNutr

　 iai:29A3-2950,2001のFig.6を 許 可 を 得 て 転 職)

さ らに オ レ イ ン酸 を添 加 す る と,2aoｱsｵs/Lと な り.

7ノ ー ル酸 を 添 加 した場 合.275±8ｵ8/Lに 達 した.

　 IEC-6細 胞 か ら放 出 さ れ るGRO/C-NC-1に 対 し,細

胞 内 シ グナ ル阻 害 薬 の 効 果 を 検 討 した(第4図).タ ウ

ロ コ ー ル酸 単 独 没 与 群(コ ン トロ ー ル群)で はPLC阻

害 薬 で あ るNCDC(200ｵmol/L)とPKC阻 害 薬 で あ

るH-7(30Nmol/L),　 staurosporine(3　 nmol/L)の

投 与 に よ りGRO/CINC-1漉 度 の低 下 を 認 め た.一 方.

calmodulin阻 害 薬 で あ るW-7(30ｵmol/L)の 段 与 で

はGRO/CINC-1濃 度 に 変 化 を与 え なか った.ま た,オ
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第7図 　 長 鎖 脂 肪 酸,TGF-p,且L-lpの 組 み 合 わ せ 投 与 に

　 よ るIEC-6細 胞 か らのIL-6放 出 の 変 化。　TGF一 β,1L-1β,

　長 鎖 脂肪 酸(オ レイ ン酸,リ ノ ー ル酸)を 投 与 し,48時

　 間 培 養 後,ELiSA法 で 培 養 上 清 中 のIL-6　 度 を 測 定 し

　 た.タ ウ ロコ ー ル酸 単 独 投 与 を コ ン トロ ー ル と した.値

　 はmeans±SEM.で 示 す,　n=6.'Pく0.05　 vs.タ ウロ コ ー

　 ル 酸 単 独 投 与 コ ン トロ ー ル 群..Pく0.05　 vs.　TGF・ β単 独

　 ま た はIL一 甲 単 独 投 与 群.(Yoshida　 H　et　a1=JNutr

　 l3量:2943-2950.2001のFig.7を 許可 を 得 て 転 載)

レ イ ン酸 ま た は リ ノ ー ル 酸 刺 激 に よ り増 加 したGRO/

CINC-1濃 度 はNCDC,　 H-7,　 staurosporineの 投 与 に

よ り,更 に大 きな抑 制 効 果 を 受 け,阻 害 薬投 与前 の コ ン

トロ ール 群 と ほ ぽ 同 レベ ル まで 下 が った,W-7の 投 与

に よ る有 意 な抑 制 は な か った.次 にMAPK阻 害 薬 と し

てPD98059(50　 Nmol/L),　 UO126(20ｵmo】/L)を

使 用 し,検 討 を お こ な っ た(第5図).こ れ らMAPK

阻 害 薬 の 投 与 は タ ウ ロ コー ル酸 単 独 投 与群(コ ン トロ ー

ル群)に お いて,1EC-6細 胞 か ら放 出 され るGRO/CIN

C-1濃 度 を 有 意 に 抑 制 さ せ た.オ レイ ン酸 も し くは リ

ノ ー ル酸 投 与 群 にお い て は,上 昇 したGRO/C-NC-1濃

度 は これ らMAPK阻 害 薬 の 投 与 に よ り,よ り大 きな抑

制 効 果 を 認 め た,

　 オ レ イ ン酸,リ ノ ー ル 酸 刺 激6時 間 段 のGRO/

CINC-1　 mRNA量 の 変 化 をRT・PCR法 を 使 って 検討 し

た(第6図).さ らにIL-1β,　 TGF-p単 独 刺 激,ま た こ

れ ら サ イ トカ イ ン と脂 肪 酸 の 同 時 投 与6時 間 後 の 変 化

も 検 討 し た 。　 コ ン ト ロ ー ル 群 で はGRO/CINC-1

mRNAは ほ とん ど認 め る こ とが で き なか った。 第6図

Aの オ レ イ ン酸 ま た はTGF一 β単 独 投 与 で は 弱 い な が ら

もバ ン ドを認 め,IL-1β 単 独 投 与 で は強 く認 め られ た,

この結 果 はELISAで 得 られ た 結 果 と一 致 して い た.オ

レ イ ン 酸 とTGF-pあ る い は[[.一ipと の 同 時 投 与 は

=

B

皿 　 ●■■■■　IL.6
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第8図 　 IEC-6細 胞 に 脂 肪 酸,　TGF-p,　 IL-1β 投 与6時r9

　 後 の]L-6mRNA発 現 の 比 較.　 IL一 耶(2　 pmol/L),

　 TGF-P(2　 Nmol/L)お よ び 図Aで は オ レ イ ン酸(0.1　 m

　 mol/L),図Bで は リノ ー ル酸((M　 mmol/L)を 段 与 し

　 た.IL-6　 mRNA発 現 の 強 さをRT-PCR法 に て検 討 した.

　 [L-6mRNAは508　 bpで 認 め られ る.　NIH・lmageをm

　 い て 発 色 強 度 を測 定 した.値 はmeans±SEM.で 示 す.

　 n=4.・P<0.05vs.タ ウ ロ コ ー ル 酸 単 独 投 与 コ ン トQ

　 ル群,'Pく0.05vs.　 TGF・P単 独 ま たはIL一 里P単 独 投 与 群.

　 (Yoshida　 H　et　al:JNutr　 131;2943-2950,2001の

　 Fig.8を 許 可 を 得 て 転 載)

TGF・ β,　IL-tp単 独 投 与 に比 較 し,バ ン ドの増 強 を認 め

た.第6図Bで 示 した リノ ー ル 酸 投 与 に お い て もオ レ

イ ン酸 と同 様 の 結 果 が 得 られ た.IEC-6細 胞 の 培 養 上

清 に 長 鎖 脂 肪 酸(オ レ イ ン酸,リ ノ ー ル酸)さ らに は

TGF一 β,　IL-1β を 組 み 合 わ せ て 投 与 し,投 与48時 間 後

に お け る培 養 液 中1L-6濃 度 を 測 定 した(第7図).オ

レ イ ン酸 ま た は リ ノ ー ル 酸 を0.l　 mmol/Lの 濃 度 で 投

与 した時,タ ウロ コ ール酸 単 独投 与 群(コ ン トロー ル群)

に 比 較 し,IL-6濃 度 は有 意 な.ヒ昇 を 示 した,し か し.

オ ク タノ イ ン酸 の投与 群 で は有意 差 は認 め られ なか った,
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第9図 　脂 肪 酸 が 与 え るIEC-6細 胞 のMAPK活 性 の 変 化.

　 オ レイ ン酸 投 与 前,且 時 間 後 お よ び3時 間 後 にMAPKリ

　 ン酸 化 反 応 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 で 測 定 した.発 邑 強

　度 をNIH-lmageを 用 い て 測定 した.コ ン トロー ル をioo

　 と した.値 はmeansiSEM.で;,:す.　 n=4..P<0.05Ψs.

　 4ウ ロ コ ー ル酸 単 独 投 与 群,(Yoshida　 H　et　al:JNutr

　 I31;2943-2950,2001のFig,9を 許 可 を 得 て 転 載)

　 IL-IPfl?独 投 与 群(2　 N8/L)はIL-6濃 度 がL44±

0.09ng/Lと 著 明 な上 昇 を認 め た.　TGF-pmXlait'r群 で

も0.60tO.08ng/Lに 達 した.オ レイ ン酸 ま た は リノ ー

ル酸 とIL-lpと の 組 み 合 わ せ投 与 群 で は そ れ ぞ れIL-6

濃 度 は1.93±O.07ng/L,1.77-0.09ng〆Lで あ った.

TGF-Qと 長 鎖 脂 肪 酸 の 組 み 合 わ せ 投 与 群 で もTGF・ β単

独 投 与 群 よ り更 な る増 強 を 認 め た.脂 肪 酸.TGF-p,

IL-1β 投 与6時 間 後 のIL-6mRNA量 の 変 化 を調 べ た

(第8図).第8図Aで は オ レイ ン酸,TGF・ β投 与 で バ

ン ドの 増強 を認 め た.IL-ip単 独 投 与 にお いて も有 意 な

バ ン ドの 増 強 を 示 した.そ して,脂 肪 酸+IL-IPの 投 与

は,単 独 投 与 よ り も増 強 を示 した.第8図Bの リノ ー

ル酸 投 与 にお いて も,脂 肪 酸+IL-lpの 投 与 は.単 独投

与 よ り も増 強 を 示 した.っ ま り,ほ ぼ オ レ イ ン酸 と同 様

の結 果 が得 られ た.IEC-6細 胞 のMAPKの 活 倣 化 に よ

り,Elk-i　 fusion　 proteinの リ ン酸 化 反 応 が 起 こ る.

この 変化 を オ レイ ン酸 投 与 の 前 後 で 検 討 し た.ウ エ ス タ

ンブ ロ ッ トを 用 い,MAPKの 活 牲 化 の 程 度 をClk-1の

リ ン酸 化 反 応 の程 度 と して 検 討 した.投 与 前 お よ び投 与

1時Puy後 で は 有 意 差 は認 め られ な か った が.3時 間 後 で

は有 意 な増 強 を認 め た(第9図).

　 小腸 粘 膜1波 細 胞 は 絶 え ず栄 養 分 を 含 む 様 々 な物 質 に

暴露 され て い る.ま た,i.皮 細 胞 は 炎 症 や 病 原 菌 な ど に

反 応 して サ イ トカ イ ンを 放 出 す る こ とは よ く知 られ て い

る1'zv　 しか し,正 常 環 境 に お い て 小 腸 粘 膜 上 皮 はar々

の 物 質 に どの よ う な反 応 を 示 す か は あ ま り知 られ て い な

い.不 飽 和 脂 肪 酸 で あ る オ レ イ ン酸,リ ノー ル酸 は い ず

れ も リボ 蛋 白 の サ ブ ク ラス で 重 要 なilir1を 占 め,食 物fll

に も豊 富 にtiま れ て い る.そ れ ゆ え,著 者 は これ らの脂

肪 酸 を選 択 し,上 皮 細 胞 へ の 反 応 を 検対 す る こ と と した.

そ し て小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 は 長 鎖 脂 肪 酸 の 刺 激 に よ り,

GRO/CINC-L　 IL-6の よ う な 炎症 性 サ イ トカ イ ンの 分

泌 を増 加 させ る こ と を 明 らか に した.種 々の 脂 肪 酸 が リ

ンパ 球,マ クロ フ7一 ジ等 の 免 疫 反 応 を 修飾 す る こ とが

報 告 さ れ て い る 贈 脚.著 者 らの 教 室 で もオ レイ ン酸 の

吸収 が小 腸 リ ンパ 管 内 の リンパ 球 を 刺 激 す る こと を 報 告

して い る1tll.長 鎖 不 飽 和 脂 肪 酸 は上 皮 細 胞 か らの サ イ ト

カ イ ン分 泌 を 刺 激 す る こ とで,小 腸 粘 膜 の 炎症 反 応 を 調

節 して い る こ とが 本 研 究 に よ り強 く示 唆 され た.ま た,

中 鎖 脂 肪 酸 は 直接 門脈 に迎 ば れ,ヒ 皮 細 胞 で は代 謝 を受

け な い と考 え られ て い る]5'.興 味 深 い こ とに,今 回 の 研

究 に お い て も 肥C-6細 胞 で は 中 鎖 脂 肪 酸 が サ イ トカ イ

ンの 分 泌 に変 化 を与 え なか った,

　 ラ ッ トGRO/CINC一 且は72個 の ア ミノ酸 か ら成 り,

lL-8ス ーバ ー フ ァ ミ リーの 一 つ と され て い る:5.　GRO/

CINC-1の 作 用 の 一 っ と して,好 巾球 の 迅 動 分 泌 能 の 活

性 化 が あ り,当 研 究 室 に お い てin　 vivoの 実 験 系 で証 明

して い る27}.IL-8は 穎 粒 球,内 皮 細 胞,線 維 芽細 胞,　 T

細 胞,角 質 細 胞,マ ク ロ フ ァー ジか ら分 泌 され る3ω.そ

して 小 腸 粘 膜 ヒ皮 細 胞 か ら も 分泌 され て い る'61。 ま た,

短鎖 脂 肪 酸 で あ る酪 酸 も小 腸 上 皮 細 胞 を 刺 激 して,IL-

8産 生 能 を修 飾 して い る 可 能 性 が あ る鋤.さ らに,酪 酸

は1L-1β ま た はLPS(且ipopolysaccharide)と の 同 時

投 与 に よ り強 いIL-8分 泌 を誘 導 す る こ と が 報 告 され て

い る蹴 　今 回 の 研 究 か らIEC-6細 胞 は長 鎖 脂 肪 酸 で 刺

激 され る と,IL-6分 泌 を 増 強 す る こ とが 証 明 さ れ た.

iL-6は 急 性 炎 症 反 応,マ ク ロ フ ァ ー ジの 分 化.　 T細 胞

糟 殖 の 誘 導 を 含 む 幅 広 い 作 用 を 有 して い る細.ま た1L-

6は 単 独11〕も し く はIL-5と の 組 み 合 わ せ で,バ イ エ ル

板 のB細 胞 にIgA産 生 を惹 起 す る こ とが 知 られ て い る.

長 鎖 脂 肪 酸 は 一ヒ皮 細 胞 か らのGRO/CINC-1やIL-6の

よ うな炎 症 性 サ イ トカ イ ンの 分 泌 を促 進 す る.即 ち,今

回 の 検 討 よ り長 鎖 脂 肪 酸 は こ れ ら2つ の サ イ トカ イ ン
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分 泌 を 介 して,感 染防 臼石を 含む 小 腸 免 疫 機 構 に重 要 な役

割 を 果 た して い る こ とが示 唆 され た.

　 IEC-6細 胞 はIL-lpも し くはTGF一(3刺 激 を受 け る と

1L-6分 泌 を増 強 し,両 者 の同 時 刺 激 で は,一 層 強 く分

泌 を 増 壷 す る どMsGeeら は報 告 して い る31.今 回 の 研

究 か ら,脂 肪 酸+IL-1β また ば脂 肪 酸+TGF-pのfit与

に よ り,GRO/CINC-1やIL-6は よ り強 く分 泌 さ れ る

こ とが 証 明 され た.コ ン トロ ー ル対 脂 肪 酸 単 独 投 与 に よ

る上 昇 程 度 に 比 べ,サ イ トカ イ ン単 独 対 脂 肪 酸+サ イ ト

カイ ン投 与 に よ る上 昇 程 度 は よ り大 きか っ た.IL-1β,

TGF・ β刺 激 に 対 し,相 乗 作 用 も し く は強 い 修 飾 作 用 を

脂 肪 酸 は与 え る もの と考 え られ た.C・X・Cケ モ カ イ ンの

分 泌 に 至 る細 胞 内伝 達 機 構 は 脂 肪 酸 刺 激 に よ る場 合 とサ

イ トカ イ ン刺 激 に よ る場 合 とで は異 な る可 能 性 が 考 え ら

れ た.高 濃 度 のIL-1は 活 動 期 の 炎 症 幌 腸 疾 患.病 原 性

大 腸 菌 感 染 時,実 験 的 に誘 発 され た 大 腸 炎 で認 め られ

る3P.　IL-1や1L-6と1司 様TGF・ βも炎 症 反 応 に 関 与 し

て い るaz'節.著 者 の 今回 の研 究 か ら,サ イ トカ イ ン刺 激

下 の 小腸 上 皮細 胞 は,さ らに長 鎖 脂 肪 酸 刺激 を受 け る と

C・X・Cケ モ カ イ ン,IL-6の 分 泌 を有 意 に促 進 す る こ と

が 示 唆 され た.っ ま り,粘 膜 の炎 症 反 応 に お い て も,脂

肪酸 への 暴 露 は重 要 な役割 を果 た して い る と考 え られ た.

著 者 らの研n　 で は,オ レイ ン酸 を 多 く含有 した食 事 を

ラ ッ トに摂 取 させ,腸 間 膜 リ ンパ 節 な ど の小 腸 免 疫 機 構

に ど の よ うな 効 果を 与 え るか に つ いて 報 告 して い るが 鋤,

食物 中 の脂 肪 酸 は腸 菅 リ ンパ組 織 の 免疫 学 的 機 能 を修 飾

し,ク ロ ー ン屑 をは じめ とす る炎 症 性 腸 疾 患 の 病 態 を 左

右 す る重 要 な因 子 で あ る と考 え られ る.

　 脂 肪 酸 刺 激 か らサ イ トカ イ ン産 生 に至 る細 胞 内 シ グナ

ル 伝 達 経 路 を検 討 す る 昌 的 で 種 々 の シ グ ナ ル阻 害 薬 を

1EC-6細 胞 に 投 与 した.脂 肪 酸 刺 激 の な い 状 態 で は

GRO/CINC-1の 産 生 はphospholipase　 C(PLC)阻 害

薬 で あ るNCDC"'お よ びprotein　 kinase　 C(PKC)阻

害 薬 であ るH-7やstaurosporine"'に よ り一 部抑 制 さ れ

た.つ ま り,GRO/CINC-1の 産 生 にPLC,　 PKCの 活

性 化 が 一 部 関 与 して い る こ とを 示 して い る.一 方 脂 肪 酸

刺 激 で誘 導 され たGRO/CINC-1は,　 NCDCお よ びH-

7,staurosporineに よ り大 き く抑 制 さ れ た.こ れ は脂

肪 酸 刺 激 を 介 してGRO/CINC-1が 産 生 さ れ る細 胞 内 伝

達 経 路 に はPLCとPKCが 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し

て い る こ と を 示 して い る.生 理 学 的 にPKCは ジ ア シル

グ リセP一 ル に よ り活 性 化 さ れ る.ジ ア シル グ リセ ロ ー

ル はPLCに よ る ボ ス フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー ル4 .5-2リ

ン酸 の加 水 分 解 の結 果 発 生 し,副 産 物 と して,1 ,4。5一

イ ノ シ トー ル3リ ン酸(IP3)が 生 じる,　IP3は カ ル シ

ウ ム の移動 に関 与 して い る.し か し,興 味 深 い こ とに脂

肪 酸 刺 激 で 誘 導 され たGRO/CINC-1は カ ル モ ジュ リ ン

阻 霧 薬 で あ るW-7投 与 で は有 意 な 抑 制 は み られ なか っ

た.こ の点 につ いて は今後 も検 討 の 必 要 性 が あ る と思 わ

れ た.

　 MAPKフ ァ ミ1,一 で あ るERK1とERK2は 細 胞 外

シグ ナ ル調 節 キナ ー ゼで あ り,蛋 白の リ ン酸 化 を 通 して

細 胞 の 機能 を修飾 して い る.そ して 様 々 な 方 法 で 遺 伝 子

発 現 を 調 節 して い る,例 え ば,ERKI/2はp90rskと

p62YCFを リ ン酸 化 す る.　p90rskは 蛋 白合 成 を 刺 激 す

るS6キ ナ ー ゼで あ り,　p62YCFはc・fos転 写 を 増 強 す

る転 写 因 子 で あ る'71.消 化 管 で はMAPKシ グ ナ ル 伝 達

経 路 の活 性 化 は傷 害 を受 けた 粘膜 の治 癒 に垂 要 な 役割 を

果 た して い る と思 わ れ る,Salmonella　 typhimurium

感 染 に よ るMAPKの 活 性 化 は,　AP-1とnuclear　 fac-

forｫB転 写 の活 性 化 を誘 導 し,続 いてIL-8を 含 む 炎症

性 サ イ トカ イ ンの 含成 を促 す こ とfit　Hobbleら に よ り証

明 さ れ た 脚.ま た,tumor　 necrosis　 factor・q刺 激 は,

p38MAPKの 抑制 を 介 してIL-6産 生 を 抑 制 す る と の報

告 も あ る]91.IEC-6細 胞 に お け る 脂 肪 酸 刺 激 下 の

GROICINC-1産 生 は,　 MAPK阻 害 薬(PD98059,

UO且26)w..niに よ り強 く抑 制 され る こ とが 今 回 の 研 究 で

認 め られ たゆ.即 ち長 鎖 脂 肪 酸 に 暴露 され た小 腸 上 皮 細

胞 に お い て,ERK1/2刺 激 と サ イ トカ イ ン産 生 との 聞

に襟 接 な関 連 して い る可能 性 が 示 唆 され たが,そ の詳 細

な経 路 の 解 明 に は今 後 の 研究 が 必 要 で あ る.

総　　括

　外界と生体との境界であり,第 一線の生体防御機揖の

場である小腸粘膜上皮細胞が,長 鎖脂肪酸吸収の際に腸

管免疫 ネットワークに与える変化を,in　vitroの 系で検

討 した,そ の結果,上 皮細胞は長鎖脂肪酸の刺激で,炎

症性サイトカイン(GRO/CINC-1,　 IL-6)の 分泌を増

加させることが明らかとなった.し かし,中 鎖脂肪酸の

刺激では増加を示 さなかった.TGF・ βまたはIL-lp投

与でもこれ らサイ トカイン分泌は増加するが.長 鎖脂肪

酸の同時投与は相加的効果を与え,さ らなる増強を示し

た,上 皮細胞からの炎症性サイ トカイン分泌には長鎖脂

肪酸刺激下では,細 胞内シグナルとしてPLCとPKC

が重要な因子であることが認められた.さ らに,上 皮細

胞内MAPKの 活挫化が証明 され,　MAPK阻 害薬の同

時投与はGRO/ClNC-1の 有意な低下を示 した.即 ち脂

肪酸刺激 とサイFカ イン合成 にはMAPKが 深 く関わっ

ている可能性が示唆 された.以 上のことから,脂 肪酸 と
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吉田二脂肪酸吸収時に小腸上皮細胞に及ぼす効巣

腸管の炎症とは密接に関係 しており,炎 症性腸疾患をは

じめとする腸炎の治療において,食 事療法の?Ti要性を認

識することはもちろんのことであるが、今後も腸管炎症

の発症機序と増悪因子の解明に努め,サ イ トカインまた

はその活性経路を制御する薬剤の開発を進めていく必要

v十があると思われる,

　 稿を終 え るにあ た り,御 指 導,御 校 閲 を い ただ き ま した

慶慮 義塾 大学 医学 部 消化 器内 科学 教 室 石井 裕 正教 授 に深甚

な る謝 意 を表 します.ま た,本 研究 を遂 行す るに あ た りra

接 御指 導 い ただ きま した防 衛医 科大 学 校内 科 学 第 二講 座 三

浦総 一郎 教 授 に深 謝 申 し上 げ ます.ま た,貴 重 な御 助 言,

卸 協 力を い ただ き ま した研 究室 の諸 先 生 方 に深 謝 い た しま

す.
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