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　　　　　　　ラ ッ ト小 腸 粘 膜 上 皮 細 胞 に お け る

GRO!CINC-1とInter且eukin-6の 産 生:脂 肪 酸 に よ る修 飾

内容の要旨

吉　田

　小 腸粘膜上皮 細胞はQ物 の吸収 のみ な らず 、外 界に対 し最前線 の

他体防陶 を行い 、巽物 や細 菌へ の免疫応 警 を担 ってい る。 イ ンター

ロイキ ン(lL)一6i'lL-8を 産生、放出 し炎症や免疫 に密接 な関 わ り合

い を持 ってい る。 また、食物 か ら吸収 され る脂肪 酸 は、免疫担 当細

胞 を活性化 させ ることで免疫 機能 を修飾す る。 しか し、粘膜上皮細

胞が脂肪 に暴鱈 される ことに よる免疫機能へ の影響 はあ ま り知 られ

ていない。署者 はこの点 に漕 目 し、 ラッ ト小腸粘膜 上皮細胞(IEC-fi

細胞》 を使用 し、in　viauモ デ ルで研究 を行 った。 艮鎖脂 肪酸投与 に

よ1〕、IEC・b細胞か ら産生、放出 され るIL・6やGRO/CINC-1(【a【IL-B)

の 変化 を検討 した。上皮細胞 と腸管免疫担 当細胞 との椙 互反応 を脂

肪酸が いかに修飾す るのかを餌明す る目的 で、su6conOuenlの 状卿 二

なったIECM細 胞 に各種 侵鎖脂肪酸(オ レイン酸 、 リノール酸、 アラ

キ ドン酸)ま たは中鎖脂肪酸(才 ク タノイ ン酸}を 添加 した。 さら

に弱 管の炎症に関与 しているサイ トカインと して1レla,　TGF・aを 添

加 した。添力隅8時 間後培 養上清中のR.一64GRO/C:NC・1濃 度 をサ ン ド

イ ッチELISAで 測 定 し、添 加6時 間 後 のIEC・6細 胞 中 のIL・6や

GRO'CINC・:mRNAの 発現 をRT・PCR法 で検討 した。 また、添 加1及

び3時 閥後のIEC・6細胞 中のMAPK(milogCit-activated　 protein　kinasc)

活 性 を ウエ ス タ ンブ ロ ッ トで検 討 した 。培 養 上 清 中の1し・6や

GRO/ClNC・1濃 度 は、 髭鎖脂肪酸 の添加 群 では非添 加群 に比較 し、

有意 な上昇 を認め たが,r鎖 脂肪酸 の投 与群 は奔投 与群 と有意差は

認め られなかった。lL・1β、　TGF弔 の単独添加 で もIL-6'C'GRO/CINGl

濃度は著明 な上昇 を示 し、 さらに長鎖脂肪酸 を加 えるこ とで、 よ り

一層の .ヒ昇 を示 した。IEC・6細胞 中の夏L・6やGROICINC・lmRNAの 発

現は長顕脂肪酸の単独添加で増強 を示 し、a-ip#た はTGF一/1の単独

添加で も増強 を示 した。脂肪酸 とサ イ トカイ ンを同時 に添 加す るこ

とで 、よ1)一jYfの増強 を示 した。　MAPKは 長鎖脂肪 酸添加1時 闘後

では非添加群 と有意差 はなかったが、3時 間後 ではバ ン ドの増強 を

認めた◎

PhopholipascC、　Plu竃eio　kinaseC、　MAPK組 害薬 を加 え、　GRQICINC4

の変化 を検討 すると、 その産坐、分泌 は有意 に抑制 された。 しか し、

caldumJalmadulin阻 書典 では抑 制 されなか った。 これ らの結果 か ら、

侵鎖脂肪酸ti,小 殿粘膜 の炎捉 下において 上皮 細胞か らの炎症性サ

イ トカインの分泌 を促進 しているこ とが考 え られ、脂肪概 取 と腸管

の炎症性変化 との間に密接 な関係が示唆 され た。

英　雄

論文審査の要旨

　小腸粘膜.r.皮細胞 は食物 吸収 と異物 に対す る生体 防御 を行 ってい

る。 さらに、サ イ トカイ ンを産生 し、覆 極的 に腸 管免疫 ネ・ッ トワー

クに も関ワ してい る。 一方 、脂肪 の消化吸 収 は免 疫摂 当細胞 の活性

化 を介 して、腸管免 疫に影轡 を与 えるこ とが想像 され る。 しか し小

腸粘 膜上皮 細胞が 脂肪 に墨露 され るこ とによn,ど の よ うに免疫機

能 に影響 を 与えるかはあ ま り知 らhて いない。本研究 でlain　VIIroモ

デ ル を用 いて 、この点につ いての検討 をお こな った。 ラ ッ ト小腸粘

膜 上皮細胞(田C《 ～)を実験に供 した。 長鎖脂 肪酸の培養液 中渥度 が

0.2mmol/Lを 越え ると傷 害細 胞数 は急な増加 を示 した。 長鎖脂肪酸 、

a-ip、　TGF・pl投 与 でGRO/CINC・1とIL・6のmRNA発 現 癒 と培 喪液 中

濃 度は 上鼻 を示 した。 さらに脂肪 酸 とサ イ トカ イン(lL・ 巳p、　TGF・

auの 同時 投与 は相 乗効 果が得 られた。脂 肪酸投与 に よn上 昇 した

GROICINC・ コ濃度 はprolei馳kina5e　C(PKC)阻 害薬 、1血ospho脆1隔se　C

(PLC)附 書薬 、　MAPK陽 轡薬投 与 によ り大 き く抑制 された。　MAPK

活性 は脂肪 酸投 与3時 間後 に有意 な増強 を認め た。 誌論 と して小 腸

粘膜上皮細胞は脂肪酸刺激 下で、各種サ イ トカイ ンの産生 を増強 し、

帖膜免 疫 を修飾 す るこ とが考 え られ た。 またPKC、　PLC、　MAPKが

活性化経 路に関与す ることが示唆 された。

　 審査 では まず 、サ イ トカインqレlp、 　TGF一印)単 独投 与に対す

る脂肪酸+サ イ トカイン同時 投与のGRO/ClNC・ 且濃度の 上昇程度 は、

コン トロールに対 する脂肪酸単独 投与 の上昇程度 に比べ 大 きいこと

が指摘 され、そのra由 が求め らnた 。 それに対 して、脂肪 酸刺激が

サ イ トカ インによる細胞 内 シグナ ルを修 飾す る、サ イ トカ イン受容

体数 を増加 させ る、親和 性 を高め る等 の作用が 考 えられる との回答

が なさflit,。つ いで細胞 内シ グナル阻害薬の検討 におい てJ3,　lL・1β、

TGF・p1刺 激下 での抑 制効果 もみ るべ きで あ った との助 言があ った。

また脂肪酸 に よる細 胞障害 は どの よ うな機序 に よるの か との 質問が

なされた。 これ に対 し、脂肪 酸は細胞膜 の不安 定 を引 き起 こすこ と

が予想 され るものの、今回 の実験 では、 アポ トー シス、ネ クローシ

スの判定は行 っていない との回答が な された。 さらに0.2mmoUし 以 ド

の濃度 で も細胞障 モ聾は起 きてい ると考 えるべ きとの指摘が な された。

臨床応 用へ の質疑 がな され 、長鎖脂肪 酸の摂取 の抑制 が腸 管 の炎 症

を抑制 す ることにつなが るこ と、サ イ トカイ ンの コ ン トロールが 重

嬰 である との認識が 確認 さitた 。 しか し、同時{:in　vi【roでの培 謎液

中脂肪 酸濃 度がin　vivaで の小腸 内脂肪 酸濃度 とどの よ うな関係 にあ

るのか今後検討すべ き問題点 も指摘 され た。

　 以上 よ り本研 究 には 、今後、 なお 検討 すべ き課題が 残 る ものの、

小腸粘 膜上皮細胞 の免療担 当細 胞 と しての役割 と脂肪酸 の修 飾効 果

に新 たな知見 を与 える研 究 として.消 化 器免 疫学の分野 にお いて価

ratのあ る論文 と評価 された。
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