
第3章 実験結果

3-1-5TNBS誘 発 回腸 炎 にお け るCPI-17発 現 と運 動 機 能 障 害

実 際 のin vivoの 腸 炎 でCPI-17発 現 量 の 低 下 と運 動機 能 障 害 が観 察 され る か を

検 討 す るた め、TNBSを 回腸 管 腔 内 に投 与 し回腸 炎 を引 き起 こ した 。TNBS処 置

後7日 目まで のCPI-17発 現 量 の 変 化 を経 時 的 に測 定 した と こ ろ、3日 目お よび5

日 目に お い て発 現 量 の 低 下 が 認 め られ た(図23)。 そ の後 炎 症 の 回 復 に ともな っ

て 、7日 目に は元 の 発 現 レベ ル に復 帰 し、そ の差 は有 意 な もの で は な くな った。

そ こで 次 にCPI-17発 現 量 の 低 下 が認 め られ た3日 目に お け る回腸 縦 走 筋 の収 縮

力 を検 討 した とこ ろ 、TNBS誘 発 回 腸 炎 に よ りcarbachol刺 激 に対 す る収縮 力 が

抑 制 され た(図24A,B)。 また 高 濃 度K+刺 激 に よ る収 縮 力 を100%と して 算 出

したcarbachol収 縮 の 相 対 張 力 がTNBSに よって 抑 制 され た こ とか ら、carbachol

収 縮 に対 して よ り強 い抑 制 作 用 が あ る こ とが確 認 され た(図24C)℃ ま た3日 目

の 輪 層 筋 方 向 のcarbachol収 縮 につ い て もTNBSで 抑 制 され た(図24D)。 さ らに

CPI-17発 現 の 回復 期 で あ る7日 目の 収 縮 力(縦 走 筋 方 向)を 検 討 した と ころ、

収 縮 力 の 回復 が観 察 され た(図25)。 組 織 培 養 系 で 確 認 され たRho/ROCKs系 の

不 全 がin vivoの 腸 炎 で も観 察 され る か検 討 す る た め、α-toxin脱 膜化 標 本 を作 製

した。GTP-γSに よるCa2+感 受 性 増 加 に対 す るTNBS誘 発 腸 炎 の影 響 を検 討 した

と こ ろTNBS処 置3日 目の標 本 でCa2+感 受性 の 増加 が抑 制 され た こ とか ら、 加

vivoの 腸 炎 で もRho/ROCKs系 の不 全 が収 縮 力 の低 下 に 関与 してい る こ とが示 唆

され た(図26)。
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図23TNBS誘 発 回腸 炎 に お い て もCPI-17発 現 量 の 低 下 が 観 察 され る 。

ラ ッ ト回 腸 にTNBSを 処 置 す る こ とで 回腸 炎 を引 き起 こ し、CPI-17タ ンパ ク 質発 現 量

をwestern blotting法 で経 時 的 に 測 定 した 。 定 量 図 は新 鮮 標 本 の バ ン ド濃 度 を100%と

して 、 その 相 対値 で 表 した 。n=4-6。**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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図24TNBS誘 発 回腸 炎3日 目で は 縦 走 筋 お よ び 輪 走 筋 の収 縮 力が 減 弱 す る 。

ラ ッ ト回腸 にTNBSを 処 置 す る こ とで 回 腸 炎 を引 き起 こ し、3日 目の 縦 走 筋 方 向 お よ び

輪 走 筋 方 向 の 収 縮 力 を測 定 した 。(A)High K+(72.7mM)に よ る脱 分極 収 縮 お よ び

carbachol(1μM)に よ る縦 走 筋 方 向の ア ゴニ ス ト収 縮 の 典 型 例 。(B)Carbacholを 累積

投 与 し、縦 走 筋 方 向の 絶 対 張 力 をmN/mm2(cross section area)で 表 した 。(C)脱 分 極

刺 激 に よ る収 縮 力 を100%と し、carbachol(1μM)刺 激 に よ る収縮 力 をそ の相 対 張 力で

表 した 。(D)TNBS処 置 後3日 目の輪 走 筋 方 向 の収 縮 力 をcarbacholを 累積 投 与 す る こ と

で測 定 し、絶 対 張 力 をmN/mm2(cross section area)で 表 した 。n=6。**=p<0.01(対 照

との 比較)。
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図25TNBS誘 発 回 腸 炎7日 目で は縦 走 筋 の収 縮 力 が 回復 して い る。

ラ ッ ト回 腸 にTNBSを 処 置 す る こ とで 回腸 炎 を引 き起 こ し、7日 目の縦 層 筋 方 向の 収 縮

力 を測 定 した 。Carbacholを 累積 投 与 し、絶 対 張 力 をmN/mm2(cross section area)で 表

した 。n=4。
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図26TNBS誘 発 回腸 炎 で はRhoA活 性 化 に よ るCa2+感 受性 の増 加 が抑 制 され る 。

ラ ッ ト回腸 にTNBSを 処 置 す る ことで 回 腸 炎 を 引 き起 こ し、3日 目に 回腸 平 滑 筋 を摘 出

してα-toxin脱 膜 化 標 本 を作 製 した。(A)Ca2+濃 度 固 定 下(pCa6)のGTP-γS(100μM)

に よ るCa2+感 受 性 増 加 を測 定 した 際 の典 型例 。(B)Ca2+刺 激(pCa6)に よ る収 縮 を

100%と し、GTP-γSに よ るCa2+感 受性 増 加 を その 相 対 張 力で 表 した 。n=7。**:p<0-01

(対 照 との 比 較)。
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3-1-6 IL-1β はTNF-α を介 してCPI-17発 現 量 を抑 制 す る

図12に 示 した よ うに実 際 の腸 炎 で はIL-1β の ほか に様 々 な サイ トカイ ンが 産

生 され る。 そ こでCPI-17発 現 量 の 抑 制 に不 可 欠 な サ イ トカ イ ンを 明 らか とす る

た め 、 各種 サ イ トカ イ ンのCPI-17発 現 量 お よび 収 縮 力 に対す る平滑 筋 組 織 直 接

的 な作 用 を検 討 した 。 ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組織 培 養 をIL-1β 、TNF-α 、IL-6、IL-10

で5日 間 処 置 した と こ ろ、IL-1βま た はTNF-α を処 置 した標 本 でCPI-17発 現 量 の

低 下 が 認 め られ た(図27A)。 一方 でIL-6ま た はIL-10を 処 置 した標 本 で は 、CPI-17

発 現 量 は 変 化 しな か った 。またcarbachol(1μM)刺 激 に よ る収 縮 力 もIL-1β ま た

はTNF-α を処 置 した標 本 で は低 下 した が 、IL-6ま た はIL-10を 処 置 した標 本 で は

変化 しなか った(図27B)。 さ らにIL-1β がIL-6を 介 して収 縮 力 を抑 制 して い る

可 能性 を除 外 す る た めIL-1β と抗IL-6中 和 抗 体 を 同時 処 置 してcarbachol(1μM)

刺 激 に よ る収 縮 力 を検 討 した と こ ろ、IL-1βの収 縮 作 用 は抗IL-6中 和 抗 体 で 抑 制

され な か っ た こ とか ら、IL-1βの収 縮 抑 制 作用 はIL-6を 介 した もの で は な い こ と

が 確 認 され た(図28)。

次 にIL-1β とTNF-α の どち らが よ りCPI-17発 現 量 の 抑 制 に重 要 で あ るか明 ら

か にす るた めIL-1α/βKOマ ウス お よびTNF-αKOマ ウス を用 い て 検討 を行 っ た。

野 生 型 のC57BL/6Jマ ウス 、IL-1α/βKOマ ウスお よびTNF-αKOマ ウス の 回腸 を

摘 出 し平 滑 筋組 織 を3日 間培 養 した。C57BL/6Jマ ウス か ら摘 出 した組 織 で は

IL-1β処 置 、TNF-α 処 置 と も にCPI-17発 現 量 を低 下 させ た(図29A)。 同様 に

IL-1α/βKOマ ウス か ら摘 出 した組 織 で もIL-1β 処 置 、TNF-α 処 置 と もにCPI-17

発 現 量 を低 下 させ た。 これ に 対 してTNF-αKOマ ウ ス か ら摘 出 した組 織 で は

TNF.α 処 置 はCPI-17発 現 量 を低 下 させ た が 、IL-1β処置 は これ を変 化 させ なか っ

た 。CPI-17発 現 量 の変 化 と良 く相 関 してC57BL/6Jマ ウス お よびIL-1α/βKOマ

ウス の組 織 で はIL-1β 処 置 、TNF-α 処 置 と もにcarbachol(1μM)刺 激 に よる収 縮

力 を低 下 させ た。これ に対 して 、TNF-αKOマ ウス か ら摘 出 した組 織 で は、TNF-α

処 置 は収 縮 を低 下 させ た がIL-1β 処 置 は これ を抑 制 しな か っ た(図29B)。 さ ら

に 回腸 平 滑 筋組 織 にお い てIL-1β がTNF-α の 産 生 を誘 導 す る こ とを確 認す るた め、
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IL-1βを 回腸 平 滑 筋 組 織 に処 置 して 培 養 液 中のTNF-α 量 をELISAで 測 定 した と こ

ろ 、培 養1日 目お よび3日 目にお い て有 意 なTNF-α 産 生 量 の増 加 が確 認 され た

(図30)。 以 上 の こ とか らCPI-17発 現 抑 制 にお い て主 要 な働 き をす るサイ トカ

イ ンはTNF-α で あ り、IL-1βはTNF-α を介 してCPI-17発 現 量 を低 下 させ て い た こ

とが 明 らか とな った 。

次 にIL-1α/βKOマ ウス お よびTNF-αKOマ ウス に腸 炎 を 引 き起 こす こ とで 、

in vivoの 炎 症 にお け るCPI-17発 現 量 低 下 に対 す る両サ イ トカイ ンの 重 要性 を検

討 した 。まずC57BU6Jマ ウス 、IL-1α/βKOマ ウス お よびTNF-αKOマ ウス の 回

腸 にTNBSを 処 置 す る こ とで 回 腸 炎 を起 こ し、3日 目の 回腸 平滑 筋 組 織 にお け る

IL-1α、IL-1β 、TNF-α のmRNA発 現 量 の 変化 を検 討 した(図31)℃ 炎 症 時 に は

IL-1α/βKOマ ウス でTNF-αmRNA発 現 が 、TNF-αKOマ ウス でIL-1α お よび

IL-1βmRNA発 現 が上 昇 す る こ とが確 認 され た。 次 にCPI-17発 現 量 を検討 した

と こ ろ、C57BL/6Jマ ウス お よびIL-1α/βKOマ ウス にお い てTNBS誘 発 回腸 炎 に

よ るCPI-17発 現 量 の 低 下が 観 察 され た の に対 して 、TNF-αKOマ ウス では 発 現

量 は 変 化 しな か っ た(図32)。 この 時CPI-17発 現 量 の低 下 はC57BL/6Jマ ウス よ

りもIL-1α/βKOマ ウス にお い て強 く現 れ た。 さ らにIL-1α/βKOマ ウスお よび

TNF-αKOマ ウス の 回腸 収 縮 力 に 対す るTNBS誘 発 腸 炎 の影 響 を検 討 した とこ

ろ 、IL-1α/βKOマ ウス で はcarbachol収 縮 の顕 著 な 低 下 が観 察 され た の に対 して 、

TNF-αKOマ ウス で は腸 炎 を 引 き起 こ して もcarbachol収 縮 は 変化 しな か っ た(図

33)。 以 上 の こ とか らin vivoの 腸 炎 にお い て もTNF-α は 炎 症 時 のCPI-17発 現 抑

制 に必 須 の 因子 で あ る こ とが 明 らか とな った 。 またDSS誘 発 結 腸 炎 モ デル を用

い た検 討 か らIL-1α/βKOマ ウス で は 野 生 型 のC57BL/6Jよ りも腸 炎 に よる生 存

率 が低 く、 よ り炎 症 の 度 合 い が 強 い こ とが 示 唆 され た(図34)。
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図27 TNF-α,IL-1β は 回 腸 平 滑 筋 のCPI-17タ ン パ ク 質 発 現 お よ び 収 縮 力 を 抑 制 す る 。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 を 非 処 置 ま た はTNF-α(20ng/ml)、IL-1β(10ng/ml)、IL-6

(10ng/ml)、IL-10(10ng/ml)処 置 で5日 間 培 養 した の ち 、(A)CPI-17発 現 量 お よ び

(B)carbachol(1μM)刺 激 に よ る 収 縮 力 を 測 定 した 。n=5。**:p<0.01、N.S.:有 意 差

な し(対 照 と の 比 較)。
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図28 IL-6の 中 和 抗 体 はIL-1β に よ る回 腸 平 滑 筋 の 収 縮 力抑 制 に影 響 しな い 。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組 織 を非 処置 ま た はIL-1β(10ng/ml)、IL-1β と抗IL-6抗 体(100ng/ml)

の 同時 処 置 で5日 間培 養 した の ち 、carbachol(1μM)刺 激 に よ る収 縮 力 を測 定 した 。

n=7-24。**:p<0.01(対 照 との 比較)、N.S.:有 意 差 な し。
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図29 IL-1β はTNF-α を介 してCPI-17発 現 お よ び 収 縮 力 を 抑 制 す る 。

野 生 型 のC57BL/6J、IL-1α/βKO、TNFαKOマ ウ ス の 回 腸 平 渦 筋 組 織 をTNF-α(20ng

/ml)ま た はIL-1β(10ng/ml)処 置.非 処 置 で3日 間 培 養 し、(A)CPI-17タ ン パ ク 質 発 現 量

お よ び(B)carbachol(1μM)刺 激 に よ る 収 縮 力 を 測 定 した 。

n=4-10。*:p<0.05、**:p<0.01、N.S.:有 意 差 な し(対 照 との 比 較)。
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図30回 腸 平 滑 筋 組 織 にIL-1β を処 置 す る とTNF-α の 産 生 が 誘 導 され る。

マ ウス 回 腸 平 滑 筋 組 織 をIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非 処 置 で1日 また は3日 間培 養 し、培 養

上 清 中のTNF-α 量 をEUSA法 で 測 定 した 。n=4。*=p<0.05、**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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図31 IL-1α/βKOマ ウス で はTNBS誘 発 回 腸 炎 の 回 腸 平 渦 筋 組織 に お い てTNF-α

mRNA発 現 量 が 上 昇 す る。

野 生 型のC57BL/6J、IL-1α/βKO、TNF-αKOマ ウス の 回 腸 にTNBSを 処 置 し回腸 炎 を

引 き起 こ した 。2日 目に 回腸 平 滑筋 組 織 を摘 出 し、RT-PCR法 でmRNA発 現 量 を測 定

した 。(A)各 種 サ イ トカ イ ンmRNAバ ン ドの 典 型例 。GAPDHの バ ン ド濃 度 を100%と

して(B)TNF-α 、(C)IL-1α 、(D)IL-1β の バ ン ド濃 度 を その 相 対値 で 表 した 。

n=10。*:p<0.05、**:p<0.01(対 照 との 比 較)、U.D.:検 出 不 能 。
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図32 TNF-αKOマ ウス で はTNBS誘 発 回 腸 炎 に よ るCPI-17発 現 量 低 下 が 生 じな い。

野 生型 のC57BL/6J、IL-1α/βKO、TNF-αKOマ ウ スの 回腸 にTNBSを 処置 し回腸 炎 を

引 き起 こ した 。3日 目 に回 腸 平 滑 筋 組織 を摘 出 し、CPI-17タ ンパ ク 質 発現 量 をwestern

blotting法 で 測 定 した 。n=4-8。**:p<0.01、N.S.:有 意 差 な し(対 照 との比 較)。
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図33 TNF-αKOマ ウス で はTNBS誘 発 回腸 炎 に よ る収 縮 力低 下 が 生 じな い。

(A)IL-1α/βKOお よ び(B)TNF-αKOマ ウ スの 回腸 にTNBSを 処 置 し、 回腸 炎 を引 き

起 こ した 。3日 目に 回 腸 平 滑筋 組 織 を摘 出 し、carbachol累 積 投 与 に よ る縦 走 筋 方 向

の収 縮 力 を測 定 した 。n=4。*:p<0-05、**:p<0.01(対 照 との 比較)。

―73―



第3章 実験結果

図34 IL-1α/βKOマ ウスではDSS誘 発結腸 炎による生存率が低下す る。

野生型のC57BL/6JとIL-1α/βKOマ ウス にDWも しくは4%DSSを 混合 したDWを5日 間

自由飲水 で与 えた後、7日 間DWを 飲水 させ る ことで結腸炎 を引 き起 こ し、その間の

生存率 を測定 した。n=4-10。
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3-1-7慢 性腸炎モ デル にお けるCPI-17発 現抑制 と運動機能 障害

慢性 腸炎時 にCPI―17発 現量お よび収縮 力の低 下が観察 され るか検討す るため、

自然発症結腸炎モデル 動物 であ るIL―IOKOマ ウス を使 用 した。IL-IOKOマ ウス

で は12週 齢前後 か ら徐 々に結腸炎 を発症 し、図35に 示す よ うに粘膜層お よび

平滑筋層 の肥厚 、炎症性細胞 の浸潤 な どが観 察 され る。20週 齢前後 で結腸 を摘

出 し、単位長 さあた りの重 量を検 討 した ところ、図35の よ うにIL-lOKOマ ウ

スで重 量の増加 が観 察 され た。 次 に結腸 平滑筋組織 におけ るCPI-17発 現量 を検

討 した ところ、IL-1OKOマ ウスの炎症部 で顕著 な発現低下 が観察 された(図36)。

さ らにcarbachol刺 激 に対 す る収縮 力 の低 下 と、 高濃 度K+収 縮 に くらべ て

carbachol収 縮が強 く抑制 され ることが確認 され た(図36B,C)。 最後 にcaTbach°1

(1μM)を3O秒 間刺激す る ことに よるMLCリ ン酸化 量 を検討 した ところ、IL―IO

KOマ ウスで は対照のBalb/cマ ウスに比 べてMLCリ ン酸化量の増加 が抑制 され

ていた(図37)。 以上 の成績か ら慢性腸炎 にお いて もCPI―17発 現量の低下が引

き起 こされ、 これが運動機能障害 に寄与 して いる可能性が示唆 された。
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図35自 然兜症慢 性結腸 炎モデルIL-10KOマ ウスの結腸 炎症部 では顕著 な炎症像が

認め られ る。

(A)自 然発症慢 性結 腸炎モデルIL-10 KOマ ウスお よび対照 と してのBalb/cマ ウスの組織

像 。(B)単 位長 さあた りの結腸重量。n=4.7。**:p<0.01(対 照 との 比較)。
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図36慢 性 結 腸 炎 モ デ ルIL-10 KOマ ウス の 結 腸 炎症 部 で はCPI-17発 現量 お よ び収 縮 力

の 低 下 が 生 じる。

慢 性 結 腸 炎 自然 発 症 モ デ ル のIL-10 KOマ ウス お よび 対 照 と してのBalb/cマ ウ ス の結 腸

平 滑 筋 組 織 を摘 出 した 。(A)CPI-17タ ンパ ク 質 発現 量 お よ び(B)carbachol累 積 投 与 に

よ る収 縮 力 を測 定 した 。(C)High K+(72.7 mM)刺 激 に よ る収 縮 力 を100%と し、

carbachol(1μM)刺 激 に よ る収 縮 量 をそ の相 対 値 で 表 した。

n=6。*:p<0.05、**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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図37自 然 発 症 慢 性 結 腸 炎 モ デルIL-10 KOマ ウス の結 腸 炎症 部 で はcarbachol刺 激 に

よ るMLCの リン酸化 レベル が低 下 して い る。

自然 発 症慢 性 結 腸 炎 モ デル のIL-10 KOマ ウ ス お よ び対 照 と して のBalb/cマ ウ ス の 結 腸

平滑 筋 組織 を摘 出 し、carbachol(1μM)で30秒 間刺 激 した 際 のMLCリ ン酸 化 レベ ル を

測 定 した 。MLCリ ン酸 化量 は 全体 のMLCの バ ン ド濃 度 を100%と して 、 リン酸 化 バ ン ド

濃 度 をそ の 相 対 値 で表 した 。n=6.7。*:p<0.05(対 照 のcarbachol 30秒 間刺 激 との 比 較)。
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3-2 IL-1βの平 滑筋増 殖 に対す る作用

3-2-1 in vivoの 腸炎 モデル にお ける平滑筋細胞の増殖

腸炎 時 には しば しば平滑筋層 の肥厚 が観察 され 、運動機 能障害 の一 因 となっ

てい る。そ こでまず腸炎 時に平滑筋 細胞 が増殖す ることを確認す るた め、TNBS

誘 発回腸炎 にお いてPCNA免 疫 染色 を行 った。 図38に 示 した とお りVbhicle処

置の対照標本 では平 滑筋層 のPCNA陽 性 細胞 はほ とん ど観 察 され なかったの に

対 して 、TNBS処 置2日 目の標本 では多 くの細胞 がPCNA陽 性 であったこ とか

ら、腸炎 に よって平 滑筋細胞 の増殖 が引 き起 こされ ることが確認 され た。
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図38 TNBS誘 発 回腸 炎の平滑筋層 では平滑筋細胞の増殖が認め られ る。

ラ ッ ト回腸にTNBSを 処置 する ことで回腸炎 を引 き起 こし、PCNA免 疫染色法に よ り

平滑筋細胞の増殖 を検 討 した。茶色の鞍 がPCNA陽 性 を示す。(A.C)V6hicleお よび

(B,D)TNBS処 置標本 。n=3。
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3-2-2回 腸 平滑筋細胞 に対す るIL-1β の増殖促進 作用

緒言 で記 した とお りIL-1β は平滑筋細胞 を含 む様 々な細胞 に対 して増殖 活性

作 用 を示す。そ こでまず ラ ッ ト回腸 平滑筋細胞 単離培養 系を用いて、IL-1βの消

化 管平滑筋 細胞 に対す る直接的 な作 用を検討 した(図39)。 回腸 平滑筋細胞 を

1%FBS含 有DMEMで 培養す る と5日 目まで に約50%の 増 殖率 を示 した。一方

IL-1β(1ng/ml)を 加 えて培養す る と約300%の 増殖率 を示 した ことか ら、IL-1β

は ラ ッ ト回腸 平滑筋細胞 に対 して直接 作用 し、そ の細胞増殖 を促す ことが明 ら

か とな った。
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図39 IL-1βは ラ ッ ト回腸 平 滑筋 単 離 培 養 細 胞 の増 殖 を誘 導 す る。

ラ ッ ト回腸 平 滑筋 単 離 培 養 細胞 を作 製 し、1%FBS存 在 下 でIL-1β(1ng/ml)処 置

お よ び 非処 置 で培 養 を行 った 。(A)α-actin免 疫 染 色 法 に よ って 平 滑 筋細 胞 の単 離

を確 認 した 。(B)継 代 を行 った 時 点(0日 目)の 細 胞数 を100%と して 、培 養5日 目

ま での 細 胞 数 をそ の 相 対 値 で 表 した 。n=3。*:p<0.05(対 照 との 比 較)。
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3-2-3回 腸平滑筋組 織 に対す るIL-1β の増殖抑制作用

次 に、よ り生体 に近 い環境下でのIL-1β の回腸 平滑筋細胞 に対す る作用 を明 ら

か とす るた め、 ラ ッ ト回腸 平滑筋組織培養系 を用いた検討 を行 った。 炎症 時の

細胞増殖 を再現す るた め平滑筋組 織 を10%FBS処 置下 で3日 間培養 した ところ、

FBS非 処置 の組織 に比べて単位 面積 あた りの平滑筋細胞数 の増加 が観察 された

(図40)。 一方 で平滑筋層 の厚 さにはFBS処 置 ・非処置で差が見 られ なかった。

予想 に反 してIL-1β を3日 間FBSと 同時 に処置す る と、単位 面積辺 りの平滑筋細

胞数 の増加 を抑制 した。そ こで次 にPCNA免 疫染色法 を用 いて、平滑筋細胞増

殖 に対す るIL-1βの作用 を検討 した(図41)。10%FBS処 置下で3日 間培養 した

標本 では多 くの平滑筋細胞 がPCNA陽 性 となったの に対 して、IL-1βとFBSを 同

時処置 し3日 間培養 した標本 では、PCNA陽 性細胞数 が顕著 に抑制 されていた。

Prostaglandin E2(PGE2)お よびNOは 平滑筋細胞 を含 めた多 くの細胞で増殖抑

制作用 を示す(143,170,262)こ とか ら、IL-1βが回腸平滑筋組織 においてPGE2

お よびNOの 産生 を誘導す る可能性 について検討 した。 まずPGs産 生酵素で あ

るcyclooxygenase-2(COX-2)とNO産 生酵 素であるNO synthase(NOS)のmRNA

発現量 に対す るIL-1β(10 ng/ml)の 作用 を検討 した ところ、COX-2mRNAの 発

現 はIL-1β 処置1日 目で、iNOS mRNAの 発現 は1日 目と3日 目において増加 し

た(図42A,B)。 そ こで次 に各 々の タンパ ク質発現量 に対す るIL-1βの作用 を検

討 した ところ、培養3日 目にお いてcox-2お よびiNosタ ンパ ク質発現量の上

昇が確 認 された(図42C,D)。 さ らに ラ ッ ト回腸 平滑筋組織 をIL-1βで3日 間処

置 した 際の培養液 中のPGE2お よびNO量 を測 定 した ところ、PGE2お よびNO産

生量の顕 著な増加 が確認 され た(図43)。 そ こでIL-1β 、PGE2、NOが 回腸平滑

筋組織 において平滑筋細胞 の増殖 を抑制す るこ とを確認す るため、BrdU免 疫染

色 を行 った(図44)。10%FBS処 置 下で回腸平滑筋組織 を3日 間培養 した ところ、

無 血清培 地で培養 した標本 に比べ て顕著 にBrdU陽 性細胞数が増加 した。IL-1β、

PGE2お よびNOド ナー は このFBSに よる平滑筋細胞増殖作用 を抑制 した。また

無 血清培地 で培養 した標本 よりもIL-1β単独処置 で培養 した標本 でBrdU陽 性細
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胞数 が少 なか った。LPSを 消化 管平滑筋層 に処置す る と常在型マ ク ロファー ジ

にお いてcox-2お よびiNosの 発 現 を誘 導す る(87)こ とか ら、最後 にPGE2

お よびNOの 産生部位 を検討す るため常在型マ ク ロファー ジのマーカーである

ED2とcox-2お よびiNosの 二重免疫 染色 を行 った(図45)。10%FBsで1日

間培養 した標本 では、cox-2お よびiNosの 発現 はほ とん ど認 め られなかった

が、10%FBSにIL-1β(10ng/ml)を 加 えた標本 では主にED2陽 性 の常在型マ ク

ロファー ジにお いてcox-2お よびiNosの 発現 が確認 され た。以上 の ことか ら

IL-1βは消化管平 滑筋細胞 に直接作用 して増殖 を促進す るが、組織 レベルで は常

在型マ ク ロファー ジのcox-2お よびiNos発 現 誘導 を介 してPGE2お よびNoの

産生 を誘導 し、 これ に よって平滑筋細胞の増殖 が抑制 され ることが示 され た。
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図40組 織 培 養 に お い てIL-1βはFBSに よ る平 滑 筋細 胞 数増 加 を抑 制 す る 。

ラ ッ ト回腸 平 滑筋 組 織 培 養 に お いて(A)無 血 溝 、(B)10%FBS、(C)10%FBSとIL-1β

(10ng/ml)の 同 晴 処 置 で3日 簡 培 養 した の ち、HE染 色 を行 った 。(D)単 位 面 積 あ た りの

平 滑 筋 細 胞 数 を表 した 。n=6.8。*:p<0.05(無 血 清 との 比 較)、#:p<0.05(10%FBSと の

比 較)。
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図41 FBS処 置 によ るPCNA陽 性細胞の増加 はIL-1βによ って抑制 され る。

ラ ッ ト回陽平滑筋組織培 養に おいて(A)無 血清 、(B)10%FBS、(C)10%FBSとIL-1β

(10ng/ml)の 同時処置 で3日 間培養後 、PCNA免 疲染色 を行 った。茶色の核がPCNA
陽性 を示す。n=4-6。
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図42 IL-1βはCOX-2お よ びiNOSの 発 現 を誘 導 す る 。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組 織 培 養 に お い て10%FBS存 在 下 でIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非 処 置

で培 養 を行 った 。 培 養0、1、3日 目の(A)COX-2お よ び(B)iNOSのmRNA発 現 量 を

RT-PCR法 で 測 定 した 。 定畳 図 はGAPDHの バ ン ド濃 度 を100%と して 、 その 相 対 値 で

表 した 。 培養3日 目の(C)COX-2、(D)iNOSの タ ンパ ク質 発 現 量 をwestem blotting法

で測 定 した 。 定量 図 は10%FBS処 置 標 本 の バ ン ド濃 度 を100%と して 、 そ の 相 対 値 で

表 した 。n=4-5。**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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図43 IL-1βはPGE2、NOの 産 生 を誘 導 す る。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組織 培養 に お い て10%FBS存 在 下 でIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非処 置

で3日 間 培 養 を行 った 。上 清 中の(A)PGE2をELISA法 で 、(B)NOx量 をGriess法 で 測 定

した 。n=。*:p<0.05(対 照 との 比 較)。
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図44 PGE2お よ びNOは ラ ッ ト回腸 平 滑 筋細 胞 の増 殖 を誘 導 す る 。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 を10%FBS処 置 ・非 処 置 下 でIL-1β(10ng/ml)、PGE2(1μM)

お よびNOC48(1mM)を 処 置 して培 養 を行 った。(A-F)BrdU免 疫 染 色 の典 型例 。茶 色

の 核 がPCNA陽 性 を示 す 。(G)単 位 面積 辺 りのBrdU傷 性細 胞 数 。n=4-6。*:p<0.05、

**:p<0.01(対 照 との 比 較)、##:p<0.01(10%FBS処 置 との 比 較)。
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図45 IL-1βは 常 在 型 マ ク ロ フ ァー ジのCOX-2、iNOS発 現 を誘 導 す る。

ラ ッ ト回腸 平 滑筋 組 織 培 養 に お い て10%FBS存 在 下 でIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非処 置

で24時 間 培養 を行 った 。 ホ ー ル マ ウ ン ト標 本 を作 製 し、ED2(常 在 型 マ ク ロフ ァ― ジ)

と(A)COX-2、(B)iNOSの 二 重 免 疫 染 色 を行 った。n=4。
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