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消化管 は生命 の営み を維持す る上で の根源 的な働 きをす る器官 であ る。 その

構 造上 消化管管腔 は外界 と接 してお り、常 に外来 の細菌や異物 な どに暴露 され

て い る。 また内腔 にはおび ただ しい数の腸 内細菌 が存在す るため、消化管の免

疫 は微 妙 なバ ランスの上 に成 り立 っている。何 らかの原 因で このバ ランスが崩

れ る と炎症 が惹起 され 、病態 としての腸炎 が発症 す る。お そ らく大病 を患 った

こ とのな い我 々の体内 で も軽 度の腸炎 とその治癒 の過程 は幾度 とな く経験 して

きたに違い ない。 ヒ トや動物 モデル の腸炎 では、 しば しば消化 管の運動機 能障

害 が認 め られ る。 消化管 の運動機能 障害 は腸 内容物 の滞 留な どによる腸 内フロ

ー ラの乱れ な どをきたす こ とで病態 の悪化 を引 き起 こす原 因 となっている。炎

症 とい う舞 台の上で炎症 を悪化 させ るいわば悪役 と しての役 回 りをす るものは

炎症性 サイ トカイ ン と呼ばれ る。IL-1βはその中で もメイ ンキ ャス トとして考 え

られ てい る。

本研 究 で はは じめ腸炎 時の消化管 平滑筋 の機 能学的変化 にお け るIL-1β の役

割 を解 明す るた めに、組織培養 法を用 いてIL-1β を3日 間処置す るこ とによる収

縮 力の変化 を検討 した。 その結果 、IL-1βはcarbachol収 縮 の減弱 を引き起 こ し、

そ の一 因 と して細胞 内 セ リン ・ス レオ ニ ンフ ォス フ ァター ゼ 阻害因 子で あ る

CPI-17の 発 現量低 下が 関与す るこ とを明 らか に した。 さらに、CPI-17が 消化管

平滑筋収縮 に重要 な役割 を果 たす ことを確認 した上で、 このCPI-17発 現量の低

下 と収縮 力の抑制 はin vivoの 回腸炎 モデルお よび結腸炎 モデル でも観察 された

こ とか ら、実際の腸炎 におけ る運動機 能障害で もCPI-17発 現量の低 下がその一

因 とな るこ とを解 明 した。

しか し数 多 くい る悪役炎症性サイ トカイ ンの 中で、IL-1βが本 当に主犯 なの だ

ろ うか?こ の疑問 に答 えるた めに、サイ トカイ ンKOマ ウスか ら単離 した平滑

筋組織培養 法 を用 いた検討 を行 った。その結果IL-1β を長 期間処置す ることによ

って引 き起 こされ る収縮 力の低 下は、実はTNF-α を介 した現象 であ り、本 当の

主犯 はTNF-α で あ ることを明 らか と した。 この ことはin vivoの 腸炎モデル にお
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いてTNF-αKOマ ウスでは腸炎 を起 こ して も運動機 能障害が認 め られ なかった

こ とか らも確認 され た。 しか もIL-1α/βKOマ ウスで はむ しろ炎症 が増悪 し、

CPI-17発 現 量低 下の程度 も悪化 してい た。

それ で は 炎症 時 の運 動機 能 障 害 にお けるIL-1β は本 当 に悪 役 な ので あ ろ う

か?本 研 究 では次 に消化 管平滑筋 の組織 学的な変化 に対す るIL-1β の役割 とし

て、平滑筋細胞増殖 に対す るIL-1βの作用を検討 した。消化管平滑筋層の肥厚 は

様 々 な腸 炎疾患 で観 察 され 、狭 窄や運動機能 障害につ なが る ことか ら臨床 上 も

非常 に重要 である。予想通 りIL-1βは単離回腸平滑筋細胞 に直接作用す る と細胞

増殖 を促進 し、悪役 としての存在感 を十 分に示 した。しか しなが ら予想 に反 し、

組織培養 法 を用 いた検討 か ら組 織 レベル では逆 に増殖 を抑制す るこ とが明 らか

となった。 これ はIL-1β が平滑筋層 に存在す る常在型マ クロファー ジのPGE2お

よびNO産 生 を誘導す るこ とによる間接 的な現象で あった。IL-1βは平 滑筋肥厚

とい う舞台 の上で は単純 な悪役 を演 じるわけで はな く、む しろ生体 に とって守

護者 と しての役割 を果た してい る ことが明 らか とな った。

以上 を要約す る と、腸炎時の消化管運動機能障害 においてIL-1β は、(1)TNF-α

を介 してCPI-17発 現量 を抑制す る ことで平滑筋細胞の収縮機 能 を低 下 させ る、

(2)平 滑筋細胞に直接 的 な作用 と してそ の増殖 を促進す るが、組 織 レベ ルでは総

体 的には常在型マ クロファー ジか らのPGE2お よびNO産 生 を誘 導す ることで平

滑筋 細胞 の増殖 を抑制す る、 とい う複雑 な作用 メカニズ ムを持つ ことが明 らか

とな った(図46)。 以下 の項で は、 さらに詳細 な考察 を行 った。
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4-1腸 炎 時の平滑筋収縮力 の変化

腸炎 時の平滑 筋収縮力 の低 下 に関す る報告:本 研究 で炎症 時の回腸お よび結

腸 の縦 走筋収縮 力が低 下す るこ とが明 らか とな ったが、腸炎 時の運動機能障害

と しては収縮力 が増強す るとい う報告 と減弱す る とい う報告 が混在す る。Sama

らの グループはイヌの回腸炎モデル を用 いてin vivoに お ける消化管収縮力 を測

定 し、腸炎 時 にはmuscarine刺 激 による収縮力 が低 下す る ことを報告 している

(253)。 輪走筋収縮 力 に関 して はTNBS誘 発腸炎 で急性期 に一時的な収縮能 の

増 強がみ られ るものの、その後収縮 力が減弱す る ことは統一 した見解 となって

い る(42,89,122,312,313)。 今 回我 々が主に使用 した縦 走筋方 向の収縮力に関

して、Moreelsは ラ ッ トTNBS誘 発 回腸炎 モデル においてTNBS処 置後36時 間

ではcarbachol収 縮 が抑 制 され るが、7日 目にはvehicle処 置 の対照群 と同 レベル

まで 回復 す る と してお り(177)、 この報告 は本研 究の結果 と一致 す る。 一方で

Martinolleら はモルモ ッ トのTNBS誘 発 回腸炎モデル におい て6日 目に縦走筋収

縮力 が増 強す る と してお り(161)、 実験 に使用 した動物種 の違 い、消化管の部

位 や炎症 の ステ ー ジの差 に よって得 られ る結果 は微妙 に異 なって くるよ うだ。

TNBS誘 発腸炎 以外 の腸炎モデル におい ても腸 閉塞モデル(318)や 出血性 シ ョ

ックモ デル(76)、manipulationモ デル(108)、 腹膜炎モ デル(325)、 本研究 で

明 らか と したIL-10 KOを 含 めた 自然発症 モデル(64)な どで収縮 力の減弱が報

告 され てい る。

腸 炎 時 の平 滑筋 収 縮 力 の増 強 に 関す る報 告:腸 炎 時 に は収 縮 力 が低 下す る と

い う報 告 が あ る一 方 で、Schistosowd mansoni感 染 性 回 腸炎 や7richinella spiralis

感 染 性 空 腸 炎 な どの 寄 生 虫感 染 症 モ デ ル で は 平 滑筋 収縮 の 増 強 が報 告 され て い

る(21,301)。Collinsら の グル ー プ はTrichinella spirdlis感 染 性 空 腸 炎 モ デル を使

用 して 炎 症 時 の 平 滑 筋収 縮 能 増 強 の メカ ニ ズ ム に つ い て詳 細 な検 討 を行 い 、IL-4

お よびIL-13が これ に 関与 して い る こ とをつ き止 めた(3)。 そ の 後 の研 究 でIL-4

お よびIL-13はTGF-β の産 生 を誘 導 し、 このTGF-β が さ らにPGE2の 産 生 を導 く

こ とで 平 滑 筋 収 縮 力 の増 強 が 引 き起 こ され る こ とを明 らか と した。 彼 らは ク ロ
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ー ン病 患者 の病変部 平滑筋組 織で はIL -4の 発現増強が確認 され 、そ こか ら単離

した平 滑筋細胞 ではcarbachol収 縮 が増強 しているこ とも報告 してい る(4)。 ま

たIL-5 KOマ ウス を用いた検討 か らIL-5も 好酸球 を誘導す ることで この収縮力

増強 に関与す るこ とも明 らか に している(296)。 一方でTrichinella spiralisを 結

腸 に投与 したモデル では 自発性収縮 の減弱 が確認 され る(11)な ど、寄生 虫感

染症 モデル で も消化管 の部位 に よって収 縮力 に与 え る影 響は異 なって くるのか

も しれ ない。

腸炎 時 の平滑筋収縮力 の変化 の差 には、 関与す るサイ トカイ ンの違 いが関与

す る:一 部の例外は存在す るものの、TNBSな どの薬剤投与 による腸炎モデル で

は収縮力 の減弱 が、寄生 虫感染症 モデルで は収縮 力の増 強が観察 され 、一言 で

腸 炎 と言 って も収縮 力 に対す る影 響 は異 なる。 これ は一つ には炎症 のメカニズ

ムの違 いに起 因す ると考 え られ る。前述 のよ うに寄生虫感染症 モデル ではIL-4

やIL-13、TGF-β とい った、いわ ゆるTh2型 のサイ トカイ ンが炎症 に関与す るの

に対 して、本研 究お よび以前 の報告(121)か ら、TNBS誘 発腸炎ではTNF-α な

どのTh1型 のサイ トカイ ンが運動機能 障害 に重要な因子 であ る。 さらにTNBS

誘発結 腸炎 におい てSchistosoma mansoniを 感染 させ ることで症状 を緩和す るこ

とがで きる(178)こ とか ら、TNBS誘 発腸炎モデル とTrichinella spinlis感 染性

腸 炎モデ ル とで は炎症 の メカニズ ムが異 なる ことが運動機能 障害の表現型 の違

い につ ながるの ではないだろ うか。

4-2腸 炎 時 の運 動機 能 障 害 に対 す るPGsとNOの 関 与

腸 炎 に お け るCOX-2お よびiNOSの 関 与:腸 炎 にお け るCOX-2お よびiNOS

の 関与 を示 す 報 告 は 多 い。COX-2阻 害 剤 を投 与 す る こ とでacetic acid誘 発 結 腸

炎 、LTB4誘 発 結 腸 炎 、manipulationに よ る空 腸 炎 な ど様 々 な モ デル で収 縮 力 の 低

下 が 改 善 す る(246,260)。 またiNos阻 害 剤 の投 与 で も出 血性 シ ョ ックに よ る空

腸 炎 モ デ ル で 収 縮 力 が改 善 す る(76)。 さ らに はmanipulationに よ る ラ ッ ト結 腸

炎 モ デ ル で は 炎 症 部 で あ る結 腸 の 自発 性 収 縮 の低 下 にはiNosが 関与 し、非 炎 症
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部 の 回腸 の そ れ に はiNOSとCOX-2が 関与 す る(293)。COX-2 Koマ ウスやiNOS

KOマ ウス にお い てmanipulationに よる炎 症 が減 弱 す る(246,292)こ とか ら、

COX-2やiNosは 炎 症 の惹 起 そ の もの に関 与 して い る と考 え られ る。

収 縮 力 に対 す るCOX-2お よびiNOS発 現 の 関与:本 研 究 で は マ ウス 回腸 お よ

び結 腸 平 滑 筋 組 織 にIL-1β を処 置 し、結 腸 にIL-1β を4時 間処 置 した場 合 に収 縮

力 の増 強 が 観 察 され る こ とを明 らか と した。 この収 縮 力 の 増 強 はCOX-2阻 害剤

で抑 制 され た こ とか ら、PGF2α な どのprostaglandinの 産 生 が 関与 して い る と考 え

られ る。ま たLPSを ラ ッ ト回腸 平 滑筋 組 織 に処 置 した報 告(87,311)で はCOX-2

お よびiNOSの 誘 導 が 収縮 力 の減 弱 に 関与 す る よ うで あ り、比較 的短 期 的 な収縮

力 の 変 化 に はprostaglandinやNOが 関与 す る と考 え られ る。 またLodatoら は こ

のLPSに よ るiNos発 現 を介 した 収 縮 抑 制 にはIL-1β とTNF-α が 重 要 で あ る と報

告 して い る(149)。 た だ しNOがin vitroの 系 にお い て 回 腸 平 滑 筋 の収 縮 力 に直

接 作 用 す るか につ い て は 意 見 の 分 かれ る とこ ろ で あ る。Tanovicら は ラ ッ ト回 腸

縦 走 筋 収 縮 に 対 してNOは 影 響 を与 え な い と報 告 して い る(280)の に対 して 、

Grasaら は ウサ ギ回 腸 で はNO donorに よってacetylcholine収 縮 お よび 高濃 度K+

収 縮 が抑 制 され る こ とを報 告 して い る(63)。 ま た 自発 性 収 縮 の大 き さや頻 度 に

関 して も、Bossoneら は ラ ッ ト回腸 で は恒 常 的 に発 現 して い るNOSに よっ て産

生 され るNOが 制 御 に重 要 な役 割 を果 たす と報 告 した が(24)、 一方 でGrassaら

は ウサ ギの 回 腸 で は 正 常 時 の 自発 性 収 縮 にNOは 関 与せ ず 、NOS阻 害 剤 は 自発

性 収 縮 に影 響 しな い と して い る(63)。 これ らの矛 盾 が種 差 に よる もの で あ る と

す れ ば 、 ラ ッ ト回腸 で はNOは 平 滑 筋 直接 的 に収縮 を制御 す るので は な く、神

経 末 端 か らのacetylcholineの 放 出 を制 御 す る な ど して消 化 管 運 動 を調 節 して い

るの で は な い だ ろ うか。

最 近iNOSがCOX-2に 結 合 す る こ とでNOに よ るCOX-2のs-nitrosylationを 引

き起 こ し、 これ がCOX-2の 活 性 化 に つ な が る こ とが報 告 され た(119)。 した が

っ て腸 炎 時 に産 生 され るNOはprostaglandinの 産 生 に影 響 す る こ とでin vitroの

ア ゴニ ス ト収 縮 に対 して も間 接 的 に影 響 を与 え る こ と も考 え られ る。 また 本研

究 の短 期 的 な作 用 の一 方 で組 織 培 養 法 にお い てIL-1β を3日 間 処 置 した こ とに よ
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り引き起 こされ る収縮 力の減 弱にはprostaglandinやNOは 関与 していなかった こ

とか ら、炎症性 サイ トカイ ンの暴露 が長 期化 す るこ とで収縮 力の変化 に対す る

prostaglandinやNOの 関与 は小 さくなってい くと考 え られ る。

消化管 平滑筋増殖 にお けるCOX-2お よびiNOS発 現 の関与:緒 言 で も記 した

よ うに腸炎 時には しば しば平滑筋層 の肥厚が観察 され る(20,181)。 今回TNBS

誘発 回腸 炎 において も細胞増殖マー カー であるPCNA陽 性平滑筋細胞 が増加す

ることが確認 され た。IL-1βは血管 平滑筋や気 管支平滑筋の増殖 を促進 す ること

が知 られてい る(38,144)。 今 回ラ ッ ト回腸平滑筋 単離培養細胞 を用いて再確認

した とお りIL-1βは消化管平滑筋細胞 に直接作用す る際 は、他の平滑筋細胞 と同

様 その増殖 を促進 す る(62,83,211)。 そ こで本研 究ではIL-1β の増殖作用 を、組

織培養 法 を用いて検討す る ことを試 みたが、予想 に反 してIL-1β は組織 レベル で

は増殖 抑制作用 を示 した。そ して この平滑筋細胞増殖抑制 作用 はIL-1β による常

在 型マ ク ロファー ジか らのPGE2とNO産 生誘導 に よるものであった。したが っ

て細胞培養 レベル と組織培養 レベル でのPGE2とNO産 生の有無 の違い が、平滑

筋細胞 が増殖へ と進 む か否 か を決 める鍵 となってい る と考 え られ る。 それでは

消化 管平 滑筋細胞 はCOX-2お よびiNOSを 発現 しないのであろ うか?Salinthone

らは ヒ ト結腸平滑筋 単離細胞 に炎症性 サイ トカイ ンを処置(TNF-α 、IL-1β、IFN-γ

の混合処置)す る ことで、COX-2の 発現が誘導 され る と報告 してい る(238)。

またKuemmerleは 結腸平滑筋細胞 にIL-1β また はTNF-α を処置す る とiNOS発 現

に よるNO産 生 を誘 導す るこ とを明 らか に した(136)。 本研 究で も回腸平滑筋

組織 にIL-1β を処置 した際のCOX-2お よびiNos免 疫染色 にお いて、ED2陽 性 の

常在 型マ クロファー ジのみ な らず周 囲の平滑筋細胞 に も程度 は低 い ものの、そ

れ らの発現が観 察 された こ とか ら、消化管平滑筋細胞 にもCOX-2お よびiNOS

発現能 が ある と考 え られ る。 しか し、おそ らく平滑筋細胞 が誘導す るPGE2だ け

では増 殖 を抑制す るのに十分で はな くCOX-2お よびiNOS発 現 レベルの高いマ

クロフ ァー ジが産 生 して は じめて十分 な産生量 に達す るので あろ う。 さらに前

述 の よ うにiNOSがCOX-2に 結 合す るこ とでNOに よるCOX-2のs-nitrosylation

を引 き起 こ し、 これ がCOX-2の 活性化 につなが る可能性 もある ことか ら、本研
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究にお け るIL-1β による増殖抑制作用 は、PGE2ま たはNOに よる個別 の作用 とい

うよ りも総合 的 な作 用の結果 であ るのか も しれ ない。一方 、消化 管平滑筋細胞

がeNOSを 発現す るとい う報告 も存在す るが、その発現量は極 めて少 な く機能

的 に意 味を持 つかは不明であ る(283)。 またTNBS誘 発結腸炎 にお いてNOS阻

害剤 であ るL―NAMEを 経 口投与す る と平滑筋細胞増殖 を抑 える効果 がある とす

る報告(81)が あ り本研 究の結論 と矛盾す るが、前述 の よ うにiNosは 炎症の惹

起そ の ものに関与 してい るた め、おそ らくL-NAME投 与 によ り免疫反応 自体が

抑制 され た結果 であ ると考 え られ る。Trichinella spiralis感染性空腸炎 モデル では

L-NAME経 口投与 は平滑筋細胞増 殖 に影響 を与 えない とす る報告(80)も あ り、

炎症 の メカニズムや消化管の部位 の違 いによ るものか もしれ ない。

今 回組 織培養法 を用 いた平滑筋細胞 の増殖誘導 には10%FBSを 用 いた。 この

FBSの 成 分の 中で何 が平滑筋細胞増殖 に寄与 してい るか につい ては、その成 分

が公表 され ていな い ことか ら明 らかではないが、消化 管平 滑筋 細胞増殖因子 と

して代表 的なIGFやPDGFが それ に関与 してい るこ とが想像 で きる(62,137)。

またCPI-17発 現量の低下の際にはIL-1β が誘 導す るTNF-α が重要で あることが

明 らか とな ったが 、TNF-αはマ ウス小腸平滑筋細胞の増殖 を誘導 しない とす る報

告 と(83)、 ヒ ト消化 管平 滑筋株化 細胞 の増殖 を誘 導す る とす る報告(211)が

存在 し、現在の ところそ の関与は明 らかでない。

4-3腸 炎 時の消化 管収縮力低 下の メカニズム

CPI-17発 現量低下 が運動機能 障害の原 因 となる:本 研究では腸炎 時の運動機

能 障害 の一因 と して、内因性セ リン ・ス レオニ ンフォス ファターゼ 阻害 因子 で

あ るCPI-17の 関与 を指摘 した。CPI-17の 発現量 は組織 によって異な り、大動脈

な どの持 続性収縮 を起 こす平 滑筋で は多 く、輸精 管な どの一過性収縮 を起 こす

平滑筋 では少ない と言われ てお り、 これ がPKC活 性化剤 に よる収縮 力増強の程

度 と良 く相 関す るこ とか ら、PKC活 性化 による収縮 にはCPI-17が 重 要である と

考 え られ てい る(319)。 消化管平滑筋は一過性収縮 を起 こす がCPI-17発 現 レベ
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ル は高 い ことが知 られてお り(319)、 今回PKC阻 害剤 によ りcarbachol収 縮 が約

80%程 度抑制 され た ことか らもCPI-17は 消化管収縮 に強 く関与 してい るこ とが

示唆 され た。またβ-escin脱膜化標本 にお いて抗 リン酸化CPI-17抗 体 を処置す る

ことでCPI-17を 阻害す ると、GTP存 在下 にお けるcarbachol刺 激 によるCa2+感

受性増加 が ほぼ完全 に抑制 され た ことか ら、CPI-17が 消化 管平滑筋収縮 におい

て重要 な役割 を果たす と考 え られ る。一方でα-toxin脱 膜化標 本 を用いた検討 で

は、PKC活 性化剤で あるホル ボール エステル に よるCa2+感 受性の増 大は、IL-1β

処 置標 本 において減少傾 向 にはあ った ものの、対照 と比 較 して有意 な差 はなか

った。 この こ とはCPI-17発 現 量の低 下が収縮力の抑制 に関与す る との結論 と矛

盾す るが、おそ らくホル ボール エステル によ るMLCP活 性抑制作用 は非常に強

力であ るた めに、残 存 してい るCPI-17だ けで も十 分に活性 を抑制す ることがで

きたた め と考 え られ る。本研 究ではin　vitroで のcarbachol収 縮力 の低下 を示 した

が、Samaら の グルー プはイヌの回腸炎モデル においてin vivoで のmuscarine受

容体刺激 に よる消化管収縮能 の低下 を観察 してお り、 このモデル において も収

縮力の低 下にPKC経 路 の不全が関与す るこ とを明 らかに してお り(240)、CPI-17

発現 量の低 下 が関与す る可能性が示唆 され る。 以上の こ とか ら腸 炎時 に観 察 さ

れ る運動機能障害 の一因 としてCPI-17発 現量低 下が関与す るこ とが明 らか とな

った。

本研 究で組織培養 法 によ るサイ トカイ ン処置 モデルや腸炎 モデル動物 にお い

て、ア ゴニス ト刺激 によ る収 縮力 は脱分極刺激 に よる収縮 力 よ りも強 く抑制 さ

れ るこ とを示 した。 この現象 は これ までに も他 の腸炎モデル動 物 を用 いた検討

で報告 されて きてい る(313,325)。 一方、CPI-17の 関与は脱 分極刺激 よ りもア

ゴニス ト刺激 に よる収縮 にお いて大 きい。 両成績か ら炎症 時の消化管運動機能

障害 にお いてCPI-17発 現量 の低下 が重要 である と考 え られた。 しか しなが らこ

れ まで脱分極刺激 に よる収縮 には 関与 しない と考 え られていたRho/ROCKsの 経

路 が、近年 ある程 度は脱分極刺激 に よる収縮 にも関与す るこ とが明 らか となっ

て きた(236,237)。 本研究で は、 ラ ッ ト腸炎モデル 、マ ウス組織培養 法にお い

て脱 分極刺激 によ る収縮 力の低下 が観察 され なかった。 この こ とはRho/ROCKs
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系の下流 に存在す るCPI。17発 現低 下が収縮 力抑制 に関与す る とい う結論 と矛盾

す るが、Rho/ROCKsの 経 路が直接MLCを リン酸化す る経路 が存在す るこ と(7)、

前述 の報 告 がす べて血管平 滑筋 にお ける現象 であ るこ と、本研究 で もラ ッ ト組

織培養 法マ ウス腸 炎モデル において はある程度 の収縮 力抑制 が観 察 され てい る

こ とな どがその説 明にな るか も しれ ない。

サイ トカイ ン産生量の変化 とCPI-17発 現量の変化 の時間差:組 織培養法 にお

い てIL-1β を処置す る ことで引き起 こされ るCPI-17発 現量の低 下お よび収縮力

の低下 は、処置後3日 目に観 察 された。 一方で、IL-1βによるTNF-α の産生誘導

は処置後1日 目に観 察 され 、3日 目にはその レベルはかな り減少 してい る。また

in vivoの 腸炎モデル にお いて もTNF-α の産生が2日 目を ピー ク としてい るのに

対 して、CPI-17発 現量お よび収縮力 の低 下は3日 目か ら5日 目にかけて観察 さ

れ 、7日 目には回復傾 向にあった。この よ うな時間差は組織 がTNF-α に暴露 され

てか らCPI-17発 現量 の低 下が顕在化す るまでに一定の時間 が必要であ ることを

示唆す る。 本研 究で炎症時のCPI-17発 現量低下 は転写 レベルで はな く、転 写後

調節 の レベルで制御 され ている ことが示唆 され た。したが って、TNF-αはCPI-17

を分解 す る機構 のア クセル を踏む役割 を果た している と考 え られ る。

IL-1βとTNF-α の関係:IL-1β はTNF-α を介 してCPI-17発 現 を抑制す ることが

明 らか となったが、IL-1βによ るTNF-α の産生部位 につ いての検討 は行 っていな

い。近年 消化管平 滑筋 細胞 自体 に様々 な炎症性 ・抗 炎症性 の因子 を産生す る能

力 があ るこ とが 明 らか となって きた。 ヒ ト結腸輪 走筋単離平 滑筋細 胞 に炎症性

サイ トカイ ンであるIL-1β 、TNF-α 、IFN-γを共処 置す る と、IL-1β、IL-6な どの

炎症 性 サイ トカイ ンやCOX-2の 発現 が上昇 す る こ とか ら平 滑筋 細胞 自体 も

IL-1βを産生す る能力が ある と考 え られ る(238)。 一 方で消化管平 滑筋細胞 自身

がTNF-α を産生す るとい う報告は現在の ところない。またSamaら の グルー プは

同 じヒ ト結腸輪走筋単離平滑筋細胞 にTNF-α を単独で処置す ることでIL-6、IL-8、

IL-11、ICAM-1な どのサイ トカイ ン産生 を確認 したが、IL-1βの発 現は上昇 しな

か った(254)。 以 上の こ とか らおそ らく炎症 時 に常在型 マ クロファー ジや平滑

筋細胞 で産生 され たIL-1β は、常在型マ クロフ ァー ジのTNF-α 産生 を誘導 し、こ
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のTNF-α は 平 滑筋 細 胞 に作 用 してCPI-17発 現 量 を抑 制 す るが 、平 滑 筋 細 胞 か ら

の 新 た なIL-1β 産 生 は誘 導 しな い と考 え られ る。 今 回 の 結 果 お よび 過 去 の報 告

(10,92,94,158,298)か ら、IL-1β は 数 時 間 とい った短 期 的 な処 置 で 収 縮 力 に影

響 を与 え る が 、 この 作 用 は 一 時 的 な もの で あ る と考 え られ る。Hurstら はTNF-α

の 消 化 管 平 滑筋 に対 す る短 期 的 な 作 用 と してnorepinephrine放 出抑 制 作 用 を報 告

して い るが 、これ はIL-1依 存 的 な現 象 で あ る と して い る(93)。 これ らの 結 果 は

炎 症 の 最 初 期 にお け るIL-1β 優 位 の 関係 が 、時 間 が経 つ につ れ てTNF-α 優 位 へ と

変 化 す る こ とを示 して お り、 サ イ トカイ ンの 関係 性 が 炎 症 の ス テ ー ジ で劇 的 に

変 化 して い く こ とが 考 え られ 非 常 に興 味 深 い。 ま た 気 管 支 の組 織 培 養 にお い て

はTNF-α を長 期 的 に処 置 す る こ とに よ って5-HT収 縮 が増 強 す る こ とが知 られ て

お り(1)、 組 織 の違 い が 表 現 系 の 違 い につ な が る こ とも興 味深 い。

腸 炎 時 の 消化 管 運 動 機 能 障害 の 一 因 と して のL-type Ca2+ channel:CPI-17同

様 、 平 滑 筋 細 胞 の 収 縮 機 構 に 関 与 す る様 々 な 因 子 が 腸 炎 に よっ て影 響 を受 け る

こ とが これ ま で に報 告 され て い る。 緒 言 で も著 した とお り、L-type Ca2+ channel

の 不 全 に よ るCa2+ currentの 低 下 が 炎 症 時 の運 動機 能 障 害 の 一 因 で あ る と考 え ら

れ て い る(122,148,250,252)。L-type Ca2+ channelの αlc subunitに は2つ のス プ

ライ シ ン グバ リア ン トが存 在 し(86,130,264,278)、 そ れ ぞ れ の別 々 の プ ロモ ー

ター に よ っ て発 現 が制 御 され るが(233)、 消 化 管 平 滑筋 細 胞 にお い て は この2

つ の ア イ ソ フォー ム 両 方 を発 現 す る(113)。Liuら はイ ヌのacetic acid誘 発 結 腸

炎 モ デ ル を用 い て 、 炎 症2日 目に はα1c subunitの 発 現 量 が 低 下 して い た(148)

とす るの に対 して 、Kinoshitaら の ラ ッ トTNBS誘 発 結 腸 炎 モ デ ル(122)お よび

Kangら の マ ウスDSS誘 発 結 腸 炎 モ デ ル(113)で は発 現 量 に変 化 は な く機 能 の

み が抑 制 され て いた 。Kangら は2つ の ア イ ソ フォー ム の どち ら も発 現 量 に変 化

が な い こ とを確 認 して い る。 この 結 果 の違 い に は種 差 や 腸 炎 の 誘 発 方 法 の違 い

な どが 一 因 と して考 え られ る が 、一 方 で 発 現 量 が低 下す る メ カ ニズ ム と してShi

らはTNF-α を ヒ ト結腸 平 滑筋 細 胞 に処 置 す る とNF-KB活 性 化 を 引 き起 こ し、 こ

れ が αlc subunitの プ ロモ ー ター領 域 に結 合 す る こ とで そ の発 現 を抑 制 す る と し

て い る(250)。 しか しな が ら彼 らは この 中でTNF-α に よ るαlc subunitタ ンパ ク
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質 発 現 量低 下 が 処 置 後6時 間 か ら観 察 され る こ とを報 告 して い るが 、少 な く と

もマ ウス に お い て はα1c subunitのtumoverは 遅 く、 半減 期 は約14日 で あ る こ と

が報 告 され て い る(309)こ とか ら も単純 にmRNA発 現 が抑 え られ るだ け で これ

だ け 急 速 な タ ンパ ク質発 現 量 の 低 下 につ な が る とは考 えに く く、 タ ンパ ク質 分

解 を促 進 す る何 らか の機構 が 存 在 す るの で あ ろ う。 最 近Wegenerら は 平 滑筋 細

胞 特 異 的 なL-type Ca2+ channel KOマ ウス を用 い た 検討 で 、 結 腸 で はL-type Ca2+

channelを 欠 如 す る とcarbachol刺 激 に よ る収 縮 力 が約50%程 度 抑 制 され るの に対

して 、 空 腸 では 正 常 にcarbachol収 縮 が起 こ る こ とを報 告 した(309)。 これ は 空

腸 で はL-type Ca2+ channelが 欠 如 した 際 に はstore-operated Ca2+ channelが そ の機

能 を代 用 す る機 構 が 存 在 す る た め だ と考 え られ て い る。 した が っ て 、Kinoshita

らの 報 告 の よ うなL-type Ca2+ channelの 不 全 が 炎症 時 のcarbachol収 縮 の減 弱 を

引 き起 こす とい う機 構 は結 腸 特 異 的 な もの で 、 回腸 や 空 腸 な どで はL-type Ca2+

channelが 欠 如 して も平 滑 筋 細 胞 自体 の 収 縮 には影 響 は な く、carbachol収 縮 低 下

の 直 接 的 な原 因 に は な らな い 可 能 性 が 高 い と考 え られ る。 この こ とは 本研 究 に

お い て 、α-toxin脱 膜 化 標 本 にお い てCa2+刺 激 に よ る収縮 力 がIL-1β の長 期 処 置 お

よびTNBS誘 発 腸 炎 で抑 制 され て い た こ と と も一 致 す る。一 方 でWegnerら は先

の報 告 でLtype Ca2+ channelの 欠 如 は空 腸 で も 自発 性 収縮 の 大 き さの減 少 に はつ

な が る と報 告 して お り、ICCの 制 御 に よ る消 化 管 運 動 は機 能 障 害 の 一 因 には な り

うる。

腸 炎 時 の 消化 管 運 動 機 能 障 害 の 一 因 と して の ム ス カ リン受 容 体:炎 症 時 の運

動 機 能 障 害 にお け る輪 走 筋 と縦 走 筋 の感 受 性 の 違 い に 関 して、 ム ス カ リン受 容

体 の サ ブ タ イ プ に 対 す る依 存 度 の違 い が 関与 す る とす る可 能 性 が考 え られ る。

消化 管 平 滑 筋細 胞 はM1か らM5ま で の ム ス カ リン受 容 体 を発 現 す る(226,304)。

消化 管 の 部位 に よ って 多少 の差 異 が 存在 す るが収 縮 に 主 に 関与 す るの はM3で あ

り、他 の受 容 体 で はM2が わ ず か に 関与 す るがM1、M4、M5は 収 縮 に は 関与 しな

い と考 え られ て い る(163,244,268,269)。 従 来M2は 収縮 に対 して は 間接 的 に機

能 しM3の 補 助 的 な役 割 を果 たす の み で あ る とされ て きた が 、M2はc-srcやPI3K、

PKCを 介 してL-type Ca2+ channelやnonselective cation channelを 活 性 化 す る こ と
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か ら、 最 近 で は よ り直 接 的 な役 割 を果 た して い る と考 え られ て い る(97,106,

305)。Shiら は イ ヌ のAcetic acid誘 発 回腸 炎 モ デ ル を用 い て 、炎 症 時 に は輪 走筋

のacetylcholine収 縮 が 抑 制 され るの に対 して縦 走 筋 のそ れ は変 化 しな い こ とを

報 告 して い る(251)。 ま たMartinolleら はモ ル モ ッ トのTNBS誘 発 回腸 炎 モ デ ル

を用 い て 、輪 走 筋 のcarbachol収 縮 、histamine収 縮 な どが 炎 症 に よ り抑 制 され る

の に 対 して 、 縦 走 筋 で は どち らの ア ゴニ ス トに よ る収 縮 も増 強 す る と報 告 して

い る(161)。 他 グル ー プ か ら も同様 の 報 告 が な され て い るが(301)、Shiら は前

述 の 報 告 で この原 因 と して 輪 走 筋 のmuscarine刺 激 に よ る収縮 が 主 にM3受 容 体

で制 御 され て い るの に対 して 、縦 走 筋 で はM2受 容 体 の 関与 が よ り大 き くな っ て

い るた めだ と して い る。Jadcherlaの 報 告(104)と 合 わせ て考 え る と、炎症 に よ

って 輪 走 筋 で はM3受 容 体 が 主 だ っ た収 縮 制御 機 構1がM2受 容 体 依 存 的 な割 合 が

増 加 す る た めmuscarine収 縮 が抑 制 され るの に対 して、 正 常 時 か らM2受 容 体 に

対 す る依 存 度 が 高 い 縦 走 筋 で は そ の影 響 が小 さい た め収 縮 力 が抑 制 され な い 可

能性 が 考 え られ る。Matsuiら もM2 KO、M3 KOお よびM2/M3 KOマ ウス を用 い

て回 腸 縦 走筋 で はcarbachol収 縮 にお い てM2が 約25%、M3が 約75%関 与 す る と

報 告 した(163)。 しか しな が らUnnoら はM2 KOお よびM3 KOマ ウス を用 い た

検 討 か ら、 回腸 縦 走 筋 のcarbachol収 縮 にお い てM2受 容 体 は低 濃 度 のcaTbachol

刺 激 に対 して の み機 能 的 に 関 与す る こ とを明 らか と した(295)。 またTakeuchi

ら もM2KOお よびM3KOマ ウス を用 い て回 腸 縦 走 筋 の 収 縮機 構 につ い て の検 討

を行 い 、電 気 的 な刺 激 に よ る神 経 伝 達 物 質 の 放 出 が 引 き起 こす 一 過 性 の収 縮 に

M3が 強 く関 与す る が 、M2は 関 与 しない と報 告 した(275)。 彼 らは ま たM2KO

で は 持 続 的 な収 縮 が増 強 す る こ とか ら、M2は む しろ持 続 的 な収 縮 を抑 制す る方

向 に 働 い て い る と して い る。 本 研 究 で はPKC阻 害 剤 に よ っ て 回腸 縦 走 筋 の

carbachol収 縮 が 約80%抑 制 され る こ と を確 認 した が 、PKCの 上 流 で あ る

diacylglycerol(DG)を 産 生 す るイ ノシ トー ル リン酸加 水 分解 系 に は 主 にM3が 関

与 し、M2の 関 与 は 薄 い(288)。 以 上 の よ うな事 実 か ら縦 走筋 と輪 走筋 の炎 症 に

対 す る感 受 性 の 違 い を 、正 常 時 の受 容 体 に対 す る依 存 度 の違 い と して 説 明 す る

説 の正 否 に つ い て は 慎 重 に議 論 す る必 要 が あ るだ ろ う。 本 研 究 で はTNBS誘 発
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腸炎 またはTNF-α がムスカ リン受容体 の発現 量を変化 させ るか否か については

直接的 な検討 は行 っていないが、本研 究で使 用 したモデル にお いてcarbachol収

縮 の濃 度反応 曲線 は右方 に変位 しない こ とか ら、ムスカ リン受容 体の発現変化

は起 こっていない と考 え られ る。 また この こ とは、脱膜化標本 を用いた検討 に

お いてCa2+刺 激 に よる収縮 力がTNBS誘 発腸炎や組織培養 にお け るIL-1β処置 に

よ り抑制 され た ことか らも示唆 され る。

腸炎 時 の消化 管運動機能 障害 の原 因に 関す るその他 の報告:消 化管運動機能

障害 のその他 の原 因 として、Akbaraliら の グルー プはKAT pchannelの 不全 の関与

を報告 してい る(2,105)。 マ ウスDSS誘 発結腸炎モデル ではKA皿channelの サ

ブユ ニ ッ トであ るKir6.1の 発現量 が上昇 し、 これ に よって平滑筋の活動電位 が

抑 制 され るた め収縮 力が低下す る。 これ とは逆 に、平滑筋細胞 の静止膜電位 の

上昇の 関与 の可能性 も示唆 され てい る(31,151)。ICCは 平滑筋細胞 の過分極 に

関与す る(147,248)と 考え られ てお り、腸炎時にはICCの 数 が減少す るこ とが

報告 され てい る(225,227)こ とか ら、ICCの 機 能障害が平滑筋細胞 の静止膜電

位 の上昇 に関わ って い る可能性が ある。 しか しなが ら、腸炎 時 に平滑筋細胞の

脱分極 が観 察 され ない とす る報告(129)も あ り、その運動機 能障害への関与は

明 らかでない。

腸炎 においてNF-KBな どの炎症 に関連す る転写 因子 の関与 を示す報告は多い。

IBD患 者 で もNF-KB発 現お よび活性 の上昇 が報告 され てい る(196)° 平滑筋細

胞 収縮 に関 して もShiら は過酸化水素やTNF。 αに よる結腸平滑筋細胞の収縮 力

低 下 にNF-KBが 関与 してい る と報告 した(249)。 またPazdrakら は ヒ ト結腸輪

走筋平 滑筋細胞 にTNF-α を処置す る とSplお よびNF-KBを 介 してICAM-1発 現

を誘導 し、これ が収縮 力の抑制 につ なが ると してい る(221)。 またaceticacid誘

発結腸炎(249)やTNBS誘 発 結腸炎(122)に おいてNF-KB阻 害剤 を投与す る

と収縮 力 の低下 を改 善す るこ とがで きるこ とが報告 され てい るが、 これ らは炎

症 その もの が抑制 され たこ とに起 因す ると考 え られ る。

ア ゴニ ス トの違 いに よる腸炎 時の収縮力変化 の差 異:腸 炎 に よる収縮力 の変

化 は平 滑筋組織 を どの よ うなア ゴニス トによって刺激 す るか で異 なった挙動 を
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示 す 。Wellsら はTNBS誘 発 結 腸 炎 モ デ ル にお い てTNBS処 置 後4日 目の組 織 か

ら単 離 した細 胞 で はacetylcholine収 縮 、5-HT収 縮 とも に抑 制 され るが 、処 置 後

36日 目の 細 胞 で はacetylcholine収 縮 が 正 常 レベ ル まで 回 復 して い るの に 対 して 、

5-HT収 縮 は依 然 強 く抑 制 され て い る と報 告 した(312)。 一 方 でMoreelsら は

TNBS誘 発 回 腸 炎 モ デ ル に お い て36時 間 目に はacetylcholine収 縮 やsubstance P

収 縮 、5-HT収 縮 、PGF2α 収 縮 が抑 制 され て い るが 、7日 目に はsubstance P収 縮

の み が 抑 制 され て い る と報 告 して い る(177)。 今 回運 動機 能 障 害 に 関与 す る因

子 と して 明 らか とな ったCPI-17は 、 ムス カ リン刺 激 の み な らずmotilin(90)、

endothelin-1(125)、phenylephrine(125)、histamine(124)、thromboxane A2(308)

な ど様 々 な ア ゴニ ス ト刺 激 に よ っ て リン酸化 レベ ル が 上 昇 す る こ とが知 られ て

い る。た だ しendothelin-1は 消化 管 平 滑筋 にお い て 、ETA受 容 体 を介 してCPI-17

を リン酸 化 す るが 、同 時 にETB受 容 体 を介 してCPI-17の 脱 リン酸 化 を促 進 す る

経 路 も活 性 化 す る た め 、見 か け 上CPI-17リ ン酸 化 は起 こ らず 、endothelin-1に よ

る消化 管 収 縮 にCPI-17は 関与 しな い と考 え られ て い る(74)。 これ ま での とこ ろ

5-HTやsubstance P刺 激 がCPI-17の リン酸 化 を 引 き起 こす か否 か につ いて検 討

した 報 告 は な い。 した が って ア ゴニ ス トに よ る収 縮 力 の 変化 の 特異 性 にCPI-17

が 関 与 す る か否 か は 明 らか で は な い が 、5-HTやmotilinに 関 して は炎 症 時 に受容

体 の発 現 が低 下 す る こ とが報 告 され て い る(41,312)こ とか ら、 収 縮 力 変化 の

ア ゴニ ス トに よ る差 異 は 、 お そ ら く受 容 体 の発 現 量 の変 化 に 起 因 す る もの だ と

考 え られ る。

4-4収 縮 メ カニ ズ ム の現 在 の理 解

MYPT1のThr853リ ン酸 化 が果 た す役 割:近 年MYPT1のThr853の リン酸 化

がMLCP活 性 調 節 に 果 たす 役 割 に注 目が集 ま っ て い る。 これ までMYPTIの リ

ン酸化 部 位 と して はThr696がMLCP活 性 調 節 機 構 に重 要 で あ る と考 え られ て き

た(56,96)。 しか しな が ら刺 激 時 にMYPTIのThr696リ ン酸 化 レベ ル の 上昇 が

ROCKs依 存 的 に 起 こ る とい う報 告 が あ る一 方(56)、 これ が起 こ らない とい う報
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告 も存 在 す る(125,199,290,320)。 ま たLukasら はMYPTIのThr696リ ン酸 化

の 変 化 は ゆ っ く り と した もの で あ る と し(152)、Ikebeら の グル ー プ はThr696

の リン酸 化 は ア ゴニ ス ト刺 激 が 終 了 した あ と も持 続 す るの に対 しMLCは 速や か

に脱 リン酸 化 され る こ とか ら、Thr696の リン酸 化 は 平 滑筋 の収 縮 に は 関与 しな

い と して い る(277)。 本 研 究 の結 果 か ら、回 腸 平 滑 筋 組 織 にお い て はThr696の

リン酸 化 レベ ル は 無 刺 激 時 か ら高 く、 さ らに刺 激 時 に もそ の リン酸 化 量 レベ ル

増 加 は わ ず か で あ り非 常 に ゆ っ く り した もの で あ る こ とか ら、少 な く とも消化

管 収 縮 の初 期 の段 階 に は 関 与 しな い と考 え られ る。 お そ ら くThr696の リン酸 化

はMLCの リン酸 化 の よ うな急 速 な 反応 で は な く、細 胞 遊 走や 遺伝 子 発 現 な ど、

よ りゆ っ く りと した 現象 に 関 与 して い るの で は な い だ ろ うか。 一 方 でThr853の

リン酸 化 は刺 激 後 速 や か にROCKsに 強 く依 存 して 起 こ り、MLCP活 性 を抑 制 す

る こ とが 明 らか とな って きた(185,199,290,320)。 消 化 管 平 滑 筋 で もcarbachol

刺 激 後 速 や か に リン酸 化 レベ ル が上 昇 す る こ とが 本 研 究 で確 認 され た。 しか し

な が ら、 このThr853の リン酸 化 も収 縮 との 関与 を否 定 す る報 告 も あ り(56)、

MYPTIに よ るMLCP活 性 調 節 機 構 は議 論 の只 中 で あ る。 本 研 究 でβ-escin脱 膜

化 標 本 を使 用 して 抗Thr696リ ン酸 化MYPTI抗 体 お よび 抗Thr853リ ン酸 化

MYPTI抗 体 を同 時 に処 置 す る こ とでMYPTIの リン酸 化 を阻 害す る と、GTP存

在 下 に お け るcarbachol刺 激 に よ るCa2+感 受 性 増 加 が ほ ぼ抑 制 され る こ とが 明 ら

か とな った 。この こ とは 少 な く と も どち らか 一 方 のMYPTIリ ン酸 化 部位 の リン

酸 化 が 消 化 管 収 縮 に重 要 で あ る こ とを示 唆 して い る。 しか しなが ら今 回MYPTl

のThr696とThr853の リン酸化 にはPKCが 関与 しな い こ とが 明 らか となっ た一

方 で 、前 述 の よ うに 消化 管 平 滑筋 のcarbachol収 縮 はPKC阻 害 剤 に よ って80%

程 度 も抑 制 され る こ とか ら、MYPT1の リン酸化 の み が収 縮 を制 御 す る とは 考 え

に くい。Etoら は 、MYPTIの 結 合 したPPIcに 対 してCPI-17が 結合 す る とMLCP

活 性 は 抑 制 され るの に対 して 、MYPTI以 外 の 因子 が 結 合 したPPlcに 対 して

CPI-17が 結 合 した 場合 は 、逆 にCPI-17の 脱 リン酸 化 が 引 き起 こ され 、MLCP活

性 の抑 制 が 起 き な い こ とを報 告 して い る(51)。 この こ とはMYPTIのThr853リ

ン酸 化 がMYPT1とPPIcの 結 合 を制御 す る こ とで 、リン酸 化 され たCPI-17の 脱
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リン酸化 を制御 し、CPI-17に よるMLCP活 性 阻害機構 に関与す るこ とを想像 さ

せ る。 しか しなが ら現在 の ところ これ らのメカニズムが細胞 内で機能 している

か どうかの 明確 な証拠 は存在せず今 後の展開が期待 され る。またMYPTIの 他 の

リン酸化部位 と してKaibuchiら のグルー プはROCKがMYPTIのSer854の リン

酸化 を制御す るこ とを細胞 レベル で確認 し(115)、 さらに脳 血管痙 攣時 にこの

リン酸化 レベル が上昇す ることを報告 してい るが(243)、MYPTIのSer854リ ン

酸化 につ いての報告 は少 な くそ の重 要性 について はいまだ明 らか となっていな

い。

CPI-17/MYPTI活 性 化 機 構:本 研 究 でCPI-17活 性 化 に は少 な く と もPKC、PKN、

ROCKsが 関 与 す る可 能 性 を示 した 。しか しな が らCPI-17活 性 化 経 路 につ い て は

い ま だ議 論 の 分 か れ る と ころ で あ る。 特 にROCKsがCPI-17リ ン酸 化 に関 与す

るか 否 か につ い て は 、 これ を肯 定す る報告(134,199,215)、 否 定 す る報 告(290,

320,327)が 存在 す る。 本研 究 か ら消 化 管 平 滑 筋 にお い て はCPI-17Thr38リ ン酸

化 にROCKsが 関 与 す る と考 え られ る。 また 最 近CPI-17の 新 た な リン酸 化 サ イ

トと してSer12、Ser128、Ser130が 明 らか とな った(47,154)。In vitroでSer12

はPKCに よ って 、Ser130はCaMKIIに よっ て リン酸 化 され 、Ser128の リン酸 化

はin vivoの 脳 標 本 で 確 認 され て い るが 、 関与 す る キナ ー ゼ 類 は 明 らか に な っ て

い な い(47)。 これ らの 新 た な リン酸 化 部 位 が 収 縮 に いか に 関与 す るか につ い て

は今 後 の 展 開 が 期待 され る。

CPI-17お よびMYPTIの リン酸 化 を制 御 す る キナ ー ゼ と してROCKsやPKC

以 外 に も様 々 な 因 子 の 関 与 が 指 摘 され て い る。Zipper-interacting protein kinase

(ZIPK)はMLCを 直 接 リン酸 化 す る と とも に、MYPTIの リン酸 化 、CPI-17の

リ ン酸 化 に よ るMLCP抑 制 作 用 を示 す(154,187,198)。Integrin-linked kinase

(ILK)も 同様 にMLCを 直接 リン酸化 す る と ともに 、CPI-17やMYPTIの リン

酸 化 を介 したMLCP活 性 抑 制 とい う間接 的 な経 路 を介 して 収縮 を引 き起 こす 可

能 性 が 示 唆 され て い る(39,186)℃PAK(p21-activated protein kinase)もCPI-17

のThr38やMYTPIのThr696を リン酸 化 す る こ とが 報 告 され て い る(276)。 ま

たPKAお よ びPKGもCPI-17のThr38を リン酸 化 す る とい う報 告 が あ るが(49)、
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cGMP/PKGの 経 路 がPKCに よ るCPI-17のThr38リ ン酸 化 を抑 制 す る とい う報告

も あ り(23)、 そ の詳 細 は明 らか とな って い ない。 ま た本 研 究 で も確 認 した よ う

に、protein kinase N(PKN)はRhoの 下 流 に存 在 しCPI-17を リン酸 化 す る(69)。

しか しな が ら これ ま で の報 告 や 本 研 究 の 結果 か ら考 えて 、ROCKsやPKCに 比 べ

て これ らの キナ ー ゼ の 関 与 は決 して 大 き くは ない と考 え られ る。

平 滑 筋 収 縮 に 関与 す る シ ャペ ロ ン分 子:近 年 消 化 管 平 滑 筋収 縮 にお い て、small

heat shock proteinの 一種 で あ るHSP27の 重 要 性 が 示 唆 され て い る。HSP27は 通

常oligomerを 形 成 して い る が様 々 な刺 激 に よ り リン酸 化 され る とoligomerが 分

解 し、細 胞 膜 へ 移 行 す る こ とが知 られ て い る(67)。Bitarら の グル ー プ は一 連 の

研 究 の 中で 、結 腸 平 滑 筋 細 胞 をacetylchoHne刺 激 す る こ とに よ るRhoA、ROCK II、

PKCα の細 胞 膜 へ の 移 行 やRhoA-PKCα 、RhoA-ROCK IIの 結 合 にHSP27が 関 与

す る こ とを報 告 した(214,219,22O)。 ま たMYPTIもacetylcholine刺 激 に よ り リ

ン酸 化 され る と細 胞 膜 分 画 で のHSP27お よびphosphatidylserineな どの ス フ ィ ン

ゴ脂 質 との 結 合 量 が増 加 す る(100,218)。 さ らにtropomyosinとactinの 分 離 に

もHSP27が 関与 す る こ とが示 唆 され て い る(265)。HSP27の 発 現 量 は加齢 に よ

る消 化 管 収 縮 力 の 低 下 と相 関 し(19)、 ま た 子 宮 平 滑 筋 で は妊 娠 後 期 にHSP27

発 現 量 が 増 加 す る(314)な ど、 収縮 力 の 変化 との 関連 性 を指 摘 す る報 告 も存 在

す る。最 近Surksら の グル ー プ は酵 母Two-hybrid法 を 用 い てMYPTIと 結 合 す る

因 子 と してM-RIP(p116Rip)を 見 出 した(271)。M-RIPはMYPT-1と の結 合 を

介 してMLCPをactin-myosin filamentへ 導 き 、MLCの リン酸化 制 御 に 関与 す る

と考 え られ て い る(184,272)。 ま た 、RhoAと の結 合 も示 唆 され て お り、RhoA

に対 す るGTPase活 性 を あげ る こ とでRhoA活 性 を抑 制 す る と考 え られ て い る

(131,271)。M-RIPの 平 滑 筋 収 縮 お け る詳 細 な役 割 につ い て は 明 らか とな っ て

い な い が 、HSP27やM-RIPな どの シ グナ ル 伝 達 をつ な ぐシ ャペ ロ ン分 子 の運 動

機能 障 害 にお け る役 割 は全 く明 らか とな っ て お らず 今 後 の 展 開 が期 待 され る。
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4-5MLCP活 性 制御機構 の不全 に よる運 動機能 障害

近年様 々な病態 お よび生理現象 においてMLCP活 性調節 を担 うMYPTIお よ

びCPI-17の 発 現お よび リン酸化 レベル の変化 が報 告 されてい る。本研 究では

IL-1βを長期 間作 用 させ ることでMYPTIの リン酸化 レベル の低下 とCPI-17発 現

の 低 下 に よる収 縮 力 の低 下 が観 察 され たが 、MYPTIの 病 態 との関連 と して

Kandabashiら の グルー プはin卿oで 冠動脈 にIL-1βを長期作用 させ ることで作成

した冠 動脈攣縮モデル の原 因 と してMYPTIリ ン酸化 レベル の上昇 を報告 して

いる(112)。 また、くも膜 下出血モデル において もMYPTIリ ン酸化 レベル の上

昇 が脳 血管 痙攣 に関与 す る(243)。 血管平滑筋 では長 期的 に低酸素状態 に さら

され るこ とで、ア ゴニス ト刺激 に よるMLCリ ン酸化 レベル の低 下が観察 され る

が、 これ にはMYPTI発 現量の増加 とそれ に ともな うMLCP活 性 の上昇が関与

す るこ とが報告 され ている(284)。

さらに、新生児遷延 性肺高血圧 症モデル ではMLCP活 性 の低 下がみ られ るが、

これ には本来成長 に伴 って減少す るCPI-17発 現の低 下が起 こ らない ことが関与

して い る(37)。 糖 尿病 モデル動物 の動脈 系で は収縮力 の増加 が認 め られ るが、

これ にはPKCβ2とPKCε の発 現量増加 とともにCPI-17の リン酸化 レベル増加の

関与や(183)、RhoAの 活性化 、CPI-17タ ンパ ク質量の増加 の関与(321)が 報

告 されて い る。糖 尿病モ デル では排尿筋 において も運動機 能障害が観察 され る

が、これ にはROCKIとCPI-17の 発現上昇 が関与す る ことが示唆 され ている(30)。

また喘息モデルの気管支平滑筋で は、CPI-17発 現 量お よび リン酸化CPI-17の 量

が増加 してお り、acetylcholine収 縮 の増加 が認 め られ る(235)。

以上の よ うに2000年 以降 、病態 にお け るMYPTIやCPI-17の 不全の関与が次 々

と報告 され てい るが、本研究 は消化 管 にお いて初 めて これ ら分子 の不 全を報告

した。 特 にCPI-17発 現量が低下す る ことが収縮力 を抑制す る とい う報 告(206)

はすべ ての平 滑筋組織 を通 して初 めてであ り、非常 に重要 な知 見で ある と考 え

る。
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4-6腸 炎治療 の現状 と問題点

慢性 の腸 炎 、特 にク ロー ン病や潰 瘍性大腸炎 とい った炎症性腸疾 患 には これ

までの ところ根 本的 な治療 法が存在 しない。治療 の基本 となるのは炎 症お よび

免疫反応 の抑 制 によって速や か に緩解 期 に導 くこ と、そ して再燃 を防止す るこ

とであ る。 内科的 な治療 が困難 な場合 しば しば外科的治療 、す なわ ち腸管切 除

な どの手術 が行 われ るが、 これ は最終手段 と しての位 置づ けにな る。腸管切除

後 には吻 合術 が施 され るが、腸 管 吻合 に よる炎症 は運動機 能 障害 を もた らす

(285)。 ところで緒言 で も述 べた とお り、開腹お よび操作(manipulation)の み

に よって も消化管 、特 に平滑筋層 にお いて炎症が 引き起 こされ(108,109)、 こ

れ が運動機能 障害 、す なわ ち術後 イ レウスにつ なが るため臨床 的 に大 きな問題

とな って い る。Manipulationに よ る筋 層部 の炎 症 、 平滑 筋 の収縮 力減 弱 に は

COX-2やiNOSの 発 現が関与す る(246,292,293)。 また筋層間常在型 マ クロフ

ァー・ジ を欠損 したop/opマ ウスを用 いた検討 か ら、常在型マ クロファー ジが重要

な役割 を果たす こ とを報告 してい る(310)。 術後イ レウスを予防す るた めに様 々

な方法が検討 され てい るが、特 に一酸化炭 素(CO)を 術前 あるいは術後 に吸引

させ る ことで一定 の治療効果 が得 られ る ことが明 らか となってい る(174,175,

192)。COは 平滑筋細胞 に作用 してL-type Ca2+ channel活 ・性化 をNO依 存的 に起

こす ことが報告 され てお り(145)、 平滑筋直接 的な効果 も存在す るのか も しれ

ない。またCOと 同様 にHemeoxygenase-1(HO-1)に よって産生 され るbiliverdin

に も炎症抑制効果 があ ることが腹膜炎 モデル(210)お よび小腸移植 に よる炎症

モデル(193)で 報告 されてい るこ とか ら、術 後イ レウスの予防に も効果が ある

可能性 が考 え られ る。さらにチ ロシンキナーゼ阻害剤 で あるTryphostin AG12に

も予防 効果 が報告 されてい る(176)。

TNF-α:現 在 の ところ炎症性腸疾 患の内科的 治療 の中心 は5-ASA製 剤 と副腎

皮質 ステ ロイ ド剤 で ある。 ステ ロイ ド依 存例 や抵抗例 ではサイ クロスポ リン ・

アザチオ プ リンな どの免疫抑制剤や 白血球除去療法 な ど免疫 異常 を標的 とした

治療 が行 われ る。様 々なサイ トカイ ンを標 的 とした治療 方法の開発 も盛 んに試
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み られ て い る。 そ の 中 で もっ と も成 功 を収 め て い る と言 え る もの に レ ミケー ド

(inniximab)が あ げ られ るだ ろ う(48,281,300)。 これ は キ メ ラ型 抗TNF-α モ

ノ ク ロー ナ ル 抗 体 で あ り、米 国 で は1998年 に、 日本 で は2002年 に ク ロー ン病

の 治 療 薬 と して 認 可 され た 。 現 在 米 国 で は潰 瘍 性 大 腸 炎 の 治療 薬 と して も認 可

され て い る。Corazzaら は分 泌 型 のTNF-α を欠 損 したマ ウスで も腸炎 が 起 き る こ

とか ら、 膜 結 合 型 のTNF-α だ け で も腸 炎 を引 き起 こす こ とが で き る と報 告 して

い る(36)。 本 研 究 か ら粘 膜 層 の 炎 症 の み な らず 平 滑 筋層 の 運 動 とい う面 か ら

も、TNF-α の働 き を阻 害 す る こ とが炎 症 性 腸 疾 患 の治 療 に効 果 が あ る と考 え られ

る。

IL-1:IL-1α/βKOマ ウス にTNBS誘 発 回 腸 炎 を 引 き起 こす と、 野 生 型 の

C57BL/6Jよ りも顕 著 なCPI-17発 現 量 の低 下 が認 め られ た。 ま たDSS誘 発 結 腸

炎 モ デ ル の 生 存 率 がIL-1α/βKOマ ウス にお い て顕 著 に低 下 してい た こ とか ら、

IL-1α/βKOマ ウス で は炎 症 が 野 生 型 よ りも増 悪 し、CPI-17発 現 量 の 更 な る減 少

に つ な が っ た と考 え られ る。IL-1は 代 表 的 な炎 症 性 サ イ トカ イ ンで あ り、 リウ

マ チ 性 関節 炎 な ど様 々 な炎 症 性 疾 患 の 治 療 にお い て標 的 とな っ て い る(46)。

消 化 管 炎 症 に お い て は 、 は じ めCominelliら の グ ル ー プ が ウ サ ギ の

formalin-immune complex誘 発 結 腸 炎 モ デ ル を用 い て、IL-1の 内因 性 ア ン タ ゴニ

ス トで あ るIL-1 receptor antagonist(IL-1 Ra)の 作 用 を抗IL-1 Ra抗 体 で抑 制 す る

と炎 症 が増 悪 し、 リ コ ン ビナ ン トIL-IRaを 投 与す る と炎 症 が抑 制 され る こ とか

ら報 告 した(32,33,57)こ とか らIL-1を 抑 制 す る こ とは腸 炎 治 療 にお いて 有効

で あ る と考 え られ た 。 しか しな が ら腸 炎 に対 して はIL-1の 作 用 を抑 制 す る こ と

は 必 ず しも良 い効 果 を もた らす とは 限 らな い よ うだ。Cominelliら の グル ー プ も

前 述 の 報 告 の 一 方 で 、低 濃 度 のIL-1β は 腸 炎 を抑 制す る効 果 が あ る こ と も報 告 し

て い る(34)。 そ の後Kojouharoffら はDSS誘 発 結 腸 炎 モ デ ル マ ウス を用 い た検

討 で 、抗IL-1β 抗 体 は炎 症 の急 性 期 には症 状 を悪 化 させ 、慢 性 期 に は全 く効 果 を

示 さな い こ とを 報 告 した(132)。 ま たHogac°amら はマ ウス 消化 管 単離 平 滑 筋

細 胞 を 用 い た検 討 で 、IFN-γ を 平 滑 筋 細 胞 に処 置 す る とMHC class II、CD86、

ICAMIな どの 発 現 上 昇 を誘 導 しT細 胞 活 性 化 を 引 き起 こす が 、IL-1βは この 作 用
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を抑制す ることを報告 してい る(82,83)。 またIL-1β は平滑筋層 にお いて も恒

常的 に発現 が確認 され る(116)こ とか らも、平滑筋組織 の正 常性 を保つ上で何

らかの作用 を持 つ こ とが示唆 され る。本研究 にお いて明 らか となったIL-1β の平

滑筋 細胞 増殖抑制効果 もIL-1β の抗炎症 作用の一端 を担ってい ると考 え られ る。

以 上の こ とか ら、消化管 の炎症 において はある程度のIL-1β 産生が必 要であ り、

抗 体療法 な どで劇的 に産 生 を抑制す るこ とは必ず しも有益な結果 には結びつ か

ない もの と考 え られ る。

IL-6:IL-6は 多機能性サイ トカイ ンと して免疫 系細胞 のみ な らず線維 芽細胞や

内皮 細胞 な ど多様 な細胞種か ら産生 され ることが知 られ ている(123)。 消化管

平滑筋細胞 も様 々な炎症性サイ トカイ ン刺激 に よってIL-6を 産生す る(117,197,

254,297)。 ヒ ト化抗IL-6受 容体抗 体は様 々な腸炎 モデル で炎症 を抑制す る効果

が証明 され(9,324)、MRA(atlizumab)は 炎症性腸疾 患の治療薬 として期待 さ

れ て い る。本 研 究 でIL-6を 消化 管 平 滑筋組 織 に処置 して も収 縮 力 の低 下や

CPI-17発 現量の低 下が起 こ らない ことが明 らか となった。さ らにIL-1β処置 によ

る収縮抑制 が抗IL-6抗 体 によるIL-6の 中和 に影響 を受 けなか った ことか ら、収

縮力の抑制 に関 してIL-6の 関与 はない と考 え られ る。

IL-11:本 研究 で取 り上 げなか ったサイ トカイ ンの 中にも治療 の標的 として期

待 され てい るものが多数 存在 す る。IL-11は 多機 能性抗炎症性 サイ トカインで あ

り、急 性 お よび慢性 の炎症 にお いて粘 膜保護 作用 を示す こ とが知 られ てお り

(289)、 慢性腸炎 モデル で あるHLA-B27 transgenicラ ッ トではIL-11を 投与す

る こ とで収縮力の減弱が改善す る(64)。 またTNF-α を結腸 平滑筋細胞 に処置

す るとIL-11が 誘導 され ることや(254)、IL-11を 皮 下注射す る と十二指腸 での

motilin産 生や、十二指腸お よび結腸平滑筋層 にお けるsubstance Pの 上昇が確認

され る(40)こ とか ら、IL-11は 抗炎症作用 だけでな く平滑筋収縮 に対 して直接

的に収縮 を改善す る効果 があるか も しれ ない。

IL-17:IL-17は 活性化T細 胞 か ら産生 され る炎症性サイ トカイ ンであ り喘息

や 関節 炎 な ど様 々な炎症性疾患 で発現 の上昇 が確認 され ている(182)。 消化管

におい て も腸炎モ デル動物(205)やIBD患 者(59)、 ピロ リ菌感染性の 胃炎 患
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者(153)で 発現 の上昇が知 られて いる。IL-17は 炎症性 サイ トカイ ンとして一

般 的に炎 症 を増 悪す る因子 として考 え られ 、実際IL-17KOマ ウスが コラー ゲン

誘発性 の関節炎 に抵抗性 であるこ とが報告 され ている(189)。 しか しなが ら腸

炎 モ デル に対 して 中和抗 体 を処置 す る と逆 に腸炎 が悪化 す るこ とが報 告 され

(205)、 消化管炎症 にお いてはIL-17抗 体療 法が効果的で ない こ とが示唆 され

た。今 後 はIL-17が 腸炎 を増悪 させ る機構 の解 明 と、IL-17自 体 を投与す ること

が治療方法 として有効 であるかを検討す ることに注 目が集 まるだ ろ う。

TGF-β:TGF-β は強 力な抗炎 症性 サイ トカイ ンであ りTNF-α によるNF-KB活

性 化 を阻害す るな どの作用 があ るが、CDやUCの 患者 ではTGF-β のシグナルを

阻害す る内因性の 因子 であ るsmad 7が 、P300に よってアセチル化 され るこ とで

安定化 し発 現量が増加 しているためにTGF-β シグナル が阻害 され るこ とで炎症

が増悪す ると考 えられてい る(172,173)。

そ の他:ま た これ らの他 に も腸 炎モデル にbFGF投 与 を行 うと腸炎 が抑制 され

る こと(165)、TNBS誘 発結腸炎 モデル にIL-4を 組 み込んだアデ ノウィルス を

腹腔 内投与す るこ とで炎症 の改善 が認 め られ る(84)な どが報告 されてい る。

さらにKOマ ウス を用 いた検討 では、MMP-9(Matrix Metalloproteinase 9)KOマ

ウス(28)、TLR9 KOマ ウス(204)で 腸炎 が軽減す る ことが報告 され ている。

TLR9は バ クテ リアDNAの 非 メチル化CpGモ チー フを認識す るが、結腸炎 を誘

発す る以前 にCpG-ODNを 投 与す る と炎症 を減 弱 させ 、結腸炎が成 立 したのちに

投 与す る と逆に炎症 が増悪す るこ とが報告 され てお り(202,203)、TLR9の 存在

が必ず腸炎の悪化 につ なが るわけではないよ うだ。

IBS発 症 の一 因 としての炎 症:近 年 患者数 の急増 が問題 となってい る疾 患 と し

て過敏 性腸症候群(IBS:Irritable Bowel Syndrome)が ある。 ス トレスによる消化

管運動機能 障害 が一 因 と考 え られ る本疾 患は、患者 のQOLを 著 しく下げ る。 こ

れ までIBSで は潰瘍 な どの炎症像 が認 め られないため、炎症 とは無 関係 の疾 患

で ある と考 え られ て きた。 しか しなが ら、最近感 染性 腸炎 な どに罹 患 した経験

の ある ヒ トがIBS(post-infectious IBS)に 罹 りやすいな どの関係 が明 らか とな っ

て きた(267)。 さらにマス ト細胞な どの免疫 系細胞 の増加や(12,29,287)、IBS
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患者 の組 織 にお け る炎症性 サイ トカイ ン産生の増加 や抗炎症性 サイ トカイ ン産

生の低 下な どが確認 され(68,201)、 またSNP解 析 に よ りTNF-α 産生 を増加 さ

せ るSNP(-308(G→A))(25,316)やIL-10産 生 を減少 させ るSNP(-1082(G→A)、

-819(C→T))(294)を 持つ割合がIBS患 者 で高い ことが観察 され る(61,299)

ことか らも、免疫 系の不全がIBSの 病態 に関与す るこ とが指摘 され てい る。一

方 でIBDとIBSの 違い も報告 されてい る。末梢や 中枢 の神 経系に対 して保護作

用 を持 つNGFは 肥満 細胞 の増加 を引 き起 こ し、母子離反 による幼児期 ス トレス

に起 因す る消化 管痛 覚過敏 に関与す る ことか ら(14,15)、IBSな どス トレスに

起 因す る消化 管痛 覚過敏 の一因で ある可能性が考 え られてお り、NGFを 抑制す

ることは治療の標 的 となる可能性 があ る。それ に対 して、NGFはIBDの 患者 で

も発現 が上昇 してい るが(43)、 腸炎 モデル動物 を用 いた検討 で抗NGF抗 体 は

腸 炎 を悪化 させ る(228)こ とか ら、IBSと は異な りNGFを 抑 制す ることはIBD

の治療 に有効 ではない よ うだ。本研 究で明 らか となった腸炎 時のCPI-17発 現量

低 下がpost-infectious IBSに 関与す るか否かは現在 の ところ全 く明 らかではない。

急性炎症モデル では7日 目にはCPI-17発 現量の差が有意 ではな くなったこ とは

これ を否定す る材 料 にな る と考 え られ る。 しか しその時点 で完全 に回復 した と

は言 えず 、また慢性炎症 モデルで もCPI-17発 現量が低 下 してい ることか ら、比

較的弱 い炎症 で もCPI-17発 現 に影響 を与 えるこ とが考 え られ る。 したがって、

現 時点 ではCPI-17発 現調節機構 の不全 がPost-infectious IBSの 一因 とな る可能性

は十分 にあ り、今 後の検討課題 とな り得 る と考 え られ る。

サイ トカイ ンを標 的 と した腸炎治療 の難 しさ:前 述の よ うに本研究 で明 らか

とな った消化管 にお けるIL-1の 抗炎症作用 と同様 、炎症性サイ トカイ ンと して

炎症 を増悪 させ ると考え られて いた因子(IL-1やIL-17)が 消化管で は必ず しも

その よ うな作用 を示 さず 、逆 に炎症 を抑制す る ことが ある。一方 でTNF-α やIL-6

は消化 管 で も他 の臓器 同様炎症 を促進す る。 この よ うな他臓器 との差 異が消化

管免疫研 究 を複雑化 し、腸炎 に対す る抜本的 な治療 法の開発 を遅れ させ る原 因

となって い る と考 え られ る。 消化管免疫 にお いては従来 の常識 に と らわれずに

研究 に あた る必要 があ るだ ろ う。 また現段 階では免 疫抑制剤や抗 体な どサイ ト
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カイ ンの発 現 を制御 す る治療 法のみが用 い られ てい るが、サイ トカイ ンは様 々

な細胞 、様 々な組 織 で産生 され るた めター ゲ ッ トとな る臓 器 を絞 り込 む(例 え

ば消化 管の炎症 のみ を治療す る)こ とが非 常に難 しく、 また前述 の よ うに臓器

によって機 能 が異 な るため、特 に長期的 に使 用す る と副作用の発現 が懸念 させ

る。本研 究で腸炎 時の運動機能 障害の一因 と考 え られ たCPI-17は 比較的平滑筋

細胞 に特異 的に発 現 し平 滑筋収縮 を制御す る細胞 内シグナル伝達 因子で あるた

め、腸 炎時 の消化 管運動機能 障害 とい う病態 によ り特異 的な治療 法の標 的 とな

りうる と考 えられ る。今後 はCPI-17発 現の制御機 構 を解 明す ることが重要 とな

る。

4-7組 織培養 法 の有用性

生体(個 体)に お け る反応 を検討 す る ことに重点 を置 くか、それ ともよ り条

件 を単純 に して各 因子の効果 ・影 響 を明確 にす ることに重点 を置 くか、は生物

学 の研 究にお ける大いな る問題 で ある。 この問題 は二者 択一的 であ り、実験方

法を選択す る上 で常に付 きま と う。 条件 を単純化 で きる実験系 としては、単離

した均 質な細胞集団 の培養系やcell fbeeの 系があ る。しか しなが ら細胞培養 系で

は、細胞 が株 化細胞 で あるか初 代培養 細胞 であ るか、 また細胞 間基質 の使用 の

有無 、培養 液の種類 、 あるいは共培養 な どの方 法 を採用す るか ど うかな どに よ

り関係す る因子 ・要因 は激 しく増減す る。平 滑筋細胞 は細胞培養 系に移行 させ

る と、おそ らく細胞 外マ トリックスの欠如 を一因 として内在性 のタ ンパ ク質発

現が大 きく変化す るな ど収縮能 を保 ちに くい性質があ る(26,142,150)。 消化管

平滑筋細胞 では単離培養 系では初 代培養 ではM3受 容体の発現が確認 できるが、

1代 継 代 しただ けでその発現が認 め られ な くな る(257)こ とか らも、細胞培養

系 が収縮研 究 に不 向 きであ るこ とは明 らかで ある。 コラー ゲ ンゲル ファイバー

な どで この短所 を補 お うとす る試み が行 われ てい るが、収縮 関連 の タンパ ク質

発現 な どを完全 に維持す るまで には至 っていない(207,320)。

本研 究 で私 が利用 した組織培養法 は 、組織形態 を維持 した生体 内に近 い状態
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で人 工的 な操作 を行 うことが可能 であ る。 また検討 しよ うとす る因子以外の培

養条件 を均質 にす る ことや 同一個体 の器 官か ら複数の組織片 を作 製 して使 用す

る ことによ り、動物個体 を用いた 実験 よ りも再現性 の高 い結果 が得 られ る有用

な実験 法 であ る と考 え られ る。 さらにその特徴 として、組織 の血流が遮断 され

ることに よって、好 中球やB細 胞 、T細 胞 な どの遊走性 の血球細胞 の関与 を除

外す るこ とがで きる。 この こ とは特に本研 究 のよ うな炎症 時の組織病態 を研究

す る上です ぐれ た実験系で ある と考 え られ た。特 に今 回IL-1βの平滑筋細胞増殖

に対す る作用の検討 において、培養細胞系やin vivoの 動物モデルでの実験系 で

は明 らかにす るこ とので きなかった現象 を証明 した とい う点か らも、組織培養

法 の可能性 を広げ る研究 となった と考 える。

4-8腸 炎 にお け る種差 、部位 差

種差 ・系統差 の問題:我 々が病 態研 究を行 ってい く上 では、個 体差 とともに

種 差や 系統差 を十 分 に考慮す る必要が あるだろ う。 実際様 々な腸炎 モデルにお

いて系統 の違 いに よる炎症反応 の差異が報告 されてい る。Melgarら はDSS誘 発

結腸炎モデル を用 いてBalb/cとC57BL/6マ ウスの腸炎病態 の比較 を行 い、Balb/c

マ ウスではDSS投 与に よる急性腸炎のの ち、投与 を終了す る と速や かに炎症が

治 ま るの に対 し、C57BL/6マ ウスでは炎 症性 サイ トカイ ンの持続 的な発現上昇

な ど程度 の よ り重 い慢性腸 炎が 引 き起 こされ る ことを報 告 してい る(166)。 こ

の検討 で用 い られたDSSの 濃 度が、Balb/cで5%で あ るのに対 してC57BL/6で

は3%で ある ことか らも、C57BL/6系 統 のマ ウスはDSS誘 発腸炎 に対す る感受性

が高い と考 え られ る。本研究 ではTNF-αKOお よびIL-1α/βKOマ ウスはC57BL/6

をバ ック グラン ドとす る系統 を、IL-10 KOマ ウスはBalb/cを バ ックグラン ドと

す る系統 を用いた。IL-10 KOマ ウスで は一般 にはC57BL/6を バ ックグラン ドと

した系統 が よ り頻 繁 に使 用 され てい るが、Bergら は様 々なバ ックグラ ウン ドの

IL-10 KOマ ウスの病態 を比較 し、Balb/cや129 SvEvマ ウスをバ ックグラウン ド

とした系統 ではC57BL/6を バ ックグラ ウン ドとした系統 よ りも病態の発症率が
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高 く、 炎 症 の 程 度 も よ り重 い こ とを報 告 して い る(114)。 さ らにBeckwithら は

炎 症 の 重 篤 なC3H/HeJBirと 炎 症 の軽 度 なC57BL/6を バ ック グ ラ ウン ドとす る

IL-10 KOマ ウ ス を 比 較 し て 、 こ の 炎 症 の 程 度 の 差 がcdcs-1(cytokine

deficiency-induced colitis susceptibility 1)alleleの 特 にnfkblを 含 む 領 域 の 差異 が

関 与 す る こ とを 明 らか と した(16)。 以 上 の こ とか ら も、マ ウスの 系 統 お よび 炎

症 を誘 起 す る方 法 の組 み 合 わ せ は腸 炎研 究 にお い て非 常 に重 要 で あ る と考 え る。

私 は 予 備 的 実 験 と して 、様 々 な慢 性 腸 炎 モ デ ル にお け るCPI-17発 現 量 の 変化 を

検 討 した。そ の 中でCD4+/CD45RB high T細 胞 移 植 に よ る慢 性 結 腸 炎 モ デ ル マ ウス 、

SAMPI/Yit自 然 発 症 慢 性 回 腸 炎 モ デ ル マ ウス お よびC57BL/6を バ ック グ ラ ン ド

と したIL-10 KO慢 性 結 腸 炎 自然 発 症 モ デル マ ウス で はCPI-17発 現 量 の 低 下 が認

め られ なか った 。 これ らのマ ウス とCPI-17発 現 量 の 低 下 が観 察 され たBalb/cを

バ ック グ ラ ン ドと したIL-10 KOマ ウス で は 明 らか な腸 炎 の重 症 度 の 差 が 見 られ

た。TNBS誘 発 回 腸 炎 モ デ ル にお い て 、炎 症 反 応 の減 弱す る7日 目以 降 はCPI-17

発 現 量 が 回復 す る こ とか らも、CPI-17発 現 量 の低 下 は あ る程 度 炎 症 反 応 の 強 い

部位 お よび 時 期 に の み み られ る現 象 な の か も しれ な い。

部 位 差 の 問 題:こ れ ま で考 察 して き た とお り、 消 化 管 の炎 症 お よび 運 動機 能

障 害 にお け る反応 性 に は部 位 に よ る差 が 存在 す る。今 回IL-1β の 消化 管 収 縮 に対

す る短 期 的 な作 用 と して結 腸 にお け るcarbachol収 縮 の増 加 が観 察 され た。 一 方

で 回 腸 で は 収 縮 力 の 変 化 は観 察 され な か っ た。 興 味 深 い こ とに 、 ラ ッ ト消化 管

のLPSに よ る運 動機 能 障 害 の 反 応 性 につ い て は 回腸 が 最 も高 い よ うだ(311)。

ま た腸 管 吻 合 術 の 際 に は炎 症 に よ る運 動 機 能 障 害 が 観 察 され るが 、 小 腸 と大腸

とで は そ の症 状 が か な り異 な る こ とが知 られ て い る(285)。 腸 炎 疾 患 で は炎 症

部 のみ な らず そ の 周 辺 の非 炎 症 部 にお い て も しば しば運 動 機 能 障 害 が 認 め られ

る。術 後 イ レウス はmanipulationを 行 っ た部位 の み に起 こ るわ け で は な く、他 の

消 化 管 組 織 に も影 響 を与 え る。例 えば 空 腸 に の みmanipulationを 施 して も、胃や

結 腸 に も炎 症 像 や 運 動 機 能 障 害 が 認 め られ る(247)℃TNBS誘 発 結 腸 炎 お よび

Trichinella spiralis感 染性 結 腸 炎 モデ ル で は炎 症 部 の遠 位 結 腸 の み な らず 、非 炎 症

部 の 回腸 な どで もnorepinephline放 出の 不 全 が観 察 され る(103)。 消化 管 にお け
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る非炎症 部へ の運動機 能障害の波及 とい う現象 は腸炎 にお いて共通 の現象 なの

か も しれ ない。 なぜ非炎症 部 に飛び火す るかにつ いては 明 らか とな っていない

が 、腸 内フ ロー ラの乱れな どが関与す る可能性 が考 え られ る。さらにmanipulation

による ラ ッ ト結 腸炎モデルでは炎症 部であ る結腸 の 自発性収縮 の低下 にはiNos

が 関与 し、非炎 症部の回腸 のそれ にはiNOSとCOX-2が 関与す る(293)こ とが

報告 され てお り、炎症部 と非炎症部 ではそのメカニ ズムは異 な るのか も しれな

い。 最近 消化管収縮の メカニズ ム 自体 が消化管 の部位 に よって異な るこ とが明

らか とな って きた。前述の よ うに結腸 と回腸 ではL-type Ca2+ channelの 収縮 に対

す る収縮 の重要性 が異な る(309)。 またTakeuchiら の グループは近位結腸 と遠

位結腸 を比較 し、近位結腸 においてはcarbachol刺 激 によるCa2+感 受性増加 に主

にRho/ROCKs系 が 関与す るの に対 して、遠位結腸 ではPKCとRhoが 同等 に関

与す る ことを報告 してい る(274)。 消化 管の運動機能 障害 を考 え る際には、 こ

の よ うな腸管部位 によ る収縮 メカニズムの違 い も考慮す る必要が あるだ ろ う。

4-9腸 炎時 の消化管 運動機 能障害 にお け るIL-1β の役割

前述の よ うに本研究 に よ り腸炎 時の消化管運動機能 障害 にお いてIL-1βは、(1)

TNF-α を介 してCPI-17発 現量 を抑制す ることで平滑筋細胞 の収縮機能 を低下 さ

せ る、(2)平 滑筋細胞 に直接的 な作用 としてその増殖 を促進す るが、組織 レベル

で は総体 的には常在型 マ クロファー ジか らのPGE2お よびNO産 生を誘導す るこ

とで平滑筋細胞 の増殖 を抑 制す る、 とい う複雑 な作用 メカニズム を持つ こ とが

明 らか となった(図46)。IL-1α/βKOマ ウスでは腸炎 による死亡率 が低 下す る こ

とか ら考 えて も、IL-1βが腸炎疾患 にお いて生体 にとって保護 的に働 いてい るこ

とは確 かで あろ う。 しか しin vivoの 結果 は粘膜層 も含 めた腸 管全 体の炎症 の結

果 で あ り、平滑筋層 とい う限 られ た部位 の現象 をそ のまま反 映 して い るとはい

えないか も しれ ない。平滑筋組織培養法 の結果 はIL-1β も、TNF-α を介 してでは

あ るが 、消化管収縮 を抑制す るこ とを明 らか とした。 この こ とは運動機能障害

が病態 を悪化 させ る原因で あ り、IL-1βは腸炎疾患 において保護 的な作用を示す
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とす る仮説 と矛 盾す る。 組織培養法 にお いては浸潤 して くる免疫 系の細胞が存

在せず 、またIL-1β は直接的 に収縮力の低 下 を引 き起 こす ことはできないこ とか

ら、常在型 マ ク ロフ ァー ジでPGE2やNOを 誘 導 した よ うに、IL-1βが浸潤細胞 に

作用 して なん らかの因子 を誘 導す ることで、間接 的 に収縮 力の低 下 を抑 える機

構 が存在す るの か も しれ ないが 、現 時点 で これ に対す る明確 な答 えを示す こと

は難 しい。

また腸炎 時に消化管運動機 能の不 全が起 きるこ と自体 が、生体 に とって必ず

負 の効果 を もた らす とは考 えに くい。 一時的な消化管運動機 能低下や充進 は、

腸 内容 が他所 に拡散す るこ とを防 ぐこ とや、逆 に速や かな排 泄 を推 し進 める こ

とで、生体 に とって有 益 な効果 を もた らす と考 え られ る。 この よ うな観点 か ら

IL-1βが短期的 には結腸 の収縮 を増 強 したこ とは、生体保護 的な作用で あると言

えるだ ろ う。 一方 で持続的 な運動機 能障害 が生体 に悪影 響 を及 ぼす ことは間違

い ない。IL-1βに よる消化 管平滑筋細胞増殖抑制作用 は、 この持続的 な機 能障害

を防 ぐ効果 がある と考え られ 、腸 炎時のIL-1β の保護的 な作用 の一端 を担 ってい

る と考 える。

生物現 象 は複雑 であ る。特 に疾 患 にお いてはその ステー ジに よ り個 々の因子

の役割 も大 き く変化 してい く。 本研究 が消化 管運動機能 障害の メカニズム解 明

の一助 とな ることを期待す る。
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一助教授 に厚 く御 礼 申 し上げます。 また、IL-1α/βKOマ ウスを御提供頂 いた東

京大学 医科学研 究所の岩倉洋一郎教授、TNF-αKOマ ウスを御提 供頂いた独立行

政法人動物衛生研 究所 の百渓英一チーム長 、IL-10KOマ ウスを御提供頂いた味

の素株 式会社 の橋本 雅棋 博士に心 よ り感謝致 します。公私共 に支 えて下 さった

獣 医薬 理学教室 の室員の皆様、特 に御忙 しい中、本研究の校正 を引 き受 けて下

さった 岡田宗善氏、梶 田昌裕氏 に感謝 の意を表 します。本研究 は多 くの動物達

の犠牲 の上 に成 り立 っています。 その霊が慰 め られ るよ う心 よ りお祈 り申 し上

げ ます。最 後に 日頃か ら私を支 えて下 さる両親 お よび妻 の三紗子 に感謝致 しま

す。
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