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別紙様式3

論　文　内　容　要　旨

（ふ　り　が　な）

氏　　　名
こぼり　あやこ

児堀　綾子

学位論文題目

Interleukin－33expressionis specificallyenhancedininflamedⅢuCOSa

Of ulcerative colitis

（Interleukin－33は潰瘍性大腸炎患者の炎症腸粘膜において特異的な発現克

進が認められる）

く目的）

Interleukin・33（IL－33）は2005年にST2のリガンドとして同定されたIL・1fhmilycytokineである。

IL・33結合分子であるST2とシグナル伝達に関与するILlreceptoraccessoryprotein（IL・1RAcP）のヘ

テロダイマーをレセプターとし．nuclear fhctorPF）一fCBやmitogen－aCtivated protein

kina層eS即APKs）の括性化を介して様々な遺伝子発現を誘導することが報告されている。IL33は他の

主なIL－lfhmilycytokineとは異なり好酸球の浸潤やIgE抗体分泌などのTh2型免疫応答に関与する

ことが示され、様々な疾患の発症や病態形成に関係することが示唆されており、近年腸管における

IL－33の働きに関する報告も散見される。今回我々は、炎症性腸疾患におけるIL・33の発現を検討し、

IL33発現の誘導メカニズムについてinvi仕0で検討した。

く方法〉

2009年6月から同年8月に当施設で下部消化管内視鏡検査／シングルバルーン小腸内視鏡検査を施

行した潰瘍性大腸炎25例（括動期13例、非活動期12例）、クローン病35例（活動期18例、非括動期

17例）、感染性腸炎／虚血性腸炎8例および健常10例を対象とし、内視鏡下生検にて採取した組織の

IL－33mRNA発現をRT－PCR法およびreal－timePCR法にて比較検討した。

また、炎症腸粘膜におけるIL－33発現の局在を検討するため、2006年3月から2008年5月に当施

設で手術を施行した槙癌性大腸炎5例、クローン病5例、大腸癌症例の正常粘膜部5例を対象とし、

手術にて摘出しホルマリン・パラフィン固定された組織を用いてI工一・33抗体および解凍雛芽細胞のマー

カーであるαSMA抗体にて蛍光二重染色を行った。

更に、分離したヒト大腸筋碗維芽細胞をIL－1β、IL－4、IL・6、IL・10、IL・17、IFN－γ、TNF－a、TGF－

β、LPSでそれぞれ刺激し、誘導されるIL－33mRNA発現をreal－timePCR法で解析した。

IL－33mRNA発現誘導における細胞内シグナル伝達経路を調べるためp42144MAPK阻害剤

（PI）98059，UO126）、P38MAPK阻害剤（SB203580）、PI3K阻害剤（I∬294002）の効果を検討した。ま

たIL・33誘導に関連する核転写園子を検討するため、アデノウイルス仏d－IJCBα△N，DN・CJUN）にて

NF－rCBおよびAP・1をノックダウンLIL－33mRNA発現を解析した。ヒト大腸肪線維芽細胞におけ

るIL・1βlTNF－αにより誘導されるIL・33分泌機構の検討のため、CaSPaSe－1siRNAおよびcaspase・1

阻害剤（mD）を大腸節線維芽細胞に導入しEuSA法にて解析した。

（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字

程度でタイプ等で印字すること。

2．※印の欄には記入しないこと。



（続　紙）

く結果）

炎症性腸疾患患者より内祝鏡下生検にて採取した馴酎こおけるIL－33mRNA発現の解析では、括動

期潰瘍性大腸炎患者の粘膜においてIL－33mRNAの著明な発現増強を認めた。この発現増強は括動期

演癌性大腸炎で特異的であり、非活動期潰瘍性大腸炎や活動期！非括勤期クローン病、およびその他の

腸炎患者の粘膜では認めなかった。

手術標本を用いた蛍光二重染色では、括動期墳瘍性大腸炎の大腸上皮下でαSMA陽性細胞と一致し

てIL－33陽性細胞が検出された。クローン病および正常粘膜標本ではIL－33の発現を認めなかった。

分離したヒト大腸筋線誰芽細胞を各種サイトカインで刺激すると、IL－1β、TNF－αの刺激により

IL－33発現が強く誘導された。この反応はWesternblot怯、ELISA法による蛋白レベルでの墳討にお

いても同様の結果が得られた。IL・1β什NP－αによるこの効果はそれぞれ刺激時間および刺激漉度に依

存的に認められた。しかし、大腸上皮細胞モデルである大腸癌細胞株HT－29細胞、Caco・2細胞を用い

た検討では、いずれの細胞株においてもサイトカイン刺激による発現増弓削ま認めなかった。

Il一一33mRNA発現誘導におけるMAPキナーゼの役割の検討では、IL・1β作NF．α刺激において

P42144MAPK阻害剤にてIL・33mRNA発現誘導が抑制された。IL・33誘導に関連する核転写園子を

検討では、NF－FCB、AP－1のいずれをノックダウンしてもIL・33mRNA誘導が抑制された。CaSpaSe－l

SiRNAおよびcaspase・1阻害剤（YVAD）導入による検討でもIl一・33発現は抑制された。

く考察〉

今回の我々の検討において、腸粘膜におけるIL－33発現は活動期潰瘍性大腸炎患者で特異的な増強

を認めており、非括勒邦潰瘍性大腸炎や括軌邦俳活動期クローン病および炎症性腸疾患以外の腸炎患

者では増強していないことを示した。この結果より、腸粘膜でのIL－33発現レベルが潰瘍性大腸炎の

新たなバイオマーカーとして括用できる可能性が示唆された。蛍光二重染色法の結果より大腸筋線紐

芽細胞が墳癌性大腸炎患者の腸粘膜におけるIL－33発現起源細胞となっていることが示唆された。更

に大腸上皮細胞モデル（HT・29細胞、Caco・2細胞）を用いた検討にてIL・33mRNA発現がサイトカイン

刺激に対する反応を示さないことより、腸粘膜におけるI工一一33発現細胞が大腸上皮である可能性は否

定的と考えられた。

Invitroでは、IL・1β、TN甘－αの刺激にてヒト大腸筋裸維芽細胞からのIL・33発現が誘導された。

このサイトカイン誘導性IL－33発現は、地建KSおよびNf■一括B、AP・1の活性化を介しているものと

考えられた。また、IL－33分泌機構においてcaspase－1の関与が示唆された。

潰瘍性大腸炎の病態におけるIL－33の役割は未だ解明されていない点が多く、今後更なる検討を行

うことが同疾患の検査および治療の発展につながるものと考える。

く結論）

括動期潰瘍性大腸炎病変組織の大腸粘膜下筋腺雛芽細胞において特異的な工L33発現が認められた。

活動期／非活動期クローン病や感染性腸炎においては発現を認めなかった。また、大腸筋線組芽細胞

におけるILlβ、TNF－αによるIL－33発現誘導を確認した。



別紙様式8（課程・論文博士共用）

学位論文審査の結果の要旨

整理番号 640 児堀　綾子

論文審査委員

（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）

難治性の持続性慢性炎症を引き起こす炎症性腸疾患として位置づけられる潰瘍性大腸炎及び
クローン病は厚生労働省特定難治性疾患に指定され病態の解明が進められている。しかし、そ
の病態は依然不明な点が多い。

2005年にST2のリガンドとして報告された新規IL－l familY CytOkineであるIL－33は、強力
なTh2サイトカイン誘導能を持ちTh2型免疫応答において重要な役割を果たすと考えられ、関
節リウマチや気管支喘息など様々な疾患との関連が研究されている。腸管においても杯細胞増
加やムチン産生瓦進作用などが報告されている。

今回、炎症性腸疾患病変腸粘膜組織におけるIL－33発現の評価、およびlL－33発現誘導メカニ
ズムについて検討を行い、以下の点を明らかにした。

1）活動期潰瘍性大腸炎病変組織の筋線維芽細胞において特異的なHr33発現克進を認めた。
非活動期潰瘍性大腸炎、活動期／非活動期クローン病、感染性腸炎の病変組織では発現を認
・めなかっ・た。L．
2）大腸筋線維芽細胞をlL－1β、TNF－αで刺激するとIL－33発現が誘導された。大腸上皮細胞
では発現誘導を認めなかった。
3）lL－33発現誘導にはMAPキナーゼの活性化および核内転写因子であるNF－FCB、AP－1の活性
・化が関与しており、またIL－33分泌機構におけるcaspase－1の関与が示唆された。

本論文は、炎症性腸疾患病変粘膜におけるIL－33発現について新しい知見を与えたものであ
り、最終試験として論文内容に関連した試問を受け、博士（医学）の学位論文に値するものと認

められた。

（総字数　585宇）

（平成23年1月24日）


