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論 文 内 容 要 旨

X整理番号 879 (つふりがな）
氏 名 杉 谷 義 彦

学位論文題目

Sodium absorption stimulator prostasin (PRSS8) has an anti-inflammatory 
effect via downregulation of TLR4 signaling in inflammatory bowel disease 
in inflammatory bowel disease.(炎症性腸疾患患者におけるT L R 4シグナル抑 

制を介したN a吸収を刺激するプロスタシン(PRSS8)の抗炎症作用の解析）

【目的】

潰瘍性大腸炎とクローン病に代表される炎症性腸疾患は、再燃と寛解を繰り返す慢性炎症性疾

患である。炎症性腸疾患の病態については、遺伝的素因や食事などの環境素因が関与すると考え

られており、腸内細菌叢や消化管の過剰な免疫応答が発症の要因と考えられている。プロスタシ 

ン(PRSS8)は、1 9 9 4年に米国のJulie C h a oらのグループがヒト精液より精製した分子量40kD aの 

トリプシン様酵素活性をもつセリンプロテアーゼであり、皮膚、膀胱、および肝臓などで抗炎症

作用があることが報告されている。大腸においてPR SS8は、上皮N aチャネルの活性化に関与す 

ると報告されている。K eppnerらの報告では、PRSS8変異ラットを用いた検討では、デキストラン 

硫酸ナトリウム(DSS)腸炎が、対照群と比較してPR SS8変異マウスで腸炎の増悪を認めた。しか 

しながら、大腸上皮N a チャネルの活性化については、PR SS8変異群と対照群で有意差は認めら

れず、その機序は不明であった。そこで、我々は、実験腸炎モデルを用いて、腸炎に対するPRSS8 

の効果とその機序を解析し、炎症性腸疾患の病態におけるPR SS8の関与について検胃寸することを 

目的とした。

【方法】

健常人と炎症性腸疾患患者の大腸粘膜におけるPRSS8 m R N Aの発現を real-time P C R法で検討

した。次に大腸組織におけるPR SS8の発現を免疫組織化学染色法を用いて検討した。腸炎におけ

る PR SS8の機能を解析するため、 別 マ ウ ス と W//f«-Creマウスを交配させ腸管上皮特異 

的 PR SS8欠損マウス(P兄S別^ 9 を作製し、D S Sを用いて腸炎を誘導した。腸炎の重症度を体重 

変化、腸管長、組織学的所見を用いて評価した。ヒト大腸上皮細胞株HT-29細胞を用いて、大腸

上皮細胞におけるPR SS8の機能を検討した。

【結果】

大腸粘膜におけるPRSSSinRNAの発現は、健常人と比較して活動期潰瘍性大腸炎および活動期

クローン病で有意な低下が認められた。免疫組織化学染色法を用いた検討では、健常人では、 

PR SS8の発現は大腸上皮細胞のapical側に強く認められた。さらに、活動期潰瘍性大腸炎及び活 

動期クローン病患者では、健常人と比較して大腸上皮細胞のおけるPR SS8の発現の低下が認めら 

れた。D SS腸炎の重症度の比較では、体重減少率、Disease activity index、および腸管重量/腸管長
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比は、コントロールマウスと比較して、 マウスでは有意に高い結果であった。また、組 

織学的所見とHistological scoreにおいても、PA5沿AIECマウスは、コントロールマウスと比較して、

腸炎の増悪が認められた。P兄S糊AIECマウスの腸炎増悪の機序を解析するにあたり、Toll-like 

receptor(TLR)4が炎症性腸疾患とDSS腸炎と深く関連していること、肝臓においてPRSS8は、

Toll-likereceptor(TLR)4の発現を抑制し、.門脈から肝臓へ流入するlipopolysaccharide(LPS)や飽和脂 

肪酸などのリガンドによって惹起される過剰な炎症反応を予防している報告があることから、大 

腸上皮細胞におけるTLR4の発現を検討した。コントロールマウスと比較してP兄S* AIECマウスに 

おいて、大腸上皮細胞におけるTLR4の発現が増強していた。また、DSS腸炎においても、コン 

トロールマウスと比較して別AIECマウスでTLR4の発現上昇が認められた。TLR4-NF-kB経路 

の下流の細胞内シグナル分子であるphospho-IkBaの発現および核内転写因子であるNF-kBp65の 

核内移行をimmunoblot法を用いて検討したところ、いずれもPSS腸炎において、コントロール 

マウスと比較して、P7び AIECマウスでは、その発現上昇が認められた。炎症性サイトカイン(TNF- 

a、IL-1(3、IL-6)及びケモカイン(CXCL1)においても有意な発現上昇が認められた。HT-29細胞を 

用いて、TLR4とPRSS8についてmW加の検討を行った。immunoblot法では、PRSS8siRNA導入 

細胞では、controlsiRNA導入細胞と比較して、TLR4mRNAの発現は変わらなかったが、TLR4の 

蛋白発現上昇が認められた。また、PRSS8 siRNA導入細胞ではcontrol siRNA導入細胞と比較し 

て、LPS刺激によるphospho-IkBaおよび核内転写因子であるNF-kBp65の核内移行をimmunoblot 

法にて検討したところ、発現上昇が認められた。これを支持するように、炎症性サイトカイン(TNF- 

a、IL-ip、IL-6)及びケモカイン(CXCL1)においても有意な発現上昇が認められた。

【考察】

炎症性腸疾患患者の大腸粘膜でPRSS8の発現低下が認められた。腸内細菌、特にグラム陰性菌 

の細胞壁外膜の構成成分であるLPSを認識するTLR4は、TLR4-NF-KB経路において、大腸の炎 

症に深く関わっているが、今回の検討において、大腸上皮細胞のPRSS8発現の低下が、TLR4を 

介した局所的な抗炎症活性の低下と関連しており、炎症性腸疾患の病態への関与が考えられた。

【結論】

炎症性腸疾患患奢の大腸粘膜におけるPRSS8の発現低下が、TLR4経路を介した局所の炎症活 

性と関わっており、その病態への関与が示唆された。
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学位論文審査の結果の要旨

整理番号 8 7 9 氏 名 杉 谷 義 彦

論文審査委員

(学位論文審査の結果の要旨）※明朝体1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと

本論文では、潰瘍性大腸炎とクローン病に代表される炎症性腸疾患の病態への関与が報 

告されている上皮N aチャネルを活性化するプロスタシン（PRSS8)に着目し、炎症性腸疾 

患患者の大腸粘膜組織、腸管上皮特異的PRSS8欠損マウス、およびヒト大腸上皮細胞株を 

用いて、炎症性腸疾患の病態におけるPRSS8の関与について検討を行い、以下の点を明ら

かにした。

1) 活動期炎症性腸疾患患者では、大腸上皮細胞のPRSS8の発現の低下が認められた。

2) 腸管上皮特異的PRSS8欠損マウスでは、デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)腸炎の

増悪が認められた。

3) 腸管上皮特異的PRSS8欠損マウスの大腸上皮細胞では、腸炎誘発時および非誘発時 

ともにTLR4の発現が上昇し、その下流シグナルが活性化した。

4) PRSS8 siRNAを導入したヒト大腸上皮細胞株では、LPS刺激時および非刺激時ともに

TLR4の発現が上昇し、その下流シグナルが活性化した。

5) 腸管上皮特異的PRSS8欠損マウスを抗生剤処理すると、腸炎の重症度が対照マウス 

と同等となり、腸内細菌のL P SとTLR4の作用の重要性が示唆された。

本論文は、炎症性腸疾患の病態において、PRSS8の関与とその機序について新たな知見

を与えたものであり、また最終試験として論文内容に関連した試問を実施したところ合格

と判断されたので、博 士 （医学）の学位論文に値するものと認められた。

(総字数5 9 6 字）

(令和 2 年 1 月 2 9 日）


