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研究成果の概要（和文）：クローン病（CD）腸管線維化において、Heat shock protein（HSP）47に着目し、そ
のメカニズムについて検討を行った。結果、ヒト腸管筋線維芽細胞株（CCD-18Co）では以前報告したIL-17A以外
にIL-1βによるHSP47の発現亢進を認めた。IL-1β発現誘導にはインフラマゾームが関与しているとされ、実際
にMediterranean fever（MEFV）遺伝子変異を有するCD患者の末梢血単核細胞の検討ではインフラマゾームの活
性化及びIL-1βの誘導が確認された。この事からCDの腸管の複数のサイトカイン環境がHSP47を介した腸管線維
化に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on heat shock protein (HSP) 47 in intestinal fibrosis in Crohn's 
disease, and examined its mechanism with human samples. As a result, IL-1β enhanced HSP47 
expression in the human intestinal myofibroblast cell line (CCD-18Co) in addition to IL-17A. It is 
believed that IL-1β expression was induced via inflammasome which was multimeric protein complex. 
In this study, in the examination of peripheral blood mononuclear cells of CD patients with the 
Mediterranean fever（MEFV) gene mutation, we confirmed inflammasome activation and induction of IL-1
β. This result suggested that multiple cytokine environments such as IL-1β and IL-17A in the 
intestinal tract of CD patients might be involved in HSP47-mediated intestinal fibrosis.

研究分野：消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン病（CD）腸管炎症では、免疫学的な観点から多くの研究が行われ、各種薬剤も登場している。その一方
で、患者QOLに影響する腸管線維化の機序解明は未だ十分ではなく、治療薬も存在しない。この為、腸管線維化
メカニズムの解析は将来的な治療の可能性を有している。今までのところ線維化疾患に関与するとされている
HSP47はCD腸管線維化に関与し、その発現にはIL-17A以外にもIL-1βといった炎症性サイトカインも関与してい
る可能性があり、それら制御に基づく治療の可能性も示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
クローン病（CD）は腸管特異的に炎症が生じ、生涯治療の継続が必要な難治性疾患であ
る。その原因については未だ解明されておらず、その根本的治療は確立されてはいない。
CDは 10 年間で 70.8%の患者が手術が必要になるとされ、その半数以上の症例が腸管線維化
に伴う狭窄が原因とされている。これにより、CD 患者は外科的腸管切除を余儀なくされ、
患者 QOL を著しく損なっている。従って、CDにおける腸管線維化の機序解明は新規抗線維
化治療の開発における重要な課題となっている。 
    現在まで腸管線維化に関わるサイトカインとして TGF-β1が注目され、同サイトカインに
よる腸管局所制御が線維化抑制につながるとされてきた。しかしながら、TGF-β1 は強い抗
炎症作用を有し、加えて上皮細胞の再構成にも関与する事から、腸管炎症の抑制ならびに上
皮再生には必須の分子である。これらの点を踏まえ、CD における腸管抗線維化治療には TGF-
β1以外の分子の制御が重要であると考えてきた。HSP47 は小胞体に局在するストレス蛋白質
であり、各種コラーゲンに対する基質特異性を有し、その発現は常にコラーゲン産生細胞に
認められ、コラーゲンの発現と共役している。HSP47 をノックアウトしたマウスでは、コラ
ーゲン線維がほぼ消失し、基底膜は分断される。近年、コラーゲンの蓄積を特徴とする各種
線維化疾患では HSP47 が極めて強く誘導される事やマウスを用いた検討では HSP47 の制御に
よって線維化が抑制されるとの報告が多数なされている。従って、腸管における HSP47 の発
現制御は、腸管線維化治療における極めて重要な治療戦略の１つであると考えられる。 
 
２．研究の目的 
コラーゲン産生に必須の分子である heat shock protein（HSP）47 に着目し、①腸管局所
の HSP47 発現機構の解明、及び②HSP47siRNA 局所制御による腸管抗線維化療法の開発を目
指す。これにより、炎症性腸疾患（IBD）患者、特に CD 患者における腸管線維化の機序の解
明及び新たな抗線維化治療法の開発に貢献する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス及びヒト線維芽細胞における HSP47 の関与の検討： 
  マウス線維芽細胞株（NIH3T3）及びヒト筋線維芽細胞株（CCD-18Co）に炎症性サイト 
カイン（TNF-α、IL-1β、IL-17A）刺激を行い HSP47 の発現を遺伝子(real-time PCR 法)及 
び蛋白（western blotting 法）にて確認した。さらに HSP47shRNA を作成し、その効果も検 
討した。 
（２）IＬ-1βと CDとの関連についての検討： 
  IL-1β発現にインフラマゾームと呼ばれる蛋白複合体が関与しているとされている事から
CD 患者より peripheral-blood mononuclear cell（PBMC）を単理・培養し、ATP/LPS 刺激に
てインフラマゾームの活性化及び IL-1βの発現が亢進されるかを蛋白（western blotting
法及び ELISA 法）にて確認した。 
（３）CD 患者と Mediterranean fever（MEFV）遺伝子変異との関連の検討： 
  患者末梢血リンパ球より DNA を抽出し、次世代シーケンサーにて MEFV 遺伝子変異の有無に
ついて解析し、背景因子との関連や健常人との変異割合を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス及びヒト線維芽細胞における HSP47 の関与の検討： 
  マウス線維芽細胞株（NIH3T3）及びヒト筋線維芽細胞株（CCD-18Co）に炎症性サイトカイ
ン（TNF-α、IL-1β、IL-17A）による刺激を行ったところ、既に報告している IL-17A 以外に
IL-1β刺激にて HSP47 及びコラーゲンの発現亢進を遺伝子（mRNA）、蛋白にて確認した。また、
IL-1β刺激では TNF-αや IL-17A との共刺激にて HSP47 及びコラーゲンの発現がより増強さ
れた。さらにHSP47の制御に関してはHSP47shRNAを作成し、それぞれの細胞株においてHSP47
をノックダウンする事でコラーゲンの発現が抑制される事が蛋白にて確認された。 
（２）Il-1βと CD との関連についての検討： 
CD 患者の PBMC の検討ではインフラマゾームの活性化及び IL-1βの誘導が確認された。 

（３）CD 患者と MEFV 遺伝子変異との関連の検討： 
  MEFV 遺伝子の変異の割合はＣＤ患者と健常人に有意な差は認めなかった。しかしながら、
CD 患者間で変異の有する群及び変異のない群との比較検討では CD 腸管狭窄症例において同
遺伝子の変異を有する症例が有意に多かった。同変異を有する CD患者と変異のない CD患者
の血清中 IL-1β濃度を計測し、変異を有する症例では有意に Il-1βの発現上昇を認めた。 
  CD では IL-17A 及び TNF-αが病態形成に重要とされており、CD 腸管狭窄症例ではこのイン
フラマゾームを介した IL-1βが、他の炎症性サイトカインと合わせて HSP47 発現に寄与し、
CD 腸管線維化を伴う腸管狭窄形成に関与している可能性が示唆された。また、今後の IL-1
βを介した経路及び HSP47 そのものの制御による CD腸管線維化治療の可能性が示唆された。 
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