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研究成果の概要（和文）：DSS急性腸炎モデルにおいてシクロスポリン投与による、ネクロプトーシス調節分子
の発現調節解析を行った。RIPK3, AMPK ,MLKL及びRIPK1の発現は、コントロール群とシクロスポリン投与群との
間に有意な発現の差は認めなかった。一方、ネクロプトーシスからの炎症誘導メディエーターであるHMGB-1の発
現は、腸上皮細胞分画においては、DSS投与０，１日目で、粘膜下組織の分画では、DSS投与2日目において、コ
ントロールに比べてシクロスポリン投与群で有意に抑制されていた。ネクロプトーシス調節因子であるRIPK3, 
AMPKを介さない、HMGB1発現抑制効果の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We assessed the expression of molecules which adjusted necroptosis by 
cyclosporine in DSS-induced colitis model.As for the expression of RIPK3, AMPK ,MLKL and RIPK1, 
there was no defferences it between the control group and the cyclosporine-treated group.Whereas the
 expression of HMGB-1, which was one of inflammatory mediators from necroptosis, was significantly 
inhibited by cyclosporine as compared with controls. 
 Our data suggested that cyclosporine inihibited the expression of HMGB1 independent of RIPK3, AMPK 
which were conventional reguratory molecules of necroptosis. 

研究分野： 炎症性腸疾患

キーワード： 腸上皮ネクロプトーシス　シクロスポリン

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シクロスポリンによるネクロプトーシス実行メディエーターであるHMGB-1の発現調節効果の存在が明らかになっ
た。従来のネクロプトーシス調節分子を介さない機序が存在する可能性があり、腸上皮ネクロプトーシスの新し
いメカニズムあるいはHMGB1の治療マーカーの可能性など、さらなる解析を進める意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎(UC)における治療成績は、Infliximab(IFX)に代表される抗 TNF-療法及びシク

ロスポリン、FK506 といった calcineurin 阻害剤、顆粒球除去療法(GCAP)などの登場により飛
躍的に向上した。シクロスポリンの持続静注療法はステロイド不応性重症潰瘍性大腸炎に対し
て大腸全摘術を回避し、内科的緩解導入を可能にする有効な治療法であることが多くの報告に
より確立されつつある。その効果は投与後 3－4 日前後と比較的早期に出現すること、また内視
鏡検査所見上は深掘れ潰瘍を有する症例で有効であるなどの特徴がある（Lichtiger S, etc, N 
Engl J Med. 1994）。早い効果発現と高い治療奏功率は、シクロスポリンの治療効果が活性化Ｔ
細胞機能抑制効果のみならず腸管粘膜上皮細胞に対するバリア機能改善、粘膜修復効果の存在
を示唆する。シクロスポリンの治療効果発現機序が UC の免疫異常の是正に強く関わっている
可能性がある。従ってその作用機序解明により、UC そのものの病態の１つを明らかにできる可
能性がある。 
腸管粘膜上皮細胞のバリア機能という点で、UC 患者の活動期大腸粘膜において腸上皮細胞ア

ポトーシスの増加が報告されている（Straer J, et al, Gastroenterol. 1997）。また、腸上皮細胞
におけるアポトーシスの制御における STAT3 シグナルの関与が報告された（Xialoling J, et al, 
Gut, 2010）。さらに STAT3 は炎症性腸疾患(IBD)の全ゲノム相関解析で特定された感受性候補
遺伝子の１つでもあり、STAT3 シグナルによる腸上皮アポトーシス制御異常が、UC の病態に
密接に関与している可能性がある。 
研究代表者は、これまでに炎症疾患動物実験腸炎モデルであるデキストラン硫酸ナトリウム

(DSS)誘発大腸炎モデルにおいてシクロスポリンが腸管粘膜局所での TGF-シグナルの発現を
高めることにより腸上皮細胞アポトーシスを介した粘膜障害を抑制することを明らかにしてい
る(Biochem Biophys Res Commun 2007;359)。シクロスポリンが腸管粘膜局所での TGF-シグ
ナルを介し cFLIP の発現を高めることにより腸上皮細胞アポトーシスと次いで起こる粘膜障害
を抑制することを明らかにした(Am J Physiol, 2009;297)。さらに、cFLIP はアポトーシスと
同様にネクロプトーシスの制御においてもキーとなる分子である。腸上皮細胞機能の破綻にお
いて、アポトーシスと並んでネクロプトーシスによる腸上皮細胞死からくる炎症の誘導が IBD
患者の腸管粘膜障害に関与している可能性と、その経路での cFLIP による抑制効果を考え本研
究の立案に至った。こういった解析結果をもとに今回の研究を進めた。 

 
２．研究の目的 
これまでの研究を発展させ、シクロスポリンによる腸上皮細胞ネクロプトーシス制御を介し

た効果の機序を明らかにすることを目的とした。シクロスポリンによる Smad/STAT3 シグナル
調節による cFLIP を介した腸上皮細胞ネクロプトーシスの制御と炎症誘導物質産生抑制効果を
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス(C57BL/6)DSS 誘発腸炎モデルにおいてシクロスポリン投与による、分離した腸上皮

のネクロプトーシス調節分子（RIPK1,3, MLKL, cFLIP, caspase-8,3）の発現と、ネクロプ
トーシスからの炎症誘導メディエーター（HMGB-1, IL-33, ROS, cyclophilin）の発現につ
いて解析する。また、分離した腸上皮細胞から抽出した蛋白で、RAW 細胞を刺激しサイトカ
インの誘導能を解析する。 

(2) 抗 TGF-抗体投与下及び抗 IL-22 抗体投与下でシクロスポリン投与による、分離した腸上皮
のネクロプトーシス調節分子の発現解析を行う。 

(3) In vitro の腸上皮細胞培養（Caco2, HT-29）システムで、シクロスポリン、IL—22、TGF-に
よる cFLIP を介したネクロプトーシス関連発現調節の機序を解析する。それらの刺激下で
TNF-もしくは TRAIL+zVAD(caspase-8 inhibitor)によるネクロプトーシス誘導上皮細胞か
ら抽出した蛋白で THP-1 細胞を刺激しサイトカインの発現を解析する。 
 

４．研究成果 
マウス(C57BL/6)に 4％DSS を自由飲水させた急性腸炎モデルにおいてシクロスポリン投与に

よる、ネクロプトーシス調節分子の発現の変化について経時的な解析を行った。DSS 投与 0,1,2
日目の分離した腸上皮から蛋白抽出を行いのネクロプトーシス調節分子 RIPK3, AMPK の発現を
ウェスタンブロットで解析した。DSS 投与 0,1,2 日目においてコントロール群とシクロスポリン
投与群との間に有意な発現の差は認めなかった。一方、ネクロプトーシスからの炎症誘導メディ
エーターである HMGB-1 の発現は、分離した腸上皮細胞分画においては、DSS 投与 0, 1 日目でコ
ントロールに比べてシクロスポリン投与群で有意に抑制されていた。粘膜下組織の分画では、
DSS 投与 2 日目において、コントロールに比べてシクロスポリン投与群で有意に抑制されてい
た。ネクロプトーシス調節因子である RIPK3, AMPK を介さない、MLKL 及び RIPK1 の発現抑制効
果の存在が示唆された。RIPK3, AMPK 以外のネクロプトーシス調節因子である MLKL 及び RIPK1
などを介した HMGB-1 の発現抑制効果、またはネクロプトーシス調節因子そのものを介さずに炎
症誘導物質の産生を抑制する可能性が考えられる結果が得られた。そのため、分離した上皮細胞
の MLKL 及び RIPK1 の発現について解析したが、シクロスポリン投与による発現の抑制効果は認
められなかった。DAMP molecule について HMGB-1 以外に HSP60, 70 の発現も検討したが、シク



ロスポリンによる発現の変化は認めなかった。 
 IL-33、IL-1についての追加解析を行ったが、そちらも優位な差は認めなかった。シクロス
ポリンによる腸上皮細胞のネクロプトーシスの制御効果を示す結果が得られなかった。これま
での研究で報告してきたアポトーシス制御が主な作用機序であると考えられた。 
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