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研究成果の概要： 腸管一次培養法やヒト大腸癌細胞株を用いた実験により、 IL-13 は
beta-catenin や ZO-1 などの膜染色性を弱めることから、IL-13 は細胞間接着を破壊するよう
な細胞傷害作用を持つ。TUNEL 法を用いて、アポトーシスの誘導について解析したところ、
IL-4 は上皮細胞にアポトーシスを誘導しないが、IL-13 は TNF-αに匹敵する数の細胞にアポ
トーシスを誘導することが明らかとなった。 

IL-13 が腸管上皮細胞に対して直接的に細胞間結合分子の作用減弱を伴う傷害作用を誘導す
ることが証明され、消化管における IL-13 の組織傷害メカニズムを解明する上で重要な知見を
得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
 IL-13 は IL-4 と多くの生物活性を共有し、
炎症やアレルギー疾患における上皮細胞の
増殖抑制、線維化、ムチン産生の促進など組
織再構築において中心的な役割を果たして
いる。 
我々の研究グループでは、Th2 型応答の優

位なマウスにおけるハプテン誘導大腸炎モ
デルは上皮の萎縮、繊維化が特徴であること、
また、過剰な Th2 型サイトカインの存在によ
り、絨毛萎縮、粘液産生細胞の増加が誘導さ

れることなど、消化管炎症のおける病理学的
変化における Th2 型サイトカインの重要性
を指摘してきた。 

放射線照射により消化管粘膜傷害をマウ
スに誘導し、その後の修復、再生過程を検討
したところ、粘膜修復時に、IL-13 のおとり
受容体である IL-13Ra2 が一過性に高発現し、
その受容体が IL-13 作用を阻害することで再
生が促進されることを見出した。また、この
過程で、小腸組織培養中に IL-13 を直接添加
すると、細胞間接着が弱くなり beta-catenin



の膜染色性が低下したことから、IL-13 自体
が小腸組織の細胞間接着を傷害することを
明らかにした。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、消化管上皮細胞の細胞間
接着に対する IL-13 作用を理解することにあ
る。 

IL-13 の作用として、大腸癌細胞株におい
てアポトーシスを誘導し上皮細胞間のバリ
ア機能を低下させるといった報告はあるが、
その作用機構を分子レベルは明らかにされ
ていない。 
そこで、消化管の一次組織培養法を用いて

IL-13 の消化管上皮細胞の細胞傷害メカニズ
ム解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)腸管一次培養法を利用したサイトカイン
添加実験 
マウス小腸、大腸組織を採取し、IL-13, IL-4, 
TNFa, IFNg を培養液中に加え、4 時間インキ
ュベーションを行った。 
(2) ヒト大腸癌細胞株のサイトカイン刺激
実験 
HT29、Caco-2、T84、LOVO、DLD-1、Colo201、
Colo320、SW480 に腸管一次培養法と同様、
IL-13, IL-4, TNFa, IFNg を培養液中に加え、48
時間インキュベーションを行った。 
(3) 細胞間接着分子の変化 
インキュベーション後に得られた組織や細
胞のβ-catenin、E-cadherin、ZO-1 の免疫組織
染色を行った。 
(4) 膜タンパク質切断酵素である MMP 活性
の定性 
インキュベーション後に得られた組織のゼ
ラチンザイモグラフィーを行った。特に
MMP2, 9 についての活性を検討した。 
(4) アポトーシスの検討 
TUNEL 染色法を用いて、アポトーシスの有
無を確認した。 
(5) 小腸クリプトの単離とサイトカイン刺
激 
腸管組織を 30mM EDTA 処理することで、形
態を保持したクリプトを分離、回収した。試
験管あたり約 100 個のクリプトを分注し、
IL-13 を含有した iPIPES buffer 中で２、４時
間インキュベーションした。 
(6) サイトカイン刺激後のヒト大腸癌細胞
株の IL-4/IL-13 受容体の mRNA 発現解析 
サイトカイン刺激後のヒト大腸癌細胞株の
RT-PCR を行い、サイトカインによる
IL-13Ra1, IL-13Ra2, IL-4Ra の発現誘導や発現
抑制を検討した。 
 
４．研究成果 
マウス小腸、大腸組織、ヒト大腸粘膜固有

層の一次培養、及びマウス消化管上皮細胞の
陰窩の形態を保持したままでの単離と短期
培養系を作成した。これを用いて、IL-13、IL-4、
TNF-α、IFN-γを作用させたときの、細胞間結
合分子の変化を染色により観察した。 

また、ヒト大腸癌細胞株HT29、Caco-2、
T84、LOVO、DLD-1、Colo201、Colo320、SW480
と用いて IL-13その他のサイトカインを作
用させ、同様な解析を行った。その結果、
IL-13は細胞間結合分子であるβ-catenin、
E-cadherinの細胞膜における染色性を弱めた。
ヒト大腸癌細胞株のうちいくつかにおいて
も細胞間結合分子に対して同様な結果が得
られたが、IL-4の作用としても観察された。
TNF-αにより組織傷害が認められたが、細胞
間結合への影響は明らかでなかった。サイト
カイン刺激を受けたヒト大腸癌細胞株のサ
イトカイン受容体発現に大きな変動は認め
られなかったため、ヒト大腸癌上皮細胞にお
けるサイトカインのフィードバック機構は
存在しないと考えられた。 
また、一次培養でのZO-1染色性に乱れを引

き起こしたことからIL-13は細胞間結合を弱
める働きがあると推測された。その作用機序
として、マトリックスメタロプロテアーゼ
MMPの関与を考え、IL-13を一次培養組織に
IL-13を作用させた組織のザイモグラフィー
を行って活性の検出を行ったが、IL-13によ
る特異的なMMPの誘導を示唆する結果は得
られなかった。マウス一次培養組織における
細胞間結合に対する効果はIL-13に特異的で
あり、IL-4, IFN-γによる変化は見られなかっ
た。 

マウス消化管の一次培養及び上皮細胞の
陰窩の形態を保持したままでの単離と短期
培養系を作成した。これを用いて、IL-13 及
びその他のサイトカインを作用させたとき
の、細胞間結合分子の変化を染色により観察
した。その結果、IL-13 は細胞間結合分子の
染色性を弱めることから、間質細胞を介さず
に細胞間結合を弱める働きがあると推測さ
れた。 
以上の結果から、消化管において IL-13 は

細胞間接着を破壊するような細胞傷害作用
を持つ可能性が示唆された。そこで、マウス
小腸の一次器官培養に、IL-13，IL-4, TNF-
α を作用させた後、TUNEL 法を用いて、ア
ポトーシスの誘導について解析した。
TUNEL 法により、IL-4 は上皮細胞にアポト
ーシスを誘導しないが、IL-13 は培養液中に
添加後４時間で、TNF-αに匹敵する数の細
胞にアポトーシスを誘導することが明らか
となった。 

以上より、IL-13 が腸管上皮細胞に対して
直接的に細胞間結合分子の作用減弱を伴う
傷害作用を誘導することが証明され、IL-13
の組織傷害の経路において、TNF-αと同様



のアポトーシスシグナル経路とのクロスト
ークの存在が示唆される結果となった。 
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