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研究成果の概要（和文）：我々の実用化研究シーズLRGは、CRPにかわる炎症性腸疾患（IBD）の活動性マーカー
として期待される。本研究ではIBD病態におけるLRGの発現調節機序を調べた。急性期応答を担う肝細胞と病変部
のLRG産生細胞（腸上皮細胞、単球系細胞、好中球）の細胞株では、炎症性サイトカイン下流の転写因子STAT3と
NFκBの両者がLRG産生誘導に重要であることを見出した。一方、好中球系細胞株では、分化・成熟課程でサイト
カイン非依存的LRG発現が生じると考えられた。次世代シーケンサーによる遺伝子発現解析では、NFκBに代表さ
れる免疫シグナルがヒトIBD組織で亢進し病変部のLRG産生を促すと考えられた。

研究成果の概要（英文）：LRG, one of our research seeds, has become a laboratory test to evaluate 
disease activity of inflammatory bowel disease (IBD). In this study, we investigated the regulatory 
mechanism of LRG expression in IBD. By using cell lines derived from hepatocytes and intestinal 
LRG-producing cells (intestinal epithelial cells, monocytes, neutrophils), we found that STAT3 and 
NFκB, the major transcription factors of inflammatory cytokines, are the key inducers of LRG 
production in many cell types including hepatocytes. On the other hand, in neutrophils, LRG 
expression was induced cytokine-independently during their differentiation and maturation process. 
Gene expression analysis using a next-generation sequencer reveled that immune signals represented 
by NFκB are enhanced in human IBD tissues, which likely promotes LRG production in gastrointestinal
 lesions.

研究分野：臨床免疫学

キーワード： バイオマーカー　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、サイトカイン下流の転写因子の中で炎症形成に特に重要なSTAT3とNFκBが、肝細胞や病変部位の細胞
でLRG発現を直接制御すること、それとは別の機序が好中球のLRG産生を促すことを明らかにした。一方、既存マ
ーカーCRPは、IL-6が肝細胞にてSTAT3を活性化するという単一的機序で発現が誘導される。以上から、CRPより
もさらに幅広い病態でLRGが上昇すること、自然免疫系シグナルの亢進がみられるIBD粘膜の病態は、CRPよりも
LRGによく反映されること、が強く示唆され、IBD診療におけるLRG測定の優位性とその理論的根拠が示された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
既存の炎症マーカーCRP の発現誘導にはサイトカイン IL-6 産生と肝細胞での急性期応答の両
者が不可欠であり、一部の免疫疾患の病態および病勢は CRP の値に反映されないことがある。
研究代表者らのグループの研究シーズであるマーカーLRG は、炎症性腸疾患（IBD）の活動性
評価において CRPよりも感度に優れ、内視鏡による評価との相関性も高い。この結果 LRGは、
研究開始前年の 2018 年に IBD 初の血清活動性バイオマーカーとして製造販売承認を取得する
に至った。しかし、IBD の活動性を LRG がどういう機序で反映するのか、CRP 発現の機序と
は何が異なるのか、病態生理学的には不明な点が多かった。その後、LRG の発現誘導に複数の
サイトカインが関与し、肝臓にて急性期蛋白と同様の発現誘導がみられ、炎症部位にて多くの細
胞が LRG を産生することが明らかになってきており、LRG の特性に関する理解が深まりつつ
ある。 
近年、サイトカイン等の分子を標的とする抗体医薬品や分子標的薬などの実用化が進み、IBD治
療薬についても大幅に選択肢が増えてきている。LRG産生メカニズムの詳細を解明することは、
マーカーLRG上昇が IBDのどういった病態（たとえばサイトカインバランスの異常など）を反
映するのかを理解することにつながり、マーカーLRG をより有効に診療で活用する上で重要な
情報となる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、IBD関連サイトカインに着目し、それらの刺激に LRG産生細胞がどう応答
するかを調べて LRGの発現制御機構を解明し、IBD病態と LRGの関係をより明確にすること
を目指した。 
また、ヒト IBD を対象として臨床研究プロトコールを作成し、大腸内視鏡を実施される患者より
病変部検体の収集を行い、IBD の病態に関わる遺伝子発現の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
IBD の病態において LRG 産生に関わる細胞のモデルとして、肝細胞系細胞株、腸上皮系細胞株、
単球系細胞株、骨髄球系細胞株の各種細胞株を用意し、サイトカイン等の刺激を行い LRG 発現の
比較定量を実施した。またこれら細胞株を利用し、LRG プロモーターの制御機構の解明をデュア
ルルシフェラーゼアッセイにより行った。さらに変異 LRG プロモーターを作製して、STAT およ
び NFkB の結合予測配列の重要性を明らかにした。また、siRNA を用いて STAT や NFkB 等の転写
因子のノックダウンを行い、LRG 発現誘導実験およびプロモーターアッセイの結果の検証を実施
した。臨床研究においては、インフォームド・コンセントに基づき IBD 患者より大腸粘膜生検検
体の提供を受け、検体より mRNA を抽出して、次世代シーケンサーによる遺伝子発現解析を実施
した。 
 
４．研究成果 
IBD モデルマウス（DSS 腸炎マウス）の大腸を免疫組織化学染色で評価すると、炎症部位の腸
上皮細胞および浸潤する免疫系細胞において強いLRG発現を認めた。そこでin vitroにおいて、
いくつかの細胞株（肝細胞系細胞株、腸上皮系細胞株、単球系細胞株、骨髄球系細胞株）の LRG
産生をチェックして、サイトカイン等の刺激前後の LRG 産生を Western Blot、ELISA、Real-time 
PCR にて調べた。その結果、細胞の系統により LRG 産生を強く増強するサイトカインの種類が異
なることが明らかになった。 
さらに、細胞へのトランスフェクション手法を確立し、siRNA によるノックダウンやデュアル
ルシフェラーゼアッセイによるプロモーター解析によって検証を進めた。肝細胞系、腸上皮系、
単球系、好中球系の各細胞株に対し、siRNA により転写因子 STAT3 や NFκB をノックダウンした
上で、炎症性サイトカインである IL-1β、IL-6、TNF-α等で刺激を行い、LRG の発現誘導を調べ
た。STAT3 ノックダウンでは、JAK-STAT 系サイトカインである IL-6 による LRG 遺伝子発現が著
明に減少し、NFκB のノックダウンでは、IL-1βや TNF-αによる LRG 発現が著明に低下した。
LRG 発現制御機構の詳細な解析のため、デュアルルシフェラーゼアッセイによるプロモーター解
析を行った。レポータープラスミド（ルシフェラーゼ遺伝子上流に LRG プロモーターを挿入）を
各細胞株にトランスフェクトし、炎症性サイトカイン刺激を行うと、多くの細胞株でルシフェラ
ーゼ活性が上昇した。プラスミド内の LRG プロモーター配列のうち、STAT 分子の結合が予測さ
れる配列２箇所を除去したところ IL-6 への応答はほぼ消失し、NFκB 分子の結合予測配列１箇
所を除去すると IL-1βや TNF-αへの応答が失われ、上記３箇所すべてを除去すると炎症性サイ
トカインによるルシフェラーゼ活性上昇がほぼ失われた。つまり LRG の発現上昇においては、
STAT3や NFκBといった転写因子がLRGプロモーターに直接結合して転写調節を行うことが示唆
された。また、細胞株同士の比較から、STAT3 に強く依存する細胞株と、NFκB に依存する細胞
株があることが判明した。さらに、好中球系細胞株については、サイトカイン刺激に対する挙動
が他の細胞株とはまったく異なり、STAT3 にも NFκB にも依存しない経路の存在が示唆された。



以上より、多くの細胞において、STAT3 や NFκBといった炎症病態に極めて重要な両転写因子が
LRG 産生に関わること、さらに、細胞の種類によって中心となる LRG 産生シグナル伝達経路に違
いがあることが示唆された。その成果の一部について、英文雑誌に公表した（PLoS One. 2020 
Nov 19;15(11):e0242076.）。 
ヒト IBD を対象とする臨床研究においては、機関承認を得た臨床研究プロトコールに従い、下
部消化管内視鏡検査を受けた IBD 患者の検体集積を前向きに行った。集積した腸粘膜生検検体
より mRNA 抽出を行い、次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子発現解析を行った。Genome 
Enhancer によるデータ分析を実施したところ、炎症部位の腸粘膜では STAT3 を含む JAK-STAT 経
路、NFκB経路、抗原レセ
プター（T/B 細胞受容体）
シグナル伝達経路といっ
たパスウェイが非炎症部
位よりも亢進しているこ
とが示された（図）。また、
IBD 粘膜病変での遺伝子
発現亢進に関与する転写
因子をリストアップさせ
たところ、Jun や RelA と
いった分子が特に上位に
抽出されたことから、IBD
の病変部位における自然
免疫系シグナルの重要性
が示唆された。以上の結
果より、STAT3 のみならず
NFκB に応答して発現が
上昇する LRG は、IBD 粘膜
における炎症病態を把握
する上で、非常に好適な
機序を有していることが明らかになった。 
 
今回の研究により、多くの細胞種の LRG の発現誘導には、STAT3 と NFκBの２系統の転写因子
がともに関与していることが明らかになった。また、好中球の LRG 産生には、STAT3 と NFκB に
依存しない、全く別の機序が重要であることが示され、好中球の分化成熟過程におけるシグナル
が重要であると考えられた。さらに IBD の粘膜病変では NFκB や Jun といった自然免疫系シグ
ナルのパスウェイが特に亢進しており、病変部位における LRG 産生に NFκB のシグナルが大き
く寄与することが示唆された。これらの LRG の特性は、CRP の発現機序とは全く異なるものであ
り、IBD 粘膜の病態評価における LRG の優位性を支持する結果であった。今回の検討から示され
た LRG の特性を考慮すると、他の血清学的マーカーと LRG とを同時測定し、いずれのマーカーが
優位に上昇するのかを詳細に分析すれば、炎症部位におけるサイトカイン環境や免疫細胞の挙
動を推測し、背景となる病態を切り分けることが可能になるかもしれない。今後の課題としてさ
らに検討を続けたい。 
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