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研究成果の概要（和文）：本研究では炎症性大腸炎(IBD)の線維素溶解系(線溶系)による病態制御機構の解明と有効な
治療法開発を目標とした．IBDモデルマウスではプラスミンの濃度が高かったが，プラスミン阻害剤を処置したマウス
はIBDを発症せず，炎症性サイトカイン類の濃度は低下，好中球やマクロファージの腸管粘膜への浸潤も減少した．ま
たマトリックスメタロプロテアーゼ9（MMP9)の亢進がIBD発症を促進する事を確認した．更に線溶系因子である好中球
エラスターゼの阻害剤投与でも病態が改善することを明らかにした．線溶系の抑制によって炎症回路を阻害することが
IBDの治療に有効と考えられた．

研究成果の概要（英文）：We previously verified inflammatory bowel diseases (IBD) was suppressed by 
fibrinolytic system inhibitors in mice. In this study, we aimed to clarify functions of fibrinolytic 
system in development of IBD. Circulating levels of plasmin were higher in mice with colitis than in 
control mice. Colitis did not develop in mice injected with plasmin inhibitors or with 
plasminogen-binding proteins. Colons dissected from these mice had been reduced infiltration of Gr1+ 
neutrophil and F4/80+ macrophage, and reduced levels of inflammatory cytokines and chemokines. We also 
found that activation of endogenous MMP9 leads colonic inflammation. Moreover, application of neutrophil 
elastase inhibitor improved therapeutic conditions of IBD in the mice. These results suggested that the 
disruption of chronic inflammatory circuit by inhibition of fibrinolysis factors should be an effective 
method for IBD treatment.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 炎症性大腸炎　クローン病　IBD　血液線維素溶解系　マトリックスメタロプロテアーゼ　好中球エラス
ターゼ　プラスミン　炎症性サイトカイン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

炎症性腸疾患（inflammatory bowel 
disease; IBD）は，腸管粘膜，全層に炎症や
潰瘍を引き起こす難治性疾患である．IBD の
病態制御に関わる諸要因は未だ完全には解
明されていない．また IBD では再発を繰り返
すために外科的な手術が必要となる症例が
多く，非侵襲かつ有効な治療の確立が望まれ
ている．  

これまで IBD 病態に関与する TNF-α，
Fas-ligand，CD40-ligand，Toll 様受容体等
の炎症性サイトカインが報告されており，近
年は各種サイトカインに対する抗体療法の
開発が進んでいる．しかしこうした療法に対
する治療抵抗性も生じており，現状では薬物
による治療体制が万全であるとは言いがた
い． 

代表者らはすでに，細胞外微小環境(細胞
外マトリックス)の構成分子を基質とするマ
トリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）が
炎症性サイトカインの調節に関与すること
を示し(Hattori K et al, Leuk Lymphoma, 
2000)，さらに線維素溶解系（線溶系）因子
であるプラスミンと，MMP の制御(Hattori K 
et al, Cell Stem Cell,2007)，線溶系亢進
による炎症性サイトカインの分泌促進など
を明らかにした(Ohki M et al, Blood. 2010)．
またリンパ腫において，プラスミン阻害剤に
よる白血球の組織内浸潤抑制，腫瘍細胞の増
殖抑制効果(Hattori K et al, Leukemia, 
2012)を報告した(Hattori K et al, J Biol 
Chem, 2011)． 
最近，白血球除去療法，顆粒球除去療法の

IBD に対する有効性が確認されているが，こ
のことからも，細胞外基質を分解する MMP が
白血球の動員や浸潤に関与している可能性
が考えられる．また代表者らのグループの研
究では，炎症や生体因子の投与による，末梢
血，組織中への白血球の動員または浸潤過程
における MMP・ADAM の活性化が判明している
（Heissig B et al. Cell 2002, Heissig B et 
al. J Exp Med 2005）．しかし MMP 阻害剤は
かつて癌転移阻害薬として期待されながら，
深刻な副作用などが顕在化したという経緯
があり，臨床適用は現実的ではない． 
一方，MMP を制御するプラスミンの阻害剤

には，MMP 阻害剤にみられるような重篤な副
作用の報告は無い．さらにプラスミンは複数
の炎症性サイトカインを同時に抑制するこ
とが期待できることから代表者らはプラス
ミン阻害のIBD病態調節機序を解明すること
が，臨床応用をめざす上で有意義であると考
えた． 
一方，他の線溶系因子のうち IBD 病態制

御・改善に寄与する因子を探り，利用を図る
ことも意義深い．代表者らは IBD 等の炎症反
応に応じて傷害部位に集簇する白血球が組
織内に侵入する上で，各種プロテアーゼが重
要な役割を担うものと推測している．また好

中球エラスターゼが線溶系に関与すること
が指摘されていることから，本研究では好中
球エラスターゼ阻害剤がIBDの病態を改善す
る可能性にも着目した． 
 
以上から，線溶系抑制の作用機序の解明，

線溶系を起点とした病態の制御システムの
構築が前例のない新規IBD治療法の確立に結
びつく重要な課題であると認識し，すでに代
表者らがIBD抑制効果を確認しているプラス
ミン阻害剤の，線溶系・MMP 制御を介した作
用機序を明らかにするほか，線溶系に介在す
るエラスターゼの阻害によるIBD病態抑制効
果を検証する本研究を計画した。 
 

２．研究の目的 

 代表者らはすでに腸炎モデルマウスにお
いて，線溶系タンパク質分解酵素プラスミン
の阻害剤が炎症性サイトカインの分泌を抑
制すること，白血球の腸管粘膜への浸潤抑制，
腸管構造の維持，炎症抑制に効果があること
を明らかにした． 

そこで本研究では，１）プラスミン阻害剤
が炎症性サイトカインの分泌抑制を引き起
こす際に作用する末梢血中の血球成分を特
定する評価をすること． 

さらに２）線溶系因子であり様々な機能性
分子を分解する好中球エラスターゼに着目，
IBD 病態との関係を明らかにすること，好中
球エラスターゼ阻害剤の臨床適用可能性検
証を目指した． 

  

即ち，本研究では線溶系抑制に伴う MMP 活
性抑制の結果，IBD 病態改善に至るまでの分
子メカニズム，シグナル pathway を解明して
線溶系阻害剤の作用機序を明確にすること
を企図し，線溶系阻害剤による病態改善効果
の検証ならびに，新規 IBD 治療法開発の基盤
形成までを研究目標とした． 

 
 

３．研究の方法 

IBD モデルマウスを作成し，線溶系プロテ
アーゼの阻害剤を投与，マウスから経時的に
採取した末梢血，病理組織を用い，組織学的
解析，FACS 解析やマイクロアレイ解析などを
行うことにより，各種阻害剤の IBD 病態改善
効果の評価，さらに各線溶系因子・その阻害
剤が作用する際の標的細胞の同定および関
連遺伝子，シグナルpathwayの同定を試みた． 

1) C57BL/6 マウスに対して，2％デキストラ
ン硫酸ナトリウム（DSS）溶液を飲水させる
ことによる DSS モデルを作製し，これを IBD
モデルマウスとして利用した． 

2) IBD モデルマウスに作製するにあたり，併
せてプラスミン阻害剤 YO-2，好中球エラスタ



ーゼ阻害剤の皮下投与群とコントロール群
をそれぞれ作製し解析に用いた．処理後に各
群マウスより消化管を摘出し同時に末梢血
を採取した． 

3)採取した消化管より病理組織標本を作製
し，プラスミン阻害剤の効果，さらにエラス
ターゼ阻害剤の効果，白血球の腸管組織への
浸潤など，組織学的な所見について調べた．
次に組織より mRNA を抽出し，各種 凝固・線
溶系因子の遺伝子発現を qPCR 法により定量
して，分子シグナルの動態変化を解析した． 

4）採取した各群マウスの末梢血について血
球数を経時的に測定した．次に末梢血中の血
漿を分離し，血液中の各種サイトカイン，蛋
白分解酵素，凝固・線溶系因子等の経時的濃
度あるいは活性の変化を測定した． 

5)各阻害剤の標的細胞を特定するために，2)
で採取した各群マウスの末梢血中から血球
分離液によって取り出された血球成分につ
いて，フローサイトメーターを使用し，各種
細胞表面マーカー，各種膜型サイトカインの
発現を調べた．次にこれらの細胞を培養し，
その上清中の各種因子の測定を行った． 

 

４．研究成果 

線溶系によるIBDの病態制御機構の解明と
その有効な治療法開発を目標に研究を行っ
た．本研究課題の第一の特色は，IBD 病態形
成に関与する炎症性サイトカインの分泌機
構に注目した点にある．研究の結果，MMP 活
性の制御によるサイトカイン分泌阻害，およ
びプラスミン，エラスターゼなどのプロテア
ーゼの活性阻害によるIBD病勢の鎮静化メカ
ニズムを今回確認した． 

1) プラスミン阻害剤が作用する末梢血中血
球成分を FACS 解析などにより評価した． 
 IBD モデルマウスでは，フィブリン分解酵
素プラスミンの濃度が高かったが，プラスミ
ン阻害剤やプラスミノーゲン結合蛋白等を
処置したマウスでは炎症性サイトカイン類
の濃度は低下し，Gr-1+好中球や F4/80+マク
ロファージの腸管粘膜への浸潤が減少した． 

2）好中球エラスターゼ阻害剤を投与した IBD
モデルマウスでは非投与群に比して生存率
は高く体重減少率は低かった．すなわち好中
球エラスターゼ阻害剤にはIBDの病態を改善
する効果が有意に認められた． 

3)線溶系抑制に伴う MMP 阻害の結果として，
IBD 病態改善に至るまでの分子メカニズム，
シグナル pathway を解明することで，線溶系
阻害剤の作用機序を明確にした．特に MMP9
あるいはタンパク質分解酵素群の活性化が
線維溶系システムを促進する事，タンパク質
分解活性の高い環境は骨髄細胞の腸上皮へ
の流入を刺激し腫瘍壊死因子（TNFs）と炎症
性ケモカイン CXCL5 の産生を促進する，また
脊髄 CD11b+細胞によるウロキナーゼ・プラス

ミノゲン活性因子放出は，プラスミンの合成
を促進することなどを明らかにした． 

以上，本研究ではプラスミンや MMP 阻害に
加え，新たに線溶系因子である好中球エラス
ターゼの阻害による慢性的炎症回路の抑制
が IBD の治療に有効であることを示した． 
 またこれまで線溶系のIBD疾患における役
割については不明な点が多く，先例の稀少な
課題であったが，本研究において，線溶系因
子群のIBD病態における機能解明がなされた
ことから，治療抵抗性の IBD 症例に対し，代
替療法を提案できる可能性が見出された． 
 本研究は創薬，そしてリスクの少ない新た
なIBDの治療法開発の前提となるものであり，
基礎的にも臨床的にも有意義な成果を得た
といえる． 
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番号：2014-225968 
出願年月日：2014 年 11 月 06 日 
国内外の別：国内 

②名称：大腸がんの転移又は再発リスクの評
価方法 

発明者：小見山博光，坂本一博，奥澤淳司，
塩澤学，赤池信，宮城洋平，大津敬， 
林崎良英，伊藤昌可，川路英哉， 
大宮寛子 

権利者：学校法人順天堂， 
地方独立行政法人神奈川県立病院機構，
独立行政法人理化学研究所 

種類：特許 
番号：特願 2014-017945 
出願年月日：2014 年 01 月 31 日 
国内外の別： 国内 

 
③名称：患者原発性大腸癌の個別化転移モデ

ルマウスの作製方法 

発明者：折茂 彰，水越幸輔，岡澤 裕， 
五藤倫敏，小見山博光，樋野興夫， 
坂本一博 

権利者：学校法人順天堂 
種類：特許 
番号：特願 2013-193525 特開 2015-057974 
出願年月日：2013 年 9 月 18 日 
公開年月日：2015 年 3 月 30 日 
国内外の別：国内 

 
 
〔その他〕 

ホームページ等 
順天堂大学 下部消化管外科 
http://www.juntendo.ac.jp/graduate/labo
ratory/labo/kabusyoukakan/ 
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東京大学, 医科学研究所, 准教授 
研究者番号：30372931 


