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研究成果の概要（和文）： 

クローン病感受性遺伝子 TNFSF15 は単球系培養細胞では LPS による刺激で TNFSF15 の発

現が亢進し、それは NFkappaB 経路が関与していることが分かった。また、その予測結合部

位には SNP が存在しないことから、遺伝子多型によって単球系細胞での TNFSF15 発現が変

化しないことに矛盾せず、TNFSF15 遺伝子多型が T 細胞特異的に転写制御にかかわるメカニ 
ズムの一部が解明された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed the transcriptional mechanisms of TL1A induced by LPS using the human 
monocytic cell line U937, LPS induces TL1A expression through the transcriptional 
activation via a NF-kappa B pathway. The NF-kappa B binding site in the 5' flanking 
region of TL1A was identified. 
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１．研究開始当初の背景 

クローン病はその発症に遺伝因子が関与

しており、NOD2/CARD15, IBD5 をはじめ、

この数年の間に多数のクローン病感受性遺

伝子候補が報告され、2005 年に日本人クロ

ーン病感受性遺伝子候補として TNFSF15 が

報告された。また、TNFSF15 は、このよう

な疾患感受性遺伝子として注目される以前

から、クローン病の病態に重要なサイトカイ

ンとして報告されていた。TNFSF15 は

DR3(TNFRSF25)のリガンドで、T 細胞から

の INFγ産生を誘導する強力なT細胞刺激物

質として働き、主に樹状細胞やマクロファー

ジに発現し、小腸粘膜にホーミングする T 細

胞が刺激を受けやすいこと、クローン病患者

の腸管病変部に TNFSF15 の発現が著明に増

加していることなどから、クローン病の腸管

病変局所での反応に重要なサイトカインと

考えられている。そこで、TNFSF15 遺伝子

多型が、実際の病変局所での発現増加にどの
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ように関与していくのかを検討したところ、

健常人の末梢血単核球のうちT細胞を刺激し

たときにリスクアリル由来の mRNA が有意

に多く誘導されること、T 細胞系培養細胞で

ある Jurkat を用いたプロモーターアッセイ

で、5’領域の-358C/T が regulatory に働い

ていることがわかった。この現象は単球系培

養細胞の U937 など他の細胞種では確認され

なかった。 
この結果から、T 細胞では、TNFSF15 は

-358C/T 多型のために転写活性に違いがあり、

リスクアリルをもつ個体では T 細胞由来の

TNFSF15 が増加し、腸管炎症に関与しクロ

ーン病に感受性を示していると予測される。

しかし、TNFSF15 を主に発現している細胞

は従来の報告によると樹状細胞などの抗原

提示細胞であり、T 細胞ではない。腸炎モデ

ルマウスでの検討では、樹状細胞由来の

TNFSF15 が、ナイーブ細胞の Th17 への分

化に必要であること、炎症局所で TNFSF15
を最も発現しているのが樹状細胞であるこ

となどが示されている。前述の機能解析での

結果は T細胞特異的に-358C/Tが regulatory 
SNP として働くことが示されており、ここに

乖離がある。一方で樹状細胞などでの発現に

比べるとわずかではあるものの、T 細胞に発

現している TNFSF15 の多くが小腸にホーミ

ングする CD4(+)CCR9(+)の T 細胞であると

いう報告があり、クローン病との関連が示唆

される。そこで、T 細胞由来の TNFSF15 が

腸炎発症に重要であるかどうかを確認する

必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、日本人クローン病感受性

遺伝子候補 TNFSF15 について、 
（１）T 細胞由来 TNFSF15 が発現亢進する

ことが、クローン病の発症に関係しているか

を確認すること 
（２）主たる TNFSF15 の産生細胞である単

球系細胞が、遺伝子多型によって影響を受け

ないことについても、その発現制御メカニズ

ムについて確認すること 
（３）TNFSF15 がクローン病の発病だけで

なく予後に関わるかどうか検討する。 
以上から TNFSF15 遺伝子多型が感受性を示

すメカニズムをより明らかにする。 
 
３．研究の方法 
    

（１）（１）（１）（１）    TTTT細胞由来細胞由来細胞由来細胞由来TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15が腸炎発症に影響をが腸炎発症に影響をが腸炎発症に影響をが腸炎発症に影響を

与えるかどうかの検討与えるかどうかの検討与えるかどうかの検討与えるかどうかの検討    

①ドナーマウスからのCD45RBhigh細胞の採取 

SPF環境下の正常BALB/ｃマウスおよび、すで

にトランスジェニック社に作成受託している

TNFSF15ノックアウトマウスを用意する。それ

ぞれより、無菌的に脾臓を採取し浮遊細胞を

作成、MACDビーズを用いてCD4陽性細胞を選択

する。PE標識抗マウスCD4抗体、FITC標識抗

CD45RM抗体を用い、FACSでCD4陽性細胞中

25-35%CD45RBhigh部分を分離する。 

 

②SCIDマウスへのCD45RBhigh細胞の導入 

免疫不全マウスとして、SPF環境下正常

C.B.-17 SCIDマウスを日本クレアより入手し、

正常マウスおよびTNFSF15ノックアウトマウ

スから採取したCD4+CD45RBhigh細胞を腹腔注

射し、SPF環境下で飼育する。 

 

③腸炎発症の評価およびTNFSF15を含む各種

サイトカインの変化の確認 

CD4+CD45RBhighTNFSF15(-/-) お よ び

CD4+CD45RBhighTNFSF15(+/+)導入SCIDマウス

について以下の点について比較検討を行う。 

A) 体重の変化、便の性状（下痢の有無）

などの臨床症状の観察。 

B) 肉眼的組織学的な大腸ならびに小腸

の潰瘍形成の有無とその程度、炎症

による腸管の短縮や浮腫による重量

変化、周囲臓器への炎症浸潤の程度、

脾臓など他臓器への影響の有無など

の観察。 

C) 腸管粘膜炎症の程度をヘマトキシリ

ン-エオジン染色標本で、スコア化し

て評価する。また、myeloperoxidase

活性の測定により炎症を客観的に評

価する。 

D) 大腸ならびに小腸の粘膜の組織培養

を行ない、培養上清中のサイトカイ

ン分泌量をELISAにて測定する。 

E) 免 疫 染 色 に よ り 腸 管 粘 膜 で の

TNFSF15の発現が、T細胞のTNFSF15を

ノックアウトすることで変化してい

るかを観察する。 

 

（２）（２）（２）（２）単球系細胞由来単球系細胞由来単球系細胞由来単球系細胞由来TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15の発現制御メカの発現制御メカの発現制御メカの発現制御メカ

ニズムの検討ニズムの検討ニズムの検討ニズムの検討    

 

単球系細胞としてU937を用いて、LPS刺激に

よってTNFSF15が誘導されるメカニズムを明

らかにする。 

 

①RT-PCRを用いてLPS刺激によりU937細胞で

TL1A mRNA発現が亢進することを確認する。 

 

②TL1A遺伝子 5’領域断片を挿入したレポー

タープラスミドを構築し、U937細胞に導入し、

レポーターアッセイを行うことにより、mRNA

発現亢進は転写活性亢進を介していることを

明らかにする。 



 

 

 

③TL1A遺伝子 5’領域断片を順次deletionし

て挿入したレポータープラスミドを用いてレ

ポーターアッセイを行い、LPSによる転写活性

亢進に関与する領域を絞り込む。 

 

④結合転写因子予測プログラムを用いた解析

から、この領域に結合が予測される転写因子

を予測する。 

 

⑤従来までの文献的知見より、LPSによるTL1A

転写活性亢進にはNF-kappa B経路が関与する

可能性があり、④で予測された転写因子も含

め、electrophoretic mobility shift assay 

(EMSA) を行い、TL1A 遺伝子5’領域の予測さ

れた配列へのNF-kappa Bなどのの結合を確認

する。 

 

⑥mutation assay にて同配列の重要性を示

し、I-kappa Bαの過剰発現実験を行い、

NF-kappa B経路の関与を明らかにする。 

 

 

（３）（３）（３）（３）TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15遺伝子多型とクローン病予後と遺伝子多型とクローン病予後と遺伝子多型とクローン病予後と遺伝子多型とクローン病予後と

の関連に関する解析の関連に関する解析の関連に関する解析の関連に関する解析    

 

当科を受診した日本人CD患者203例におい

て、TNFSF15の遺伝子型データをもとに、各CD

リスクアリルをホモ接合で持つリスクホモ

（RH）群とそれ以外の群(non-RH群)にわけ、

初回診断時の寛解導入後、再燃するまでの期

間についてKaplan-Meier法を用いて検討し

Log-rank検定により単変量解析を行う。また

感受性遺伝子は臨床表現型と関連があること

から、病型、診断時年齢、肛門病変の有無に

ついても検討し、これらを交絡因子としてCOX

比例ハザードモデルを用いて多変量解析も行

う。 

 

４．研究成果 

（１）（１）（１）（１）TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15 ノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウスを用いたを用いたを用いたを用いた

検討検討検討検討    

 

TNFSF15 ノックアウトマウスの作成を試みた

が全例致死であったため、単球系細胞での発

現制御に関わる解析を進めることとした。 
 
（２）単球系細胞における（２）単球系細胞における（２）単球系細胞における（２）単球系細胞における TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15 転写制転写制転写制転写制

御の解析御の解析御の解析御の解析    
 
①RT-PCRによってLPS刺激でU937細胞に

おける TNFSF15-mRNA の発現が亢進する

ことが確認された。 
 

②deletion アッセイによって、U937 の

TNFSF15 転写に関わる領域が、転写開始位

置より-247 から-135 塩基の部位にあること

が分かった。 
 
③データベース予測により転写開始位置よ

り-210 塩基の部位に NFkappaB の結合予測

部位を認めた。 
 
④NFkappaB を阻害するため I-kappa Bα

を過剰発現させたところ LPS 刺激によって

TNFSF15 の発現は誘導されなかった。 
⑤ EMSA に よ っ て -210 塩 基 に あ る

NF-KappaB 結 合 予 測 部 位 へ の NF －

KappaB 結合が確認された 
 
⑥mutation assay で、同配列が NFkappaB
を介した TNFSF15 の誘導に必要であること

を確認した。 
 
以上から、単球系細胞 U937 において、LPS
刺激による TNFSF15 転写には、-210 塩基へ

の NF-KappaB の結合が関わることが分かっ

た。同部位には日本人において多型が存在し

ないことから、この結果は、TNFSF15 遺伝

子多型が単球系細胞での発現に影響しない

ことと矛盾しない。 
 
（３）（３）（３）（３）TTTT 細胞由来細胞由来細胞由来細胞由来 TNFSF15TNFSF15TNFSF15TNFSF15 が疾患の予後にが疾患の予後にが疾患の予後にが疾患の予後に

与える影響の検討与える影響の検討与える影響の検討与える影響の検討    
 

TNFSF15 遺伝子型をもとに、クローン病

の初回寛解導入から再燃までの期間までを

検討したところ、単変量解析では、有意に

TNFSF15 遺伝子リスクハプロタイプをホモ

接合で保有する患者が、それ以外より再燃し

やすいことが分かった。しかし、多変量解析

ではこの現象は確認されず、肛門病変の有無

が予後と相関した。TNFSF15 遺伝子多型は

肛門病変の有無と有意に相関しており、

TNFSF15 遺伝子リスクハプロタイプをホモ

接合でもつ患者は、肛門病変を有意に合併し

やすいため、結果的に再燃しやすいことが予

想された。 
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