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研究成果の概要（和文）：クローン病(CD)腸管線維化においてコラーゲン産生に必須の分子であるheat shock 
protein(HSP)47の関与について解析を行った。結果、CD狭窄症例ではMediterranean fever (MEFV)遺伝子に複数
のSNPを有し、その病態にIL-1βの発現に関わるインフラマソームが関与していることを腸管手術検体における
免疫染色にて確認した。さらにヒト腸管筋線維芽細胞株（CCD-18Co）の検討ではIl-1βとCD炎症で認められる複
数のサイトカインとの共刺激にてHSP47およびコラーゲンの産生が亢進することが確認され、HSP47がCD腸管線維
化に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the involvement of heat shock protein (HSP)47, a molecule for 
collagen production, in Crohn's disease (CD) intestinal fibrosis. As a result, CD patients with 
intestinal stricture had multiple SNPs in the Mediterranean fever (MEFV) gene and the involvement of
 inflammasomes involved in the expression of IL-1β in the pathogenesis was confirmed by 
immunostaining in intestinal surgery specimens. Furthermore, in a human intestinal myofibroblast 
cell line (CCD-18Co), co-stimulation with Il-1β and several cytokines found in CD inflammation 
enhanced HSP47 and collagen production, suggesting that HSP47 may be involved in CD intestinal 
fibrosis.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 炎症性腸疾患　クローン病　腸管線維化　heat shock protein 47　インフラマソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン病（CD）腸管炎症に対しては様々な研究成果に基づく新規治療薬が開発され、その炎症コントロールが
可能になっている症例が多数認められる。しかしながら、CD腸管狭窄の原因とされる腸管線維化の機序解明は未
だ十分ではなく、現時点で有効な内科治療は存在しない。本研究では線維化疾患に関わるとされるHSP47とCDの
Il-1βをはじめとしたサイトカイン環境との関連が明らかとなった。この結果からHSP47制御のみならずそのサ
イトカインの制御による線維化治療の可能性も示唆され、治療薬への応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クローン病（CD）は腸管特異的に炎症が生じ、生涯治療の継続が必要とされる原因不明の難治性
疾患である。患者数は増加の一途をたどっており、これに伴い治療抵抗例や重症例も増加しつつ
ある。特に薬物治療抵抗性の CD 患者においては、持続性の慢性炎症に伴い腸管粘膜の線維化が
生じ、小腸及び大腸の狭窄が引き起こされる。これにより、外科的に腸管切除を余儀なくされ、
頻回の手術に伴う短腸症候群を来し、患者 QOL の悪化につながっている。従って、CD 腸管狭窄
を合併する症例における腸管線維化の機序解明とそれに基づいた治療を開発する事は患者 QOL
の向上において重要な課題となっている。腸管線維化にはコラーゲンの過剰な蓄積が原因の一
つであり、その発現にはサイトカインをはじめとした様々な分子が関与している。以前より TGF-
β1 や CTGF などのサイトカインや成長因子は筋線維芽細胞などのコラーゲン産生細胞を活性化
することで腸管線維化に関与しているとされ、特に TGF-β1 については治療応用を含めた多く
の報告がなされている。しかしながら、これら分子は強い抗炎症作用を有し腸管炎症制御には必
須の分子である。これらの点を踏まえ、CD における腸管抗線維化治療には線維化に直接的に関
与する分子の制御が重要であると考えられる。Heat shock protein（HSP）47 は小胞体に局在す
るストレス蛋白質であり、各種コラーゲンに対する基質特異性を有する。HSP47 をノックアウト
したマウスは胎生 11.5 日目で致死となり、発生には必須の分子であるとされ、近年ではコラー
ゲンの蓄積を特徴とする各種線維化疾患では HSP47 が極めて強く誘導される事が報告されてい
る。従って、HSP47 の発現制御は、線維化疾患治療における極めて重要な治療戦略の１つである
と考えられる。  
 
２．研究の目的 
コラーゲン産生に必須の分子である HSP47 に着目し、①CD 腸管狭窄症例の腸管線維化における
HSP47 の役割およびその発現に関与する様々な因子の同定、②HSP47 制御による腸管抗線維化療
法について検討する。これにより、CD 患者における腸管線維化の役割の解明及び新たな抗線維
化治療法の臨床応用を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) CD 腸管狭窄を有する患者におけるサイトカイン環境と HSP47 との関連の解析： 
手術検体より得たヒト腸管組織から単離した腸管筋線維芽細胞（human intestinal 
subepithelial myofibroblasts: ISEMFs)）および細胞株（CCD-18Co）に炎症性サイトカイン（IL-
1β, TNF-α, IL-17A）や抗炎症性サイトカイン（TGF-β1, IL-10）による刺激およびその共刺
激での解析を行いHSP47とコラーゲンの発現について検討を行った。方法としては細胞からmRNA
を抽出し、cDNA を作成し、real-time PCR 法にて HSP47 とコラーゲン（COL1A1）の発現を検討し
た。また、蛋白レベルでの検討としては細胞質より蛋白を抽出し、Western Blot 法にて解析を
行った。 
(2) CD 患者と Mediterranean fever（MEFV）遺伝子変異との関連の検討： 
CD 患者末梢血リンパ球より DNA を抽出し、次世代シーケンサーにて MEFV 遺伝子の SNPs の有無
について解析した。さらにその SNPs の有無および種類と病態に関連する多くの背景因子(年齢、
性別、罹病期間、肛門病変の有無、腸管狭窄病変の有無、瘻孔の有無、腸管外合併症の有無など)
との関連について検討を行った。 
(3) 腸管線維化とインフラソームの関連の検討： 
CD 患者より単離した末梢血単核細胞（Peripheral Blood Mononuclear Cells: PBMC）における
インフラマソームの活性化について MEFV 遺伝子の E148QSNP の有無で検討を行った。手法とし
ては細胞に Lipopolysaccharide (LPS)、Adenosine triphosphate (ATP)による刺激を加え（イ
ンフラマソームを活性化）、培地の上清を回収し、ELISA 法にて IL-1βの測定を行った。また、
細胞質から蛋白を抽出し、Western Blot 法で Caspase-Ⅰ活性の解析を行った。さらにインフラ
マソームと CD 腸管狭窄との関連の検討として MEFV 遺伝子において E148QSNP を有する CD 症例
の手術検体を用いて腸管炎症部位における Caspase-Ⅰおよび IL-1βの免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CD 腸管狭窄を有する患者におけるサイトカイン環境と HSP47 との関連の解析： 
ヒト腸管組織から単離した ISEMFs および CCD-18Co 細胞株の検討では IL-17A および IL-1β刺
激による HSP47 およびコラーゲンの発現亢進が確認された。また、CCD-18Co 細胞株を用いた
各種サイトカインとの相互の影響を検討する解析では複数のサイトカイン同士での共刺激は
それぞれ単独で刺激された細胞と比較して明らかに HSP47 およびコラーゲンの産生亢進を認
めた。特に IL-1βにおいては IL-17A を加えた共刺激でその産生が著しく亢進されることを確



認した（図１）。さらに CCD-18Co 細胞株における IL-1βと抗炎症性サイトカインである TGF-
β1 との共刺激においても HSP47 およびコラーゲンの産生亢進が mRNA および蛋白レベルで確
認された。これら結果からは炎症性機序のみならず抗炎症機序が相互に関与して HSP47 および
コラーゲンの発現亢進に関わっている可能性が示唆された。 

(2) CD 患者と Mediterranean fever（MEFV）遺伝子変異との関連の検討： 
CD 患者において家族性地中海熱の疾患感受性遺伝子である MEFV 遺伝子の SNP の有無について   
解析し、病型含めた患者背景との関連を検討した。結果として腸管狭窄症例では MEFV 遺伝子に
複数の SNPs が確認された。狭窄を有さない CD 症例にも SNPs を有する症例は認めたものの特に
E148Q に SNP を有する CD 症例には狭窄症例が有意に多いことが明らかとなり、MEFV 遺伝子の
SNPs との関係性が示唆された。 
(3) 腸管線維化とインフラソームの関連の検討： 
CD患者より単離した PBMCにおいては MEFV遺伝子の E148QSNP を有する症例において SNPを有さ
ない症例と比較して明らかにインフラマソームの活性化の指標としての Caspase-Ⅰの活性化が
確認された。また、E148QSNP を有する症例
はインフラマソームを刺激することで有意
に IL-1βの産生能が亢進されることが明ら
かとなった（図２）。さらに CD 腸管狭窄とイ
ンフラマソームの検討では E148QSNP を有す
る CD 症例の手術検体を用いて腸管炎症部位
におけるCaspase-ⅠおよびIL-1βの免疫染
色を行い、いずれも発現が亢進されているこ
とが確認された。これら結果から、MEFV 遺
伝子の SNPs を有する症例ではインフラマソ
ームの活性化に伴い、HSP47 およびコラーゲ
ンという線維化に関わる分子が IL-1βの発
現亢進を介して関わっている可能性が示唆
された。 
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