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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、多くの線維化疾患に関与しているHeat shock protein
(HSP)47に着目し、ヒト及びマウスの細胞株及び腸管組織の検討を行った。結果、CD腸管組織ではHSP47以外に、コラー
ゲンやIL-17Aの発現亢進を認めた。さらに、ヒト筋線維芽細胞株(CCD-18Co)及びマウス線維芽細胞株(NIH3T3)ではIL-1
7A刺激によりHSP47及びコラーゲンの産生亢進を確認した。また、このIL-17Aを介したHSP47の発現にはJNK経路が関与
していた。この事は、IL-17Aを介した線維化メカニズムがCDの腸管線維化に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of intestinal fibrosis related to Crohn`s disease 
(CD), we focused heat shock protein (HSP) 47 associated with several fibrotic disease in human and mouse 
intestinal tissues samples and cell lines. Expressions of HSP47, collagen, IL-17A were elevated in 
intestinal tissues of patients with CD. Additionally, IL-17A enhanced HSP47 and collagen production in 
human myofibroblast cell line (CCD-18Co) and mouse fibroblast cell line (NIH3T3). IL-17A-induced HSP47 
expression associated with JNK pathway in these cell lines. These results suggested that the mechanisms 
of IL-17A-induced HSP47 contributed to the pathology of intestinal fibrosis of CD.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
近年、生物学的製剤をはじめとした薬
物治療の進歩により、炎症性腸疾患(IBD)
患者 Quality of life(QOL)は向上してき
た。しかしながら、抗炎症治療による治
療を継続しているにもかかわらず、IBD
患者特にクローン病(CD)患者においては
小腸及び大腸の狭窄が生じる場合が少な
くない。その結果、患者は外科的に腸管
切除あるいは腸管狭窄形成を余儀なくさ
れ、また、頻回の手術に伴う短腸症候群
をきたす場合もある。従って、CD におけ
る腸管線維化の機序解明とそれに基づい
た治療を開発することは患者 QOL の向上
に貢献するものと考えられる。 
臓器線維化に関わるサイトカインとし
て TGF-β1 が注目されてきたが、同サイ
トカインは強い抗炎症作用を有し、加え
て上皮細胞の再構成にも関与する事から、
腸管炎症の制御ならびに上皮再生には必
須の分子である。これらの点をふまえ、
IBD における腸管抗線維化療法の開発の
為には、TGF-β1以外の線維化に直接関
与する分子に着目し、その制御が重要
であると考えてきた。 
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(KO)したマウスで
は胎生 11.5 日目で致死となり、発生には
必須の遺伝子である事が報告されている。
この HSP47KO マウスでは、コラーゲン分
子に異常がみられ、コラーゲン線維がほ
とんどみられなくなり、基底膜は分断さ
れる。また、HSP47 の発現は常にコラー
ゲン産生細胞に認められ、コラーゲンの
発現と共役している。 
近年、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
おいて極めて重要と考えられるが、CD 腸
管線維化における HSP47 については未だ
十分な研究が行われていない。 
 
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、腸管局所の HSP47 発現
制御機構の解明及び HSP47 局所制御によ
る CD 腸管抗線維化療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒトIBD患者の腸管組織におけるHSP47
への関与の検討： 
ヒト IBD 患者の手術検体(炎症・非炎症
部位)を用いて mRNA を抽出、cDNA を作成し

た。その後、この cDNA を用いて HSP47、コ
ラーゲン、IL-10、TGF-β1、IL-17A、TNF-
α、IFN-γ、IL-13 といった各種サイトカ
インの遺伝子発現を real-time RT-PCR 法
によって比較検討した(正常検体はヒト大
腸癌手術検体の正常部位を使用した)。ま
た、同時に同検体におけるコラーゲン量に
ついて定量も行った。 
さらに、同検体における HSP47 の発現の
有無や局在について蛍光免疫染色にて検
討した。 
(2)マウス及びヒト線維芽細胞における
HSP47 発現メカニズムの検討： 
マウス線維芽細胞株(NIH3T3)、ヒト筋線
維芽細胞株(CCD-18Co)を用いて、方法(1)
にて発現亢進が確認されたサイトカイン
による刺激を行い HSP47、コラーゲンの発
現について Western blotting 法にて解析
し、またその発現経路について各種阻害剤
を用いて検討した。 
(3)マウス及びヒト線維芽細胞における
HSP47 制御の検討： 
マウス線維芽細胞株(NIH3T3)、ヒト線維
芽細胞株(CCD-18Co)を用いたHSP47の発現
に関与する経路について検討し、さらに
HSP47shRNA を作成し、その制御についても
検討を行った。 
(4) HSP47 レポーターアッセイの検討: 
NIH3T3細胞においてHSP47遺伝子のプロ
モーター領域にGFPを組み込んだ細胞を作
成し、IL-17A 刺激による GFP の発現を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒトIBD患者の腸管組織におけるHSP47
への関与の検討： 
IBD手術検体の中でもCD患者の腸管炎症
部位にて HSP47 が CD 腸管非炎症部位、潰
瘍性大腸炎(UC)、control と比較して有意
に発現亢進を認めた。また、同部位ではコ
ラーゲン及び IL-17A の発現亢進も認めら
れた。一方、線維化に関与するとされる
TGF-β1 の遺伝子発現においては IBD 間に
差は認められなかった。この結果から、
IL-17AとHSP47の関与の可能性が示唆され
た。 
腸管コラーゲン量についても CD 腸管炎
症部位は非炎症部位、UC、control に比較
して有意に増加を認めた。さらに蛍光免疫
染色における検討でも CD 炎症部位で有意
に HSP47 陽性細胞数の増加を認めた。加え
て、免疫染色にて筋線維芽細胞に発現して
いるα-smooth muscle(SMA)と HSP47 が蛍
光免疫染色にて多数mergeすることも確認
され、HSP47 は腸管では筋線維芽細胞に多
く発現していることが明らかとなった。こ



のことより腸管の筋線維芽細胞に発現し
たコラーゲンが線維化に関与している可
能性が考えられた。 
(2) マウス及びヒト線維芽細胞における
HSP47 発現メカニズムの検討： 
マウスNIH3T3及びヒトCCD-18Co細胞株
に IL-17A による刺激を行ったところ
(0,12,24 時間後に解析)、HSP47 及びコラ
ーゲンの発現亢進を蛋白レベルで確認し
た(Western blotting 法)。 
さらにIL-17A経路(STAT3、NF-κB、p38、
ERK、JNK)の各種阻害剤を用いて HSP47 の
発現を検討したところ JNK の阻害にて
HSP47 及びコラーゲンの発現が抑制される
ことを確認し、IL-17A を介した HSP47 の発
現にはJNKが関与していることが明らかと
なった。 
(3)マウス及びヒト線維芽細胞における
HSP47 制御の検討： 
マウス及びヒト HSP47shRNA を作成し、
マウスNIH3T3及びヒトCCD-18Co細胞株に
投与後に IL-17A 刺激を行ったが、HSP47 及
びコラーゲンの発現亢進は認められなか
った。 
(4)HSP47 レポーターアッセイの検討: 
NIH3T3細胞においてHSP47遺伝子のプロ
モーター領域にGFPを組み込んだ細胞を作
成しIL-17Aによる刺激を行ったところGFP
の発現亢進を確認した。この実験系が樹立
されたことより、HSP47 を介したコラーゲ
ンの発現についてサイトカイン以外の物
質についても検討が容易になりうること
が期待された。 
 
以上よりHSP47を介したコラーゲンの発
現には IL-17A の JNK 経路が関与している
ことが明らかとなった。さらに、
HSP47shRNA によりコラーゲンの制御が可
能であったことより、将来的な線維化治療
の可能性が示唆された。  
今後、IBD モデルマウスに対して
HSP47shRNA投与やHSP47発現に関与するサ
イトカインの抗体を用いた実験系を検討
しており、腸管局所の制御についてさらな
る研究を行う予定である。 
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