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〈要 約〉

　放射線誘導性腸線維症は腹部に対する放射線療法により起こる重篤な合併症である．マウスの腹部への放射線の照射は小腸の粘膜下層の組織に好酸球を過剰に蓄積させ放射線誘導性腸線維症をひき起こしたが，好酸球を欠損したマウスにおいて放射線誘導性腸線維症は顕著に改善された．放射線の照射による陰窩上皮細胞の壊死は，ATPの細胞外への放出を介して筋線維芽細胞にケモカインCCL11を発現させ，好酸球を遊走させた．活性化した筋線維芽細胞は顆粒球マクロファージコロニー刺激因子を産生し，顆粒球マクロファージコロニー刺激因子により活性化された好酸球はTGFβ1を産生して筋線維芽細胞の線維化を促進した．抗インターロイキン5受容体α抗体の投与は腸内の好酸球を枯渇させ，放射線誘導性腸線維症を非常に効果的に抑制した．以上のことから，好酸球が放射線誘導性腸線維症の病因として同定され，好酸球を標的とした放射線誘導性腸線維症の新しい治療戦略が示された．
はじめに

　放射線の照射ののちには，さまざまな組織において放射線障害が起こる1)．なかでも，とくに小腸は放射線に対する感受性が高い．放射線療法においては，放射線障害を最小限に抑えるため放射線を分割して照射するなどの多くの努力がなされている．しかしながら，骨盤内腫瘍や腹膜転移がんの治療のため腹部に対し放射線療法を施した際には，下痢，出血，陰窩上皮細胞の細胞死といった放射線障害が認められることがある2-4)．そのなかでもっとも重篤な副作用は，放射線の照射から数か月後に起こる放射線誘導性腸線維症である2,3)．放射線誘導性腸線維症は腸の狭窄および線維化により閉塞をひき起こす．患者の生活の質をいちじるしく低下させる副作用であるが，その治療法は確立されていない．
　免疫応答は炎症およびのちの組織の線維化に必須である5,6)．自然免疫は組織の損傷に応答して炎症をひき起こすが，獲得免疫はこれらの応答を増強し維持する．さらに，大量の細胞外マトリックスを産生する筋線維芽細胞の分化および活性化は線維性疾患における重要な段階である7)．種々の免疫細胞は損傷した組織に浸潤し，サイトカインおよび成長因子の発現を介して，線維芽細胞，血管周皮細胞/壁細胞，骨髄細胞を含む前駆細胞を成熟した筋線維芽細胞へと分化させる5-7)．免疫細胞のうち，T細胞，とくにTh2細胞は多くの線維性疾患の進行において重要である8)．しかしながら，放射線誘導性腸線維症の詳細な発症の機構については不明であった．
1．放射線誘導性腸線維症のマウスモデルの作製
　放射線誘導性腸線維症の病理学的な機構について検討するため，鉛ブロックにより頭部，胸部，四肢を遮蔽したマウスの腹部に放射線を照射することにより，ヒトの放射線誘導性腸線維症とよく類似したマウスモデルを確立した9)．放射線の照射から12週間のちには，浮腫および筋層の炎症をともなう腸管粘膜層の肥厚をひき起こす典型的な形態学的な特徴を示した．小腸の陰窩上皮細胞の直下には一層の筋線維芽細胞が存在し，さまざまなサイトカインや成長因子を産生し幹細胞のニッチを提供すると考えられている10)．放射線の照射ののち，筋線維芽細胞は筋層にむかって移動し，陰窩上皮細胞と筋線維芽細胞のあいだの粘膜下層にはコラーゲンの顕著な沈着が認められた．
2．腸管の好酸球は放射線誘導性腸線維症の発症に必須である

　放射線誘導性腸線維症マウスモデルにおいて線維化を起こした粘膜下層の組織には，好酸球の過剰な浸潤が観察された．透過型電子顕微鏡による観察において，放射線誘導性腸線維症マウスモデルの腸の絨毛の好酸球は，健康な腸の絨毛の好酸球と同様の形態学的な特徴を示したが，放射線の照射ののち粘膜下層に浸潤した好酸球には脱顆粒が認められた．このような脱顆粒した好酸球は炎症性疾患およびアレルギー性疾患においてよく観察され，活性化した細胞であると考えられる．そこで，放射線誘導性腸線維症における好酸球の関与について，好酸球を欠損したマウスを用いて検討した．その結果，腹部への放射線の照射から12週間のちの好酸球を欠損したマウスにおいて，粘膜下層のコラーゲンの沈着は顕著に減少していた．また，好酸球を欠損したマウスに放射線の照射ののち好酸球を移入すると，粘膜下層において顕著な線維化がもたらされた．したがって，放射線誘導性腸線維症の発症に好酸球は必須であることがわかった．
3．筋線維芽細胞により産生されたCCL11は粘膜下層に好酸球を遊走させる

　放射線誘導性腸線維症において好酸球はどのように粘膜下層に動員されるか検討した．ケモカインCCL11は炎症の部位に発現し，多数の疾患において好酸球を遊走させることが知られている．また，ほかの器官とは異なり小腸において恒常的に発現し，好酸球の粘膜固有層への動員を制御する．CCL11が放射線誘導性腸線維症における粘膜下層への好酸球の浸潤に関与するかどうかを確認するため，腸内の好酸球におけるCCL11の受容体の発現について調べた．CCL11はCCR3およびCCR5のリガンドであるが，腸の好酸球においてはCCR3の発現のみが検出された．また，CCR3ノックアウトマウスあるいは抗CCR3中和抗体を反復投与したマウスにおいては，粘膜下層への好酸球の浸潤および放射線の照射ののちの線維化が顕著に抑制された．以上のことから，好酸球はCCL11およびCCR3を介する経路により粘膜下層に動員されることがわかった．
　放射線の照射ののち，どの細胞がCCL11の産生に関与するか検討した．Ccl11 mRNAに対するin situハイブリダイゼーションにおいて，放射線の照射のまえにはCcl11 mRNAは粘膜下層にまったく検出されなかったが，照射ののち，筋線維芽細胞においてCcl11 mRNAが顕著に検出された．以上のことから，放射線の照射ののち筋線維芽細胞が活性化され，それらが発現するCCL11により粘膜下層に好酸球が遊走することがわかった．
4．陰窩上皮細胞の壊死により放出されたATPにより筋線維芽細胞は活性化する

　放射線の照射ののち，筋線維芽細胞がどのように活性化されるかについて検討した．慢性期においては，陰窩上皮細胞が持続的に壊死を起こしていた．細胞が壊死したときに細胞外に放出されるATPによるP2X受容体の活性化は，肺，腎臓，肝臓，膵臓，心臓を含むさまざまな臓器において線維性疾患の発症に寄与する．P2X受容体のアンタゴニストにより処理したマウスにおいて，好酸球の浸潤および線維化は有意に抑制された．また，小腸からの細胞外へのATPの放出を測定したところ，放射線の照射の直後には検出されなかったが，慢性期においては顕著に検出された．実際，ATPにより筋線維芽細胞を刺激すると，CCL11が特異的に発現した．以上のことから，慢性期における陰窩上皮細胞の壊死によりATPが細胞外に放出され，それにより筋線維芽細胞が活性化されてCCL11が発現することが明らかにされた．
5．筋線維芽細胞に由来する顆粒球マクロファージコロニー刺激因子により活性化された好酸球は粘膜下層における線維化を促進する

　粘膜下層に浸潤した好酸球が放射線誘導性腸線維症においてどのように活性化されるかについて検討した．通常，好酸球はアレルギーおよび寄生虫に感染したときにTh2細胞や2型自然リンパ球を介し活性化される．しかしながら，放射線誘導性腸線維症においてTh2細胞も2型自然リンパ球も関与しないことがわかった．そこで，放射線の照射ののち活性化した筋線維芽細胞が，好酸球の遊走だけでなく活性化にもかかわるかどうか検証した．筋線維芽細胞へのATPによる刺激は，インターロイキン33および顆粒球マクロファージコロニー刺激因子のmRNAレベルでの発現を有意に上昇させた．腸の好酸球において，インターロイキン33の受容体であるST2は発現していなかったが，顆粒球マクロファージコロニー刺激因子の受容体は発現していた．好酸球を顆粒球マクロファージコロニー刺激因子により刺激すると，線維化に必須のサイトカインであるTGFβ1が有意に発現した．さらに，顆粒球マクロファージコロニー刺激因子により刺激された好酸球に由来するTGFβ1は，筋線維芽細胞によるI型コラーゲンのmRNAレベルでの発現を顕著に上昇させた．以上のことから，好酸球と筋線維芽細胞との相互作用により粘膜下層における線維化が進展することが明らかにされた（図1）．
6．抗インターロイキン5受容体α抗体は放射線誘導性腸線維症を抑制する

　好酸球を標的とした治療の効果について検討するため，好酸球に発現するインターロイキン5受容体αに対する抗体を投与し，放射線誘導性腸線維症に対する有効性について評価した．この抗インターロイキン5受容体α抗体は，インターロイキン5受容体に対する拮抗作用だけでなく，抗体に依存性の細胞傷害の増強により循環する好酸球をほぼ完全に枯渇させる．放射線の照射の4週間まえから4週間ごとに抗インターロイキン5受容体α抗体をくり返し投与したところ，照射から13週間のちにおいて，腸の好酸球は80～90％も減少しており，粘膜下層への好酸球の浸潤および線維化は顕著に減少した．したがって，抗インターロイキン5受容体α抗体による治療は放射線誘導性腸線維症を抑制するための有望な戦略であることがわかった．
おわりに

　この研究においては，放射線誘導性腸線維症のマウスモデルの作製により，線維化を起こした粘膜下層の組織への活性化した好酸球の浸潤が見い出された．そして，これまで発症の機構が不明であった放射線誘導性腸線維症について，好酸球と筋線維芽細胞との相互作用がその病因に重要であることがわかった．放射線誘導性腸線維症マウスモデルにおいてインターロイキン5受容体αを標的とした好酸球の除去により病状が顕著に改善されたことから，これまで治療法のなかった放射線誘導性腸線維症の新しい治療法となることが期待される．
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〈図説明〉

図1　好酸球と筋線維芽細胞との相互作用により粘膜下層において線維化が進展する
