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原 著

治療抵抗性潰癌性大腸炎における

Transforminggrowthfactor-β受容体の発現抑制
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抄 録 炎 症 性 腸 疾 患 は, 潰 癌 性 大 腸 炎 (UIcerativecolitis:UC), ク ロ ー ン病 (Crohn'sdisease:CD) を含
む原 因不 明の難 治性 炎症性 腸疾 患 で あ る. そ の病態 には,Smadを介 したTransforminggrowthfactor-β
(TGF-β)シグナル伝達の異常が関与 していることが報告されている.そこで,ステロイ ド治療抵抗性 UC,ス
テロイ ド治療反応性 UCのTGF-β受容体 Ⅰ,Ⅱ型の蛋白量及びmRNA発現量 について,腸管手術標本を用
いWesternblottingとReal-timePCRで検討 した. ステロイ ド治療反応性 UCと比較 しステロイ ド治療抵抗
性 UCで,TGF-β受容体 I,Ⅱ型の蛋白量,mRNA発現量 ともに有意な低下を認めた. このことか ら.遺伝子
レベルでのTGF-β受容体の発現の低下がステロイド治療抵抗性 UCの病態に関与 している可能性が示唆された.
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ORIGINALARTICLE

TRANSFORMINGGROWTHFACTOR(TGFトpRECEPTORSARE
SUPPRESSEDINTHEREFRACTORYCASESWITHULCERATIVE

COLITIS.

KojiShimayal),YoblshiguroL･2),shogoKawaguchil),YukiSatol',

HirotoHiragal),satokoYamaguchiH,HirotakeSakurabal),HitoshiFujital),

KazufumiYamagatal),andShinsakuFtLkudal)

Abstract AIM:Transforming.growthfactor(TGF)-Prelatedsignalingmayplayanimportantroleinthe
pathogenesisofrefractoryulceratlVecolitis(UC).WeexaminedtheexpresslOnlevelsofTGF-βreceptor(R)Iand

TGF-βRⅡ,thatisinthedownstre?mpathwayofTGF-βsignaling･METHODS‥Colonictissuesampleswereobtained
fromrefractorycasesandresponslVeCasesWithUC,andcontrols.RNAandproteinwereextractedfrommucosal
samples,andrea一time-PCRandwesternblotanalysiswereperformed.RESULTS:BothofTGF-βRIandTGF-βRⅡ
transcriptsweresigni丘CantlysuppressedinrefractorycaseswithUC(0.106±0.0335,0.185±0.0465)comparedwith

responPivecases(1･12j=0･352･p'0･01･1･82j=0･877･p'0･05)･WesternblotanalysisshowedthatTGFIPRIandRH
wereslgni丘CantlysuppressedinrefractorycaseswithUC(0.587±0.105,1.02±0.318)comparedwithresponsivecases
(1.89±0,670,p<0.05,5.02±1.66,p<0.05).CONCLUSION:Fromthese丘ndings,weconcludethatoneofthemechanisms
ofrefractorinessofUCisduetothedownregulationofTGF-βreceptoratthetranscriptionallevelsandtheprotein
levelsthatleadstothelossofTGF-βrelatedsignaling.
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潰癌性大腸炎におけるTGF-β受容体の発現

は じめに

炎症性腸疾患 (In且ammatoryBowelDisease:

IBD)は潰癌性大腸炎 (Ullcerativecolitis:UC)と

クローン病 (Crohn'sDisease:CD)を含む難治性

炎症性腸疾患であり,その病因は不明である.そ

の病態には免疫異常の関与が推測されており,こ

れまで炎症性サイ トカインの増加1･2),経口免疫

寛容の破綻3)などが報告され,また,治療薬剤と

してはアミノサリチル酸製剤,ステロイドホルモ

ン剤,免疫抑制剤4),抗 TNF-α抗体5)などの生

物製剤の有効性が明らかとなっている.特にUC

では基本 となる治療薬剤はステロイ ドホルモン

であるが,その有効率は60%程度であり,難治

例が多 く存在することも事実である6).近年,そ

の病態のひとつにTransfbrminggrowthfactor-β

(TGF-ド)シグナル伝達の異常が関与 しているこ

とが報告されている7~9)

TGF-βは消化管粘膜上皮において,細胞の増

殖,炎症および組織の修復などの作用を有してお

り,活動期 UCの腸管局所では,TGF-βの発現

克進が示されている10).また,TGF-βノックア

ウトマウスでは消化管粘膜を含めた全身性炎症に

よって早期に死亡するといわれ11),一方で,UC

の慢性炎症持続の病態にSmadを介 したTGF-β

のシグナル伝達の異常が関与していることが報告

されている7~9)

今回,UC腸管局所におけるTGF-β受容体の

発現とTGF-βシグナル伝達異常について解析し,

ステロイド治療抵抗性 UCとの関わりについて検

討した.

対象及び方法

対象

健常Controlとして大腸癌手術例 (4例)の正
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常粘膜と,ステロイド治療抵抗性UC(6例)お

よび治療反応性 UC(4例)の腸管手術組織 よ

り,蛋白およびRNAを抽出し,TGF-β受容体 Ⅰ

型 (TGF-PRI),TGF-β受容体Ⅲ型 (TGF-βRⅡ)

の蛋白量についてWesternblotを,mRNA発現

量はreal-timePCRを用い検討した (表 1).

また,本研究はヘルシンキ宣言 を遵守 し,

informedconsentおよび文書による同意を得て

行った.

方 法

WesternBlotting

腸管手術組織 より採取 された凍結組織 をホ

モ ジナイズ し,NuclearExtractKit(ACTIVE

MOTIF,Carlsbad,CA)を用 い蛋 白を抽 出 し

た.Bio-Radproteinassay(Bio-Rad,Hercules,

CA) を 用 い 蛋 白 濃 度 を 測 定 し た.15%

polyacrylamide-SDSゲ ル を用 い電 気 泳 動 後,

ImmobilonP15membrane(MilliporeCorp.,

Bedford,MA)へblottingを行った.
1次抗 体 と して,TGF-βRI抗体 (1:1000,

SantaCruz.),TGF-PRⅡ抗体 (1:1000,Santa

Cruz.),β-Actin抗 体 (1:5000,CellSignaling)

を使用 し,2次抗体 としてRabbitlgGHRP抗

体 (GEHealthcare,UK),GoatlgGHRP抗 体

(PIERCE,IL)を使用した.

Real-timePCR

腸管手術組織より採取された凍結組織をホモジ

ナイズし,acidguanidiniumthiocyanate-pheno1-

chlorofbrm (AGPC) 変 法 に よ りtRNAを抽

出, そ の 後,RT-PCR(reversetranscription-

polymerasechainreaction:Stratagene)を用い

てtRNAからcDNAを合成した.

各々のサンプルから合成したcDNAに対して

性別 年齢 (午) 病悩期間 (午) ステロイド総投与量 (g)

男性 女性 Max Min Mean Max Min Mean Max Min Mean

ステロイド治療抵抗性UC 4 2 55 15 34.5 14 2.3 6.3 60 I 18.3

ステロイド治療反応性UC 1 3 44 24 34.3 10.3 0.1 3.9 20 0.2 8.8



92

A

TGF-βRl

β-ac血

Control

島谷,他

Refractory Responder

図1A.腸管局所における蛋白レベルでのTGF-PRIおよびp-Actinの発現.
Controlおよびステロイド治療反応性UCと比較し,治療抵抗性UCではTGF-PR
I発現は低下を示す.
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図1B.TGF-PRIの蛋白レベルでの発現.
ステロイ ド治療抵抗性 UC (0.587±0.105)は,治療反応性 UC(1.89±0.670),
Control(2.96±0.614)と比較し有意に低値 (p<0.05,P<0.01)を示す.

それぞれのプライマーを用いて,iCycleriQTM

version3.1/BIORADで ReaLtimePCRを 行 っ

た.TGF-βRI,RⅡのプライマー (SingleGene

PCRKit/Supersignalarray) を 用 い たRea1-

timePCRで は,anealingtemperature を55℃

に設定 し,内因性 コントロールとしてhuman

glyceraldehydes-3-phosphatedehydrogenase

(GAPDH)を用いた.

各群の統計学的解析はUnpairedttestで評価

した.

結 果

TGF-βRI蛋白質の発現 レベルに関し,コン

トロール (2.96±0.614)とステロイド治療反応

性 UC(1.89±0.670)の間には有意差は認められ

なかったが,ステロイド治療抵抗性 UC(0.587±

0.105)ではコントロールに比べ有意に (P<0.01)

低下していた (図1B).さらに,治療抵抗性 UC

では治療反応性 UCと比較し有意に (P<0.05)低

値であった (図1B).

mRNAレベルに関し,コントロール (0.200±
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図1C.TGF-PRIのmRNAレベルでの発現.
ステロイド治療抵抗性UC(0.106±0.0335)は,治療反応性UC(1.12±0.352)と
比較し有意に (P<0.01)低値を示す.

0.0707)と治療抵抗性UC(0.106±0.0335)の問

には有意差は認められなかったが,治療反応性

UC(1.12±0.352)ではコントロールに比べ有意

に (P<0.05)高値であった (図1C).さらに治

療抵抗性UCでは治療反応性UCと比較し有意に

(p<0.01)低値であった (図1C).
TGF-βRⅢ蛋白質の発現レベルに関し,コント

ロール (6.92±3.04)と治療反応性UC(5.02±

1.66)の間には有意差は認められなかったが,ス

テロイド治療抵抗性UC(1.02±0.318)ではコン

トロールに比べ有意に (P<0.05)低下していた

(図2B).さらに.治療抵抗性UCでは治療反応

性UCと比較し有意に(P<0.05)低値であった(図

2B).

mRNAレベルに関し,コントロール (0.325±

0.170)と治療抵抗性UC(0.185±0.0465),コン
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トロールと治療反応性UC(1.82±0.877)の間に

は有意差は認められなかった (図2C).さらに治

療抵抗性UCでは治療反応性UCと比較し有意に

(p<0.05)低値であった (図2C).

考 察

TGF-βは,Tリンパ球,上皮細胞,マクロファー

ジ,間質細胞などの様々な細胞から分泌される細

胞の形質転換を促進する因子の1つで,消化管粘

膜上皮細胞の増殖や分裂,再生,粘膜免疫におけ

るバリア機能の制御,細胞外マトリックスの沈着

促進に作用するサイトカインであり,細胞増殖抑

刺,炎症抑制,組織修復という役割を担う点で重

要である12~14'.特に消化管において経口免疫寛

容を司る重要な因子であること,さらに炎症性腸

疾患では経口免疫寛容の破綻が病態に関与3)して
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図2A.腸管局所における蛋白レベルでのTGF-βRⅢおよびβ-Actinの発現.
Controlおよびステロイド治療反応性 UCと比較し,治療抵抗性 UCではTGF-β
RⅢ発現は低下を示す.

N.S.
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図2B.TGF-PRⅢの蛋白レベルでの発現.
ステロイ ド治療抵抗性 UC(1.02±0.318)は,治療反応性 UC (5.02±1.66),
Control(6.92±3.04)と比較し有意に低値 (P<0.05,P<0.05)を示す.

いることも報告されている.実際,炎症性腸疾患

患者腸管におけるTGF-βの発現は増加している

ことが報告されている10).一方, ドミナントネガ

ティブ型TGF-β受容体Ⅱ型を発現するトランス

ジェニックマウスでは,上皮細胞の再生が抑制さ

れること15),IBD患者の腸管粘膜固有層単核球で

はSmad7の発現増強により,TGF-βのシグナル

伝達抑制が生じ,炎症性サイトカインの産生増強

に結びつく可能性も示唆されている7,8)ことから,

受容体以下のレベルでのシグナル伝達の異常が病

態に関与しているこ-とが推測されている.

また,TGF-β受容体は, Ⅰ型受容体 とⅡ型受

容体それぞれが2分子ずつ集合した4量体が活性

型であり,恒常的に活性化されているⅡ型受容体

に結合すると, Ⅰ型受容体がリクルー トされ,4

量体を形成する.受容体蛋白は, Ⅰ型,Ⅱ型分子

ともにセリン･スレオニンキナーゼ活性を持ち,

Ⅱ型受容体が Ⅰ型受容体のGS(グリシン･セリン)

ドメインのセリンをリン酸化すると, Ⅰ型受容体

のリン酸化活性が克進する.
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図2C.TGF-PR皿のmRNAレベルでの発現.

ステロイド治療抵抗性 UC(0.185±0.0465)は,治療反応性UC(1.82±0.877)と
比較し有意に (P<0.05)低値を示す.

TGF-βによる細胞内シグナルを伝える主な分

子は,Smadと呼ばれるもので,転写因子の1つ

である.Smadは晴乳類で8種類確認されており,

その中で特異型SmadとしてTGF-βやアクチビ

ンのシグナルを伝達するSmad2,3,BMP(bone

morphogeneticprotein)のシグナルを伝達する

Smadl,5,8などが知られている.共有型Smadと

呼ばれるSmad4は,全てのSmadとヘテロ複合

体を形成する.抑制型Smadと呼ばれるSmad6,7

は,シグナルを負に調節する役割を持っている.

特異型Smad2,3は細胞質でSARA(Smadanchor

forreceptoractivation)と結合 しているが,活

性化されたⅠ型受容体がSmadのセリンをリン酸

化して活性化すると,受容体からもSARAから

も外れて,共有型Smad4とへテロ複合体を形成

し,細胞質から核に移行して,直接標的遺伝子の

転写活性を制御し,様々な生理活性を示す16).
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今回の検討では,TGF-βRI,RII蛋白質の発
現レベルに関し,コントロールとステロイド治療

反応性UCの間には有意差は認めなかった. ま

た,mRNA発現は,コントロールと治療抵抗性

UCの問には有意差は認められず,一方,コント

ロールに比し治療反応性UCでは有意に克進して

いた.コントロール群でのTGF-βRの蛋白質レ

ベル,mRNAレベルでの発現を腸管正常組織で

の恒常的な状態と考えるならば,治療反応性UC

群ではTGF-βRのmRNAの発現の克進により蛋

白レベルでの発現が回復しており,一方,治療抵

抗性 UCではmRNA発現レベルの低下が蛋白レ

ベルでの発現低下に関連していることが推測され

る.治療抵抗性UCにおけるTGF-βR発現低下

の機序に関しては,今後さらなる検討が必要と考

えられた.

これまで,Smad3ノックアウ トマウスでの
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腸管粘膜への炎症細胞浸潤の報告17)や,抑制型

SmadであるSmad7の発現克進によりSmadシ

グナル伝達が障害され,炎症の持続する病態を形

成しているとの報告7･8)があるが,今回の検討か

ら,その上流にある受容体レベルでの発現低下が,

炎症の持続する病態を形成する可能性が示唆され

た.

以上より,腸管粘膜局所ではTGF-β発現量が

増加 しているにも関わらず,TGF-β関連シグナ

ルの伝達障害が生じているため,慢性炎症が持続

している可能性が示唆された.

結 語

蛋 白レベルのみならず遺伝子 レベルでの

TGF-β受容体の発現の低下が,TGF-β-Smad系

のシグナル伝達を障害し,ステロイド抵抗性UC

の病態に関与していることが示唆された.
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