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研究成果の概要（和文）：IBD合併大腸腫瘍マウスモデルにおいて大腸上皮の腫瘍化に伴い変化するユビキチン
化修飾タンパク量を網羅的に同定し得た。また我々は以前、大腸上皮の腫瘍化でTNFR2の発現が亢進すること、
同モデルへ抗TNF抗体を投与することで大腸腫瘍を抑制し得ることを見出してきたが、本研究ではイカルガマイ
シンがTNFR2のリガンドである膜型TNFを効率的に誘導することを見出した。さらに、TNF産生を収束させる制御
機構が細胞レベルで存在すること、イカルガマイシンがその制御機構を障害することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study using mouse models, we detected changes in the expression of 
various ubiquitinated proteins between non-tumor colitic epithelia and colitis-associated tumor 
tissue induced by administration of azoxymethane followed by sequential dextran sodium sulfate 
ingestion. The data obtained from these experiments are critical for understanding the physiology of
 colitis-associated tumor. We previously reported that the expression of TNFR2 is up-regulated in 
the tumor. However, the mechanism of TNFR2-mediated signal transduction is still poorly understood. 
We observed that Ikarugamycin increases the expression of the membrane form of TNF. This observation
 contributes to a better understanding of the TNF-TNFR2 pathway. In addition, our study indicates 
that there is a cellular mechanism by which the expression of TNF is terminated at the cellular 
level.

研究分野： 下部消化管

キーワード： 大腸腫瘍　TNF
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網羅的ユビキチン化修飾タンパク同定法は腫瘍発症機序解明やその予防法・治療法開発の基盤技術になりうると
考える。また、細胞レベルでTNFの発現制御機構が存在しその破綻によりTNF産生が亢進するという概念は、炎症
性発癌のみならず自己免疫性・炎症性疾患の病態解明に新たな視点を提供するものである。現在までTNF研究で
は、TNFR1に比べてTNFR2シグナルに関する知見が乏しかったが、本研究で明らかになった膜型TNFの効率的な誘
導法は、膜型TNFを主なリガンドとするTNFR2に関する研究へ大きく貢献すると思われる。

※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 
炎症性発癌は胃癌や肝臓癌など消化器癌の主要発症因子であり、大腸においても炎症性腸疾

患の長期罹患例では炎症性腸疾患合併大腸癌の発症リスクが上昇することが知られている。炎
症性腸疾患合併大腸癌は、非炎症性と考えられている孤発性大腸癌とは組織学的にも分子病理
学的にも異なることが知られているが、その発癌メカニズムの多くは不明である。本邦における
炎症性腸疾患患者数の急増に伴い、今後の大腸癌合併患者の増加が憂慮され、その発症機序の解
明及び予防法の確立が望まれている。 
我々は、デキストラン硫酸による腸炎 (DSS 腸炎)の発症に伴い、大腸粘膜において主に単球/

マクロファージ系細胞で TNF の発現が亢進すること、アゾキシメタンを投与したのち DSS 腸炎
を 3 回繰り返し誘導する炎症性腸疾患合併大腸腫瘍モデルにおいて、腫瘍化に伴い大腸上皮細
胞の Tumor necrosis factor receptor 2 (TNFR2)の発現が亢進しすることを認めた。さらには、
同モデルへ抗 TNF 抗体を投与することで大腸腫瘍を抑制し得ることを見出してきた。しかし、
TNF による炎症性腸疾患合併大腸腫瘍促進のメカニズムや、その基盤となる TNF-TNFR2 シグナル
制御機構の詳細は未だ明らかではない。  
 
２．研究の目的 
本研究では、ユビキチン化等の翻訳後タンパク制御機構に着目することで、我々が蓄積してき

た大腸腫瘍に関する TNF の知見を発展させ、炎症性腸疾患合併大腸腫瘍の発症機序解明及び予
防法の基盤構築を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)C57BL6 マウス及び Balb/c マウスにアゾキシメタンを投与したのち DSS 腸炎を誘導し炎症性
大腸腫瘍を、Balb/c マウスにアゾキシメタンを 8 回投与することで孤発性大腸腫瘍モデルを作
成した。得られた組織を、ウエスタンブロットに供するとともに、トリプシン消化後にジグリシ
ンレムナント抗体でユビキチン化ペプチドを濃縮し質量分析計で解析を行った。 
 
(2)正常大腸組織及び炎症性腫瘍組織から上皮細胞を単離し、それぞれの長期培養系を構築しウ
エスタンブロットでの発現解析を行うとともに、大腸腫瘍培養株におけるβ-カテニンの遺伝子
変異を検索した。 
 
(3)β-カテニンの修飾部位変異による腫瘍マウスモデル作成を CRISPR/Cas9 法で試みた。 
 
(4)M-CSF 添加培地を用いて骨髄由来マクロファージを誘導し、またマウスマクロファージ由来
細胞株 RAW264 を用いて、Lipopolysaccharide(LPS)で刺激を行い、ウエスタンブロット・ELISA・
フローサイトメトリーや細胞免疫染色での解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)炎症性大腸腫瘍及び辺縁非腫瘍部大腸上皮を採取し質量分析計でユビキチン化タンパクの網
羅的同定を行い、腫瘍化に伴い発現が変化するユビキチン化タンパクを多数推定した。非腫瘍部
大腸上皮に比べて炎症性大腸腫瘍組織で Vimentin 等の増加が、Sodium/potassium-transporting 
ATPase subunit alpha-1 等の減少が示唆された。 
 
(2)複数の初代培養株を樹立し得た。大腸上皮培養細胞に比べて炎症性腫瘍培養細胞でユビキチ
ン化修飾の発現亢進を認めた。現在、個別のタンパクについてユビキチン化の生化学的・機能的
解析へ発展させている。樹立した大腸腫瘍細胞におけるβ-カテニンの遺伝子変異を検索した結
果、32番目のアスパラギン酸や 37番目のセリンの変異を認めた。 
 
(3)β-カテニンのリン酸化部位である 37 番目のセリンの変異（S37F）について変異マウスの作
成を試みたが、変異体を得ることが出来なかった。 
 
(4)骨髄由来マクロファージ及び RAW264 細胞へ LPS で刺激後、細胞溶解液を作成しウエスタン
ブロットを行ったところ、膜型 TNF 発現が刺激後一過性に上昇した後で低下することを認めた。
「Tumor necrosis factor alpha converting enzyme(TACE)により膜型 TNF が切断され細胞外へ
遊離型 TNF として放出されるために膜型 TNF の発現が低下する」との仮説を立て、TACE 欠損
RAW264 細胞へ LPS で刺激を行った。TACE 欠損 RAW264 細胞では、培養液中の遊離型 TNF 濃度は
著明に低下することを ELISA で確認したが、膜型 TNF 発現は一過性に上昇した後でやはり低下
した。このことから、TNF の炎症収束へむけた細胞内制御機構が TACE 非依存性に存在すること
が示唆された。 
 
(5)小胞体からゴルジ体に至る過程を阻害するブレフェルジン A 存在下に RAW264 細胞を LPS で



刺激した結果、膜型 TNF の発現が経時的に増強することを WB で認め、膜型 TNF の発現制御機構
がゴルジ装置から細胞膜に至る経路に存在することが示唆された。 
 
(6)薬剤スクリニーニングの結果、エンドサイトーシス阻害剤であるイカルガマイシンが、LPS 刺
激による膜型 TNF の発現を亢進させることを WBで見出した。フローサイトメトリー解析では、
イカルガマイシン存在下による LPS 刺激は非併用群に比べ細胞表面に発現する膜型 TNF の発現
を亢進・持続させた。ELISA による測定ではイカルガマイシン存在下では培養液中の遊離型 TNF
濃度も上昇したことから、イカルガマイシンによる細胞表面での TNF 発現亢進は、膜型 TNF から
遊離型への切断阻害による効果ではないことが示された。イカルガマイシンに、TACE 阻害薬で
ある TAPI-1 を加えて LPS で刺激した結果、イカルガマイシン単独存在下での LPS 刺激群に比べ
て、細胞表面の TNF の発現はさらに亢進する一方で、培養液中の TNF 濃度は抑制された。以上よ
り、TNF の炎症収束へ向けた細胞内制御機構はイカルガマイシンにより障害されることが示唆さ
れた。今後、その詳細な分子メカニズムを翻訳後修飾の視点から解明する予定である。また、本
研究で明らかになった細胞表面への膜型 TNF の効率的な誘導法は、膜型 TNF を主なリガンドと
する TNFR2 シグナル伝達経路の解明へ大きく貢献すると思われる。 
 
(7)TACE 欠損 RAW264 へイカルガマイシン存在下に LPS で刺激を行い、WB及びフローサイトメト
リーによる細胞溶解液中や細胞表面の TNF 発現は、非存在下と比較して亢進していた。さらに、
ELISA による培養液中の TNF 濃度もイカルガマイシン非存在下と比較して上昇しており、TACE 非
依存性の TNF 細胞外放出機構が存在することが示された。 
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