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研究成果の概要（和文）：腸上皮細胞においてはムスカリンM3受容体活性化に引き続くstore-operated calcium
 entry (SOCE)がp38MAPキナーゼを正に制御し、プロテアーゼであるADAM17を活性化してTNFRを切断/可溶化する
ことによりTNF-α経路を遮断し、炎症の拡散進展を抑制していると考えられた。この研究の過程でp38MAPキナー
ゼを阻害する物質としてPNU-120596を見出した。この物質はα7 nAChRのpositive allosteric modulatorとして
広く用いられているが、p38MAPキナーゼに直接結合してα7 nAChRを介することなく阻害作用を発揮していた。

研究成果の概要（英文）：In intestinal epithelial cells, store-operated calcium entry (SOCE) 
following muscarinic M3 receptor activation positively regulates p38MAP kinase and activates the 
protease ADAM17 to cleave/solubilize TNF-α. It was thought that it blocked the pathway and 
suppressed the spread of inflammation. In the course of this study, we found PNU-120596 as a 
substance that inhibits p38MAP kinase. Although this substance is widely used as a positive 
allosteric modulator of α7 nAChR, it binds directly to p38MAP kinase and exerts an inhibitory 
effect without mediating α7 nAChR.

研究分野：病態医化学

キーワード： TNF　MAP kinase　p38　ADM17　STIM1　SOCE
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸上皮バリアが破綻すると外来抗原や微生物が侵入し、マクロファージなどの免疫細胞が遊走浸潤して対抗し、
TNF-αをはじめとする炎症促進因子を放出して腸上皮バリア機能をさらに低下させるという悪循環が生じ、この
ことは炎症性腸疾患の病態との関わりが深い。我々の研究成果はムスカリン受容体刺激がTNF-α converting 
enzyme(TACE)を活性化してTNF-α受容体(TNFR)の密度を低下させると同時に、その可溶化された断片(sTNFR)が
TNF-α自体を中和してTNF-α経路を抑制していることを示し、炎症性腸疾患の新しい治療法の可能性を示したも
のである。

※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 

潰瘍性大腸炎は慢性炎症性腸疾患の一種であり，消化管の炎症が緩解・再燃を繰り返しなが

ら慢性に経過する。病因については遺伝的素因や環境因子に加え，免疫要因の関与が重要と

考えられているが，その詳細については不明である。喫煙習慣の有無とは明らかな相関があり，

特に活動性潰瘍性大腸炎に対しては臨床的にもニコチン/アセチルコリン（ACh）の有効性が示さ

れているが 1)，その治療的効果発現の詳細は明らかではない 2)。 

我々は腸上皮バリア機能の維持修復における focal adhesion kinase（FAK）の重要性 3, 4)とマウ

ス腸上皮細胞における ACｈR から FAK の活性化に繋がる経路の存在を示し mAChR からのシグ

ナルが炎症による腸上皮バリア機能の障害を緩和している可能性を報告した 5)。また、この

mAChR からのシグナルの一部は腫瘍壊死因子α（TNFα）経路を負に制御し、バリア機能の補

強と同時に炎症の拡散進展も抑制している可能性を示してきた 5, 6)。更に、腸上皮において

mAChR の下流に 3 つの MAP キナーゼ、ERK、JNK、p38 が存在して FAK の活性化を制御してい

るほか、JNK は分泌反応を負に制御し 7)、p38 は細胞膜上のプロテアーゼ TACE（TNFα

Converting Enzyme）を活性化して細胞膜上の TNFα受容体（TNFR）を切断することにより炎症の

拡散進展を抑制していることを報告してきた 8)。 

 

２．研究の目的 
腸上皮に存在する MAP キナーゼ、特に ERK と p38 について、mAChR の下流にあってどの様

に機能しているか、相互の依存性や上皮成長因子受容体（EGFR）経路との関連の解明を目的と

する。 

 
３．研究の方法 

ヒト大腸ガン由来の HT-29/B6 細胞を腸上皮のモデルとして用い、mAChR 刺激による MAP キ

ナーゼの活性化をそれらのリン酸化を指標にウェスタンブロットにて検討した。 

mAChR 刺激は 100 µM ACh で行い、1 µM atropine (Mec)添加で刺激反応が消失することを

確認した。TACE 阻害剤として TAPI-0、p38 阻害剤として SB、EGFR 阻害剤として AG1478 を使

用した。解析データは mean ± SEM で示した。 2 群間の比較には Student’s t-検定を行い、p < 

0.05 を以て有意差ありと判定した。 

 
４．研究成果	

HT-29/B6 細胞に対し mAChR 刺激を行

うと ERK、p38 のリン酸化が亢進し MAP キナ

ーゼの活性化が観察された。ここに TACE

の阻害剤である TAPI-0 を添加すると、ERK

のみリン酸化の消失が認められた。p38 のリ

ン酸化は TAPI-0 に影響を受けないこと、ま

た前年度の結果で TACE の活性化は p38

によって制御されていることから 9)、ERK のリ

ン酸化は P38/TACE 依存的であることが示

唆された（図 1）。TACE をノックダウンしても

 
図 1 ERK の活性化は p38/TACE に依存する 

mAChR 刺激による MAP キナーゼのリン酸化において、

ERK のみが TACE 阻害剤 TAPI-0 で抑制された。 



 

 

同様の結果で（図 2）、mAChR 刺激時の ERK のリン酸化の一部は TACE に依存していると考えら

れた。 

次いで、mAChR 刺激下における ERK と p38 の依存関係を明らかにするため、mAChR 刺激と

EGFR 刺激を行い p38 特異的な阻害剤 SB の MAP キナーゼリン酸化に対する効果を比較検討し

た。図 3 に示すように、mAChR 刺激による ERK のリン酸化は SB によって抑制されたが EGFR 刺

激によるものは影響を受けなかった。また、p38のリン酸化はmAChR、EGFR刺激の何れにおいて

も SB によって抑制された。これらの結果から mAChR 刺激時の ERK のリン酸化の大部分は p38

の活性化に依存したものであり、その p38 の制御を受ける TACE の活性化とも密接に関連してい

ると考えられた。 

TACE の標的タンパク質は TNFα以

外に TGFαや HB-EGF などの EGFR の

活性化をもたらすいわゆる EGF ファミリー

増殖因子群が知られている 10)。そこで、

EGFR 阻害剤 AG1478 を用いて mAChR

刺激時の MAP キナーゼリン酸化に対す

る影響を検討した。図 4 に示すように、

AG1478 存在下では、mAChR を介する

ERK のリン酸化は抑制されたが p38 のリ

ン酸化は影響を受けなかった。このことか

ら mAChR 刺激時の ERK のリン酸化のか

なりの部分は p38/TACE/EGFR を介した

ものであると考えられた。また、EGFR 経

路の活性化は細胞の増殖促進作用や抗

アポトーシス作用があることから、mAChR は EGFR 活性化を通して腸上皮組織の維持再生にも関

わっていることが示唆された。 

腸管においては食餌や微生物等に由来する様々な外来抗原に対し，自然免疫系と獲得免疫

系が協働して成熟した免疫能が形成されていくと考えられている。また、腸上皮は体外である腸

管腔と体内を隔てる物理的バリアとして機能することにより過剰な免疫応答を抑制すると同時に、

上皮細胞は自ら内因性抗菌物質やサイトカインを産生分泌し、積極的に粘膜防御や免疫制御を

担っていると考えられている。潰瘍性大腸炎やクローン病などの炎症性腸疾患においてはこのバ

リア機能を含む免疫防御の破綻が原因と

なっていると考えられているが，その詳細

は不明である 13)。 

潰瘍性大腸炎においては、喫煙習慣

の有無との相関があり、特に活動性潰瘍

性大腸炎に対しては臨床的にもニコチン

/ACｈの有効性が示されている 1)。近年、

AChR が免疫担当細胞表面に存在し、免

疫応答を調節していることが示され 14)、ニ

コチン/ACｈの有効性との関連が示唆さ

れている。 

 

図 2  ERK の活性化は TACE に依存する 

mAChR 刺激による MAP キナーゼのリン酸化において、

ERK のみが TACE ノックダウンで抑制された。グラフはウェ

スタンブロット膜の発色データをスキャンし定量化したもの

で、コントロールの刺激なしを 1 としてそれに対する比を表

している。* p < 0.05 (n = 4) 

 

図 3  ERK の活性化の大部分は p38 に依存する 

p38 阻害剤 SB は、mAChR 刺激において ERK と p38 の

いずれのリン酸化も抑制したが、EGFR 刺激においては

p38 のみを抑制した。 



 

 

我々は腸上皮バリア機能の維持修復

における FAK の重要性を報告し 3, 4)、

FAK はその上流にある MAP キナーゼで

ある ERK によって活性調節を受け、タイト

ジャンクション構成因子の細胞内局在を

調節していることを示してきた。さらに、

mAChR 刺激によって ERK/FAK が活性

化し腸上皮バリア機能を補強している可

能性を報告した 5)。また同時に、mAChR

の下流に存在するもう一つの MAP キナ

ーゼ、p38、が TACE の活性化を制御し、

TNFR の切断/shedding を介して TNF 経

路を抑制していることも明らかにしてきた

8, 9)。 

HT-29/B6細胞において、mAChR を介する MAPキナーゼのリン酸化が観察されるのであ

るが、図 1-3に示すように ERKのリン酸化の一部あるいは大部分は p38/TACEの活性化に

依存するものであった。p38 による TACE の活性化は直接的なリン酸化によることが報告

されており 15)、我々もこれを想定している。TACE は細胞膜上に存在するプロテアーゼで

あり、その命名の由来は細胞膜上に固定されている TNFα前駆体を切断し可溶型の TNFα

として遊離させることである 11, 12)。しかし TACE の標的タンパク質は TNFα以外に TGF

αや HB-EGF などの EGFR の活性化をもたらすいわゆる EGF ファミリー増殖因子群が知

られている 10)。そこで、EGFR阻害剤 AG1478を用いて mAChR刺激時の MAPキナーゼリ

ン酸化に対する影響を検討したところ、図 4 に示すように、AG1478 存在下では、mAChR

を介する ERKのリン酸化は抑制されたが p38のリン酸化は影響を受けなかった。これらの

ことから mAChR刺激時の ERKのリン酸化のかなりの部分は p38/TACE/EGFRを介したも

のであると考えられた。また、EGFR 経路の活性化は細胞の増殖促進作用や抗アポトーシ

 

図 4 mAChR 刺激は p38/TACE を介して EGFR 経路を活

性化する 

mAChR 刺激により p38/TACE の活性化を介した EGFR リ

ガンドの shedding/遊離が生じ、EGFR 経路の活性化が誘

導されていると考えられた。 

 

図 5 mAChR 刺激は p38/TACE を介して、TNFR 経路を遮断すると同時に、EGFR 経路を活性化する 

mAChR 刺激により p38/TACE の活性化を介して、TNFR の切断を生じてこの経路を遮断すると同時に、EGFR

リガンドの shedding/遊離が生じ、EGFR 経路の活性化が誘導されると考えられた。これらによって mAChR はバ

リア機能の保護と同時に、腸上皮の維持再生にも働いていると考えられる。 



 

 

ス作用があることから、mAChRは EGFR活性化を通して腸上皮組織の維持再生にも関わっ

ていることが示唆された。今回の 3年間の研究で得られた結果を図 5のようにまとめてい

る。 

これまでニコチン/ACｈの抗炎症作用は免疫系を介すると考えられて来たが、我々の実験結果

から更に多様なメカニズム、即ち腸上皮バリア機能の補強や炎症進展/拡散の抑制、さらには

EGFR 経路を介する細胞増殖促進や抗アポトーシス作用など、多彩な作用が存在して、潰瘍性

大腸炎に対し治癒的効果をもたらしていることが示唆される。 
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