
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 5 月 14 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：二本鎖 RNA 依存性プロテインキナーゼ（PKR）は抗ウイルス作用、細

胞増殖、細胞分化及びアポトーシスの誘導等、極めて多彩な機能を持つ。今回、様々な病原体

に対する防御機能を持つラット小腸上皮細胞（IECs）において、PKR の発現や機能を解析した

ところ、PKR がラット IECs で発現し、細胞の分化・成長とアポトーシスに関与していることが

明らかとなった。また、副腎皮質ホルモンにより IECs における PKR の発現が抑制されたことか

ら、PKR が同細胞の免疫応答に関与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Intestinal epithelial cells (IECs) are exposed to microbial and 
viral products, and serve as essential barriers to them.  Since double-stranded 
RNA-dependent protein kinase (PKR) is involved in cellular antiviral response, cell 
differentiation and apoptosis, we tried to investigate the expression and roles of PKR 
in rat IECs.  In this study, we showed that the expression of PKR in IECs of adult rats.  
We also demonstrated that PKR was expressed in cultured rat IECs.  The level of PKR protein 
expression and the activity of alkaline phosphatase (ALP) increased in the cultured IECs 
in a time-dependent manner.  Treatment with PKR inhibitor decreased ALP activity in the 
IECs.  The addition of synthetic double-stranded RNA induced apoptosis in a 
dose-dependent manner in these cells.  Treatment with hydrocortisone also provoked 
suppression of PKR expression in such cells.  Thus, we concluded that PKR is expressed 
in IECs as potent barriers to antigens and is a possible modulator of the differentiation 
and apoptosis in rat IECs. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)  Double-stranded RNA-dependent 

protein kinase（PKR）はウイルス感染やイ

ンターフェロン等に応答する蛋白であり、細

胞の防御機構やアポトーシスに関与する酵

素である。PKR は自己リン酸化により活性化

し、自身が持つキナーゼ活性により下流転写

調節因子 eIF-2等をリン酸化し、シグナルを

伝達する。我々は天然毒素オカダ酸を培養細

胞へ加えると PKR 経路が活性化し、アポトー

シスが誘導されることを発見した（Morimoto 

et al, J Biochem，2004）。また、変異 PKR

遺伝子を導入した骨芽細胞株を作成したと

ころ、この細胞ではオカダ酸による IB リン

酸化を介した炎症関連転写因子NF-Bの活性

化機序に変化が生じていた（Morimoto et al，

Mol Cell Biochem, 2005）。こうした結果は

PKR と、そのリン酸化を介した活性化が様々

な部位におけるアポトーシスや炎症の誘発

過程において非常に重要な役割を果たして

いる可能性を示唆している。 

(2) さらに我々はPKR変異骨芽細胞やPKR

阻害軟骨芽細胞が STAT1 蛋白を強く発現し、

それらの細胞が有する骨・軟骨形成能が低

下することを明らかとした（Yoshida et al，

Exp Cell Res，2005）。これらの結果より

PKR は炎症やアポトーシス誘導における役

割以外に、骨や軟骨の細胞分化・組織形成

過程においても重要な働きをなすことが示

された。 

(3) 小腸上皮は細胞の分化からアポトーシ

スまでに至る各表現型が同時に観察される

ため、初期発生のみならず、成体における幹

細胞の分化等を研究するのに適した組織で

あるが、消化器系上皮における PKR 研究はウ

イルス感染や免疫応答に関する研究を除き、

ほとんど行われていない。さらに、発生学的

見地から PKR の発現様式を検索した研究もほ

とんど見当たらない。また、腸管上皮は微生

物が腸管内に進入してきた場合、感染症の危

険に曝される最前線となるため、機械的な防

御機構に加え、サイトカインをはじめとする

種々の免疫関連因子による緻密な防御機構

が構築されている。したがって、免疫関連分

子でもある PKRが小腸の防御機構に関与する

可能性は高いと考えられるが、小腸の免疫機

能と PKRの関連性を題材とした研究も皆無で

ある。 

 以上(1)～(3)を背景として、我々は PKR が

小腸上皮細胞の発生・分化過程やアポトーシ

ス誘導及び生体防御機構に果たす役割を発

生学的、形態学的、分子生物学的に多方面よ

り解明することを目的とし、今回の研究を立

案した。 

 

２．研究の目的 

細胞レベルでの生体防御機構の一つの因

子として、二本鎖 RNA 依存性プロテインキナ

ーゼ（double-stranded RNA-dependent 

protein kinase; PKR）がある。PKR は

interferon（IFN）による抗ウイルス作用へ

の関与に加えて、細胞増殖、細胞分化及びア

ポトーシスの誘導等、極めて多彩な機能を併

せ持ち、その発現及び調節に種々の因子が関

与することが解明されつつある。一方、小腸

上皮細胞（IECs）はウイルスなどの様々な病

原体や抗原に常に曝されており、それらに対

する重要なバリア機能を果しているが、PKR

の発現やその調節機構等については全く報

告がない。そこで申請者らは IECs における

PKR の発現と局在、さらには細胞増殖・分化

およびアポトーシスへの関与等の機能面に



ついて in vivo 及び in vitro の実験系で解

析を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) in vivo: 8 週齢の Brown Norway rat よ

り採取した空腸を材料とし、①抗 PKR 抗体と

抗 PCNA抗体を用いた免疫組織化学を行った。

②抗 PKR抗体を用いたウエスタンブロット解

析と RT-PCR により PKR のタンパクおよび

mRNA の検出を行った。 

(2) in vitro: 培養 IEC6 細胞（ラット小腸

上皮細胞株）から経時的に採取したサンプル

に対して、①抗 PKR 抗体を用いた免疫細胞化

学とウエスタンブロット解析を行った。また、

細胞分化の指標となるalkaline phosphatase

（ALP）活性を測定した。②PKR 阻害薬

（2-aminopurine もしくは PKR-inhibitor）

を添加して ALP 活性を比較した。③IECs の細

胞分化に影響を与えることが知られている

ハイドロコルチゾンが PKR発現に影響を与え

るか否かを検討した。④IFN応答における PKR

の関連因子の一つである STAT-1 についてウ

エスタンブロット解析を行った。⑤PKR を介

したアポトーシスが誘導されることを確認

するために合成 2本鎖 RNA（poly［I:C］）を

添加し、生存細胞数の割合を WST-1 アッセイ

で測定した。 

 

４．研究成果 

(1) in vivo: 空腸において、①PKR 免疫陽性

反応は絨毛部の吸収上皮細胞の細胞質内に、

PCNA 免疫陽性反応は陰窩部の上皮細胞にそ

れぞれ限局して認められた。②ウエスタンブ

ロット解析および PCR 産物の DNA 泳動の結果、

PKR と考えられるバンドがそれぞれ検出され

た。 

これらの研究成果により、in vivo におい

て、空腸絨毛部の吸収上皮細胞に PKR の強い

発現を認めたが、PCNA 陽性で増殖能を有する

陰窩部の上皮細胞には PKRの発現は認められ

なかったことから、PKR は増殖能の亢進して

いない細胞に発現することが示された。 

(2）in vitro: IEC6 細胞において、①PKR 免

疫陽性反応は細胞質内に認められ、PKR のタ

ンパク発現と ALP活性は共に経時的に増加し

た。②PKR 阻害剤添加によって濃度依存性に

ALP 活性の減尐が認められた。③ハイドロコ

ルチゾン添加によって PKR 発現と ALP 活性は

共に抑制された。④ハイドロコルチゾン添加

による PKR 発現並びに ALP 活性の抑制と

STAT-1 発現との相関が認められた。⑤poly

［I:C］添加によって濃度依存性にアポトー

シスが誘導された。 

これらの研究成果より、in vitroにおいて、

PKR の発現と ALP 活性が正の相関を示したこ

とから、PKR は細胞の分化や成長に影響を与

えていることが推察された。また、poly［I:C］

によりアポトーシスが誘導され、PKR が機能

的に発現していることが確認された。さらに、

ハイドロコルチゾンによる PKR抑制機序にお

いて、STAT-1 が PKR の発現調節因子として働

いている可能性が示された。 

今回の研究において、PKR は IECs において機

能的な発現を示すことが確認されたが、特に

ストレス応答に関わり、免疫抑制剤でもある

ハイドロコルチゾンが小腸上皮細胞におけ

る PKR の発現を抑制することを世界に先駆け

て報告できた（Sato et al，J Cell Biochem，

2010）ことが本研究における最大の成果と考

える。今後は、この PKR 抑制機序において

STAT-1 がどのような調節を行っているかに

関してより詳細な解析を展開したい。 
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