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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎では腸内細菌 F.varium が産生する酪酸が腸上皮細胞に
対してアポトーシスを誘導することが明らかになっている。我々は、酪酸刺激後の cDNA マイク
ロアレイ解析によって、 CITED2(CBP/p300-interacting transactivator with glutamic 
acid/asparagine-rich carbocxy-terminal domain 2)が有意に発現誘導されることを見出した。
CITED2 は CBP/p300 と結合することにより p53 のアセチル化によって p53 蛋白質を安定化し、
その蛋白量の増多が p53 依存性アポトーシスを誘導することが明らかになった。また、潰瘍性
大腸炎の組織学的活動性と CITED2 発現が相関することも明らかになった。このことによって腸
内細菌が産生する酪酸の局所的高濃度が CITED2-p53 系を介した腸上皮細胞アポトーシスを誘
導し、上皮のびらんと炎症と増多を誘導する可能性が示された。同時に行った潰瘍性大腸炎炎
症巣組織による cDNA マイクロアレイ解析からは炎症組織において olfactomedin 4(OLFM4)の有
意な発現誘導が認められ、その発現も潰瘍性大腸炎活動性と相関することが明らかになった。
CITED2 と OLFM4 の炎症誘導における相互関連及び発癌機序を引き続き検索していきたい。 
 
研究成果の概要（英文）：In ulcerative colitis, Fusobacterium varium is significantly 
detected in patients’ mucosa, and butyric acid, abundantly produced by the bacterium, 
induces epithelial apoptosis. Here, we identified a gene induced by butyric acid 
specifically in ulcerative colitis-associated cancer cell lines.    cDNA microarray and the 
validation study revealed CITED2 to be specifically upregulated. CITED2 could be shown 
to induce p53 acetylation and p53-dependent apoptosis, accompanied by binding of CBP/p300. 
In inflammatory foci of ulcerative colitis, histologically evident inflammatory activity 
and CITED2 expression were significantly correlated. On the other hand, we also found 
olfactomedin 4(OLFM4) induced in the UC-patients’ colonic mucosae, and its expression 
is correlated to the histological activity of UC. In conclusion, CITED2 was identified 
as ulcerative colitis- associated protein by cDNA microarray based on the Percellome 
method under UC-mimicking conditions in vitro. CITED2 activation may induce mucosal 
apoptosis and erosion by activating p53 and thus play a critical role in linking enteric 
bacteria with mucosal inflammation in ulcerative colitis. Further study of association 
of CITED2 and OLFM4 is remains to be clarified. 
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図4: 本研究計画のフローチャート 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 潰瘍性大腸炎発症機序に対するこれ

までの知見と我々の関与 

大腸粘膜内では、マクロファージが細菌・ウ
イルス等の刺激を Toll 様受容体(TLR)を介し
て受け、NF-κB 系を活性化することにより
IL-6, TNFα等の炎症性サイトカインを発現
することで炎症が誘導される自然免疫が働
いている。NF-κB 系は cell survive にも寄
与しており、腫瘍発生にも関わっていること
が明らかになってきた。我々は東京慈恵医科
大学・大草敏史と共同で UC 患者粘膜から F. 
variumを有意に検出し、同菌が産生する酪酸
が高濃度で腸上皮細胞にアポトーシスを誘
導することを示した（Ohkusa et al. Gut, 52525252, 
79, 2003）。研究代表者は酪酸が UC 関連癌由
来細胞株(当研究室樹立)で p53依存性アポト
ーシス及び DNA 修復を誘導すること、UC 炎症
巣上皮 p53が活性化状態にあることを明らか
にし (Yoshdia, et al. Int. J. Cancer, 
2006 、我々が既に報告(Yoshida, et al. J. 
Pathol. 199199199199, 166, 2003)した早期の p53 変
異が UC 癌発生に極めて優位であることを示
した。また、炎症巣陰窩上皮のマイクロダイ
セクションと細菌 16S rRNA 配列決定法を組
み合わせて UC 発症に関わる細菌同定を試み
(Ishibashi, et al. Kitasato Med. J., 2007、
細菌叢の変化を明らかにしつつある。 

(2) 前回課題(平成 18～20 年度科研費基

盤研究(C))で明らかにした知見 

申請者は前年度までの基盤研究（C）課題に
おいて、腸上皮細胞が酪酸によって受ける影
響を見出すため、酪酸刺激による UC 関連癌
細胞株(UCCA)遺伝子発現変化を全ゲノム
cDNA マイクロアレイで網羅的に解析し、通常
型大腸癌細胞株と比較して UC 関連癌細胞株
特異的に変化する遺伝子 CITED2を同定した。 
哺乳動物発生過程で左右決定等に必須な遺
伝 子 と さ れ て い る CITED2(CBP/p300 
interacting transactivator with ED-rich 
tail 2; 別名 Mrg1 or p35srj)は UCCA におい
て酪酸処理により短時間で発現誘導され(前
頁図 1)、それにより p53 のアセチル化を介し
た p53 蛋白質蓄積と p53 依存性アポトーシス
誘導を起こすことを初めて明らかにした(右
図 2, 図 3)。これは酪酸トランスポーター
MCT1 の阻害剤で抑制される、通常大腸腺癌由
来細胞株では認められない UCCA 特異的な現
象であった。CITED2 の酪酸刺激の如きストレ
ス応答蛋白としての役割は不明であり、
hypoxia条件下でCBP/p300を介するストレス

応答分子である HIF-1αを抑制するという最
近の報告があるが(Bakker, et al. Mol. Cell 
28282828, 941, 2008, Shin, et al. Oncogene 27272727, 
1939, 2008)、我々が得た酪酸誘導性 CITED2
の機能とは必ずしも一致しない。我々は UC
環境下での CITED2 特異的発現が腸上皮アポ
トーシスを誘導し、粘膜びらんをおこすこと
で間質が腸内細菌叢に曝露されてマクロフ
ァージの TLR - NF-κB 系を活性化するとい
う、UC 炎症発症機序仮説を導いた。さらに、
共同研究者・大草等は、F.varium は腸上皮細
胞株に対して炎症性サイトカイン分泌を誘
導することを明らかにしており、酪酸は(1)
腸上皮に対してアポトーシス誘導�間質マ
クロファージ活性化、(2)腸上皮の炎症性サ
イトカイン産生という炎症誘導への二相性
の役割を有していることが考えられる 
 
２．研究の目的 

UC 炎症発症機序を解明すべく、UC 炎症抑
制治療法の開発を視野に入れ、以下を明
らかにする。 



(1) 酪酸によるCITED2発現誘導機序の解明
とその炎症誘導への二相性役割(腸上
皮へのアポトーシス誘導及び上皮性炎
症性サイトカイン産生)の解明。 

(2) 酪酸-CITED2 経路阻害による炎症抑制
誘導系の開発と UC 炎症・発癌抑制効果
の確認。 

 
３．研究の方法 

[研究計画要旨] 

(1)酪酸による CITED2 発現誘導機序解析
のために、①転写レベルでの発現誘導解
析のためのプロモーター解析、②転写後
蛋白質量調節(プロテアーゼプロセッシ
ング)解析、③CITED2 による p53 アセチ
ル化機序の同定(CBP/p300 との結合解析、
CBP/p300ノックダウンによるp53アセチ
ル化・アポトーシス動態解析)等を行い、
また上皮性炎症誘導機能の解析として
④酪酸刺激及び CITED2 誘導による上皮
性炎症性サイトカイン産生を mRNA, 蛋
白質レベルで証明し、その機序を特に
NF-・B 系とのクロストークに着目して
解析、⑤UC 患者大腸粘膜上皮における
CITED2 発現の免疫組織学的評価、を各々
行う。 

(2)酪酸 - CITED2 - CBP/p300 – p53 経路
に対して特異的な阻害系の同定を試み
る。具体的には酪酸トランスポーター
MCT1 の阻害、CITED2・CBP/p300・p53 の
RNAi ノックダウンを行い、p53 依存性ア
ポトーシス抑制を確認するとともに、炎
症性サイトカイン産生抑制起点を見出
し、分子標的薬の開発に繋げていく。 

以上(1), (2)により、酪酸-CITED2 系の炎
症誘導に対する二相性役割のメカニズ
ムと、その阻害による炎症抑制系を見い
だしてゆく。 

 

４．研究成果 
(1) 酪酸刺激による潰瘍性大腸炎 in vitro
疑似環境における上皮細胞の CITED2 誘導を、
cDNA マイクロアレイ解析により新たに見出
した(右表)。 
 
 CITED2 発現は定量 RT-PCR によりその発現
誘導を確認し、蛋白質レベルでの発現誘導も
確認されると共に、p53 関連分子の発現誘導
も見られ、p53 系との関連が考えられた(右中
図)。 
  
 
 
 
 
 



酪酸及び CITED2 強制発現は有意にアポトー
シスを誘導し、それは p53 siRNA によって抑
制されることから、p53 依存性であることが
明らかになる(前頁右下図)と共に、p53 をア
セチル化すること、CBP/p300 と CITED2 の結
合を誘導することが示された(下図)。 

 
 また、潰瘍性大腸炎患者を用いた病理組織
学的解析では CITED2 発現と潰瘍性大腸炎の
組織学的炎症活動性スコア(Matts’ score)
に有意な相関があることが示された。（下図） 

 
これらにより、潰瘍性大腸炎上皮における腸
内細菌由来酪酸が細胞内で CITED2 を発現誘
導し、CBP/p300 と結合することによって p53
をアセチル化して安定化させること、またそ
れによって、p53 依存性のアポトーシスが誘
導されることが示された(右図)。 
 
(2)潰瘍性大腸炎生検組織による検索をさら
に行い、患者生検組織を健常者組織と比較す

ることにより、cDNA マイクロアレイによって、
特異的に発現誘導する遺伝子群を見出し、そ
の中に olfactomedin 4（OLMF4）を見出した。

OLMF4 も潰瘍
性大腸炎組織
において発現
誘導が認めら
れ、潰瘍性大
腸炎の組織学
的活動性と相
関することが
明らかになっ
た(左図)。 

 
 
CITED2 は酪酸を介した上皮細胞アポトーシ
スを誘導することにより、UC におけるびらん
の増悪機序に関わっていることが示唆され
る。（下図） 

 今後は、新規に同定した OLFM4 と CITED2
の関連についても検索をすすめていく。 
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