
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学 位 授与 年 月 日

学 位授 与 の条件

研 究 科 専 攻

学 位 論 文 題 目

え ん と う かつ や

遠 藤 克 哉

博 士(医 学)

医 博 第2536号

平 成20年3月25日

学位 規則第4条 第1項 該 当

東北大学大学院医学系研究科

(博士課程)医 科学専攻

TLIA遺 伝子発現 におけるNF-kappaB経 路の

関与

論 文 審 査 委 員

(主 査)

教授 下瀬川 徹

教授 海 野 倫 明

教授 佐々木 巖

一133一



論 文 内 容 要 旨

原 因不明 の慢性炎 症性腸疾患であるクロー ン病(Crohn・sdisease)で は,Th-1型 優位の異常

免疫 反応が病態 形成 に大 き く関与す ることが知 られてい る。一方,2002年,Th-1型 の免疫反応

を 惹起 す るTNFSF(Tumornecrosisfactorsuperfamily;腫 瘍壊 死 因子)の 一 つ と して,

TLlA(TNFSF15)が 同定 された。最近,こ のTLlAと ク ロー ン病 との免疫学 的 関連性 およ

び遺伝学 的関連 性が それぞれ独立 して報告 され た。前者 の主要 な報告 として は,TLlA蛋 白お

よびmRNAは クロー ン病の炎症腸管局所 で発現 が亢進 してお り,そ の局在は粘膜 固有層 内のマ

ク ロファー ジで あ った とす る報告であ る。 この報告 か ら,ク ロー ン病 において発現 が亢進 してい

るTLIAがTh-1型 免疫 反応を誘導 し,病 態形 成 に関与 してい ると考 え られ る。 一方,後 者 の

主要 な報告 と して は,TLIA遺 伝 子多型 と日本人 クロー ン病 に相 関が認 め られ た とす る報 告で

あ る。 この報告 か ら,遺 伝子多型 がTLlAの 発現 に質的 または量 的な異常 を もた ら し,ク ロー

ン病 の病 態形成 に関与 す る可能性が考え られる。

今後,TLIAと クロー ン病の関連 を更 に解 明 してい くにあた り,TLIAの 発 現制御 について

基礎的知見 を得てお くことが重要であ ると考え られ るが,特 に転写制御 に関 しては現 在殆 ど明 ら

か に され てい ない。 そ こで本研究 では,特 にLPS(Lipopolysaccharide;リ ボ多糖)に よって

もた らされ るTLlA発 現亢進 に関与す る遺伝 子転写 制御機構 につ いて,ヒ ト単球 系培養細胞で

あるU937を 用 いて解析 を行 った。

RT-PCRを 用 いてLPS刺 激 によ りU937細 胞 でTLlAmRNA発 現が亢進す ることを確認 し,

更 に,TLIA遺 伝子5'領 域断片 を挿入 した レポーター プラス ミ ドを構築 し,U937細 胞 に導入

し,レ ポー ターア ッセイを行 うことによ り,mRNA発 現 亢進は転写活性亢進 を介 してい ること

を明 らか に した。 また,TI.1A遺 伝子5'領 域断片 を順 次deletionし て挿入 した レポー ター一プラ

ス ミ ドを用 いて レポー ター ア ッセ イを行 い,LPSに よ る転写活性 亢進 に関与 す る領域 を絞 り込

ん だ。 結合転 写 因子予測 プ ログラムを用 いた解析 か ら,こ の領 域 にNF-kappaBの 結合予測配

列 が存在 す る ことが明 らかとな り,従 来 までの文献 的知見 とあわせ,LPSに よ るTLlA転 写活

性 亢 進 に はNF-kappaB経 路 が関与 す る もの と予 測 した。 そ こで,electrophoreticmobility

shiftassay(EMSA)を 行 い,TLlA遺 伝子5'領 域の予測 された配列 へのNF-kappaBの 結合

を確 認 した。 更 に,mutationassayに て 同配 列 の重要性 を示 し,1-kappaBα の過剰発現実験

を行 い,NF-kappaB経 路の関与 を明 らかに した。

以上 か ら,本 研究 によ り明 らか とな った知見 は以 下の通 りであ る。(1)LPSに よ るTLIA発

現 の亢 進 は転写 活性 の亢進 を介 して行 われ,か つ転 写活性 亢進 にはNF-kappaB経 路 が関与 し
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て い る,(2)TLlA遺 伝 子の5'領 域 にNF-kappaB結 合部 位 を同定 した。本結果 はTLlAの

クロー ン病への 関与 を免疫学的あ るいは遺伝子学的 に明 らかに して い く上 での基本的知見 と して

重要 であ ると考 える。
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審 査 結 果 の 要 旨

原因不 明 の慢性 炎症性腸 疾患であるクロー ン病 で は,Th-1型 優位 の異 常免疫 反応 が病態形成

に 関 与 す る。2002年,Th-1型 の免 疫 反 応 を 惹 起 す るTNFSF(Tumornecrosisfactor

superfamily)の 一 つ と してTLIA(TNFSF15)が 同定 されたが,最 近,TLIAと ク ロー ン病

との免 疫学 的関連 性お よび遺伝学的関連性がそれ ぞれ独立 して報告 された。前者 の主要 な報告 と

して は,TLlA蛋 白お よびmRNAは クロー ン病 の炎 症腸管局 所で発現 が亢 進 し,そ の局在は

粘膜 固有 層 内のマ クロファー ジであった とす る報告で ある。一方,後 者の主要 な報告 としては,

TLIA遺 伝子多型 と 日本人 クロー一ン病 に相関 が認 め られた とす る報告 であ る。今 後,TLIAと

クロー ン病 の関連 を更 に解 明 してい くにあた り,TLIAの 発現 制御 につ いて基 礎 的知 見を得て

お くこ とが重要 であ るが,特 に転写制御 に関 して は現在殆 ど明 らかにされ ていな い。本研究 は,

特 にLPS(Lipopolysaccharide;リ ボ多糖)に よ って もた らされ るTLIA発 現亢 進 に関与す る

遺 伝子転写 制御機構 につき,ヒ ト単球系培養細 胞であ るU937を 用 いて解析 を行 っている。

本研究 で は,RT-PCRを 用いてLPS刺 激に よ りU937細 胞 でTLlAmRNA発 現が亢進す る

ことを確 認 し,更 に,TLIA遺 伝子5'領 域 断片 を挿 入 した レポー ター プ ラス ミ ドを構 築 し,

U937細 胞 に導入 し,レ ポー ター一ア ッセイを行 い,mRNA発 現亢進 は転写活 性 亢進 を介 してい

る ことを明 らか に した。 また,TLlA遺 伝子5'領 域断片 をJI頂次deletionし て挿入 した レポーター

プ ラス ミ ドを用 いて レポーターア ッセイを行 い,LPSに よる転写活性 亢進 に関与 す る領 域を絞

り込 ん だ。 結合 転写 因子予測 プログラムによ る解 析 か ら,こ の領 域 にNF-kappaBの 結 合予測

配列 が存 在 す る ことが明 らか とな り,LPSに よ るTLlA転 写 活性亢進 に はNF-kapPaB経 路

が関与 す ると予測 した。 そこで,electrophoreticmobilityshiftassay(EMSA)を 行 い,TLlA

遺 伝 子5'領 域 の 予測 され た配列 へのNF-kappaBの 結 合を確 認 した。 更 に,mutationassay

にて 同配 列 の重要性 を示 し,1-kapPaBα の過剰発 現実験 にてNF-kapPaB経 路 の関与 を明 ら

か に した。

本研究 に よ り明 らか とな った知見 は以下の通 りであ る。(1)LPSに よるTLlA発 現 の亢進 は

転写 活性 の亢進 を介 して行われ,か つ転写活性亢進 にはNF-kappaB経 路 が関与 してい る,(2)

TLIA遺 伝 子の5'領 域 にNF-kappaB結 合部位 を同定 した。 本結果 はTLIAの クロー ン病 へ

の 関与 を明 らかに して い く上での基本的知見 として重 要で ある と考 え られ る。

よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合 格 と認 め る。
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