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ナーゼの同定」

研究代表者仙葉慎吾

[目的］

慢性炎症性腸疾患は、潰瘍'性大腸炎とクローン病を

代表とする一群の消化管疾患であり、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。

本研究では、チロシンキナーゼを網羅的に検出でき

るユニークなマルチキナーゼ抗体を用いて、腸管の免

疫防御において機能しているチロシンキナーゼの中で、

炎症性腸疾患特異的に発現が増加あるいは減少してい

るものを同定することを目的とする。

[方法］

潰瘍性大腸炎のモデルには、マウスにoxazoloneを

注腸投与して大腸炎を誘導するモデルを用いた。

Balb/cマウスにl50Ulの１％oxazoloneを注腸し、投与

後２日後に解剖して結腸を摘出した。結腸遠位部から

の上皮組織の調製は以下の手順に従って行った。摘出

した結腸遠位部を５１mm四方に細断し、ＰＢＳで洗浄し

て血液などの不純物を除いた。これを３０，ＭＥＤＴＡ

を含むＰＢＳ中で震還し上皮を解離させた後、上皮を

遠心分離によって回収した。上皮中に混入しているリ
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つの結合シグナル（等電点と分子量（kDa）の組み合

わせが5.3と150,5.8と110,5.5と８０，６．３と42）の強

度が大きく上昇した。また、等電点が6.2で分子量が

Ｓ０ｋＤａのシグナルの強度は大腸炎の誘導によって減

少した。

ンパ球を除くため、調製した上皮を３５％PercolIを含

むPBSに懸濁後、５００９で20分間遠心分離後、Percoll

表面上に浮いている上皮細胞を回収した。調製した上

皮細胞を５倍量の抽出バッファーでホモジナイズし、

その遠心上清を抽出液として実験に用いた。大腸炎誘

導によって起こる大腸上皮抽出液中のチロシンキナー

ゼ量の変化を、チロシンキナーゼ群において１次構造

が保存されている領域をエピトープとして開発したチ

ロシンキナーゼ群特異的なモノクローナル抗体

（YK34）用いたウェスタンプロットにて解析した。

[考察と今後の展望］

本申請では、炎症性腸疾患の病態形成メカニズムを

理解するために、チロシンキナーゼに焦点を当てて、

その発現量の変化をチロシンキナーゼを網羅的に検出

できる抗体（YK34）を用いて調べた。大腸上皮抽出

液中にはＹＫ３４と結合するタンパク質が複数種存在し

たことから、上皮細胞にはいくつかのチロシンキナー

ゼが存在していることがわかる。このうち、大腸炎の

誘導によって少なくとも４種のチロシンキナーゼの発

現量が上昇し、１種の発現量が減少していることが明

らかとなった。このことは、大腸上皮細胞におけるチ

ロシンキナーゼが腸粘膜機能に関与し、潰瘍`性大腸炎

の病態とも関連している可能性が示唆される。

本研究で見いだきれた大腸炎発症に関与しているチ

ロシンキナーゼの活性を特異的に阻害する薬剤は、潰

瘍性大腸炎の極めて有効な治療薬となりうる。このよ

うな薬剤の開発のためには、これらのチロシンキナー

ゼを同定することが不可欠である。今後、これらのチ

ロシンキナーゼを質量分析で同定し、大腸上皮由来の

培養細胞を用いてチロシンキナーゼと大腸炎の病態形

成の関連を明らかにする予定である。

[結巣］

Balb/cマウスに１％のoxazoloneの注腸することに

よって、下痢や血便などの大腸炎の症状が認められた。

生存率は60％（ｎ＝10）であった。結腸を摘出した

ところ、結腸の遠位部に炎症が見られ、結腸全体の長

さがコントロールに比べ短くなっていることが確認さ

れた。

正常および大腸炎発症マウスから大腸上皮を単離し、

その抽出液中のチロシンキナーゼの発現量をＹＫ３４を

用いたウェスタンプロットで解析した。ＹＫ３４は抽出

液中の様々な分子量のタンパク質と結合し、これらの

結合シグナルのうち、少な〈との５つのシグナルの強

度が大腸炎の誘導によって上昇していることが明らか

となった。

大腸炎の誘導によって発現量が変化したチロシンキ

ナーゼの等電点を知るために、大腸上皮抽出液を等電

点電気泳動とSDS-PAGEからなる２次元電気泳動で

展開した後、ＹＫ３４を用いたウェスタンプロットを

行った。図１に示すように、大腸炎の誘導によって４
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大腸上皮抽出液の２次元電気泳動とウェスタン

プロットによる解析。

大腸炎の誘導によって強度が変化したシグナル

を矢印で示した。

図１
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