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研 究 目的

グルココル チコイ ド(以 下GC)は 潰瘍性大腸 炎(以 下UC)の 治療法 として広 く

用い られ るが、再燃例 にお いては しば しば不応例 とな ることが知 られて いる。

cDNAの クローニ ングによ り、ヒ トグル ココルチ コイ ドレセプター(以 下hGR)は 二

つのアイ ソフォーム、hGRαとhGRβ を持 つ ことが知 られて いる1)。hGRβ はhGRα の

活性 に対 してdo皿inant-negativeな 阻害 物 質 と して の役 割 を果 た して お り、

hGRβの相対 的過剰 発現 がGC抵 抗性 の調節 に寄 与 して い る可能 性 が示 唆 されて

いる2)。

われわ れは、 これ までhGRβmRNAがGC抵 抗性UC患 者 の末梢 血 単核 球(以 下

PBMC)に お いてGC感 受性患者 よ りも有意 に高率 に検 出され るこ とを報告 して き

た3)。 本研究で はhGRmRNAの 選択 的ス プライ シ ングの誘導 因子 やその経時的な

変化 を明 らか にす るこ とを目的 として、炎症性 腸疾患 患者の末梢 血単核球 にお

けるhGRa/βmRNAを 定量PCRを 用 いて経時的 に測 定 した。また、培養T細 胞株 や

末梢血単核球 をGCや 種 々のサイ トカイ ン存在 下で培養 し、hGRα/βmRNAの 発現

量を解析 した。その結果、UC患 者 ではGC抵 抗性症例 でhGRβ 皿NAの 発現量が有

意 に多い こ と、また このhGRβmRNAは 繰 り返 す再燃 に よって発現 が誘導 され、そ

のメカニズ ムはIL-18な どの炎症性サ イ トカイ ンによるこ とを明 らかに した。

材料 ・方法

材料

34人 のUC患 者、13人 のCro㎞ 病(以 下CD)患 者、19人 の健 常人の末梢血単核球 を

材料 とした。UC患 者の疾患活動性 はcolitisactivityindex(以 下CAI)に て評

価 し、採血時のCAIが5以 上の患者 を活動期 と した。CDは 血清CRPが0.3㎎/d1よ

り高い患者 を活動性 とした。UC患 者のGC反 応性 は、20㎎/dayの プ レ ドニゾ ロン

投与 に よって4週 以 内 に緩解 導入 され た患者(CAIが4以 下 とな った患者)をGC

感受性 と判定 し、4週 の治療 によって もCAIが4以 下 とな らなか ったか、 または

この期 間に手術 を必要 と した患者 をGC抵 抗性 と分類 した。

FBMC中 のhGRα お よびhGRβ 皿RNAの 定量

PBMC中 のhGRα お よびhGRβ 皿RNAの 発現 は定 量的RT-PCRに よ り測定 した。PBMC

か らの全RNAはAGPC法 によ り抽 出 し、DNase処 理 し、oligodTpri皿erに よ り逆

転写 して、LightCyclerに よ りPCR法 で解析 した。PCR産 物 の増 幅は二本鎖DNA

に結合 する蛍光色素 であるSYBRGreenIを 測定 するこ とに よ り観 察 した。同 じ
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cDNAか ら 内 部 標 準 と してhumanGlyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase

(GAPDH)を 同時 に増 幅 した 。hGRα お よびhGRβmR,NAを 発 現 して い るJurkatcel1

1ineか ら合 成 したcDNAを 段 階 的 に 希 釈 して 増 幅 し外 部 標 準 と した 。

PCR生 成 物 の 同一 性 と均 質性 は は初 期 増 幅 プ ロ グ ラ ムの 後 のTm値 解 析 に よ り確

認 した 。遺 伝 子 配 列 を確 認 す る た め に、 ダ イ レク トシー ク エ ン シ ン グ法 に よ り

PCR生 成 物 を解 析 した 。

GC、 サ イ トカ イ ンのhGRmRNA発 現 量 に及 ぼ す 影 響 の 解 析

hGRmRNA発 現 にお け るサ イ トカイ ン とGCの 影 響 を調 べ るた め に、ヒ トT細 胞 株

で あ るCEMlx107個 お よび 健 常 人 のPBMClx108個 を6穴 培 養 プ レー トに ま き、

リコ ン ビナ ン トヒ トTNFa、IL-7、IL-la、IL-18を 種 々 の 濃度 で 添加 し、10%FCS加

RPMImediumで 培 養 した 。24時 間後RNAを 抽 出 し、 定 量 的RT-PCRを 行 った 。

統 計 学 的 検 討

各群 間のhGRα お よびhGRβmRNAの 定 量 値 、疾 患 活 動 性 、罹 病 期 間 、GC総 投 与 量 な

どの臨 床 的 指 標 に 関 す る統 計 学 的差 異 は 、Mann-WhitneyUtestに よ り検 定 した 。

hGRα お よびhGRβmRNA発 現 と血 清CRP、CAIと の 関係 は 単 回 帰 分 析 に よ り解 析 し

た。 長 軸 解 析 にお い て は 、hGRα お よ びhGRβmRNAの レベ ル に 関 す る有 意 差 は

Wilcoxon'ssignedranktestに よ り検 定 した 。P値0.05未 満 を統 計 学 的有 意 差

あ りと した 。

結 果

定 量 的RT-PCRの 最 適 化 とそ の感 度

LightCyclerの シ ス テ ム を用 い る こ とに よ って 従 来 の ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動

法 よ りも、 よ り高 感 度 にhGRα お よ びhGRβ のPCR産 物 を増 幅 し検 出 す る こ とが で

きた。測 定 感 度 は5copy/mlで あ っ た 。外 部 標 準 と して 用 い た コ ン トロールcDNA

内のhGRβ の実 際の コ ピー 数 は特 異 的hGRβ 配 列 を持 つ ベ ク ター との 比 較 に よ り、

1皿1のcDNA当 た り8.9x102コ ピー で あ る こ とが 判 明 し た 。 このcDNAのhGRα:

hGRβ 比 は この シス テ ムで は621:1と 計 算 さ れ た 。

UC、CD患 者お よび健常対照 のPBMCに おけ るhGRmRNAの 発現

hGRαmRNAの 発現量は活動性UC患 者群、非活動 性UC患 者群、CD患 者群お よび健

常対照群で分布 に差は なか った。 これに対 しhGRβmRNAの 発現量 は活 動性UC患

者群 において非活動性UC患 者群お よび健常対照 群 よ りも有意 に高値 であ った。
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活 動性UC患 者群 にお け るhGRβ/hGRα 比 も、 他 の 群 よ りも有 意 に高 値 で あ った 。

(Figl)a

UC,CDお よび健常人 におけるhGRβmRNAの 発現
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Fig1

年齢、性別お よびGC総 投与 量は活 動性UC患 者群 と非 活動性UC患 者群 の各群 に

差はなかった。

UC患 者群 にお け るhGRα 、hGRβ 皿RNAの 発現量 とCAIま たは血清CRP値 の 間に有

意な相 関関係 は認 め られなか った。

hGRβmRNA発 現 とGC抵 抗性 との関係

対象症例の うち17例 でGCに 対 す る反応 が評価 可能 であ り、 その うち5例 はGC

抵抗性 と分類 された。hGRαmRNAにGC感 受性 お よび抵抗性各群 で有意な差は認

め られなか った。これ に対 して、hGRβmRNAはGC抵 抗性 群では感受性群 に比べて

高値で あった。hGRβ/hGRα 比 もまたGC抵 抗性 群で は感 受性 群 に比べ て高値 であ

った。(Fig.2)各 群 の採血 時の平均CAI値(GC抵 抗性群11.0±4.2(SD)、GC感 受

性 群7.5±1.2)や 血 清CRP値(GC抵 抗 性 群0.47±0.019(SD)、GC感 受 性 群

0.75±0.38)に 有意差 はなか った。
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GC抵 抗性、感受性UC患 者群におけるhGRmRNAの 発現
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Figure2

hGRβmRNAの 発現 に関す る長軸解析

UC患 者34人 中22人 のhGRα お よびhGRβ 皿RNAの 発現 量の経時的 変化 を解析 した。

22症 例 中14症 例 に観 察期 間 中の再燃 を認 めた。hGRβmRNAの 発現 は再燃患者群

にお いて有意 に増 大 して いたが、非再燃 患者群 では有意 な変化 は認 め られなか

った。観察期 間中hGRα の発現 は両群 にお いて変化 しなか った(Fig3)。
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UC患 者 にお けるhGRmRNAの 経 時的変化
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Figure3

各群 の初回お よび2回 目採血時のCAIに 差 はなか った。期 間中再燃患者群 に投与

さ れ たGC投 与 量 の 平 均 値(681±442.9㎎)は 、 非 再 燃 患 者 群 の 平 均 値

(222±138.7㎎)の 約3倍 の量 であ った。 しか しPBMC中 のhGRβ 皿RNAの 発現量は

GCの 総投与量お よび採血 日投与量 に単純 には相 関 しなか った。

invitro培 養 実験

培 養T細 胞 株CEMや 末 梢 血 単核 球 をGCや 種 々 の サ イ トカ イ ン存 在 下 で 培 養 し、

hGRα 、d弛NAの 発 現 量 を解 析 した 。CEM細 胞 を10か ら1000nMのDEXを 添 加 し24

時 間培 養後 、hGRmRNAを 測 定 した が、hGRα 、lnRNA発 現 に 変化 は 見 られ なか っ た

(Fig4)o
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Dexamethasone添 加 に よ るCEM細 胞 のhGRmRNA発 現 の 変 化
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Figure4

最近 、NFkBの 活性 化 を誘 導 す るIL-1β 、TNFα がhGRβmRNAの 発 現 量 を増 大 さ せ る

との報 告 が 見 られ る こ とか ら、わ れ わ れ もTNFα 、IL-1Rお よび 炎 症 性 腸 疾 患 にお

い て産 生 の 充進 が報 告 され て い る1レ18、IL-7がhGRmRNAの 発 現 に及 ぼ す 影

響 を検 討 した 。その 結 果 、10ng/皿1のIL-7がCEMに お け るhGRβ/hGRα 比 を増 大 さ

せ た。さ らに、1お よび10ng/mlのIL-18がhGRa皿RNAは 変 化 させ ずhGRβmRNA

お よびhGRβ/hGRα 比 を有 意 に増 大 さ せ た 。
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IL・7,IL・18添 加 に よ るCEM細 胞 のhGRmRNA発 現 の 変 化
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Figure5

CEM細 胞 と対 照 的 に、IL-7とIL-18はPBMCに お い てhGRαmRNAの 発 現 を有 意 に

増大 させ た。PBMCに お いて100ng/mlのIL-18存 在 下 でhGRβmRNAの 発 現 が誘 導

さ れ た。IL-7で はPBMC中 のhGRβmRNAの 発 現 の 誘 導 を確 認 で き な か っ た(Fig

6)a
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IL・7,IL-18添 加 に よ るPBMCのhGRmRNA発 現 の 変 化
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Figure6

考按

本研究 におけ る解析 の結果、 以下の点が明 らか にな った。

1)hGRβmRNAの 発現 量は活 動性UC患 者群 にお いて非 活動性UC患 者群 お よび健

常対照群 よ りも有意 に高値 であ った。

2)UC患 者 において末梢血 単核 球のhGRβmRNAの 発現量 お よびhGRβ/α 比 はCAI

およびCRP値 と有意 の相 関 を示 さなか った。

3)UC症 例 においてhGRβmRNA発 現量、お よびhGRβ/α比 はGC抵 抗性群 では感 受

性群 に比べて有意 に高値であ った。

4)UC症 例 において経時 的 にhGRβmRNAの 発現 量 を比較 した。 その結果、hGRβ

mR,NAの 発現 量お よびhGRβ/a比 は非 再燃 患者群 に比べ 再燃 患者群 にお いて有意

に増大 してい た。

5)hGRβmRNAの 発現量 を増 加 させ る因子 を解 析 す る 目的 で、dexamethasoneお

よび 各種 の 炎症 性 サ イ トカ イ ンの 影 響 をinvitroで 検 討 した。 その 結果 、

dexamethasoneの 存在 下で24時 間培養 して もT細 胞株CEMのhGRmR.NAの 発現 量

に影響 を及 ぼ さなか った。一方、炎症性腸 疾患 で産生 の元進 が報 告 されて いる
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IL-18、IL-7はCEM細 胞 のhGRβmRNAの 発現 を有意 に増大 させ た。PMCを 用い た

実験で もIL-18はhGRβmRNAを 誘 導 した。

これ らの結果 か らhGRβmRNAは 、UCに おいては炎症 の再燃 時 に増大 するが、単 に

CAIやCRPな どの炎症の程度 を表 す指標 と相 関 しな いこ とか ら、hGRβの増加 は一

般的 な炎症 マー カーで はな く、 また疾 患重症度 や血清 炎症 反応 に影響 を及 ぼす

貧血、二次感染 な どの 因子 で誘 導されてい るので はない ことが示唆 され た。hGRβ

を誘導す る因子 と して は本研 究で は炎症 性腸 疾患 で産生yn進 して い るIL-18で

ある可能性 が示唆 された。実 際、患者血清 を用 いたpreliminaryな 解析 によ り、血

清 中の1レ18濃 度 とhGRβ 発現量は相関 する傾 向にあ り、hGRβ/α比 とは有意 の相

関を示 してい る。

また、UCのGC抵 抗性 患者群 においてhGRβmRNAが 増大 して い るとい うわれわれ

の従来の研 究が定量的RT-PCRに て確認 され た。従 って、hGRの 発現量 の解析 は、

臨床的 に炎症性腸疾患患者 において、GC抵 抗性 を治療 開始 前 に知 る臨床検査 と

して応用可能であ るこ とを示 して お り、今後、更 に多数の症例の検討お よび蛋 白

レベル のでの検討 が必要で ある と考 え られた。

結論

炎症性腸疾患 患者末梢血 単核 球 におけ るhGRα 、 血RNAの 発現量 を、最適化 した定

量PCR法 を用いて解析 した。その結果、ステ ロイ ド投 与で治療効 果の見 られ ない

UC患 者で増加 してい るhGRβmR,NAは 、繰 り返す再燃 に よって増加 し、その誘導

因子 として炎症性サ イ トカイ ンの一つで あ るIL-18が 重要な役割 を担 ってい る

可能性 を明 らかに した。
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