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慶應 医学 ・80(2):T51～T61,2003

学位 論 文

Phorbol myristate acetate惹 起 性 胃潰 瘍 に お け る

nuclear factor kappa Bとtumor necrosis factor-α の 役 割

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導 二石井裕正教授)

  竹 内   哲

(平成14年6月29日 受付)
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 胃潰瘍の発生機序に関 してはいまだ不明の点が多い.

著者 らの教室では,長 年にわたり種々の実験胃潰瘍モデ

ルを用いてその病態生理の解明を試みて きた.そ れは山

口 ・土屋 らによる,腹 腔神経節をクロ トン油などで刺激

し腹部諸臓器に微小循環障害による出血性病変をきたす

研究にはじまるが,と くに自律神経障害と胃粘膜病変に

着目し,石 膏拘束潰瘍モデルを用いス トレス負荷時の自

律神経の過剰刺激 と胃潰瘍の発症の関係につき検討 して

きた',z).さ らに自律神経過剰刺激による胃粘膜病変形

成過程を解明する目的で,胃 の自律神経に直接,反 復電

気刺激を加えることにより胃粘膜に出血性病変を惹起す

るモデルを作 り,そ の形成過程における虚血 ・再還流に

伴 う微小循環障害および活性酸素の役割などにつき報告

してきた3～`).近年,Helicobacter pyloriが,消 化性潰

瘍の成因の一っとして注目されてきたが,本 菌の感染が

どのように組織傷害に関与 しているかは不明である.胃

の実験潰瘍モデルとしては水浸ス トレス潰瘍,エ タノー

ル潰瘍などの急性潰瘍モデルや酢酸潰瘍のような慢性潰

瘍モデルが従来より知 られている,水 浸ス トレス潰瘍は

石膏拘束潰瘍と同様にス トレスによる自律神経系を介 し

た胃粘膜傷害の発生機序の解明に用いられ6),ま た工タ

ノール潰瘍は,胃 粘膜におけるサイ トプロテクション低

下の機序の検討などに用い られている7).一 方,酢 酸潰

瘍は慢性潰瘍モデルとして,臨 床の場で しば しば遭遇す

るヒトの慢性再発性胃潰瘍の発症および治癒過程を解明

するうえで,繁 用されてきたモデルである.こ の潰瘍モ

デルは,H2プ ロ ッカ ーや プ ロ トンポ ンプ イ ンヒビター

などの抗潰瘍薬 の効果 の判定 や,非 ステロイ ド系抗炎症

薬 による胃潰瘍治癒 を遷延化 させ る機序 の解明 などに用

い られてい る8～10).ま た その潰 瘍形成過程 に微小循環 障

害が関与 して いること,炎 症が惹起 され る際 に産生 され

る活性酸素 やInterleukin-1(IL-1), Tumor necrosis

factor・α(TNF一 α)の よ うな炎症性 サ イ トカイ ンが様 々

な局面 で役 割 を 演 じて い る こ とが 明 らか とさ れて き

た11～'3).し か し,こ れ らの実験潰 瘍モ デルの潰 瘍形成過

程 にお いて は,多 くの因子が相互 に複雑 に影響 してい る

ことが考え られ,活 性酸素や炎症性サ イ トカイ ンな どの

産 生 に関 す るin vivoで の 細胞 内 シグナル伝達機構 およ

びそれ に伴 う細胞内での転写機構 に関す る直接 的な研究

はほとん どな されて いな い.こ のため潰瘍形成 に至 る過

程 にお ける細胞 内 シグナル伝達機構 に関 し,容 易 に情報

が得 られ る確 実で再現性 のあ る胃潰瘍 モデルが必要 であ

る.

 ク ロ トン油 の有 効 成 分 で あ る ホル ボ ー ルエ ス テ ル

(phorbo112-myristate 13-acetate(PMA))は プ ロ

テイ ンキナーゼC(PKC)を 活 性化 し'4,15),種 々の組織

において炎症 を惹起 した りまた組織 の増殖 を促進す る物

質 と して知 られて いる'6～'8).PMAは 種 々の細胞表面 に

存在 す る特異 的 レセプ ターを介 して直接PKCを 活 性化

し,そ れ に伴 うシグナル伝 達を誘導す る19,20).Fretland

ら21)は,消 化 管 に お いて,モ ル モ ッ トの直 腸 内へ の

PMA投 与 によ り生 じる急性 直腸炎 が著 明な好 中球の浸

 本 論 文 は,Takeuchi T, Miura S, Wang L, Uehara K, Mizumori M, Kishikawa H, Hokari R, Higuchi H, Adachi M,

Nakamizo H, Ishii H.:Nuclear Factor-xB and TNF-a Mediate Gastric Ulceration Induced by Phorbol Myristate Acetate.

Dig Dis sci 47:2070-8,2002の 一 部 を 含 む.
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潤 と関係 している ことを実証 した.ま た近年,nuclear

factor kappa B(NF-xB)はPMAに よ り惹起 され る炎

症 にお ける様 々な細胞活性化過程 においてその基本的な

役割 を果 た してお り,接 着分子 の発現 に もその活性化を

要す ると考え られてい る22).以 上 の知見 か ら,PMAは

PKCお よ びNF-KBを 活 性化す ることによ り炎症 を惹起

す る物質であ ることが明 らか とな った.そ こで著者 は,

PMAを ラ ッ トの胃 に投 与 す る こ とによ って も, PKC

お よ びNF-KBの 活 性化 が生 じ,こ れ によ り惹起 された

炎症お よび組織傷害 によ り胃潰瘍 が形 成 され るので はな

いか と考え,こ の経路によ る胃潰瘍 が,新 しい実験 潰瘍

モデルにな り得 るか どうかにっ き本実験 で検討す ること

と した。

 NF-xBは 複 数 のサ ブユニ ッ トか ら構成 され,様 々な

炎症性 サイ トカイ ン,接 着分子,ケ モカイ ンを速やか に

活性 化す る.少 な くとも5個 の異 な った遺伝 子がNF-

KBを コ ー ドしてお り,多 くの場 合, NF-KB二 量 体 は

RelA(p65)とNF-1(B 1(p50)ま た はNF-xB2(p52)

か ら構 成 されて い る23・24).多 くの細胞 でNF-KB二 量 体

はその活性化 の阻 害 サ ブユ ニ ッ トであ るIKBと 結 合 し

た状 態 で不活性細 胞質 複合体 よ り分離 され る.NF-xB

が 活 性化 され る際IxBは リ ン酸化 を受 け,そ れに引 き

続 きユ ビキチ ン化 され,プ ロテア ゾーム依存 性経路 を介

し速やか に分解 され る25～28).こ の経路 によ り活性 化 され

たNF-xB複 合 体 は核内へ移動 し,タ ーゲ ッ ト遺伝 子の

プ ロモ ー タ ー/エ ンハ ンサ ー領 域 内 に あ る特 異 的 な

DNA配 列 に結合 し,転 写を誘導す ることが知 られて い

る.

 最 近,Helicobacter pyloriの 感 染後 に,胃 粘膜 内 に

Interleukin-8(IL-8)の 増 加 を伴 うNF-xBの 活性 化が

生 じる とい う報告が散見 され る29^-3]).こ れ らの報告 は,

胃粘 膜内 におけ るNF-KBの 活 性化が 胃粘 膜傷害 の病態

生理 に関与 して いることを示唆 している.し か しなが ら,

生 体 内 にお いてNF-KBの 活 性化 が 胃潰瘍 の誘発 に直接

関係す るか ど うか にっ いての研究 は現在 まで なされて い

ない.

 多 くの細胞でNF-xBの 活 性化 はIL-1ﾟ, IL-6, IL-8,

TNF一 α な ど の遺 伝 子 を 含 むproinflammatory cyto-

kineの 遺 伝子発 現 を誘導 す るとい う意味 にお いて極め

て重要 で あ る32'33).特 にTNF一 αは急性 炎症反 応 の主要

な メデ ィエー ターで あ り,感 染や炎症 などの,多 くの病

的状 態 にお いて産生 され る34～36).In vitroで はTNF一 α

は多 くの細胞 でネ クロー シスや アポ トー シスによる細胞

死 を誘 発す る こと も証 明 されて い る37～4').NF-KBの 活

性化 はTNF一 α の作用,特 にTNF一 α によ って誘発 され

る細胞障害過程に介在 しているものと考えられている42).

しかし,胃 粘膜傷害の形成過程,特 に生体内での実験的

胃潰瘍形成におけるTNF-aの 役割は明らかではない.

 そこで本研究においては,①PMAを 胃壁の漿膜下に

局注す ることにより誘発される新たな実験的胃潰瘍モデ

ルを作製 し,そ のモデルにおいて胃粘膜内のNF-xBの

活性化が生 じるかどうかにっき検討する.② このモデル

における胃潰瘍形成過程において,NF-xBとTNF-aが

果たす役割につき解明する,以 上のことを目的として検

討を行 った.

研究方法

1.動 物 と胃潰瘍作成

 本 動物実験 は 「慶鷹義塾大学医学部動物実験 ガイ ドラ

イ ン」 に準拠 し施行 した.実 験動物 と して はウィスター

系雄性 ラ ッ ト200～250gを 使 用 し,実 験の24時 間 前

よ り絶食 とし自由に飲水 のみ摂取可能 と した.ペ ントバ

ル ビタール ナ トリウム30mg/kg麻 酔 下 に腹部 を5cm

正 中 切開 した.そ こよ り胃を視野上 に引 き出 して展開 し,

PMA(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)1-

50ｵgま た はその溶媒 であ る20%ア ル コールを マイ ク

ロシ リンジにて腺 胃前壁 の漿膜下 に注入 し,再 び閉腹 し

た.

2.肉 眼 的および組 織学 的評価

 PMAま た は溶媒 を注入 後,異 な った時 間間 隔(1h,

3h,6h,12h,24h,48h,3days,1wk,2wk)で ペ ン

トバル ビタールナ トリウム(50mg/kg)麻 酔 下 に無痛

性 に ラッ トを屠殺 した.開 腹後,胃 を速やか に除去 し,

大 轡側 よ り展開 した.生 食 にて洗浄 し,コ ル ク板に ピン

固定 した.胃 粘膜 表面を肉眼的 に評価 した.PMAに よ

る胃粘膜傷害 を組織学 的に確認す るため,胃 体部を切除

し,10%ホ ル マ リンにて1時 間固定 後,パ ラフ ィンに

て包埋 した後,染 色 を施行 した.組 織切片 は光学顕微鏡

下 に観察 し,以 下 に示す組織傷害 スコアーに もとづ き五

段階 に評価 した.0=正 常;1=表 層 の斑状 のびらん;2=

胃壁 の厚 さの1/3以 下 の深 さの局所的な壊死 とうっ血;

3=胃 壁 の厚 さの1/3以 上 の深 さに及 ぶが全 層に達 しな

い局所的 な壊 死 とうっ血;4=胃 壁 全層 におよぶ広汎な

壊死 とうっ血.

3.各 種 阻害剤 の投与

 本 モデ ル にお け るPKCの 活 性 化 を検討 す るたあ,

PKC阻 害 剤 のcalphostin C(5 Fg)(Sigma)をPMA

一T52一
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と同時に胃壁漿膜下 に局注 した.PMA惹 起 性胃潰瘍形

成過 程 にお けるNF-xBの 役 割 を検討 す るた めに, NF-

KB阻 害 剤 で あ るpyrrolidine dithiocarbamate

(PDTC)(Sigma)(100 mM), proteasome inhibitor

(MG132 Z-Leu-Leu-Leu-CHO, BIOMOL Research

Lab. Inc., Plymouth Meeting, PA, USA)(0.5ｵM)と

NF・1くB decoy(15mM)を そ れぞれPMAと 同 時 に胃

壁 漿 膜 下 に 局 注 し た.合 成 したdouble-stranded

oligodeoxynucleotidesで あ るNF-KB decoyの 塩 基 配

列 は以下 のとお りである43).

 5'-CCTTGAAGGGATTTCCCTCC-3'

 3'-GGAACTTCCCTAAAGGGAGG-5'

 オ メ プ ラ ゾ ー ル(Mitsubishi Pharma Co. Ltd.,

Osaka)は 使 用 直前 に蒸留水 に溶解 した.オ メプラゾー

ル投与群 では,前 処置 と してPMA局 注3日 前 よ りオメ

プラゾール(30mg/kg/day)を 連 日胃内投与 した.

 潰 瘍 形成 にお けるTNF一 α の役割 を検討す るたあ に,

抗TNF一 α抗体 によ る潰瘍阻害実験 を施行 した.抗 マウ

スTNF一 α抗体(G281-2626;Rat IgG1, PharMingen,

San Diego, CA, USA)を0.005-0.5ｵMの 濃 度 で胃粘

膜 内にPMAと 同 時 に局注 した.無 関係 なisotypeの 合

致 した抗体(R3-34;Rat IgG1, PharMingen)を 対 照

と して使用 した.

4.NF-KBの 活 性 化

 NF-xBの 活 性 化 は, PMA局 注 後 の 胃 粘 膜 に お い て,

electrophoretic mobility shift assay(EMSA)お よ び

in situ fluorescence DNA binding assayに よ り検 討

した.

 EMSAを 施 行 す る に あ た り, PMA局 注 後 の ラ ッ ト胃

を ペ ン トバ ル ビ タ ー ル 麻 酔 下 に,異 な る 時 間 間 隔(15

分 ～6時 間)で 摘 出 し た.腺 胃 を 氷 上 で10mM HEPES

(pH7.9),10mM KCI,0.1 mM ethylenediamine-

tetraacetic acid(EDTA),0.1 mM ethylene glycol-

bis一ﾟ一aminoethyl ether-N, N, N', N'-tetraacetic acid

(EGTA),1mM dithiothreitol(DTT),0.5 mM phe-

nylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)に2ｵg/mlのa

ntipain, chymostatin, pepstatin, leupeptinを そ れ

ぞ れ 加 え た バ ッ フ ァ ー3.5ｵ1/mg中 で ホ モ ジ ネ ー ト し

た.溶 液 を 遠 心 分 離(8000×g,2min,4℃)し 細 胞 質

を 含 む 上 清 を 除 去 後,冷 凍 保 存 し た.核 ペ レ ッ トを20

mM HEPES(pH7.9),0.4 M NaCI,1mM EDTA,1

mM EGTA,1mM DTT,1mM PMSFに2ｵg/mlの

antipain, chymostatin, pepstatin, leupeptinを そ れ

ぞ れ 加 え た バ ッ フ ァ ー1.5ｵ1/mg中 で 再 度 均 質 化 し た

後,振 盈 撹拝 した(20min,40C).核 分 画 溶液 を遠 心

分離(14000×g,5min,4℃)し 核 内抽 出液 の一 部を

一80℃ で冷 凍保存 した
.ゲ ル シフ トア ッセイを施行 す

るにあ た り,FITC・labeled synthetic double-stranded

oligodeoxynucleotides (AGTTGAGGGGACTTTCC

CAGGC)を 作 成 した.'核 抽 出液20ｵgに1pmolの 標

識NF-KB合 成 ヌク レオ チ ドを加 え,室 温 で30分 間 イ

ンキ ュベ ー トした.イ ンキ ュベー ト後6%の ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲルを用 い,4℃,160Vで2時 間電気泳動 を

行 った.ス ーパ ーシフ トア ッセイを行 うたあに,核 抽 出

液 に 抗p50抗 体 お よ び 抗p65抗 体(Santa Cruz

Biotechnology, lnc., Santa Cruz, CA, USA)を20ｵg

加 え,室 温 で30分 間 イ ンキ ュベー トし,そ の後 標識

NF-KB合 成 ヌク レオ チ ドを加 えイ ンキ ュベ ー トした。

競合 阻害効 果 につ き検討 す るた め,100倍 量 の無標 識

NF-KB合 成 ヌ クレオ チ ドを試料 に加 えた.蛍 光強度 は

コ ンピュー タイ メージアナ ライザーを装備 した蛍 光 レー

ザ ー ス キ ャ ン装 置(FluorImager 575;Molecular

Dynamics, Sunnyvale, CA, USA)に て測定 した.

 In situ fluorescence DNA binding assayを 施 行 す

るため,ラ ット胃をPMA局 注3時 問後にペ ン トバル ビ

タール麻酔下に摘出 した.胃 粘膜 に付着 した残渣 を生理

食塩水で洗浄除去後,過 ヨウ素酸 リジンパ ラホルムアル

デ ヒ ド溶 液 にて8時 間 固定 した.HEPESバ ッ フ ァー

pH7.4で3回 洗 浄 し た 後,1mg/mlのDNase I

(Sigma)を 含 むHEPESバ ッ フ ァーを用 い30℃ で30

分 間 イ ンキ ュベ ー トした.3回 洗 浄後,さ らに,0.25%

の 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン(Sigma),100ｵg/mlのpoly-

deoxyinosinic-polydeoxycytidylicacid(poly[dl-dC])

(Sigma),20ｵg/mlのpolydeoxycytidylic acid(poly

dC)(Sigma)に1ng/mlのNF-KBの 結 合部 位 に相 同

の塩 基 配列 を有 す るFITC-labeled synthetic double-

stranded oligodeoxynucleotides(5'-TGG GGA CTC

TCC CTT TGG GAA CAG TTA TGC AAA ATA GCT

CTG・3'-FITC)を 加 えた反 応 液で 暗所 にて30℃ で60

分 間 イ ンキ ュベー トした.NF-KBの 結 合 の特 異性 は

NF-xBに 一 致す るcold oligonucleotidesと の 競合 によ

り確認 した.試 料 を再度洗浄 し,ス ライ ドガ ラス上 に無

蛍 光の カバ ー ガラスを静 置 した.63倍 の 油浸 レンズを

有す る倒立型蛍 光顕微鏡上 に設置 したMRC600共 焦 点

顕微鏡 にて共焦点像 を得 た.エ ミッションフィルターで

488nmに 励 起 したマルチ ライ ンアル ゴ ンレーザー(25

mW)を 単 一 の蛍光発色 を得 るために使用 した.
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5.統 計 学的解析

 す べての結果 は平均値 ±標準誤 差で表 した.各 群間の

差 は'ANOVAの 分 散 分 析 を行 い, Fisher's post hoc

testで 解 析 した. p<0.05を 統計学 的有意差 あ りと した.

結  果

 第1図(A)は 異なる量のPMAを 漿膜下に局注 し,

48時 間後の胃粘膜傷害を肉眼的に観察 し,検 討 したも

のである.PMAは 用量依存性に胃粘膜傷害を惹起 し,

10μg以 上で肉眼的に明 らかな傷害を生 じ,特 に50

ｵgで 著明な傷害を生 じた.潰 瘍は胃内のPMA局 注部
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×
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=
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O
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第1図 PMA局 注後 の胃潰瘍の形成.(A)異 な る量の

 PMAを 胃漿膜下に局注し,48時 間後の胃粘膜を肉眼的

 に観察 し,潰 瘍係数 として評価 した.潰 瘍係数は粘膜の

 傷害面積(mm2)で 表 した. PMAを 腺 胃前壁の漿膜下

 層 に局注 した.ま た溶媒(20%ethanol in saline)を コ

 ン トロールとして局注 した.(B)PMA(50ｵg)局 注後

 の潰瘍係数(胃 粘膜傷害面積)の 時間経過による変化.

 p〈0.05でPMA単 独で局注 した場合 と比較 し,統 計学

 的有意差ありとした.す べての結果は5匹 のラットの平

 均値±標準誤差で表 した.(Takeuchi T et al:Dig Dis

 sci 47:2070-8,2002のFig.1を 許可を得て転載)

位 に一 致 して認 め られた.第1図(B)はPMA50ｵg

を局 注後 の胃粘膜傷害範囲 の時間経過 によ る変化 を示 し

た ものであ る.粘 膜傷害 はPMA局 注12時 間 後 に明 ら

か とな り,48時 間 後 に最大 とな った.そ の後,潰 瘍径

は減少 し,14日 後 に は疲痕 とな った.第2図(A)に

.示す ように,PMA50ｵgの 局 注後48時 間 で,著 明な深

い潰瘍が生 じた.ま た第2図(B)に 示 す よ うに,胃 粘

膜切片の組織学的検査で は,同 量 のPMAに よ り,筋 層

の破 壊を伴 う深 く広い範 囲の粘膜壊死 が生 じることが示

され た.こ れ らの所 見 に基 づ き,そ の後 の実験 では50

ｵgのPMAを 用 いて検討 を行 った. PMA50ｵgを 局 注

後 の経 時的 な組織学 的観察 で は,局 注6時 間後 よ り粘

膜上皮側 よりびらんが生 じ,時 間経過 とともに漿膜側へ

と進展す る潰瘍像を認めた(結 果呈示 せず).

 第3図(A)は オ メプ ラゾール,calphostin Cお よ

びNF-KB阻 害 剤(PDTC, MG132, NF-xB decoy)の

PMA投 与48時 間 後 の潰瘍形 成 にお ける肉 眼的阻害効

果を示 して いる.潰 瘍形 成 はプ ロ トンポンプ阻害剤 のオ

メプラゾールで は阻害 されなか ったがcalphostin Cに

よ って著明に阻害 された.NF-xB阻 害 剤 であるPDTC,

MG132お よ びNF-KB decoyも ま たPMAに よ る潰瘍

形成 を著明 に抑制 した.第3図(B)は 潰 瘍形成 にお け

る抗TNF-a抗 体 の効果 をPMA投 与48時 間 後 に検討

した ものであ る.PMA単 独 投与 で は7.3 mm2で あ った

ulcer indexは,0.05ｵMの 抗TNF一 α抗 体 の同時投与

にて4.8mm2と 有 意 に低下 し,抗TNF-a抗 体 は用量 依

存 性 にPMA惹 起 性 潰 瘍 形 成 を抑 制 した.第1表 は

PMA局 注48時 間 後 の胃粘 膜 にお ける各種 阻害剤 の効

果 を組織学 的傷害 スコアを用 いて示 した もので ある.肉

眼 的 に観 察 した場合 と同 じよ うに,オ メプ ラゾール は

PMAに よ り惹起 される組織学 的変化 に影響 を及ぼ さな

か った.対 照 的にPMAに よ り惹起 され る組織学的傷害

は,calphostin Cと 各 種NF-xB阻 害 剤 で著 明 に抑制 さ

れ た.ま た抗TNF一 α抗体 の投与 に よって も著 明な抑制

効果が認 め られ た.

 第4図 はFITC-labeled NF-KB consensus oligode-

oxynucleotidesを 用 い たEMSAに よ り確 認 さ れ た

PMA局 注 後 の胃粘膜 にお ける, NF-xBの 活 性化 を示 し

て いる.第4図(A)が 示 すよ うに,コ ン トロール と比

較 して,PMAに よ りNF-xB結 合 能 は著明 に増加 した.

偏 位 したDNA-protein複 合 体 のバ ン ドがNF-xBで あ

ることを証 明す るために,PMAを 局 注 した胃粘膜か ら

の核抽 出液 にsupershift assayを 施 行 した.抗p50お

よ び抗p65抗 体 を加 え イ ンキ ュベ ー トした試料 で は偏

位 したバ ン ドの蛍 光強度が減少 し,ス ーパ ー シフ トしだ
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第2図 PMA惹 起 性 胃潰 瘍 の 組 織 学 的所 見.(A)PMA(50ｵg)局 注48時 間 後 の 典 型 的 な 胃粘

 膜 の全 体 像 で あ る.浮 腫 性 の粘 膜 に囲 まれ た活 動 性 の 潰 瘍 を認 め る(arrowhead).(B)H-E染

 色 され た ラ ッ ト胃 粘 膜 の 顕 微 鏡 写 真(×40)で あ る.PMA(50μg)局 注48時 間 後 で 潰 瘍 が 発

 現 した.筋 層 の 破 壊 を伴 う,深 く広 範 な 粘膜 壊 死 を 認 め る.(Takeuchi T et al:Dig Dis Sci 47:

 2070-8,2002のFig.2を 許 可 を 得 て 転 載)

第1表PMA局 注48時 間後のラット胃粘膜病変の組織学的傷害スコア:各 種阻害剤の影響

組織傷害スコアー

PMA only(50ｵg)

PMA十 〇meprazole

PMA十calphostin C

PMA十pyrrolidinedithiocarbamate(PDTC)

PMA十MG132(Z-Leu-Leu-Leu-CHO)

PMA十decoy of NF-xB

PMA十anti-TNF-a antibody

3.8±0.2

3.6±0.2

2.6±0.4*

2.2±0.2*

1.4±0.2*

1.0±0.3*

2.0±0.4*

 *p<0.05vs PMA only平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 表 した(n=5).ヘ マ トキ シ リ ン ・エ オ ジ ン染 色 を 施 行 した

組 織 切 片 を光 学 顕 微 鏡 下 に 観 察 し,以 下 に示 す組 織 傷 害 ス コ ア ー に も と づ き五 段 階 に 評 価 した.0;正 常;

1=表 層 の 斑 状 の び らん;2;胃 壁 の 厚 さ の1/3以 下 の 深 さの 局 所 的 な壊 死 と う っ血;3=胃 壁 の 厚 さの

1/3以 上 の深 さ に及 ぶ が 全 層 に達 しな い局 所 的 な壊 死 と う っ血:4=胃 壁 全 層 に お よぶ 広 汎 な壊 死 と う っ血.

オ メ プ ラ ゾ ー ル は,30mg/kg/dayを3日 間 経 口投 与 した。 calphostin C(5ｵg), PDTC(100 mM),

MG132(0.5ｵM)とNF-KB decoy(15mM)は, PMAと 同 時 に 局 注 した.抗TNF-a抗 体 は,0.5ｵMの

濃 度 でPMAと 同時 に 局 注 した.(Takeuchi T et al:Dig Dis Sci 47:2070-8,2002のTable 1を 許 可 を

得 て 転 載
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第3図 PMA惹 起 性 胃 潰 瘍 に 対 す る各 種 阻 害 剤 の 効 果.

 (A)PMA惹 起 性 胃 潰 瘍 の 形 成 面 積 に 対 す る各 種 阻 害 剤

 の 影 響.潰 瘍 係 数 はPMA(50ｵg)局 注48時 間 後 に 測

 定 した.オ メ プ ラ ゾ ー ル(30mg/kg/day)はPMA局

 注3日 前 よ り連 日胃 内 に投 与 した,calphostin C(5ｵg),

 NF-xB阻 害 剤(pyrrolidinedithiocarbamate(PDTC;

 100mM), Z-Leu-Leu-Leu-CHO (MG132 0.5ｵM),

 NF-KB decoy(15mM))を 胃粘 膜 にPMAと 同 時 に局

 注 した,(B))PMA(50ｵg)局 注48時 間 後 に肉 眼 的 に

 評 価 し た抗TNF-a抗 体 の 影 響.抗TNF-a抗 体 も ま た

 PMAと 同 時 に局 注 した. p<0.05でPMA単 独 で 局 注 し

 た 場 合 と比 較 し,統 計 学 的 有 意 差 あ り と した.す べ て の

 結 果 は5匹 の ラ ッ トの 平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 表 し た.

 (Takeuchi T et a1:Dig Dis Sci 47:2070-8,2002の

 Fig,3を 許 可 を 得 て 転 載)
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第4図 EMSAに よ るNF-xB活 性 化 お よ び 各 種 阻 害 剤 に よ る 抑 制 効 果. FITC標 識NF-xB consensus oligo-

 nucleotideを 用 い, electrophoretic mobility shift assay(EMSA)に よ り評 価 した, PMAを 局 注 した 胃粘 膜 に お

 け るNF-KBの 活 性 化.(A)NF-xBの 発現 を 確認 す る た め, PMAを 局 注 した 胃 粘 膜 に 対 し,抗p50お よ びp65抗 体

 を用 い たsupershift assayを 施 行 した. DNAタ ンパ ク複 合 体 が偏 移 したバ ン ドに よ って示 され て い る(arrowhead).

 結 合 反 応 の 特 異 性 は 過 剰 量 の無 標 識NF-KB consensus oligonucleotide(competitive inhibitor)に よ っ て もま た

 確 か め られ た.コ ン トロ ー ル と して,溶 媒(20%ethano1)を 局 注 した(A:PMA only, B:PMA+anti-p50, C:

 PMA+anti-p65, D:competitive inhibitor).(B)PMA(50ｵg)局 注 後 のNF-KB活 性 化 の 時 間 経 過.0:局 注 前 。

 (C)PMA局 注3時 間 後 に お け るNF-KB結 合 活 性 に対 す る各 種 阻 害 剤 の 抑 制 効 果 。 calphostin C(5ｵg), PDTC

 (100mM), MG132(0.5ｵM), NF-KB decoy(15mM),抗TNF-a抗 体(0.5ｵM)をPMAと 同 時 に 胃 粘 膜 に局

 注 した(A:PMA only, B:PMA+calphostin C, C:PMA+PDTC, D:PMA+MG132, E:PMA+decoy of NF-

 KB, F:PMA+anti-TNF-a antibody).4回 の 阻 害 実 験 よ り得 られ た 同 様 の 結 果 か ら,典 型 的 な 写 真 を 示 した.

 (Takeuchi T et al:Dig Dis Sci 47:2070-8,2002のFig,4を 許 可 を得 て 転 載)
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第5図In situ fluorescence DAN binding assayに よ り観 察 さ れ たPMA局 注 胃粘 膜 に お け る

 NF-xB活 性 化 の 分 布. NF-xBの 結 合 部 位 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す るFITC-1abeled

 oligodeoxynucleotidesを 用 いた.(A)PM、A(50ｵg)を 腺 胃 前 壁 の 漿 膜 下 層 に 局 注 後 の顕 微 鏡

 写 真 で あ る.局 注3時 間 後 い お い て 著 明 なNF-KB活 性 化 が,主 に 腺 胃 のPMA局 注 分 位 近 傍 の

 中 央 部 に 生 じた(×100).(B)PMA局 注3時 間 後 にお け る, PMAに よ り惹 起 性 さ れ たNF-xB

 活 性 化 のPDTC(100 mM)に よ る抑 制 効 果.(C)PMA局 注.3時 間 後 にお け る, MG132(0.5

 ｵM)に よ る 阻 害 効 果.3回 の 実 験 よ り得 られ た 同 様 の 結 果 よ り,典 型 的 な 写 真 を 示 す.

 (Takeuchi T et al:Dig Dis Sci 47:2070-8,2002のFig.5を 許 可 を得 て転 載)

バ ンドが出現 した.結 合作用 の特 異性 は,過 剰量 のun-

Iabeled NF-KB consensus oligodeoxynucleotidesを

加 えた試料 において,バ ン ドの蛍光強度 の減少 が生 じた

ことか らも証明 された.第4図(B)は,PMA局 注 後

の時間経過 にお けるNF-xB結 合 能の変化 を示 して いる.

PMA局 注30分 後 にNF-KBの 活 性化が生 じ始 め,時 間

経 過 とともに3時 間後 まで増加 し続 けた.3時 間 後 にお

け る増 加 したNF-xB結 合 能 は, calphostin Cお よ び

NF-KB阻 害 剤 で あ るPDTC, MG132お よ びNF-KB

decoyに て 著明 に抑制 された(第4図(C)).し か しな

が ら,PMAに よ り惹 起 され るNF-KBの 活 性 化 は抗

TNF-oし 抗 体 で は著 明 な抑 制 を認 め なか った(第4図

(C)).

 さ らに,胃 粘膜 にお けるNF-KB活 性 化 の分布 を調 べ

る目的 で,胃 粘 膜切片 にNF-KB結 合 部位 に相同 な塩基

配列 を有す るFITC標 識 オ リゴヌク レオチ ドを用 い, in

situ fluorescence DAN binding assayを 施 行 した.

PMA投 与1,2時 間 後で は明 らかなNF-KB活 性 化 を認

め なか ったが(結 果呈 示 せず),5A図 に 示 す よ うに

PMA投 与3時 間後 にPMA局 注 部位近傍 の腺 胃粘膜 の

中央部 を中心 にNF-KBの 著 明 な活性化 が認 め られた.

しか し,コ ン トロールで は著 明なNF-xB活 性 化 は見 ら

れ なか った(結 果呈示 せず).第5B図 お よび第5C図

で 示 す よ うに,PMAに よ って惹 起 され たNF-xBの 活

性化 はPDTCお よ びMG132に よ り著 明に阻害 された.

ま たNF-KBが 活 性化 された部位 の強拡大(×630)で

は,主 に核 に移動 したNF-KBの 活 性化 像を認め たが,

細 胞質 に もNF-KBの 活 性 化像 は認 め られた(結 果呈示

せず).

考 察

 本研究により胃漿膜下へのPMAの 局注により潰瘍が

形成 されることが,肉 眼的および組織学的に初めて示さ
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れ た.本 研究 の結 果,PMAが 胃粘膜 内の転写因子 であ

るNF-xBを 活 性化 す る こ とお よびNF-xBの 活 性 化 に

引 き続 き生 じるTNF-aの 産 生 が, PMA惹 起 性 胃潰瘍

の形成過程 における組織傷害の一因 とな ってい ることが

示 され た.胃 潰瘍 の形成過 程 は,Shay44)が 提 唱 した攻

撃 因子 と防御 因子 のbalance theoryが 有 名 であ る.

Helicobacter pyloriの 発 見 によ り粘膜 傷害機 序 をba1-

ance theoryの み で論 じることは困難 とな って は きた も

のの,攻 撃因子 と しての胃酸分泌 と,ま た防御因子で あ

る胃粘膜の血流調節の破綻 による粘膜微小循環傷害が 胃

粘膜傷害の主 な決定因子 と して重要 な位置 を占める こと

は,実 験的 に惹起 され た潰瘍 にお ける研究結果か ら明 ら

か であ る4,5,9,11,45～49).しか しなが ら,本 研 究 において は

オメプ ラゾールによる酸分泌抑制 に伴 う胃粘膜保護作用

は十分で はな く,傷 害の大 きさや程度を軽減す る ことは

で きなか った.こ の ことはPMAの 潰 瘍誘発作用 は胃酸

に起因す る もので はな い可能性を示唆 して いる.

 PKCは セ リンとス レオニ ンの蛋 白質 リン酸化 を促進

す る幾つかの リン脂質依存性 の アイ ソエ ンザ イムを代表

し,細 胞内 シグナル伝達の鍵 をに ぎる物質であ る20,50・51).

ホ ル ボール エステルはPKCを 活 性 化す る ことが知 られ

てお り,生 理的活性物質であ るジアシル グ リセロール に

似 た作 用を有 す るた め,PKCは 転 写因子 やサ イ トカ イ

ンの活性化 などのPMAに よ って活性化 され る生物学的

作用 の発現経路 に介在 してい ると考え られ てい る50,51).

不 活性 な状態で細胞質 に存在 するNF-KB/1-KB複 合 体 は,

活 性 化 され たPKCに よ る直接 的 な1-KBリ ン酸化 に よ

り解離 され る.こ れ は細胞 表面上 で活性化 されたPKC

が 単 純 でかっ直接 的 に核 内 に作用 す る手 段 とな って い

る5').本 研 究 におけ る,PKCのregulatory siteに 作 用

す るcalphostin Cに よ るNF4(B活 性 化の著明な抑制 は,

PKCが1-KBの リ ン酸化,分 解 とそれに引 き続 くNF-KB

の核 内への過剰移行 による潰瘍誘発作用 に影響を及ぼ し

ている可能性を示唆 して いる.本 研究 にお いて,漿 膜側

か ら投与 したPMAが ど のよ うに粘膜側 の細胞へ作用す

るか についての正確 な機序 は明 らかで はないが,1っ の

可 能 性 と して,in situ DNA-binding assayに よ り

PMA投 与3時 間後 に胃粘膜の上皮側 の胃腺領 域でNF-

KBの 活 性 化 を認 め た こ とよ り,漿 膜側 か ら投 与 した

PMAが 濃 度勾配 によ り粘膜側 へ浸透 し,そ こで最 も感

受性 の高 い細胞が粘膜上皮側領域の細胞で あったため同

部位 のNF-KB活 性 化 を強 くきた した可能性が考 え られ

た.ま た他の可能性 として,PMA局 注 が自律 神経刺激

な どを介 して胃粘膜微小循環障害 を引き起 こし,そ の結

果産生 された炎症性 メデ ィエーターが粘膜組織 に作用 し,

さ ら微 小循環 障害を悪化 させた可能性 も考 え られる.実

際 胃粘 膜血流 を レーザー ドップ ラー法 を用 いて測定す

ると,PMA局 注 後1時 間以 内に血流の低下 が認 め られ,

NF-KB阻 害 剤 で あ るPDTC, MG132, NF-xB decoy

に よ りこの血 流の低下 は抑 制 され た(結 果呈示せ ず).

EMSAに よ る実験結果 よりNF-xBはPMA局 注 後早期

(30分 以 内)よ り胃壁で活性化を認め るに もかかわ らず,

組 織学 的 には3時 間 後 に主 と して粘 膜上 皮側 の胃腺領

域で観察 され ることよ り,PMA局 注 によって早期 に胃

壁 にNF-xB活 性 化 が生 じるが,そ の後 の微小 循環障害

が粘膜側 にお いて さらにNF-KB活 性 化 を増 強 させ,胃

粘膜上皮側 のびらんへ進展 してゆ く可能性が考え られた.

正 確 なNF-KBの 産 生源 は この実験 において は同定 され

ていないが,胃 粘膜内の多種 の細胞が,こ の反応に関わ っ

て い ると考 え られ る.Teshimaら52)は,活 性酸 素依存

性 のNF-xB活 性 化 が モルモ ッ ト胃粘膜上皮 細胞 および

胃小窩 細胞 で生 じる ことを実証 した.最 近,NF-KB活

性 化が,炎 症性サ イ トカイ ンと過酸化 水素 で刺激 した純

粋培養 ラッ ト胃壁細胞 で も生 じることが証明 された53).

こ の よ うに,胃 粘 膜細胞 にお けるNF-xB活 性 化 と炎症

反応 の密接 な関係 は,特 にHelicobacter pyloriの 感 染

に関 係 して い る と考 え られ て い る.Keatesら31)は

Helicobacter pyloriを 感 染 させた 胃粘 膜上皮細 胞 と,

IL-1ﾟを 付 加 した胃粘 膜上皮細胞のそれぞれで転写 因子

NF-xBの 活 性化 が生 じ, NF-xBの 核 内への移行 に引 き

続 き,IL-8の メ ッセ ンジャーRNAと タ ンパ ク量 の増

加 が 誘 導 さ れ る こ と を報 告 した.彼 ら は ま た,

Helicobacter pyloriに 感 染 した人 胃生検組織 の上皮 細

胞 の細胞質 と核 内 におけ る活性化 されたNF-xBの 存 在

をp65に 対 す るモノクローナル抗体(α 一p65)を 用 いた

蛍 光 染 色 に て 証 明 した.Sharmaら30)はNF-KBと

NF-IL-6がIL-8の 遺 伝子発現の活性化 に不可欠であ り,

cag陽 性 株 によって表 出されたpicB決 定 因子 がNF-KB

を介 したIL-8表 出 を増加 させ る調節 において,非 常に

重要 な役割 を果 た していることを示 した.

 PDTCはNF-xBの 活 性 化 やupstream regulatory

binding siteに お けるNF-KBの 相 互作用 を強 く阻害 し,

そ の結果NF-KBを 介 した転写 活性 を抑 制す る31,54).本

実 験 において,著 者 は,NF-xBの 活 性化 と胃粘膜傷 害

の直接的 な関係 をPDTCが そ の傷 害 を著 明 に抑制 す る

ことによ り示 した.著 者 はまた,MG132に よ る26Sプ

ロ テァ ゾームの選 択的 阻害 とその結果 と してのNF-xB

活 性 化の阻害が,PMA局 注 によって生 じる胃潰瘍形成

を著明に抑制することを,肉 眼的および組織学的スコアー

の劇的 な減少 を指標 と して明 らか に した.こ れ らの所見
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は,PMAに よ る急性 胃潰瘍 の形成 が, in situで のNF-

KBの 強 い活性化 を介 して いる ことを示 してい る.し か

し,組 織傷害 が生 じる上 で,そ の下流領域で起 きてい る

現象 の正確 な機序 は完全 には解明 されていない.

 NF-KBの 活 性化 はTNF-a, IL-2, IL-6, iNosな ど

の様 々な炎症 惹起物 質 や走 化性物 質 の活性化 を誘 導す

る55).NF-KBに 反 応 す る遺 伝子 は白血 球 内皮 細胞 相互

作用 の原 因 となる接着分子 の転写 もまた調節 している.

NF-xBの 活 性化 はTNF-aの シ グナ リングに関わ る第一

段 階の一 っで あ り39,42),そ の 活性化 はTNF一 α の影響,

特 にTNF-aに よ り惹起 される細 胞傷害過 程 に介 在 して

い ると考 え られて いる.IL-1とTNF一 α もまたNF-KB

を活 性化す る,こ れ は,そ れ らのサ イ トカイ ンが 自身 の

発現量 の自己調節 を行 うためで あり,炎 症反応の規模が

増大す る ことの原因にな って いると考え られ てい る56).

しか しなが ら,本 研究 にお ける著者の結果 にお いて は,

抗TNF・ α 抗体 はNF-KBの 活 性化 を抑制 しな い ことを

示 してい る.こ れ はTNF一 α が粘膜 傷害 において,主 に

NF-xB活 性 化 の下流 域 に関 わ って い る可能性 が あ るこ

とを示唆 してい る.ヒ ト胃粘膜生検組織 にお けるTNF一

α の産生 は,Helicobacter pylori感 染 例 の方 が非感 染

例 と比較 して多 い ことが報告 されてい る57),そ の 急性催

炎症 性 の作 用 に加 え て,in vitroでTNF一 α は壊死 や ア

ポ トー シスによ り細胞死 を誘発す ることで も知 られて い

る.事 実,TNF-aが 胃 上皮細胞 に直接,細 胞毒性 作用

を及 ぼす ことが,LPSで 処 理 され た ラ ッ トの胃粘膜 細

胞でその生存率の低下を認めた ことや,ま た胃粘膜細胞

に直接TNF一 αを加え て培養 した系 において, TNF一 α の

濃度の上昇 に伴 い細胞の生存度が低下 した ことによ り示

された58).

 本 研 究 によ って,in vivoでNF-1(Bが 胃粘膜傷害 を起

こ し得 るということが初めて実証 された.今 後,胃 粘膜

内のPMA惹 起 性胃潰瘍形成過程 にお ける, NF-xBと

TNF一 α の活性 化後 にその下 流で生 じて い る正 確 な機 序

を解明 して い くことが必要であ ると考 え られ る.

総  括

 Phorbol esterを 胃壁漿膜下に投与することにより胃

粘膜に生 じた急性潰瘍の発生機序を検討することにより

以下の結論を得た.

 1.PMAの 胃粘膜への局注後約24時 間で著明な潰瘍

が生 じ,約72時 間後には治癒段階に至ることにより,

PMA投 与によって生 じる本胃潰瘍 は急性胃潰瘍モデル

のひとつであると考えられた.

 2.本 潰瘍 はプ ロ トンポ ンプ阻害剤 にて抑制 されなか っ

た ことよ り,本 潰瘍 の形成過程 における胃酸 の関与 は否

定的で あ った.

 3.PKC阻 害 剤 で あ るcalphostin Cに て 潰 瘍 の形 成

が抑 制 され た こ とよ りPMAに よ り直接 活性 化 され た

PKCが,本 潰 瘍 の形成 初期段 階 に関与 して いる ことが

明 らか となった.

 4.NF-xB阻 害 剤 で あ るPDTC, MG132, NF-xB

decoyに よ り潰瘍 形成 が著 明 に抑制 された ことよ り本

潰瘍 の形成 過 程 に お いて,PKCに よ り活 性化 され た

NF-xBが 中 心的役割 を果 た して いることが示 され た.

 5.抗TNF-a抗 体 投与 によ る本潰瘍 の抑制効果 は軽度

で あ った こ とよ り,本 潰瘍 にお け るTNF-aは,そ の

NF-xB活 性 化 の作用 よ り も, NF-xBに よ って活性化 さ

れた様 々な炎症性 サイ トカイ ンのひ とっ として,そ の炎

症誘発過程 の下流域 で主 な役割 を果 た してい るもの と考

え られた.

 最 近,Helicobacter pyloriに よ る胃潰瘍形 成過程 に

NF-xBの 関 与 を示 す報 告 が認 め られ る.本 研究 に よ っ

て,in vivoでNF-KBが 胃粘 膜傷害 を起 こ し得 ること,

お よびその下流 のTNF・ α の活性化 が 胃潰瘍発生 に重要

であ ることを初めて実証 した.本 潰瘍 モデルは潰瘍発生

機序を解明す る有用 な手段 となる可能性が考え られた.

 本稿を終えるに当たり,御 指導,後 校閲を賜りました慶

慮義塾大学医学部内科学教室石井裕正教授に深甚なる謝意

を表 します.ま た本研究を遂行するにあたり直接御指導を

いただいた防衛医科大学校内科学第二講座三浦総一郎教授

に深謝申し上げます.本 研究に御協力と御助言をいただき

ました研究室各位に感謝いたします.
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