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TRIX/140はIKKyのNedd8化を促進しNF・kB活性を

  抑制することで腸管の炎症・癌化を抑制する

学位論文内容の要旨

  【背景と日的】消化管癌ではNF―KB活性が恒常的に活性化している例が多く、持続的なNF―KBの

活性化による増殖、慢性炎症が発癌に関与している可能性が示唆されている。Nド―KBの活性化は

りン酸化、ユビキチン化及びnedd8化等のいくっかの翻訳後修飾によって調整されている。本研

究において、我々は消化管に特異的に発現している新規NF－KB制御タンパク質としてTRIM40を同

定した。さらに、TRIM40が消化管の慢性炎症や癌において、いかなる発現変動をしているかを検

討した。

【材料と方法】遺伝子発現データベース(BioGPS)において消化管に特異的に発現しているTRIM

ファミリータンパク質を検索し、TRIM40を同定した。TRIM40の相補的DNAを作成しイーストツー

ハイブリット法にてTRIM40と相互作用するタンパク質を検索した。TRIM40の変異体、タンパク

質及び抗体などを作成し、哺乳類細胞株を使用してウエスタンブロツ卜法、ルシフェラーゼアッ

セイ、免疫染色法及びノックダウン法などの生化学的解析にてTRIM40の分子生物学的機能を解析

した。消化管疾患との関連を検討するために、同分子の発現量を当科で手術施行された消化器疾

患の検体の正常部・病変部（胃癌13例、大腸癌3例、大腸腫瘍1例、直腸癌4例、クローン病1

例の合計22例）を用いて定量性real―time PCRにて解析した。

【結果】TRIM40は腸管に強く発現していた。イーストツーハイブリット法にてTRIM40と関連す

るタンパク質としてNedd8を同定した。哺乳類細胞株にてTRIM40とNedd8が結合することを確認

した。SCF複合体を形成するCullinlがNedd8化されることによりNF-KB活性の調節に関わって

いるとこからTRIM40がNF―KB活性に関与するかどうかをルシフェラーゼ測定によって検索たとこ

ろ、TRIM40がNF―KB活性を抑制していた。同時にRINGドメインを欠損させたTRIM40変異体を作

成しNF―KB活性を測定したところ、この変異体では抑制していなかった。よってTRIM40はRING

ドメイン依存性にNF-KB活性を抑制していた。TIRM40がNF―KB活性を抑制する機序を解析するた

めにTNFa負荷時のp65の核内移行の免疫染色を行ったところ、TRIM40はp65の核内移行を抑制し

ていた。TRIM40はNFーKBカスケードにおぃて核内移行前に関与していると考えlKBaとの関与を

解析したことろ、TRIM40はIKBaのりン酸化を抑制していた。次に、IKBaのりン酸化を調整して

いるIKK複合体とTRIM40の関与を解析したことろ、TRIM40fまIKK複合体と結合した。また、TRIM40

はIKKyのNedd8化を促進していた。また、TRIM40のRINGドメイン欠損変異体ではIKK複合体と

結合するが、IKKyのNedd8化は促進していなかった。TRIM40はRINGドメイン依存性にIKK/をNedd8

化することでNF―KB活性を抑制していた。次にTRIM40が強く発現してる細胞株IECー6にてTRIM40

をノックダウンしたところ、NF―KB活性と細胞増殖の促進を認めた。さらに、TRIM40が腸管での

正常状態の増殖や癌化に関与しているのであれば、臨床検体におぃて病変部と非病変部のTRIM40
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の発現量に変動あると考え定量性real―time PCTを施行した。胃癌13例中13例（100%)、大腸癌

3例中3例（100%)、直腸癌4例中3例（75％）、大腸腺腫1例中0例(ocYo)及びクローン病1例中

1例（100%)の合計22例中20例（90．9％）の病変部において、TRIM40が正常部と比較にて有意に低

発現しているニとが判明した。

【考察】TRIM40はRINGドメイン依存性にIKKyをNedd8化することによりNF-KB活性を抑制して

いた。IKKyは、非タンパク質分解リシン63 (K63)のポリユビキチン化やN末端の直鎖ユビキチン

化によってNFーKB活性を促進しているとの報告がある。TRIM40はIKKyをNedd8化を促進すること

で、NF―KB活性を抑制していると考えた。腸管には常在細菌叢があり、ニれらの細菌は非自己で

あるのに腸管おいて免疫寛容があり常在細菌叢に対する免疫反応は普段起ニっていない。また、

ヘリコバクターピロりや潰瘍性大腸炎のような慢性炎症が癌化に関与しているとの報告がある。

さらにNF－KB活性は炎症と癌化に対して重要な役割を果たしており、TRIM40が、正常状態の腸管

において強く発現することでNF―KB活性と抑制することでTNFa、IL―6、IL―1及びIL－8等の炎症

性サイトカインを抑制的調整し腸管の免疫寛容、また、腸管上皮細胞の増殖・癌化に対して重要

な役割を担っている可能性が考えられた。

  近年、NF-KBは癌や免疫抑制の標的として注目を集めており、IKKp抑制剤であるMLN120Bが多

発性骨髄腫細胞株の増殖を抑制したとの報告やNF―KB抑制剤である

dehydroxymethylepoxyquinomlcin (DHMEQ)が同種移植後の拒絶反応に有効であったとの報告があ

る。さらに、ユビキチンープ口テアソーム抑制剤であるBortemibが、IKBの分解を抑制しNF一KB

活性を抑制することで多発性骨髄腫の増殖抑制に有効であり臨床応用されている。また、Nedd8

活性化酵素抑制剤であるMLN4924がcullin―RINGリガーゼを抑制することでヒ卜腫瘍細胞株の増

殖抑制に有効であったとの報告もある。よってTRIM40のさらなる分子生物学機序の解明により

TRIM40が腸管の炎症・癌化の治療の標的になりうると考えた。

【結論】TRIM40はNF―KB活性を介して腸管上皮細胞の炎症・増殖において重要な役割を担ってい

る可能性が高く、消化管におけるTRIM40のさらなる解析により、炎症性腸疾患や消化管癌の予防、

診断及び治療に寄与する知見が得られると考える。
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TRIR/140はIKKyのNedd8化を促進しNF・kB活性を

  抑制することで腸管の炎症・癌化を抑制する

  転写因子NF一1くBの活ltf匕は、細胞増殖・癌化・炎症・抗アポトーシスなどと密接に関連している。

本研究は、RINGフインガードメインを有するTRIMファミリータンパク質のなかで機能未知であった

TRIM40の解析を行い、マウスにおいて、正常胃・小腸及び大腸に高発現していること、ユビキチン様

タンパク質であるNedd8と結合することを明らかにした。TRIM40は、NF―KI3シグナル伝違経路におい

てIKK複合体(IKKa，Dy)と相互作用してIKKyのNedd8化を促進し、IkBaの分解、p65の核移行を抑制

することでNF-KB活陸を負に制御することを明らかにした。また、内在陸TRIM40のノックダウンによ

りTNF-a刺激によるNF-KBの滑幽匕カミ増強されることを示した。さらに、ヒト消化器疾患において病

変部でTRIM40の発現が億Lに減少することを明らかにし、腸管のガ淡症作用と癧イ匕制御にTRIM40に

よる肝丶-xB活性化帯脚の重要陸が示唆された。

  審査会において、副査の野口教授から、Nedd8の発現彡ジ甫、内在陸Nedd8とTRIM40の結合について

質問を受け、Nedd8は組織、細胞に広く発現していること、TRIM40に対する高感度の抗体がないため

内在陸のTRIM40とNedd8の結合は確認できておらず、現在抗体作製を行っていると述べた。副査の畠

山教授より、TRIM40によるp53など他のタンパク質のNedd8化の可能陸について質問を受け、TRIM40

とp53は相互作用しないことを実験的に確かめたと返答した。また、TRIM40のシーズとしての可能陸

についての質問に対し、腸管疾患の診断・予防のバイオマーカーとしての可飽性を述べた。主査の松

本准椡受より、TRIM40の細胞内局在とTRIM40によるIKK複合体の活陸制御メカニズムについて質問

を受け、TRIM40は核と細胞質の両方に局在すること、IKKyのNedd8化とユビキチン化の関係は明らか

でないと述べた。また、TRIM40の腸管特異的発現と腸内細菌による炎症誘発制御の関連について質問

され丶TRIM40が炎症市ii御に重要であるとの考えを述べた最後に聶憧弼申山教授から、[臨繃躰にお

けるTRIM40の発現低下の理由について質問を受け、炎症刺激によるとの見解を示したさらに臨床で

バイオマーカーとして用いる場合の問題点について質問がなされ、TRIM40の簡便で感度の高い検出法
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を考案する必要があると回答した。申i青者はすべての質問に対してその主旨を理解し、自らの研究内

容と文覦的考察を交えて適切に回答した。

  この論文は、TRIM40が消化管特異的に発現し、NF-KB活陸f讎瀦において、TRIM40によるiK塒の

Nedd8化という既知の制御メカニズムと異なる新たな制御磯f薛が存在することを明らかにし：腸管の

炎症・癌化の抑制との関迎陸を示唆した点で高く評価された。今後はTRIM40の機能の更なる解明と、

臨床におけるTRIM40の発現鼈と炎症・癌化との関連陸、バイオマーカーとしての可育副生の検討が期待

される。

  審査員一同は、これらの成果を評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ申請者が博

士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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