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【は しがき】

アポ トーシスは制御された細胞死であ り、別名 「プログラム細胞死」とも呼ばれて

いる。すなわち、アポ トーシスは様々な酵素や転写因子の活性化 によって制御されて

いる。中で も、転写因子NF-KBは 肝細胞 のアポ トーシス抑制作 用 と密接に関連 して

いる。すなわち、NF-KBフ ァミ リーのp65を 欠損 させたマ ウス においてアポ トーシ

スが誘導されて胎生死することが、さらに、NF-KBの 抑制 は腫瘍壊死 因子(TNF)一 α

によるアポ トーシス作用 を増 強 させることが証明されている。さらに、NF-KBは 細

胞増殖作用 も有 し、部分肝切除後の再生肝でNF-KBの 活性 化が明 らか とな っている。

これ らNF-KBを 活性化 させる因子 にTNF一 αが知 られ、従 って、TNF一 αはアポ トー

シス誘導作 用 とアポ トーシス抑制作用を同時に有 し、両作用のバランスによって細胞

は死か生かを決定される。

一方、近年、消化吸収を補助する生理活性物質 と考えられていた胆汁酸が免疫調整

作用と核受容体farnesoidXreceptor活 性化 作用 を有 して いる ことか ら、原発性胆汁

性肝硬変などに汎用されているウルソデオキシコール酸療法の理論的根拠が明 らかに

な りつつある。研究代表者 らは、一貫 して胆汁酸研究に取 り組み、胆汁酸が、(1)

主要組織適合抗原 クラス1お よびll発 現 調節 作用[BiochemBiophysResCommun,

1993,1995、J.lmmunol,1995、JGastroenterol,1996]、(2)NF-KBの 活性 化 とケ

モカイ ンRANTESの 発現調節作 用[研 究業績4,5]、(3)ア ポ トー シス誘導作用[日

本消化器病学会雑誌,2002]、 に深 く関与 している ことを明 らかにしてきた。ここで、

これら一連の研究か ら、胆汁酸がTNF一 αと同様 に肝細 胞 に対 して アポ トーシス誘導

作用とNF-xB活 性化作用 の両面 を有す る こと に注 目した。すなわち、常に胆汁酸に

暴露される正常肝細胞はアポ トーシス促進 とNF-xB活 性化(=ア ポ トー シス抑制)

の両 シグナルが 同時に伝達 される と生存 し、病的状態で両シグナルの伝達が不均衡 と

な り細胞減少(=肝 細胞 障害)や 細胞増加(=肝 癌)を 引き起 こす と想定 した。

そ こで、本研究は、

1)胆 汁酸 によるアポ トーシス ・細胞 増殖作用の解明
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2)胆 汁酸 によるfarnesoidXreceptorとNF-KBの 相互 活性 化機構

3)胆 汁酸 によるアポ トーシス ・細胞増殖 に関する標的遺伝子のクローニ ング

の3プ ロジェク トを推 進す ること によって胆汁酸による肝細胞のアポ トーシスと

増殖のメカニズムを分子 レベルで明らかにし、アポ トーシスー増殖の均衡/不 均衡

の制御法 を開発 する ことによって胆汁うっ滞による肝細胞障害の改善、さらには

肝細胞癌治療や肝再生医学への応用 も視野 に入れて包括的に解明することを目的

とする。

【研究経過 ・成果】

1)胆 汁酸 によるアポ ト0シ ス ・細胞増殖作用 の解 明

胆汁酸は高濃度において肝細胞のアポ ト0シ スを誘導するが、低濃度においては

むしろ肝細胞の抗アポ トーシス作用や細胞増殖作用を誘導することが明らかになっ

た。具体的には、高濃度胆汁酸ではカスパーゼ3や カスパーゼ9を 強く誘導した。

さらに、これら高濃度胆汁酸によるアポ トーシス作用はカスパーゼ8阻 害剤では抑

制されず、カスパーゼ9阻 害剤では抑制された。これらの結果から、高濃度胆汁酸

によるアポ トーシス作用は、ミトコンドリア障害性にアポ トーシス経路が活性化さ

れることを示唆していた。一方、低濃度胆汁酸において、肝細胞のアポ トーシスは

カスパーゼ活性化以前に転写因子NF一 κBが 活性化されることによって誘導される

抗アポ トーシス蛋白であるIAP-1に よって阻害されることを明確にした。また、胆

汁酸は他の抗アポ トーシス蛋白として知られているIAP-2やXIAPを 誘導しなかっ

た。さらに、肝細胞において、低濃度胆汁酸は細胞増殖作用を有するサイクリンD1

活性を強く誘導し、細胞増殖を促進することも推測された。従来から肝細胞の自己

増殖作用は報告されているが、これらのメカニズムに生理的に存在している胆汁酸

が肝細胞の抗アポ トーシス ・細胞増殖誘導を介して作用している可能性を明らかに

した。
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2)胆 汁 酸 によ るfarnesoidXreceptorとNF-KBの 相 互 活 性 化 機 構

farnesoidXreceptorとNF-xBに よ る 転 写 調 節 作 用 にお け る相 互 作 用 を検 討 す る

た め 、 プ ロモ ー タ ー 上 にNF-KB結 合 領 域 を 有 す るル シ フ ェ ラ0ゼ レポ ー タ ー 遺 伝 子

(2XkB-Luc)を 作 成 しfarnesoidXreceptorが 転 写 活 性 化 能 を有 す る か 否 か につ い

て検 討 した。 そ の 結 果 、farnesoidXreceptor単 独 で は2XkB-Lucの 転 写 を 誘 導 で き

な か った。そ こで 、farnesoidXreceptorとNF-xBの 相 互 作 用 を検 討 す る た め 、NF-xB

存在 下でfarnesoidXreceptorの 発 現 量 を 徐 々 に増 加 させ る と 、2XkB-Lucの 転 写 は

NF-KB単 独 と比 較 してfarnesoidXreceptor発 現 量依 存 性 に活 性 化 され た 。 そ の 作

用 は 、NF-xBの コ ンポ ーネ ン トの 中 で 、p65に 認 め られ た がp50に は認 め られ な か

った。 ま た 、farnesoidXreceptorとNF-KB発 現 プ ラ ス ミ ドを用 い た免 疫 沈 降法 に

よ って 、farnesoidXreceptorとNF-KBは そ れ ぞ れ ダ イ マ リゼ ー シ ョン部 位 を介 し

て結 合 して い る こ とが 明 らか とな った 。 次 に 、胆 汁 酸 に よ るNF-KB活 性 化 機 構 につ

いてinvitrophosphorylation法 を 用 い検 討 した 。 そ の結 果 、NF-xB活 性 化 の情 報 伝

達 系 の 中 で 、特 に重 要 なIxBキ ナ ー ゼ を リン酸 化 して い る こ と を解 明 した 。従 って 、

胆 汁酸 は 直 接NF-KBを 活 性 化 す る と と も に、farnesoidXreceptor活 性 化 を 介 した

NF-KB活 性 化 機 構 を 介 して 肝 細 胞 増 殖 や 抗 アポ トー シ ス 作 用 を有 す る標 的 遺 伝 子 を

活性 化 させ 肝 再 生 機 構 に深 く関 与 して いる こ と を 明 らか に した 。

3臣 こ ボ ー ξ ・ 増 こ ロ ー 二 、

正常 ヒ ト肝細胞を用いて、胆汁酸を添加 し前後における遺伝子発現をDNAチ ップ

を用 いた解析 で検 討 した。そ の結果、胆汁酸によって前後2倍 以上のmRNA発 現を

認めた遺伝子 は55000gene中 、2378geneで あ った。 その 中で特 出す べき既 知遺伝

子として、RAS、PKA、PKC、PKR、P13kinase、MAPKな どの細胞 内情報伝達 系

を担 う各種 リン酸化酵素、cyclin、c-mycな ど細胞 周期増殖 関連遺伝 子、 アポ トーシ

ス関連遺伝子、Sp3、NF-xBな どの転 写因子、TGF一 α、IL-8な どのサイ トカイ ンな

ど従来知 られ ている遺伝子や今回はじめて発見された遺伝子が認め られた。現在こ

れ ら機能分子を解析 中である。
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AnnualEuropeanCongressofRheumatology(EULAR2004)
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EffectofthrombinonCD401igandexpressioninTcells:Correlationbetween
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第16回 北海道 骨粗 霧症研究会

1月31日 、札 幌、北海道大学 医学部大 講堂

ステロイ ド性骨粗髪症 における血中sRANKLと 骨代 謝マ ーカーの関連 につ いて

○ 平野史倫、小村景司、野村嘉伸、府川悦士

第29回 北海道 リウマチ研究会

2月28日 、札幌、ロイ トン札幌

強膜炎で発症 した大動脈炎症候群の1例

○ 野村嘉伸、平野史倫、小村景司、府川悦士、羽田勝計

第3回 旭川関節疾患カンファランス

3月20日 、旭川、旭川パレスホテル

多発性骨折を契機に発見されたクッシング症候群の2例

○ 府川悦士、小村景司、野村嘉伸、平野史倫、羽田勝計

第48回 日本 リウマチ学会総 会 ・学術集会

4月15日 ～17日 、 岡山、岡山 コンベ ンシ ョンセ ンター

ワークシ ョップ 「リウマ トイ ド因子の意義」

RA患 者 にお ける トロ ンビン受容体(ThrR)の 発現 と リウマチ因子(RF)と の関連

○ 平野 史倫 、小村景司 、野 村嘉伸、府川悦士
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4月15日 ～17日 、岡山、岡 山コ ンベ ンシ ョンセ ンター

両側手根管症候群を契機 に発見 された家族性アミロイ ドポ リニューロパチ0(FAP)2

型の一家系
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○ 小村景司、 府川悦士、野村嘉伸、平野史倫、中村公英

第90回 日本消化器病 学会総 会

4月21日 ～23日 、仙 台、仙台市民会館

ワークシ ョップ 「胆汁酸 と細胞増殖、アポ トーシス」

肝細胞における高濃度胆汁酸によるアポ トーシス誘導作用の検討

○ 平野史倫、牧野勲

第23回 北海道甲状腺談話会

7月23日 、札幌

甲状腺機能低下症を呈し、発見された偽性副甲状腺機能低下症の1例

○ 滝山由美、府川悦士、野村嘉伸、小村景司、丸山直紀、平野史倫、滝山義之、羽

田勝計

第47回 日本 甲状腺 学会 学術 集会

11月11日 ～13日 、前橋、前橋テル サ

甲状腺機能低 下症を呈 し、発見された偽性副甲状腺機能低下症の1例

○ 滝 山義 之、府川悦 士、野村嘉伸、小村景司、丸山直紀 、平野史倫、滝山由美、羽

田勝計

第6回 日本骨粗霧症 学会

11月17日 ～20日 、 さいた ま、大 宮ソニ ツクシテ ィ

ステ ロイ ド性骨粗霧症 における血中sRANKLとOPGの 検討

○ 平野史倫 、丸山直紀 、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、羽田勝計

第14回 日本 リウマチ学会北海道 ・東北支部学術集会

12月10日 ～11日 、秋 田、秋 田県総 合保健セ ンター

RA患 者末梢血単核 球 におけるthrombinreceptor(ThrR)の 発現 と血 中sCD40Lと の

関連

○ 平野史倫 、丸山直紀、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、羽田勝計

第47回 日本 リウマチ学会総会 ・学術 集会

4月24日 ～26日 、東京 、京 王プ ラザホテル
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ワークシ ョップ 「リウマチ性疾患と細胞表面分子」

RA患 者末 梢血単核球(PBMC)に お ける トロン ビン受容体(ThrR)の 発現 と疾 患活動性

の関連

○ 平野史倫、小林厚志、小村景司、岡本健作、野村嘉伸、府川悦士、牧野勲

第47回 日本 リウマチ学会総会 ・学術 集会
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7月12日 、仙台、エクセル東急ホテル

胆汁酸による転写因子NF一 κBの 活性化とべザフィブレー トによる抑制機構の

解明

旭川医科大学第二内科

○ 平野史倫、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、牧野 勲

第25回 胆汁酸研究会

11月1日 、旭川、旭川グランドホテル

サテライ トシンポジウム 「胆汁酸研究の新展開」

胆汁酸とホルモン受容体一ビタミンD受 容体を介した胆汁酸作用の新展開

O平 野史倫、牧野勲

第5回 日本骨粗髪症 学会

10月9日 ～11日 、福 岡、 アク ロス福岡

膠原病患者 におけるステロイ ド性骨粗霧症 と骨代謝マ0カ ー、特 にsRANKLと の 関

連 につ いて
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