
即 ・lr{ワ

グルココルチコイ ドによる遺伝子発現調節機構解明と

新規抗炎症薬 ・免疫抑制薬の創成

(課題番号09557044)

平成9年 度～平成10年 度科学研究費補助金(基 盤研究(B)(2))

研究成果報告書

平成11年2月

研究代表者 田 中 廣 壽

(旭川医科大学医学部助教授)



【はじめに】 臨床医学において、グル ココルチ コイ ド薬は炎症性疾患、アレルギー ・

自己免疫疾患、悪性腫瘍など、きわめて多くの疾患の治療 に際 し現在もなお中心的な

位置を占めている。 しか し、グルココルチコイ ド療法には、1)組 織選択性 ・特異 性

がな いこと、2)副 作用が必発 である こと、な どの致命的な欠点が存在する。 これは、

グルココルチコイ ド受容体(以 下、グ受容体)が 組織 によ らず一種類で あ り、従来の

合成グルココルチコイ ド薬はグ受容体 との結合を指標にアゴニステイ ック作用の面か

らスク リーニングされたための、いわば当然の帰結といえる。

リガンド依存性転写制御因子であるグ受容体はグルココルチコイ ド薬と結合後核 に

移行し、標的遺伝子の近傍に存在する受容体特異的エンハンサーDNA配 列 との結 合 を

介 して標 的遺伝子 の発現を転写レベルで調節するとされてきた。私達は一貫 してグ受

容体 による転写調節機構解明に取 り組み、グ受容体を介 した情報伝達は従来のモデル

よ りは複雑であり、他の情報伝達系とのクロス トークなどによって多様に調節 される

ことを世界に先駆けて明らかにしてきた(Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.1991,J.

Biol.Chem.1993,Endocrinology,1995、 な ど)。 実際 に、グル ココル チ コイ ドの

抗炎症 ・免疫抑制作用はグ受容体と転写因子AP-1・NF-kBの 負の相互作用 の面か らも

理解 されている。すなわち、 多くのサイ トカインや接着分子の遺伝子発現はAP。1・

NF-kBに よ って正 に制御 されてお り、グル ココルチコイ ドはAP-1・NF-kBの 作 用 を抑

制 して最終的 に抗炎症効果 ・免疫抑制作用を現わすと考え られている。私達 もかかる

視点からグルココルチコイ ドの慢性関節 リウマチにおげる治療的意義を究明 し(Mol.

Pharmacol.1994)、 核 内におけるグ受容体 とこれ らの転写因子の相互作用によって

グルココルチコイ ドの作用が規定されることを明らかにした。換言すれば、AP-1、

NF-kBを 標的 と した抗炎症 ・免疫抑制療法 を考えたとき、いかに効率的にグ受容体を

核 に移行させるかがまず重要となる。一方、炎症局所 において組織の酸化還元(=レ

ドックス)制 御系が破綻 し強 い酸化 ス トレスが生 じることが知 られている。私達は、

酸化ス トレスによってグ受容体の リガン ド結合 ・核移行、そ して標的遺伝子の転写調

節活性が抑制されることを世界で初めて明らかにした(BBRC1993、Mol.

Pharmacol.1994,1995,&1996、J.Clin.Invest.1996)。 したが って 、グル コ

コルチ コイ ドの抗炎症 ・免疫抑制作用を論 じる上で、特に転写因子との相互作用を考

えた際、グ受容体の核移行の レドックス制御は必須の検討課題である。次 に、最近、

核におけるグ受容体の転写調節機能もリガン ドによって多様に調節されることが注 目

されている。すなわち、グ受容体による転写増強効果はみ られず、抗AP-1作 用が優位

となるような、 いわ ば ドミナン トネガテ ィブ型 リガン ドが理論的には存在することが

明確 にな り、グル ココルチコイ ドの作用副作用分離に新たな展開を生む可能性がある。

実際、私達 も、胆汁酸製剤であるウルソデオキシコール酸はグ受容体を核移行させる

ものの正の遺伝子転写活性はきわめて弱いことを発見 した(J.Immunol.,1996)。 さ

らに、 この場 合、MHCclassIl遺 伝子発現を強 く抑制する ことか ら、かかる ドミナン

トネガティブ型 リガン ドのプロ トタイプと考えられる。

以上のように、私達は、グ受容体を介 した遺伝子発現が他の情報伝達系との緊密な

クロス トークを介 して実に多様 に調節され、複雑な生体機能調節 に対応 していること
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を世界でも一早く報告してきた。同時に、私達の成績は、グ受容体以降の情報伝達経

路は多面的に制御可能であり、かかる知見の発展的集積が抗炎症薬 ・免疫抑制薬創成

に新展開をもたらす可能性が高いことを示唆している。

【目的】グ受容体を介した情報伝達経路の分子生物学的理解をさらに深め、新規抗炎

症薬 ・免疫抑制薬創成の基盤となる、グ受容体以降の情報伝達系を多様にかっ選択的

に調節する薬理学的方法を確立することを目的とする。具体的には、

1)数 十万種に及ぶ化合物ライブラリーから目的薬剤の候補を効果的経済的にスクリ

ーニングするためのシステムの構築、

2)グ 受容体とAP-1、NF-kBを はじめとした他の転写因子の相互作用におけるリガン

ドの役割の解明と新規化合物によるかかる相互作用の修飾、

3)グ 受容体のレドックス制御機構の解明と酸化還元活性を有する新規化合物の作用

の解析、

を期間内に達成する。

【特色など】グルココルチコイ ド薬は約50年 にわたり臨床医学に貢献してきたが、

いまだに作用副作用の分離は達成されておらず、アゴニス トの中からより理想的な薬

剤を見い出そうとする従来の創薬方法論には限界がある。本研究は、私達のグ受容体

以降の情報伝達系に関する先駆的知見に端を発 し、従来とはまったく異なる視点から、

かつ、分子細胞生物学的スクリーニング系によって新規薬剤を開発しようとするもの

である。独自の、しかもきわめて経済的な一次スクリーニング系(研 究方法として後

述)を はじめとした実験系はすでに当研究室で確立され稼働 している。また、プロト

タイプともいうべき化合物 ・薬剤は発見済であり、その改良に向けて企業との協力体

制もすでに構築されていることも本計画の実現性を高いものにしている(国 内特許2

件取得)。 最終的に新薬開発に到達した場合、必然的に両刃の剣であったグルココル

チコイ ド療法に革新をもたらし、炎症性疾患、アレルギー ・自己免疫疾患、悪性腫瘍

患者の予後を大きく改善することは疑いない。

【研究経過 ・成果】

1化 合物 ライ ブラ リ0か らの一次ス ク リーニ ング系の確立

・生細胞を用いてgreenfluorescentproteinで 標識 したグ受容体の核移行 を検 出す

るシステムを構築 した。かかるシステムは他の転写因子の機能解析にも応用可能であ

ることを証明 した。

2グ 受容体 とAP-1と の相互作用 に対す る リガ ン ドの役割の解明

グ受容体を活性化するウルソデオキシコール酸がグ受容体依存性に転写因子AP-1応

答性遺伝子発現を抑制することを明らかにした。

3グ 受容体のレドックス制御機構の解明と酸化還元活性を有する新規化合物の作用

の解析

グ受容体のリガンド結合 ・核移行、そして標的遺伝子の転写調節活性のレドックス

制御の分子機構を明確したとともに、新規抗酸化剤EPC-K1に よるグ受容体制御法を開

発し、抗炎症療法の改良に貢献しつつある。

2



以上から、本研究計画が企図したrグ 受容体の分子生物学からの創薬』の根幹は構

築されたと思われる。今後、このシステムを用いてさらに多くの化合物をスクリーニ

ングし、理想的抗炎症薬を開発したい。
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rア ル コール と医学 生 物 学 一 アル コ ール 性 臓 器 障 害 研 究 の 新 しい展 開』 、 アル コール

医学 生物 学 研 究 会 、編 、pp117-120、1998

田 中廣壽 、伊 藤 正 春 、牧 野 勲

AIHに 対 す るUDCA療 法

Medicina1998;35(1):71-73
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田 中 廣 壽

今 日 の 治 療 指 針1999

ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 医 学 書 院1999,604-605.

田 中 廣 壽

NF-kBに よ る 遺 伝 子 発 現 機 構 と そ の 人 為 的 制 御

臨 床 免 疫1999;印 刷 中

府 川 悦 士 、 田 中 廣 壽 、 牧 野 勲

胆 汁 酸 に よ る 肝 細 胞 障 害 と ア ポ トー シ ス

消 化 器 病 セ ミ ナ ー1999;印 刷 中

吉 川 賢 忠 、 野 村 嘉 伸 、 田 中 廣 壽

全 身 性 エ リテ マ トー デ ス と サ イ トカ イ ン

リ ウ マ チ 科1999,印 刷 中

田 中 廣 壽 、 牧 野 勲

特 集:慢 性 肝 疾 患 最 近 の 動 向

ll.慢 性 肝 疾 患 の 基 礎 『肝 と 免 疫 』

TOKYOTANABEQUARTERLY1999;43:38-45

三 浦 貴 徳 、 田 中 廣 壽

胆 汁 う っ滞

AnnualReview消 化 器1999,287-291,中 外 医 学 社

(2)口 頭 発 表(主 な も の)

KarolinskaInsitutetInternalSeminar

7月3日 ・Stockholm,Sweden,DepartmentofCeliandmolecularBiologY,

MedicalNobelInstitute,KarolinskaInstitutet

Redoxregulationofintracellulardynamicsoftheglucocorticoidreceptor

OHirotoshiTanaka

HelsinkiUniversityInternalSeminar

6月30日 ・HelsinkisFinland,lnstituteforBiomedicine,HelsinkiUniversity

Intracellulardynamicsoftheglucocorticoidreceptor

QHirotoshiTanaka

IO



川InternationalCongressofPathophysiology

6月28日 一7月3日 、Lahti,Finland,LahtiCulturalCentre

Symposium:RedoxandSignal

Redoxregulationoftheglucocorticoidreceptor:crosstalkbetweencellular

redoxsystemandglucocorticoid-mediatedgeneexpression

HirotoshiTanaka

第21回 日本分子生物学会

12月16-19日 、横浜市、パ シフィコ横浜

エス トロゲンレセプターの レドックス制御機構の変異体を用いた解析

中西京子、江口英孝、田中廣壽、林慎一(埼 玉県 立がん セ ンター研究所)

第20回 細胞情報伝達系北海道研究会

10月3日 、札幌市、札幌パークホテル

シンポジウム 『酸素による遺伝子発現の制御』

田中廣壽

第19回 日本炎症学会

9月3,4日 、東京都 、京王 プラザ ホテル

シンポ ジウム 『グル ココルチコイ ドレセプターシステムを標的とした分子薬理学的創薬』

田中廣壽

第19回 日本 炎症 学会

9月3、4日 、東京都、京王プラザホテル

雷公藤抽出物、GTWの シク ロオキ シゲナーゼー2発現抑制作用

杜 金行 、川合真 一、前川浩太郎、西田信一、吉川賢忠、岡本健作、田中廣壽、水島裕

第71回 日本 内分泌学会

6月4-6日 、福 岡市 、アク ロス福 岡

シンポジ ウム:核 内 レセプター研究の新展 開

『グル ココルチコイ ド受容体システムのダイナミズム』

田中廣壽

YY


