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概要

グルココルチコイ ドは副腎皮質より分泌 される生体代謝 ・ス トレス応答に必須

のホルモンである。また、グルココルチコイ ドは炎症性疾患、自己免疫性疾患 など

の治療薬 としても臨床上 きわめて汎用 されている。ここで、グルココルチコイ ドは

標的臓器に存在するDNA結 合性遺伝子転写調節因子 であるグルココルチコイ ド受

容体 と結合後その作用を発現するとされ、 したがって、標的臓器におけるかかる受

容体の量 とホルモン作用の間には密接な関連があることが想定されてきた。 しかし、

細胞のグル ココルチコイ ド応答性制御機構の詳細は現在 も不明な点が多い。 さらに、

グルココルチコイ ド受容体は組織 を問わず一種類であるためグルココルチコイ ドの

主作用、副作用、あるいは薬理作用の分離は原理的に不可能 であると信 じられてき

た。

以前、リポコルチンに関連 した一連の研究のごとく、GCに よって抗 炎症作 用 を

有す る生理活性物質の合成が誘導され、例えば、フォスフォリパーゼA2な どの作

用 を抑制 す る、 とい う仮 説 が提唱されこの間題がいっきに解決するかに思 えた。だ

が、最近のGC受 容体 に関す る分子生物学的研究 によってGCは か な り多様 な作用機

構 に よって抗 炎症作用を発現することが判明 しつつある。そこで、GCの 作用機 構

を概説 し本研 究の意義 を明確 にしたい。

1.GCの 作 用機 構

GCは 細胞膜 を拡散 によって通過後細胞質内に存在するGC受 容体 と会 合す る。

GC受 容体 は、本来 、数種 の熱 ショック蛋白(hsp90な ど〉と分子 シャペ ロンを形成 し

非活性型 として存在する。GCと 結合後GC-GC受 容体複 合体 となり(こ の プロセ

ス を生化学 的に活性化 と称することがある)核 に移行 する。核内 でGC-GC受 容体

複合体 は二量体 を形成 して標的遺伝子上の特定の塩基配列(GRE)と 結合 しその転写

速度 を調節 して、mRNA、 蛋 白の合成 を制御 するこ とによって作用を発現すると考

えられてきた。 しか し、最近、GC作 用機構 を理解 するにあた り、かかる古典的モ

デルに加えて遺伝子転写 レベルにおける蛋白一蛋白相互作用の重要性 が指摘 されつ

つある。GC-GC受 容体複合体 がTBP(TATAboxbindingprotein)な どの基本的転写

調節 因子 と相 互作用 を行なう際、非DNA結 合性の蛋 白(ア ダプターな どとよばれ

てい る)の 介在 を要 する ことを示唆す る成績が、特に酵母などの実験系から出され

ている。ここで、ステロイ ドホルモン受容体は一つの遺伝子 ファミリーを形成 し、

例えば甲状腺ホルモン受容体、レチノイン酸受容体、ビタミンD3受 容体 では細胞
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内のRXRと 命 名 され た同 じファ ミリーの メンバーを加 えてホモあるいはヘテロニ量

体を形成することで リガン ドの作用に多様性 あるいは組織選択性 を付加 している可

能性が示 されている。GC受 容体 に関 し、かようなヘテ ロニ量体 を形成することを

示 した実験はないが、今後、アダプター蛋白の同定 を含め、急速な展開 を見せそう

な研究領域 といえる。さらに、GC受 容体 と相互作用 を行な うことが明 らかとなっ

た転写因子にAP-1、NF-kB、CREBな どが ある。 われわれ も、GC作 用の発現(こ

の場合 、ホルモ ン応答性遺伝子のON-OFF、 の意)を 規定 する因子 に興味 を持 ち、

以下 のモデルを提唱 した。すなわち、ホルモン応答性遺伝子の転写調節領域にはも

ともと負の転写因子が結合 しており、いわば正の転写因子であるGC-GR複 合体 の

量が機能 的にかか る負 の転写因子の量 を越 えたときに転写が開始 される、というも

のである。おそらく、この負の転写因子とGC受 容体 は競合的 にDNAに 結合 してお

り、GC受 容体 とDNAの 結合 が優位 になるとTBPな どの基本的転写因子 とGC受 容

体が機 能的に相互作用可能 となるのではないかと想像 される。このような負の因子

をヒ トで同定できればホルモン応答性 を遺伝子特異的に制御することに直結すると

考えられ、今後の臨床応用 も期待 される。また、従来のモデルではGC受 容体 は リ

ガン ドであ るGC非 存在下 では細胞質中に恒 常的 に存在 していることを前提に して

いた。 しか し、われわれの最近の成績ではGC受 容体 は リガン ド非存在下 でもかな

りダイナ ミックに細胞内を、特に細胞質一核間 を動き回ることを示 している。かか

る現象の生物学的意義は今後の検討を待たねばならないが、いずれにせよ、GC作

用機構 の古典 的理解 を改 めな くてはならないと考えさせる報告は多い。

2.GCの 抗 炎 症 作 用

GCを 免疫系 、炎症 に作用 することを期待 して投与する場合、多 くはその抑制作

用 を利用 している。 したがって、先述の リポコルチンのごとき抗炎症蛋白の合成が

促進 される可能性に加えて、免疫系あるいは炎症において重要 な役割を演 じる様 々

なサイ トカインなどの生理活性物質の合成 ・作用 を抑制するGCの 機 構 が注 目 され

てい る。特 に、 これらの物質の合成は多 くは遺伝子転写 レベルでAP-1、NF-kBな

どの転写 因子 によ って正の調節 を受けているためGC受 容体 とこれ らの転写因子間

の相互作用がさかんに研究 されている。ここではその うちの代表的なものを述べて

みたい。

(1)転写 因子 との相互作用

コラゲナ ーゼ遺伝子発現はIL-1、
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TNFα などの炎症性 サイ トカインによって誘導 されGCに よって逆 に抑制 される。

IL-1、TNFα に よるコラゲナ ーゼ遺伝 子発現誘導 は主に転写因子AP-1を 介 した作用

であ り、事実、 コラゲナーゼ遺伝子プロモーター上にAP-1結 合DNA配 列の存在 が

示 されてい る。 ここで、AP-1は 細胞内癌関連遺伝子c-fos、c-junの 産物 であるFos、

Junが 各 々の ロイシンジッパー構造 で結合 した主にヘテロニ量体である。 しか し、

コラゲナーゼ遺伝子プロモーター上にはいわゆるGREあ るい は負のGRE(nGRE)は

存在せ ず、GCに よるコラゲナーゼ遺伝子発現抑制機構 は不明であった。1990年 、

Herrlichら の グル ープに よる報告 に端 を発 し、GC受 容体 がAP-1と 蛋 白 レベルで相

互作用 するこ とによってAP-1に よる転写制御 に拮 抗す ることが判明 した。この際、

GC受 容体のDNA結 合領域 はAP-1作 用の抑制 に必須で あるがGC受 容体 自身 はDNA

と結合 せず、蛋 白一蛋 白相互作 用に よることが間接的に示 されている。実際、AP-

1に よって誘導 を受 ける遺伝子 はきわめて多 く、かかる機序はGCの 負の作用機 構

として重要 と考 え られ、今後ますます臨床的検討が加えられていくであろう。 さら

に、AP-1はT細 胞活性化後IL-2の 転写開始の際 にも必須の転写因子 といえる。すな

わち、T細 胞の細胞 質中に存在 する非活性型転写因子NFATpは 活性化AP-1と 会合

後核 に移行 しIL-2遺伝子 プロモーター上のNF-AT応 答性DNA配 列 に結合 してlL-2遺

伝子の転写 を正 に誘導 する。 したがって、GCに よるT細 胞機能の抑制 はかかるIL-2

転写抑制作用 と関連 が深 いのかも しれない。また、最近、ほとんどすべての細胞で

発現あるいは誘導 されるNF-kBもGC受 容体 と相互作用 する ことが示 された。NF-

kBも 、AP-1同 様 、免疫 グロブ リン遺伝子 をは じめとした多 くの遺伝子の発現制御

に密接に関連 してお り、今後の研究の展開が楽 しみである。 したがって、GC作 用

機構 が これ らの転写因子 との相互作用の面からより明 らかにされればGC受 容体 分

子 を何 らかの方法 で修 飾す ることによって、GCを 用い ないGC療 法 ともい える、新

たな治療法開発 に直結するかもしれない。

3.そ の 他 の トピ ッ ク ス

最 近 、IL-1の 作 用 機 構 に関 して興 味深 い報 告 が あ る。IL-1の 受 容体 に は少 な く と

も二種 類 あ り、一 方 がIL-1結 合 後 細 胞 内 に情 報 を伝 達 す る い わ ば機 能 的IL-1受 容 体

で あ るの に対 し(IL-1A受 容 体)、 他 方 はIL-1結 合 能 力 は あ る もの のIL-1作 用 を伝 搬 し

な い い わ ばdecoytargetで あ る とい うもの で あ る(IL-1B受 容 体)。 な ん とGCは か か

る1レ1B受 容 体発 現 を正 に誘 導 す る ら しい。 したが って 、decoytargetを 増 や す こ と

でIL-1の 作 用 を相対 的 に減 弱 させ る可 能 性 が あ り、 臨床 応 用 へ の発 展 も期 待 され る。
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また、GCが 血管 内皮細胞 における接着 分子 であるICAM1の 発現 を抑制 するこ と

も報告 され、やはり、GCの 抗炎症 作用 との関連 が注 目 されている。

4.ま と め

従来 、GC受 容体 は一種類 であり、 したが って、薬剤と してリガン ドを投与 した

際は作用副作用の分離は理論的に不可能であると考えられていた。

しか し、GCの 抗炎症機 構 に関す る最近の報告 をまとめてみると、その作用機構が

分子 レベルでかなりの多様性 をもって解明 されつつあることに気がつ く。また、

GCの 作用 を媒介 するGC受 容体 に関す る理解 も急速 に深 まっている。 したがって、

今後、GC療 法の原理 を応用 した選択性の高 い免疫抑制 あるいは抗炎症療法が開発

されることを確信 している。
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研究目的

本研究は生体におけるグルココルチコイ ドホルモン応答性調節機構を、

1)グ ル ココルチ コイ ド受容体 遺伝 子の発現調節機構、

2)グ ル ココルチ コイ ド受容体 と転写 因子の相互作用、

3)グ ル ココルチ コイ ド作用発現 にお けるグルココルチコイ ド受容体 と転写因子の

意義、

から解明することを目的 とする。
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研究結果 ・考案

1)グ ル ココルチ コイ ド受容体遺伝 子がグルココルチコイ ドによって負の調節 を

受けることを確認 した(論 文4)。 かかるグル ココルチ コイ ド受容体のdown-

regulationと グル ココルチ コイ ドに対す る生体の感受性には密接な関連が存在 した

(論文4)。 グル ココル チ コイ ド受容体 遺伝子 自体の発現調節機構 を組換 えDNA

実験 などに よって解明 する 目的 ですでにプロモーターを含 むヒ トグルココルチコイ

ド受容体遺伝子 をクローニング した。

2)研 究 者 は 、R.M.Evans、K.R.Yamamoto、M.Karin、P.Herrlichら と相 前 後 し

て、 グル コ コル チ コイ ド依 存性 の 遺伝 子 発 現 が グル ココル チ コ イ ド受 容 体 と他 の 核

内 蛋 白 との蛋 白一蛋 白相 互 作 用 を介 して 多様 な調 節 を受 け る こ とを明 か に した

(Proc.〈latl.Acad.Sci.U.S.A。1991,J.Biol.Chem.1993)。 最 近 、中 で も 、 プ ロ

テ イ ン キナ ー ゼAの 核 内 メデ イ エ ー ター で あ る転 写 因 子CREBと グル コ コル チ コイ

ド受 容体 の相 互 作 用 の生 理 的 意 義 の 一部 を明 確 に した(論 文2)。 ま た 、 グル コ コ

ル チ コイ ドの抗 炎 症 ・免 疫 抑 制 作 用 に グル コ コル チ コ イ ド受 容体 と転 写 因 子AP・

1(c-fos/c-jun)・NF-xBの 負 の相 互作 用 が重 要 で あ る こ と も判 明 しつ つ あ り(論 文1)、

か か る転 写 因子 の 相 互 作 用 と病 態 との関 連 は現 在 最 も ホ ッ トな研 究領 域 の 一 つ で あ

る。一 方 、研 究 者 は グル コ コル チ コイ ド受容 体 蛋 白 自体 が 、AP-1・NF-KBな どの

報 告 と同様 に 、重 金 属 ・酸 化 ス トレス な どに よ っ て修 飾 を受 け、 その遺 伝 子 転 写 調

節 活 性 に変 化 を生 じ うる こ と を報 告 した(Biochem.Biophys.Res.Commun.1993、

論 文1、 投 稿 中)。 す な わ ち、 グル コ コル チ コ イ ド依 存性 遺伝 子 発 現 は その 受 容体

蛋 白 あ るい は相 互 作 用 す る転 写 因 子 な どの核 内 蛋 白の翻 訳 後修 飾 に よ っ て も制 御 さ

れ る。

3)グ ル ココルチコイ ド受容体 の細胞 内における翻訳後修飾機構 と機能の関連 を検

討 した。現在までに、グルココルチコイ ド受容体において酸化ス トレスにより

DNA結 合部分の システインが酸化 されDNA結 合能 を失 うことが判 明 した(投 稿 中)。

一方 、転写 因子 によっては酸化 ス トレスに抵抗性のものもある。 したがって、細胞

は、あるいは遺伝子発現 は細胞外か らのス トレスに対 してきわめて多様 な応答 を転

写因子群の修飾によって行っていることが示唆 された(投 稿 中)。
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結語

グルココルチコイ ドホルモンに対する生体の応答が他の転写因子 ・細胞内情報伝

達系あるいは細胞内環境の変化(酸 化還元状態 など)に よって きわめて多様 な調 節

を受 けうることを明かにした。本研究成果は細胞 レベルにおけるグルココルチコイ

ドあるいはス トレス応答の制御機構の概念に画期的な進歩 をもたらすものと考 える。

さらに、かかる知見の発展的集積 はグル ココルチコイ ド作用のきわめて多彩な制御

法開発、ひいては、グルココルチコイ ドの作用副作用の分離法開発にも直結する可

能性が大であり、臨床医学的貢献度も高いと考える。

将来の展望

今後、

1)グ ル ココルチ コイ ド受容体遺伝 子発現に重要な転写因子の同定、

2)CREB、AP-1、 グル コ コル チコイ ド受容体相互作用の分子機構 の理解

一 グルココルチコイ ド受容体中の相互作用に重要な ドメインの同定、

3)ス トレス応答 とグル コ コル チコイ ド受容体の酸化還元制御の関連の究明、

を具体的目標に している。
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