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緒言

胆汁酸製剤であるウルソデオキシコール酸(UDCA)が 原発性 胆汁性肝硬変(PBC)の

有効 な治療薬 であることは多 くの コン トロールスタデイによってほぼ実証 されたとい

える。最近ではPBC以 外 にも多 くの慢性 肝疾患 にUDCAが 有 効で ある可能性 が示 され

ている。かかる薬効は従来の胆汁酸の生理活性 からは理解不可能であるとともに、こ

れら難治性肝疾患の予後を改善 させる可能性があるため、多 くの研究者がその薬理作

用機構解明に取 り組んでいる。われわれの研究室においてもUDCAの 免疫 系機能 分子

の発現 と機能 に与 える影響 という観点か ら研究が進展 している。すでに報告された

UDCAの 免疫系 に与 える作用 は、

i)リ ンパ球 ・単球 にお ける免疫 グロブ リン、サイ トカイン(IL-1、IL-2、IL-6、TNF一 α、

IFNな ど)の 異常産 生 を抑制す る、

ii)胆 管上皮細胞、肝細胞 にお けるMHCclassI抗 原の異 常産生 を低下 させ る、

にま とめることが可能 と思われる1。 しか し、PBC患 者血清 中の サイ トカイン濃度 に与

えるUDCAの 影響 はいまだに明かで な く、 また、病変肝に浸潤 しているリンパ球 にお

けるこれらのサイ トカイン遺伝子の発現に関する研究 もない。 さらに、MHCclassI抗

原発現 とPBCの 病 態 との関連 も明確 ではない。 実際、UDCAの 標 的臓器 す ら明確 とな

って いないのが現状である。

1.MHC遺 伝子発現 に与 えるUDCAの 作用

UDCAの 免疫調節作用の存在 はPBC患 者肝 組織 の免疫組織学 的分析 の結果に端 を発

している。1990年 、Pouponの グルー プか らPBC患 者の肝 細胞 においてMHCclassI抗

原の発現 が増加 し、UDCA療 法後減 弱す ることが報告 された2。MHCclassl分 子 はほ

ぼすべての体細胞 に表出 されており、主にCD8陽 性細胞障害性T細 胞 に抗原 を提示 す る

際に重要 な機能分子である。われわれはヒ ト培養肝癌細胞 を用いて内因性胆汁酸であ

るケノデオキシコール酸CDCAがMHCdassl分 子の発現 を誘導す るこ とをFACS解 析

を用 いて明 かに した3。 さらに、かかるMHCclassIの 発現誘導がmRNAレ ベ ルで起 こ

るこ とを見 い出 した3。 この事実 は昨年Pouponの グル ープに よって追試 され、 さらに

ラ ッ トの胆汁 うっ滞モデルにおいても実証 された4。 われ われ は さらにCDCAに よる

MHCclasslmRNA発 現誘導作用 は細胞の プロテイ ンキナーゼC(PKC)活 性 化 を介 して

いることを強 く示唆 する成績をえている5。 これ らの研 究成果 は胆汁酸 と肝胆道免疫系

の密接 な関連 を示唆する。つぎに、われわれはこの実験系でUDCAの 作用 を検 討 した。

まず、HepG2細 胞 をUDCA存 在下 で培養 す るとCDCAと 比較 して弱 いなが らもMHC

classlmRNAが 誘導 され ることを見 い出 した6。 かか るUDCAの 作用 はその濃度 と時間

に依存 していた6。 すでにわれわれは、胆汁酸 によるMHCclassl遺 伝子発現誘導作用

は各 々の胆汁酸のhydrophobicityindexと 密接 に関連 するこ とも報告 している5。 予想

どお りUDCAとCDCAが 相加的 にMHCclassI遺 伝子発現 を誘導 した6。 ここで、

UDCA投 与時胆汁中の胆汁酸組成が変化 することが知 られている7。 す なわち、UDCA

投与後 はCDCAに 比 してUDCAが 優位 となる。 そこで、 われ われ は総胆汁酸濃度を一

定としCDCAとUDCAの 比 を変化 させ てMHCdasslmRNAの 発現 を検 討 した。 その結

果 、UDCAが 存在 することに よってCDCAの 作用 が減弱 する ことが明 か となった6。 す

なわ ち、胆汁酸 それ自体 にMHCclassImRNA誘 導作用 が存在 する もののUDCAは

CDCAな どの よ り強力 な内因性胆汁酸 と置 き換わることによりMNCclassIの 発現量 を

相対的 に減少 させ免疫系 をtonedownす る可能性 が示唆 された6。Terasakiら はUDCA

療法後肝細胞のMHCclassl発 現 が減少 する とともに障害組織 における細胞障害性T細

胞の浸潤 も減少す ることを報告 しており8、 われわれの実験事実 を支持 する所見 ともい

える。
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一一方、PBC患 者 において胆管上皮細胞上 にMHCclassII分 子が高発現 していること

も報告 された2,8。MHCclassII分 子 は抗原提示 細胞(マ クロファー ジ、樹枝状細胞 な

ど)、B細 胞上 に発現 してお り通常 その他の体細胞には発現 していない。CD4陽 性T細

胞 に対 す る抗原提示 は一般 的にMHCclassII分 子 に よって行 なわれる。 したが って、

PBCに お ける免疫異 常 を考察 する上 で胆汁酸によるMHCclassIIの 発現機序 を解明 す

る ことは きわめて意義深い可能性がある。最近われわれはHepG2細 胞 においてUDCA、

CDCAが ともにMHCclassIIの 発現 をmRNAレ ベ ルで誘導 する ことを示唆 す る成績 をえ

た9。 しか し、興味深 い ことに、 γ一インターフェロン(γ 一IFN)で 刺激 した場合、

UDCAは む しろ γ一IFNによるMHCclassIImRNA発 現誘導作用 に拮抗 した9。MHC

dassIl遺 伝子の プロモーター活性 に与 える影響の解析からかかるUDCAの 作用 は後述

するグル ココルチ コイ ド受容体(GR)を 媒介 したもの である と推察 された9。 この実

験事実の肝胆道 系病 態生理における意義づけは今後の課題と して残 されている。

2.UDCAと グル コ コル チ コ イ ド

前述のごとく試験管内実験においてUDCAはT細 胞 ・抗原提示細胞 などの免疫担 当細

胞機能に様々な影響を与えることが報告 されている。かかる作用の少な くとも一部は

抗炎症薬 ・免疫抑制薬 として汎用 されるグルココルチコイ ドの作用 ときわめて類似 し

ている。そこで、われわれはUDCAに かか るグル ココルチ コイ ド様作用が存在するか

否かを検討 した。

グル ココルチコイ ドは細胞質内に受動的拡散で入 った後その特異的受容体であるグ

ル ココルチコイ ド受容体(GR)と 結合 す る。 このグル ココル チ コイ ドーGR複 合体 は

heatshockprotein(hsp)90を 解離 し活性型 となって核 に移行 する。核内で標的遺伝子

上のグルココルチコイ ド応答性DNA配 列(glucocorticoidresponseelement,GRE)と

結合後 ホル モン応答性遺伝子の転写 を正あるいは負に調節 し、その遺伝子産物がホル

モン作用を現わすと考えられている。すなわち、ステロイ ドホルモン受容体スーパー

ファミリーに属するGRは リガン ド依存性の遺伝子転写調節因子である10。UDCAを は

じめ と した胆汁酸 とかかるGRを 介 した細胞 内あるいは核 内情報伝達系 との相互作用 を

検討するため、GRを 高 レベル に発現 しているCHOpMTGR細 胞 を用 い た実験 を以下 に

紹介 す る。 われわれは、まず、グルココルチコイ ド応答性CATレ ポー ター遺伝 子 を用

い た遺伝子発現実験によりUDCAが グル コ コル チコイ ドホルモ ン応 答性遺伝子の転写

をGR依 存性 に誘 導 する事実 を見 い出 した11。 しか し、 リガン ド結 合実験 か らはUDCA

とGRと の結合の親和性 は リガン ドであるデキサメタゾンに比 してきわめて低 く、

UDCAが い わゆる リガン ドと して作用 しているのではないことが示 された9。 そこで

次に、GRの 核移 行に与 える影響 を免疫蛍光 抗体法を用いて検討 した。GR特 異 的免疫

蛍光 は リガ ン ド非 存在下 ではほとんど細胞質にのみ認められた。一方 、デキサメタゾ

ンを培養液中に加 えた場合、GRの 特異 的蛍光 はほぼ核に偏在 した。UDCAも 、デキサ

メタゾ ン同様 、GRを 強 力に核 に移 行 させ ることが判明 した9。 すな わち、UDCAはGR

の リガン ドではないに もかかわ らずGRを 少 な くとも核移 行型 あ るい はDNA結 合型 に変

換 させ るこ とが示唆 され る9。UDCA存 在下 で培 養後 の細胞 か ら核抽 出液 を採取 しゲ

ルシフ ト法によってGREと の結合 を解析 した結果 、UDCAに よって核 に移行 したGRは

DNA結 合型 である ことが判明 した9。 す なわち、UDCAは リガ ン ド非依存性 にGRを

DNA結 合型 に活性化 しグル ココルチ コイ ド応答性遺伝子の転写を弱いなが らも正に調

節することが示 された。GRのdeletionmutantを 用 いた遺伝 子導 入実験 の結果 、かかる

UDCAの 作用 がGRの リガ ン ド結合領域 を介 してい ることを示す成績 をすでにえている。
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最近、グルココルチコイ ドの抗炎症作用 ・免疫抑制作用に関 し、転写 レベルにおける

蛋白 一蛋白相互作用による遺伝子の負の調節系が注 目されている。コラゲナーゼ遺伝

子の発現はグルココルチコイ ドによって負の調節を受けるが、そのメカニズムと して

GRが 転写 因子AP-1活 性 を阻害 する機 構が報 告 され た。 さらに、接着分子であるE-

selectin、ICAM-1、VCAM-1な どの遺伝 子の発現 に関 わる転写因子NF-KBの 活性 もGR

によって抑制性 の調節 を受 けるこ とがつい最近明かになった。われわれもMHCclassII

遺伝子のプ ロモーターの解析 か ら、UDCAがGR依 存性 にIFN-7の 作用 を抑制す るこ とを

見 い出 してお り、現在転写 レベルの検討を進めているところである。
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そこで、本研究はこれらの点 を踏まえ、以下の点に焦点 をしぼって計画 した。
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研究目的 ・計画

1)MHCclassI発 現 へ の 胆 汁 酸 の 影 響 の 解 明

ヒ ト株化培養肝細胞を用 い、MHCclassI発 現 に与 える胆汁酸 の影響 をフローサイ ト

メ トリー、免疫沈降法、ノーザンプロッ ト法によって解析する。さらに、MHC

classI遺 伝 子 プロモー ターの分析 を通 じて胆汁酸に応答性のシスDNA配 列 ・トラン

ス因子 を同定 する。

2)胆 汁酸 とグル ココルチ コイ ド受容体の相互作用の解明。

リガン ド結合実験、DNA結 合実験 、転写調節作用 か らグル ココルチコイ ド受容体機

能に与 える胆汁酸の作用を解明する。 さらに、グル ココルチコイ ド受容体の細胞内

挙動 を免疫蛍光抗体法を用いて解析する。

3)胆 汁酸のTリ ンパ球情 報伝達 系への影響。

ヒ ト末梢血Tリ ンパ球 を用 いて、抗原類似刺激(PHA、 抗CD3抗 体)に よるTリ ンパ

球活性化機構 に与 える胆汁酸の作用 を解明する。特に、細胞内情報伝達機構への影

響、IL-2な どのサ イ トカイ ンの合成 ・分泌 に及ぼす影響 を究明する。また、T細 胞 の

lL-2発現 に関与す る転 写因子NF-ATに 与 える胆汁酸 の作用 を追及 する。
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研 究成 果

1)MHCdassl発 現 へ の 胆 汁 酸 の 影 響 の 解 明

胆 汁酸 が その脂溶性指数と関連 をもってmRNAレ ベルでMHCclassI発 現 を正 に調

節 す ること、胆汁酸 の作用 はMHCclassI遺 伝子 プ ロモー ターへの直接作用 であるこ

とを明かに した。

2)胆 汁酸 とグル ココルチ コイ ド受容体の相互作用の解明。

胆汁酸がグルココルチコイ ド受容体の リガン ド非依存性核移行によってホルモン

作用 を修飾する事実 を新たに見い出 した。

3)胆 汁酸のTリ ンパ球情報伝達系への影響。

Tリ ンパ球活性 化機構 を胆汁酸 が抑制することを示唆する成績を得た。特に、細

胞内情報伝達機構への影響、IL-2な どの サイ トカインの合成 ・分泌 に及ぼす影響を

現在検討中である。

なお、以上の成績の詳細は巻末の論文別冊に掲載 されている。

今後の展開

胆汁酸がその物理化学的特性(hydrophbicityな ど)に よって さまざまな情 報伝 達系

に影響を与 えることはすでにコンセンサスが得 られているように思われる。 しか し、

その病態生理学的意義づけはいまだに議論が多 く今後の研究に待 たねばならない。胆

汁酸によって発現制御を受ける遺伝子が明かとなり、胆汁酸応答性DNA配 列 とそれ ら

に結 合す る転写因子の同定から胆汁酸の作用点が分子 レベルで解明 され新たな治療法

が開発 される可能性 もあるといえる。胆汁酸研究はUDCA療 法の登 場 によって従 来の

予想 をはるかに超 えた展開を見せ、今や新 しい学門領域 を創造 しつつあるといえる。

今後、専門分野を異 にする研究者 とも積極的に交流 し臨床医学へのフィー ドバ ックを

企図 した研究を遂行 していくつもりである。
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