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3.今後の研究計画

我々は内皮細胞における核内受容体による IL-6、VCAM-lなどの炎症性因子の遺伝子発

現制御に関する研究を行っています。これまでの検討結果では、核内受容体によって炎症性因

子の転写抑制作用には、核内受容体.遺伝子間に侍異性が存在することを明らかにしました。

これまでに、炎症性分子の遺伝子転写抑制に対する核内受容体の特異性とそのメカニズムを明

らかにした報告はありません.我々は、このような特異性が、標的遺伝子のプロンモーター構

造の微細な差異によって、また核内受容体.転写因子間相互作用に関与する転写共役因子の特

異性によってもたらされるとの仮説を立てています.今現在と今後、核内受容体の発現量の変

化また転写共役因子の発現量の変化によって、核内受容体による VCAM-lおよび IL・6遺伝子

の転写抑制作用の強度が変化するかどうかを検討致したいです.

4;指導責任者の意見

許欣君は、現在大阪大学大学院医学系研究科分子病態内科学講座の大学院 2年生であり、日

夜医学研究に勤しんでいる。主要な研究テーマは、血管壁に生じる炎症性疾患の発症メカニズム

を解明しその有効な抑止的治療法を開発することである。許君はその研究態度たるや非常に真

面白でかつ勉学意欲の高い優秀な学生である。これまでは、特に血管内皮細胞における接着分子

の発現制御に関する研究を進めており、核受容体リガンドやプロスタサイクリン誘導体が抗動脈

硬化的に作用する分子機構を明らかにしてきた。これらの研究成果は、筆頭研究者あるいは共同

研究者として既にいくつかの学会や論文で発表しており、他機関の研究者ともディスカシション

できるようになっているa 性格も明るく、日々の生活においても教室の他の医学研究者や事務職

員とも協調してうまくやっている。これほどまで優秀な留学生をいまだかつて見たことがない、

というのが私の正直な感想である。

指導責任者氏名

5.研 究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい.

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい.

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい.

※発表に当つては.B r:pfjS字盤会助成金Iごよ吾旨を明記して下さい。
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血管内皮細胞における IL-6・VCAM-1プロモーター活性
に及ぼす PPARαの作用

研究者氏名: 許 欣
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指導責任者 舗市 笠山宗正
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血管内皮細胞におけるサイトカインや接着分子発現の増強は血管壁における炎症の分子的基盤のひとつと考えられて

いる。 PPARαが血管平滑筋細胞における IL-6産生と血管内皮細胞における VC刷 -1発現を抑制することが報告され

ているが、その作用機構は不明であった。我々は、培養血管内皮細胞において、 Fenoの処理により IL-6産生および

VCA¥1-1発現が低下することを判明しました。レポーター遺伝子を用いた解析により、これら炎症性分子の発現低下は

少なくとも一部尚宣伝子の転写レベルでの抑制に基づくこと紳Ij明した。また、EMSAによる解析結果より、Fe∞はIL-6

遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーター領域に対するNFrcBの結合を阻害することが明らかとなった。 Fenoは、

τNF-a刺激時の NFrcBp65蛋白の核内移行に対しては影響を与えなかったことから、 NFrcBの活性化阻害における

Fenoの作用点はl'."'FrcBの核内移行後のステップにあると考えられた。 PPARyのリガントであるPioは IL-6遺伝子お

よびVC品，f-1遺伝子のプロモーター領域に対する NFrcBの結合に影響を及ぼさなかったことから、 Fenoの作用は

PPARaを介したものであると考えられた

KeyWor由 Endo'出elialcells ， PPAR・a刷la， 11-6，VCAM-1 ，. 

緒言:

種々の炎症性疾患においては、血管内皮細胞におけるサイトカインや接着分子の発現が増強し、これらは血管壁にお

ける炎症の先守的基盤のひとつと考えられている。したがって、これら炎症性分子の発現抑制は抗炎症薬のターゲット

として有用であると思われる。実際に、強力な抗炎症薬のひとつであるグルココルチコイドは種々のサイトカインや接

着分子の発現を抑制することが報告されている 130 このようなグルココルチコイドの作用は、グルココルチコイドレセ

プター(GR)を介した模糊宣伝子の転写抑制によると考えられているえ最近では、 GR以外の他の核レセプターのリガン

トによるこれら炎症性分子の発現抑制も明らかにされている刊カ丈その分子機構の詳幸田については不明の点が多い。

Peroxisome proliたrator-activatedre白 ptor(PpAR)αは核レセプタースーノてーファミリーに属する受容体であり、

種々の脂肪酸やフィブラート剤により活性化される。すでに、 PPARαが血管平滑筋細胞における IL-6産生と血管内皮

細胞における VCA¥1-1発現を抑制することが報告されている 5.ηが、その作用機構は不明であった。今回、我々は血管

内脇田胞におけるIL-6とVCAM-1遺伝子のプロモーター活性に及ぼすPPARIαの作用についての餅斤を行った。

対象と方法:

細脚音養:ウシ大動脈由来内皮細胞(BAEC)は10%FCSを含むDMEM培童話夜で、ヒト瞬帯静脈由来内皮細胞(HUVEC)

はlO%FCS、2ng/mlbFGFを含むMCDB131培着夜で培養した。

レポーターアッセイ:IL-6レポーター遺伝子(-179/+12hIL-6-LUC :大阪大学審良静男博士より供与)またはVCAM-

lレポーター遺伝子(ー258/+40hVCAM-1-WC :群馬大学倉林正彦博士より供与)を、 Su開 rFect(QIAGEN)を用いて

BAECに移入した。 2時間後に細胞をフェノプラート(Feno)で24時間処理し、その後廿ぜF-α(20ng/ml)で刺激した。

刺激4時間総氾AM-1レポーター)または8時閉鎖IL-6レポーター)に細胞を溶解し、ルシフエラーゼ活性を視l陀した。
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ET必A(elec廿'Ophoreticmob出ty-shiftas羽IY):HUVECをFenoまたはピオグリ夕、ノン(Pio)で 24時間処理した後

τNF-aで束l撒し核蛋白を抽出した。ヒト IL-6プロモーターおよびヒト VC品11-1プロモーター領域のNF--'I(B結合配列

を含む標識オリゴヌクレオチドを作成し、とれに対する結合を解析した叱

免疫染色 :HUVECを2%パラホルムアルデヒドで固定した後200倍希釈の抗NF--'I(Bp65抗体(おn也 Cruz)を加え、

ピオチン化担G抗体で処理した後Ve伽 S回h社ABCkitを用いて免疫染色を行った。

結果

BAECにIL-6レポーター遺伝子を移入し、 IL-6プロモーター活性に及ぼすFe∞の効果について検討した(図凶。

廿.JF-αの刺激により止ー6のプロモーター活性は 16倍に増加した。 Fenoはこの活性を濃度依存性に抑制した。 Feno

単独ではIL-6プロモーター活性に影響しなかった。また、官、.JF-αはVCAM-1プロモーター活性を約20倍に増加させ

たカ丈島mの処理によりこの活性は有意に抑制された(図1B)。

IL-6遺伝子とVCAM-1遺伝子のプロモーター領域には、各々 1ヶ所および2ヶ所のNF--'I(B結合配列が存在する !}.1ω。

そこで、 Fenoがこれらプロモーター領域への NF-.d3の結合を臨書するか否かについて EMSAによる解析を行った(図

2)。その結果、 FenoはIL-6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーターに対する NF--'I(Bの結合を阻害した。日oは

このNF--'I(B結合を阻害しなかった。

NF--'I(Bの活性化に閥租胞質から核への移倒也、須であること利用らかにされている 11)ため、 NF--'I(Bp65蛋白の細胞

内局在に対する Fenoの作用について解析した(図 3)。免疫染色法では τNF-αの刺激によって凶5の核内移行が観察

されたが、これはFe∞の処理によって影響を受けなかった。

考察

我々 は、培養血管内皮細胞において、 Fenoの処理によりIL-6産生およびVCAM-1発現が低下することを報告した叱

レポーター遺伝子を用いた解析により、これら炎症性分子の発現低下は少なくとも一部は遺伝子の転写レベルでの抑制

に基づくこと桝j明した。また、 EMSAによる解析結果より、 FenoはILー6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモー

ター領域に対する NF--'I(Bの結合を阻害すること例月らかとなった。 Fe∞は、官@-α刺激時の NF--'I(B凶5蛋自の核

内移行に対しては影響を与えなかったことから、 NF--'I(Bの活性化阻害における Fenoの作用点は NF--'I(Bの核内移行後

のステップにあると考えられた。 PPARyのリガントである日oはIL-6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーター領

域に対するNF--'I(Bの結合に影響を及ぼさなかったことから、 Fe∞の作用はPPARαを介したものであると考えられた。

PPARαがNF--'I(Bの活性を阻害する分子機構の詳細は不明である。最近Deleriveら12)は、過剰発現実験系において

PPARa.が凶5蛋白と結合することを証明している。したがって、血管内皮細胞においても実際に PPARαが凶5と結合

し、樹鑓伝子のプロモーターへの NF--'I(Bの結合を血書しているのかもしれない。あるいは、 PP.成αがNF--'I(Bと転

写共役因子{α即位vator)との結合を競合的に阻害することにより、NF--'I(Bの活性を低下させている可能性も想定される。
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れ101.492001)に掲載。注:本研究は『ホルモンと臨床』
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lL-6プロモーター (A)およびVCAM-1プロモーター (B)の活性に及ぼすフェノフイプラートの作用

BAECにlL-6レポーター遺伝子 (-1791+12 hlL-6-LUC)または VCAM-1レポーター遺伝子(ー258
1+40 hVCAM-1-LUC)を移入しフェノフイプラート (Feno)で24時間処理した後， TNF -a (20 ng/ml) 
で刺激し 8時間 (A) または 4時間 (B)後のルシフエラーゼ活性を測定した.
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図2

A. 11-6 gene B. VCAM-l gene 

TNF-a TNF-a 

Feno Pio Feno Pio 

.... 

.... 

5'-AAATGTGG_GATITTCCCATG 5'ーCTGCCCTGGGτTICCCc1寸ー

ーGAAGGGATTTCCcrCCGCC

IL-6プロモーター (A)およびVCAM-lプロモーター (B)への NF-KBの結合に及ぼすフェノフイプラ
ートの作用 、

HUVECをフェノフイプラート (Feno)またはピオグリタゾン (Pio)で処理した後， TNF-a (20 ng/ml) 
で刺激し 4時間後に核蛋白を抽出し EMSAを行った.

Conlrol 百~F・a TNF・a+.Feno 

図 3 TNF-aによる NF-KBp65蛋自の核内移行に及ぼすフェノフィプラートの作用

HUVECを100μMのフェノフイプラート (Feno)で処理した後 TNF-a(20 ng/ml)で刺徴した.抗

NF-KB p65抗体を用いた免疫染色を行った.上段:blocking peptide (ー)，下段:blocking peptide (+) 
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