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研究成果の概要（和文）：　有効性と安全性が評価されてきた既存の免疫抑制剤・免疫調節剤は、一般に安価で
ある。医療経済的な観点から、これら既存薬の薬理作用の再評価は、今後の重要課題である。
　本研究では、関節リウマチなどの自己免疫疾患や、アレルギー性疾患の治療において、日常診療で広く用いら
れてきた既存薬を選定し、新たな薬剤結合蛋白質（標的蛋白質の候補）を同定した。これらの蛋白質は、免疫反
応の課程で重要な機能を有していることが明らかになった。選定した既存薬の新たな薬理作用が示唆され、今後
の臨床応用への展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：  Clinical effectiveness and safely of widely used immunosuppressive / 
immunomodulatory drugs have been confirmed. Since these drugs are generally cheap, it is an 
important clinical issue to reassess their pharmacological actions from a pharmacoeconomical point 
of view.
   In this study, several drugs widely used in the treatment of autoimmune diseases, such as 
rheumatoid arthritis, and allergic diseases are selected. Novel drug-binding proteins having 
important roles in the immune response processes (candidates for drug-target proteins) were 
identified. The results suggest novel pharmacological actions of these drugs and their clinical 
applications in the feature. 

研究分野：内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
免疫異常に伴う炎症性疾患の治療は、主
にサイトカインを分子標的とした薬剤の導
入により進展したが、薬価が高額である点
と、稀ならず重篤な副作用を惹起する点が
問題である。 
一方、有効性と安全性が評価されてきた
免疫抑制剤・免疫調節剤は一般に安価であ
り、基本薬剤として重要な位置を占めてい
る。既存の免疫抑制剤・免疫調節剤の薬理
作用の再評価は、drug repositioning（温
故知新創薬とも呼ばれる）の観点から、今
後の重要な臨床薬理学的課題である。 
 
２．研究の目的 
 
日常診療で広く使用されてきた免疫抑制
剤・免疫調節剤には、免疫系への多彩な薬理
作用が想定されているが、その作用機序の解
明は十分には進んでいない。 
本研究では、これら薬剤の新規結合蛋白質
（標的蛋白質候補）をヒト血液や動物組織か
ら同定する。更に、各薬剤と結合蛋白質との
結合様式や、薬剤が結合蛋白質の機能に及ぼ
す影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）全身性エリテマトーデスの治療薬とし
て欧米で広く使用され、本邦でも認可された
hydroxychloroquine (HCQ)、関節リウマチ治
療のアンカードラッグである methotrexate 
(MTX) 、潰瘍性大腸炎の第一選択薬である
5-aminosalicylic acid (5-ASA)、アレルギ
ー性疾患治療に頻用される glycyrrhizic 
acid（GA）、ステロイドパルス療法で用いら
れるmethylprednisolone (mPSL)を選定した。  
 
（２）対象薬剤をカップリング担体に結合さ
せ、薬剤アフィニティークロマトグラフィー
を行った。ヒト赤血球、種々の動物組織から
抽出した蛋白質溶液をカラムに添加し、カラ
ムを十分に洗浄した。その後、対応薬剤を含
むバッファーをカラムに添加し、薬剤結合蛋
白質を競合的、特異的に溶出した。 
 
（３）上述の溶出サンプルに含まれる薬剤結
合蛋白質バンドを、電気泳動ゲルで分離した。
ヒト赤血球の場合には、特異抗体を用いた
Western blot法で蛋白質を同定した。動物組織
の場合には、蛋白質バンドを切り出し、酵素
処理をしてペプチドを得た。質量分析法によ
り、得られたペプチドのアミノ酸配列を調べ
た。配列結果をデータバンクに照合し、薬剤
結合蛋白質を同定した。 
 
（４）同定された薬剤結合蛋白質のリコン
ビナントヒト蛋白質（一部では機能ドメイ
ン）を発現し、各種クロマトグラフィーに

より蛋白質を精製した。 
 
（５）各薬剤と薬剤結合蛋白質との結合様
式について、分析化学的方法により解析し
た。 
 
（６）薬剤結合蛋白質の機能が知られてい
る場合には、薬剤が蛋白質機能に及ぼす影
響について検討を加えた。 
 
４．研究成果 
 
（１）HCQ 
 
 HCQ は、かつての抗マラリア薬であること
から（引用文献①）、薬剤アフィニティーク
ロマトグラフィーにより、ヒト赤血球 HCQ 結
合蛋白質を同定した（図１）。 
 

図１．赤血球 HCQ 結合蛋白質 
 
左：赤血球膜蛋白質 
右：HCQ 結合蛋白質 
 
１：Band 3 
 
 
 
 
 
 

Band 3 は、赤血球膜での陰イオン輸送体で
あるが、リコンビナント細胞質ドメインが
HCQ との結合性を示した。HCQ は、Band 3 の
輸送体機能を、軽度ながら阻害した。 
以上の結果を、発表論文①に報告した。 
 
また、発表論文①において、HCQ が赤血球
内の乳酸脱水素酵素に対する阻害作用を有
することを観察しており、更なる検討を行っ
た。ブタの主要組織から乳酸脱水素酵素を精
製し、HCQ の阻害作用を解析した結果、H2M2
型アイソザイムが、最も強く阻害された。 
以上の研究成果を、学会発表①-④と、発
表論文②で報告した。 
 
加えて、薬剤アフィニティークロマトグラ
フィーにより、ウシ組織から２種類の主要な
HCQ 結合蛋白質を同定した（図２）。 
 

図２．ウシ胸腺 HCQ 結合蛋白質 
 
左：組織抽出蛋白質 
右：HCQ 結合蛋白質 
 
１：自然免疫賦活化蛋白質 
２：銅代謝関連蛋白質 
 
 
 



 図２に示した HCQ 結合蛋白質について、リ
コンビナントヒト蛋白質の発現・精製を進め
ている。 
 
(２) MTX 
 
薬剤アフィニティークロマトグラフィー
により、ウシ組織から 3種類の主要な MTX 結
合蛋白質を同定した（図３）。 
 

図３．ウシ肺 MTX 結合蛋白質 
 
左：組織抽出蛋白質 
右：MTX 結合蛋白質 
 
１：自然免疫の賦活化蛋白質 
２：ジヒドロ葉酸レダクターゼ  
 （既知の標的蛋白質） 
３：マクロファージ遊走阻害因 
  子（MIF） 

 
次に、リコンビナントヒト MIF（hMIF）を
発現・精製し、control Sepharose と MTX 
Sepharose を入れたチューブ内で混和し、
pull-down 実験を行った。hMIF は、MTX 
Sepharose に特異的に結合した（図４）。 
 

 
 
 
 
 
 

図４．Pull-down 実験（MTX 結合蛋白質） 
 
Input：精製した hMIF 
１：チューブの遠心上清 
２：チューブの遠心後に Sepharose を回収し
洗浄したSepharoseからの抽出サンプル 
 
MIF は、多機能性炎症性サイトカインであ
り、酵素としてトートメラーゼ活性を有する
ことも知られている（引用文献②）。hMIF の
トートメラーゼ活性保持と、MTX がこの活性
に及ぼす影響を検討した結果、MTX の阻害作
用が示された（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５． hMIF のトートメラーゼ活性に及ぼす
MTX の阻害作用 

更に、hMIF と MTX 複合体の結晶構造を解析
した結果、MTX が MIF に結合する部位は、MIF
がその受容体である CD74 と結合する部位に
一致することが明らかになった（図６）。 

 
図６．hMIF と MTX
複合体の結晶構造 
 
MTX は MIF の
CD74 結合部に結合
した。 
 

MIF は種々の細胞から分泌され、抗原提示
細胞の細胞膜に存在する CD74 受容体と結合
し、免疫賦活化に働く。この作用が過剰な場
合には、炎症増幅や異常免疫反応を惹起する
ことが知られている（引用文献②）。 
MTX が MIF に結合する部位は、CD74 受容体
との結合部位であることから、MTX の新規免
疫調節作用の一つとして、MIF-CD74 受容体を
介する情報伝達系の阻害作用が示唆された
（図７）。 
 

図７．MTX の新規薬理作用
（仮説） 
 
MTX は、MIF と CD74 との
相互作用を阻害し、過剰な
炎症増幅と異常免疫反応
を抑制する可能性がある。 
 
 
 
 

 
 以上の研究成果を、学会発表⑤-⑨で報告
し、全体をまとめた原著論文の投稿準備中で
ある。 
 
（３）5-ASA 
 
薬剤アフィニティークロマトグラフィー
により、ウシ組織から 5-ASA 結合蛋白質を同
定した（図８）。 
 

図８．ウシ脾臓 5-ASA 結合蛋白
質 
 
左：組織抽出蛋白質 
右：5-ASA 結合蛋白質 
 
１：顆粒球蛋白質 
 

 
次に、リコンビナントヒト顆粒球蛋白質を
発現・精製し、control Sepharose と MTX 
Sepharose を入れたチューブ内で混和し、
pull-down 実験を行った。リコンビナントヒ
ト顆粒球蛋白質は、5-ASA Sepharose に特異
的に結合した（図９）。 



 
 
 
 
 
 
 

図９．Pull-down 実験（5-ASA 結合蛋白質） 
 
Input：精製したリコンビナントヒト顆粒球 
蛋白質 

１：チューブの遠心上清 
２：チューブの遠心後に Sepharose を回収し
洗浄したSepharoseからの抽出サンプル 
 
  5-ASA との結合性を有する顆粒球蛋白質は、
潰瘍性大腸炎の病態に強く関与することか
ら、5-ASA とリコンビナントヒト顆粒球蛋白
質との結合様式について、解析を進めている。
また、この顆粒球蛋白質の機能に及ぼす
5-ASA の影響についても検討し、動物モデル
での研究展開も含め、5-ASA の新たな薬理作
用を示したい。 
 
（４）GA 
 
薬剤アフィニティークロマトグラフィー
により、ウシ組織から GA 結合蛋白質を同定
した（図１０）。 
 

図１０．ウシ脾臓 GA 結合蛋白
質 
 
左：組織抽出蛋白質 
右：GA 結合蛋白質 
 
１：サイトカイン X 
 
 

 
次に、リコンビナントヒトサイトカイン X
を発現・精製し、control Sepharose と GA 
Sepharose を入れたチューブ内で混和し、
pull-down 実験を行った。リコンビナントヒ
トサイトカイン Xは、GA Sepharose に特異的
に結合した（図１１）。 
 

 
 
 
 
 
 

図１１．Pull-down 実験（GA 結合蛋白質） 
 
Input：精製したリコンビナントヒトサイト
カイン X 

１：チューブの遠心上清 
２：チューブの遠心後に Sepharose を回収し
洗浄したSepharoseからの抽出サンプル 

GA と結合するサイトカイン Xは、アレルギ
ー性疾患の病態に強く関与することから、GA
とリコンビナントヒトサイトカインXとの結
合様式について、解析を進めている。また、
このサイトカイン X の機能に及ぼす GA の影
響についても検討し、動物モデルでの研究展
開も含め、GA の新たな薬理作用を示したい。 
 
（５）mPSL 
 
薬剤アフィニティークロマトグラフィー
により、ウシ組織から mPSL 結合蛋白質を同
定した（図１２）。 
 

図１２．ウシ胸腺 mPSL 結合蛋
白質 
 
左：組織抽出蛋白質 
右：mPSL 結合蛋白質 
 
１－３：構造に類似性を有する
情報伝達系の制御蛋白質 
 
 
 
 

図１２に示したmPSL結合蛋白質について、
リコンビナントヒト蛋白質の発現・精製を進
めている。 

 
  本研究に関連する臨床研究として、ステロ
イド骨粗鬆症の分子標的治療薬デノスマブ
の効果と安全性も検討した（発表論文③）． 
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