
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

網羅的タンパク結合スクリーニングを駆使したステロイド性骨壊死予防法の開発

Development of the prevention method for steroid-induced osteonecrosis using 
screening system of cell-free technology for protein analyses

１０４２３８７３研究者番号：

今井　祐記（Imai, Yuuki）

愛媛大学・プロテオサイエンスセンター・教授

研究期間：

１５Ｋ１５５５２

平成 年 月 日現在２９   ５ ２６

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：難病である特発性大腿骨頭壊死症の病態を明らかにすることを目的に、ステロイド受
容体であるグルココルチコイド受容体（GR）の作用メカニズムを明らかにするため、愛媛大学独自技術である無
細胞合成タンパク質による網羅的スクリーニング方法（２万種タンパク質）を用いて、GRと結合するタンパク質
の同定を試みた。その結果、３００を超えるタンパク質との結合が認められ、GRとの結合が既報であるタンパク
質以外にも、転写因子やオートファジー関連タンパク質が含まれていた。このことから、ステロイド誘発性大腿
骨頭壊死症の病態には、グルココルチコイドによるタンパク質分解のnon-genomic actionの関与が推察された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of the onset and progress of steroid-induced 
osteonecrosis of femoral head, we tried to identify the proteins interacting with Glucocorticoid 
Receptor (GR) using screening system of cell-free technology for protein analysis. As the results, 
we successfully identified more than 300 proteins, which interact with GR including not only 
reported proteins but also non-reported proteins relate to autophagy. This result indicates that 
steroid-induced osteonecrosis can be partly caused by protein degradation of non-genomic GR action 
as well as genomic actions.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 多くの自己免疫疾患治療に際し、抗炎症

効果を目的としてプレドニンをはじめとし

た副腎皮質ステロイドホルモンであるグル

ココルチコイドによる治療が行われている。

グルココルチコイドによる抗炎症作用は、

主にT細胞を標的としたリンパ球の増殖抑

制であるが、様々な副作用が認められ、特

発性大腿骨頭壊死症が極めて日常生活動作

を阻害する有害事象として広く知られてい

る。このようなステロイド性骨壊死症の原

因は未だ明確ではなく有効な予防法の確立

は十分ではないものの、これまでの本邦整

形外科学領域の連綿たる研究から、肝臓や

脂肪組織、血管内皮がその主な有害事象発

症の原因組織であろうと考えられる。 

 グルココルチコイドは、その受容体であ

る核内受容体グルココルチコイド受容体

（GR）を介してその作用を発揮する。GR

は、リガンド依存的な転写因子としての分

子機能を有するため、グルココルチコイド

の標的細胞における標的遺伝子の遺伝子発

現を調節している。遺伝子発現調節は、GR

をはじめとした転写因子単独では行われず、

様々は細胞種特異的な転写共役因子ととも

に緻密な分子メカニズムのもと、行われて

いることが分かりつつある。 

 以上の事から、グルココルチコイドの主

作用である T細胞におけるGRの転写共役

因子と、副作用発揮の場である肝細胞・脂

肪細胞・血管内皮細胞などにおける GRの

転写共役因子との差異を網羅的に明らかに

し、副作用を担う転写共役因子を同定する

事が出来れば、ステロイド性骨壊死症をは

じめとした有害事象予防の分子標的および

低分子化合物の発見に繋がるのではと考え、

本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 特発性大腿骨頭壊死症をはじめとしたス

テロイド治療による有害事象を回避するた

めの戦略として、これまでのグルココルチ

コイドが作用した結果生じる生物学的現象

に対するアプローチとは異なり、副作用を

起こす細胞におけるグルココルチコイド受

容体（GR）機能の選択的制御への挑戦はこ

れまでにない斬新なアプローチであると考

え、本研究の着想に至った。本研究の遂行

により、GR と結合可能なタンパク質を、

無細胞タンパク合成技術を駆使して網羅的

に解析し、Big Dataの活用により組織特異

性を見出すことで、副作用のみを抑制可能

な低分子化合物のスクリーニングが可能と

なる。これにより、ステロイド治療を避け

る事が出来ない原疾患の治療は妨げず、副

作用のみを回避する低分子化合物の発見に

繋がることが期待される。 

 
３．研究の方法 
 当研究センターにて独自に開発されたコ

ムギ胚を用いた無細胞タンパク質合成技術

（Takai et al. Nature Protocol 2010）を応

用して合成されたおよそ２万個のタンパク

質とグルココルチコイド受容体（GR）との

タンパクータンパク結合スクリーニングを

行う。 

１） 当研究センター保有の遺伝子ライブ

ラリーを用いて、無細胞タンパク（ビ

オチン標識）を合成する。 

２） 合成されたタンパク質の機能評価を、

GR に結合する事が既知である

p300/CBPを結合のポジティブコント

ロールとして、結合確認実験を免疫沈

降反応により行う。この系で結合が確

認できなかった場合には、GR 自身が

ホモダイマーを形成する事からGR自

身をポジティブコントロールとして

利用する。 

３） FLAG-Tag を N 末端に付加した GR

を同様の技術で合成し、タンパク同士

の結合により発光するアルファスク



リーンシステムとマイクロプレート

リーダーを用いて、網羅的なタンパク

結合スクリーニングを行う。結合タン

パク質の数および強度が低い等で実

験が上手くいかない場合には、反応系

に様々な濃度のグルココルチコイド

を付加して、結合を強化する。 

上記により、GR と直接的に結合するタン

パク質を同定する。 
 
４．研究成果 

 当研究センター保有の遺伝子ライブラリ

ーを用いて、無細胞タンパク合成（ビオチ

ン標識）を網羅的に行う。合成されたタン

パク質の機能評価を、GR 自身がホモダイ

マーを形成する事から GR自身をポジティ

ブコントロールとして利用する。

FLAG-TagをN末端に付加したGRを同様

の技術で合成し、タンパク同士の結合によ

り発光するアルファスクリーンシステムと

マイクロプレートリーダーを用いて、網羅

的なタンパク結合スクリーニングを行った。

その結果、300 を越える蛋白質との明らか

な結合シグナルを認めた（右図）。これらの

蛋白質には、GR との結合が既報である蛋

白質とともに、１）これまでには報告の無

い転写因子群、２）これまでに報告の無い

蛋白質分解系蛋白質 が含まれていた。中

でも、これまでに報告されていないオート

ファジーに関連した分子との結合が、もっ

とも強いシグナルを認めた。当該分子との

直接結合も確認できたことから、グルココ

ルチコイドによるタンパク質分解の

non-genomic action の一部が存在するこ

とが推察された。 
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