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研究成果の概要（和文）： 

近年、炎症とエネルギー代謝の相互制御メカニズムが注目されるに至っているが、両者の核

内でのクロストークは、「エピゲノム制御」を介した形をとることが近年明らかになりつつある。

その主役を担う一連の転写因子群のひとつが、脂溶性リガンドによって制御される核内受容体

である。 

グルココルチコイドレセプター(GR)は、炎症を制御する代表的な核内受容体の一つである。

GR の主な抗炎症メカニズムは炎症制御転写因子 AP-1 や NF-kB のリガンド依存性の転写抑制で

あることが知られている一方で、グルココルチコイドの長期投与による副作用は主に GR による

転写活性化に起因することが知られている。しかし抗炎症作用メカニズムの理解には未だにコ

ンセンサスが得られていない。そこで、我々はグルココルチコイド受容体による AP-1 の転写抑

制メカニズムを明らかにしようと考え、マクロファージ細胞系における解析に取り組んでいる。

その過程で、1) グルココルチコイド依存性のc-Jun蛋白のSumo化が転写抑制の引き金となり、

2) それに行き続くポリコームタンパク複合体 PRC2 の構成因子(EZH2)を含む複合体によるヒス

トン H3K27 のメチル化によって可逆性のクロマチン構造変化がなされる、という２段階からな

る未知の転写抑制制御メカニズムの存在を明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Glucocorticoid is clinically successful in attenuating inflammation caused by diverse 

diseases, and its anti-inflammatory actions via nuclear glucocorticoid receptor (GR) are 

known to be mediated by transcriptional repression of inflammatory transcription factors 

like AP-1 and NF-kB. However, the molecular mechanism underlying hormonal transrepression 

largely remains to be uncovered at the level of chromatin. Here, we report that 

glucocorticoid-induced sumoylation of c-Jun via GR triggers transcriptional repression 

of AP-1 through a histone inactivating methylation (H3K27me3) by recruitment of a polycomb 

(PRC2) complex. Liganded GR serves as an adaptor for  Sumo E3 ligase (PIAS1) to sumoylate 

c-Jun in the AP-1 unit, but not NF-kB. Sumoylated c-Jun induces association with a PRC2 

complex, leading to H3K27 methylation by EZH2 and silencing of AP-1 binding sites on 

pro-inflammatory cytokine gene promoters. Ablation of EZH2 in mice abrogates 

glucocorticoid-induced transrepression of the cytokine genes that are induced by 

activated AP-1. Thus, these findings uncover a molecular mechanism of anti-inflammatory 

glucocorticoid actions for transrepression of AP-1 through repressive chromatin 

reorganization, and provide a clue for development of desirable GR synthetic ligands. 
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１．研究開始当初の背景 

GR は炎症反応を制御する主要な核内受容

体であり、そのリガンドであるグルココルチ

コイドは広く炎症疾患の治療薬として使用

されている。しかし、その長期投与における

副作用の重篤度から、治療効果を維持した上

で副作用を軽減するための努力が長い間な

されてきた。GR の主な抗炎症メカニズムは炎

症制御転写因子 AP-1 や NF-kB のリガンド依

存性の転写抑制であることが知られており、

副作用は主に GR による転写活性化に起因す

ることが知られている。しかし抗炎症作用メ

カニズムの理解には未だにコンセンサスが

得られていない。 

 

 

２．研究の目的 

  本研究課題は、「核内受容体による炎症

制御メカニズムの解明」であり、具体的には、

グルココルチコイド受容体（GR）による炎症

制御転写因子の転写抑制メカニズムを明ら

かにすることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

   生化学的な手法を用いて、グルココル

チコイド依存性の AP-1 の転写抑制メカニズ

ムの探索を行う。 

 

 

４．研究成果 

1) シグナル依存性の GR 転写抑制系解析シ

ステムの構築 

 本研究においては、GR の転写抑制メカニズ

ムを明らかにする必要があるため、手始めに

その解析系を作成する必要があった。炎症制

御転卸因子として AP-1 を用いて、転写抑制

メカニズムのセットアップを開始した。 

はじめに、グルココルチコイド投与による

AP-1 転写抑制の解析を AP-1 を用いたレポー

ターアッセイにて開始した。使用する細胞と

しては human 胎児腎臓由来の 293F 細胞と

human 肺癌細胞由来の A549,そして mouse マ

クロファージ由来の Raw264.7細胞を用いた。

その結果、Raw 264.7 細胞で転写抑制が強く

認められることが明らかとなった。次に実際

にサイトカイン分泌抑制作用を明らかにす

るために Raw 264.7 細胞と human monocyte

由来の THP-1細胞においてサイトカイン分泌

抑制作用をサイトカインアレイとリアルタ

イム PCR にて確認した。その結果、THP-1 細

胞にてグルココルチコイド依存性のサイト

カイン分泌の顕著な抑制をみることができ

た。以上から、以後は Raw 細胞と THP-1 細胞

を解析に用いることにした。 

2) グルココルチコイド受容体(GR) 結合因

子精製系の構築 

当初 293F 細胞で stable transformant 株

を作成し、結合する因子を取得する方向で準

備を進めていたが、 

293 細胞では転写抑制が顕著ではないこと

を踏まえ、大量培養する細胞の変更を余儀な

くされた。また、Raw 264.7 細胞, THP-1 細

胞ともに stable transformant 作成は困難を



極めることから、in vitro での bait の作成

とともに抗体カラムを用いての endogenous

に発現するタンパクとその結合因子の同定

システムを作成した。In vitro での bait の

作成には成功したものの、結合因子の同定に

は至らず、結局抗体カラムによる精製を行う

ことにした。 

 一方で、GR の機能制御を担う因子は核内、

細胞質内両方に存在する可能性が考えられ

たため、両方の画分の抽出液を作成して、リ

ガンド依存性、炎症シグナル依存性に結合因

子の取得を試みた。核画分からは Hsc70,核画

分からは DRIP150 などの既知因子の取得に

成功し、精製同定システムの完成が確認され

た。 

3) 細胞質画分から精製した GR の分解を制

御する因子の機能解析 

Raw 264.7 細胞を大量培養し、炎症刺激と

デキサメサゾン刺激を行いながら、GR 結合因

子群を GR 抗体カラムにて取得して、マスフ

ィンガープリンティングにて同定を行った。

その結果、細胞質内での GR 結合因子の中に

既知のユビキチンリガーゼ Itch とこれの

調節因子として知られる N4BP1 を同定した。

GR はリガンド投与後速やかにユビキチンー

プロテアソーム系によって分解されること

が知られているため、これらの因子が GR の

turnover を制御している可能性が考えられ

た。そのため、次にこれら二つの因子の RNAi

によるノックダウン実験を行った結果、Itch

のノックダウンではリガンド非存在下の GR

が、N4BP1 のノックダウンでは、リガンド存

在下の GR のタンパク量が増加した。Itch は

c-Jun の分解も制御していることが知られて

いるため、同時に c-Jun のタンパク量も調べ

たが、あまり変化は認められなかった。これ

は、Raw264.7 細胞に発現している c-Jun の量

が低いためと考えられる。次に転写への影響

をレポーターアッセイにて確認した結果、GR

の核内タンパク量が増えることによる転写

制御活性の増強が認められた。以上のことか

ら、これらのタンパク群が、炎症シグナルと

グルココルチコイド依存性に、GR と

AP-1(c-Jun)のタンパク量の制御を介して、

つまり turnoverを制御することにより、AP-1

の転写活性を制御する可能性が示唆された。

AP-1 の転写活性制御において c-Jun の

turnover 制御が重要であることが以前から

知られていることを考えあわせ、この制御メ

カニズムの全貌を明らかにされることが今

後期待される。 

4)  リガンド依存性の c-Jun の Sumo 化の解

析 

 精製段階で GR と c-Jun の結合は非常に弱

いことが明らかになった。加えて時系列で解

析すると、GRが LPS 刺激によって分解される

ことが明らかになったことから、GR は短時間

で分解するものの、c-Jun に何からの修飾を

加えることによって,炎症シグナルと GRがク

ロストークをしているのではないか、と考え

るに至った。まず、リガンド依存性の c-Jun

のリン酸化の度合いを調べたが、ほとんど変

化が認められなかった。しかし、Sumo 化に関

しては、Sumo1 による修飾の度合いが変化し

ないのに対し,Sumo2/3 による修飾がリガン

ド依存性に強くなることが明らかとなった。

実際に THP-1 細胞からの c-Jun の抗体カラム

精製おいてもリガンド依存性に Sumo2/3 化

c-Jun の量が増加することが明らかになった。

次に Sumo 化されない c-Jun mutant (K226R)

を作成した結果、Raw264.7 細胞内ではリガン

ド依存性の c-Jun の Sumo2/3 化がなくなり、

それに伴ってリガンド依存性の転写抑制が

認められなくなった。これの現象はそのパー

トナーの c-Fos の非 Sumo 化 mutant では認め

られない現象であること,また、LPS 刺激して

いない場合は逆の現象が認められることか

ら、リン酸化された cJun がリガンド依存性

に Sumo2/3 化され、この現象がリガンド依存

性の GRによる AP-1 の転写抑制のトリガーと

なっている可能性が強く示唆された。一方で、

リガンド刺激後の c-Jun には Polycomb 

complex である PRC2 complex の component 

EZH2 のリクルートが確認され、それに伴って、

細胞内のヒストン H3K27のメチルかが亢進し

ていることも明らかになった。以上から、グ

ルココルチコイド依存性の転写抑制には、

c-Jun の Sumo 化依存性にリクルートされる

PRC complex によるヒストンメチル化が関与

している可能性が考えられた。 
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