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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、リンパ腫由来細胞株を使用し、グルココルチコイド受容体の発現を調節する因子
について分子レベルで解析することにより、グルココルチコイド耐性が引き起こされる新しい
メカニズムを提唱することができた。また、転写因子 NF-κB を機能抑制することで腫瘍のグル
ココルチコイド感受性が回復することを細胞レベルおよび個体レベルで確認することができ、
これは新規治療法の確立に重要な情報を与えるものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this research, a novel mechanism of induction of glucocorticoid resistance in lymphoma 
cells was proposed by analyses of factors that could modulate the expression of 
glucocorticoid receptors. Furthermore, it was confirmed that inhibition of NF-κB could 
restore glucocorticoid sensitivity, suggesting that it may be a new strategy for the 
treatment of lymphoma with glucocorticoid resistance. 
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１．研究開始当初の背景 
グルココルチコイドは副腎皮質で産生され
るホルモンの一種であり、代謝や免疫に深く
関与するが、その作用の 1 つとして免疫担当
細胞であるリンパ球の分化・増殖・機能を抑
制することが知られている。人工的に合成さ
れたグルココルチコイドはリンパ球ががん
化したリンパ腫およびリンパ性白血病に対

して増殖抑制効果を持つことが知られ、古く
から抗がん治療に使用されてきた。豊富な使
用経験や薬効に比べてマイルドな副作用は
グルココルチコイドの特記すべき長所であ
り、その有用性を向上させることは社会的に
大きな意義を持つ。グルココルチコイドはそ
の受容体であるグルココルチコイド受容体
（glucocorticoid receptor, GR）を介して
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細胞にシグナルを伝達するが、詳細なメカニ
ズムは不明なままに使用されてきた。近年、
その分子メカニズムを解明しようという機
運が国内外で高まっており、そういった意味
では、グルココルチコイドは古くて新しい研
究対象であるといえる。腫瘍の治療中に腫瘍
がグルココルチコイドに対する耐性を獲得
することがある。その原因としては腫瘍細胞
における GR の発現異常や機能異常等の関与
が指摘されているが、詳細については不明な
点が多い。研究代表者は以前より、リンパ腫
細胞における転写因子 Nuclear factor-κB 
(NF-κB)の恒常的な活性化が GR の発現を低
下させ、これがグルココルチコイド感受性を
低下させ、耐性を発現させていることを突き
止めてきた。このことは、NF-・B を特異的
に阻害することでグルココルチコイド耐性
を回避することができる可能性を強く示唆
している。しかし、活性化した NF-κB がど
のようにして GR の発現を低下させているの
かというメカニズムについては不明なまま
であり、グルココルチコイド耐性解除法の確
立にむけ、分子レベルでの詳細な基礎研究が
必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究計画の目的は、（１）NF-κB と GR との
クロストークについて分子レベルで解析す
ること、（２）生体における NF-κB 阻害剤の
グルココルチコイド感受性回復効果を判定
することであった。具体的には、NF-κB と
GR とのクロストークを解明するため、GR の
発現を調節する可能性がある転写因子やス
プライシングファクターについて網羅的に
発現変化を解析し、NF-κBとの関連性の強い
因子の抽出をすること、さらにサイレンシン
グ技術を用いて GR 発現およびグルココルチ
コイド感受性との関連性を正確に評価する
ことを目的とした。生体における NF-κB 阻
害剤の効果判定については、実際のリンパ腫
患者の腫瘍細胞に対し、NF-κB 阻害剤が細胞
株と同様にグルココルチコイド感受性の回
復効果を持つかどうかを確認すること、さら
に NF-κB 阻害剤が腫瘍モデル動物のリンパ
腫に対しても同様にグルココルチコイド耐
性解除効果を持つかどうかを検証すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）NF-κB による GR 発現調節メカニズム
を解明するため、リンパ腫細胞株を用い、以
下の方法で分子レベルの解析を行った。 
① NF-κB 阻害剤および siRNA で NF-κBの

機能阻害を行い、GR 調節因子（転写因子
およびスプライシングファクター）の発
現変化を PCR 法およびウェスタンブロッ
ト法を用いて解析した。 

② NF-κB 阻害剤および siRNA で NF-κBの
機能阻害を行い、GR 遺伝子のプロモータ
ー部分と GR 調節因子の結合について、ク
ロマチン免疫沈降法を用いて解析した。 

③ GR調節因子の発現をsiRNAを用いてノッ
クダウンし、その際の GR アイソタイプ
（GRα、GRβ）の発現変化を PCR 法、ウ
ェスタンブロット法、免疫細胞染色法で、
またグルココルチコイド感受性を MTT 法
および BrdU 取り込み抑制法で検討した。 

④ GR調節因子の発現をsiRNAを用いてノッ
クダウンし、その際の GR 遺伝子のプロモ
ーター部分と GR 調節因子の結合につい
て、クロマチン免疫沈降法を用いて解析
した。 
 

（２）リンパ腫患者由来腫瘍細胞におけるグ
ルココルチコイド感受性に対する NF-κB 阻
害剤の効果について検討するため、以下の方
法で解析を行った。 
① NF-κB阻害剤を添加した場合と添加しな

かった場合とでグルココルチコイド感受
性に差が生じるかどうか、BrdU 取り込み
抑制法によって解析した。 

② NF-κB 阻害剤を添加することで GR アイ
ソタイプの発現が変化するかどうか、PCR
法を用いて解析した。 

 
（３）免疫不全マウスを用いて腫瘍モデルを
作製するため、BALB/c nu/nu マウスおよび
SCID マウスに対し、様々な細胞数のリンパ腫
細胞株を腹腔内投与して腫瘍細胞が増殖す
る条件を探索した。継時的に末梢血を採取し、
フローサイトメーターを用いて、ヒト CD45
陽性細胞のモニタリングを行った。 
 
（４）生体における腫瘍のグルココルチコイ
ド感受性に対する NF-κB 阻害剤の効果を判
定するため、前項で確立した腫瘍モデルを作
製し、NF-κB阻害剤およびグルココルチコイ
ドを連日投与して生存期間を記録した。 
 
 
４．研究成果 
（１）NF-κB による GR 発現調節メカニズム
の解析 
ヒト Burkitt 型リンパ腫由来の Raji 細胞に
対し NF-κB の機能阻害を行い、GR 調節候補
因子である c-Myb、PU.1、Hes1、SRp20、SRp30c、
SRp40、および ASF/SF2 の発現変化を解析し
たところ、PU.1 および SRp30c の発現量が NF-
κB 阻害剤の濃度依存的に減少した。したが
って、NF-κB の活性化によるグルココルチ
コイド受容体発現低下には、PU.1 と SRp30c
が深く関与していると考えられた。また、ク
ロマチン免疫沈降法により、PU.1 が実際にグ
ルココルチコイド受容体プロモーターに結



合しており、NF-κB の機能阻害によってその
結合が抑制されることを確認した。次に、ヒ
トの GR には機能を持つ GRαと機能を持たな
い GRβがあるため、GR 調節因子がこれらの
アイソタイプにどのような変化をもたらす
かを検討した。PU.1 および SRp30c について
siRNA によるノックダウンを行ったところ、
PU.1 をノックダウンすると GRα、GRβ両方
の発現量が増加したが、SRp30c をノックダウ
ンすると GRαの発現量が増加し、GRβの発現
量は減少した。これらの結果からは、NF-κB
が活性化すると PU.1 の発現量が増加して GR
遺伝子の転写が増加し、SRp30c の発現量が増
加して GRαへのスプライシングが増えると
考えられた。したがって、NF-κB の活性化は
PU.1 および SRp30c を介して機能性受容体で
ある GRαの発現量を低下させ、グルココルチ
コイド耐性を発現させていることが明らか
となった。 
 
（２）リンパ腫患者由来細胞におけるグルコ
コルチコイド感受性 
リンパ腫患者由来の腫瘍細胞に対して NF-κ
B 阻害剤処理を行うと、約半数の腫瘍細胞で
グルココルチコイド耐性が解除されること
が明らかとなった。これらの細胞では、細胞
株での実験と同様に機能性 GR（GRα）の発現
が減少しており、NF-κB 阻害により GRαの
発現が上昇することが確認できた。 
 
（３）腫瘍モデル動物における NF-κB 阻害
剤の効果 
実験計画書に則り、BALB/c nu/nu マウスを用
いて腫瘍モデルの作製を試みたものの Raji
細胞が生着しなかったため、SCID マウスを用
いて腫瘍モデルの作製を試みた。その結果、
腹腔内および腹腔内臓器において腫瘍細胞
が生存・増殖し、マウスは腫瘍細胞接種から
約 3〜6 週間で腹水貯留および腹囲膨満を呈
して死亡することが判明した。この腫瘍モデ
ルを用い、NF-κB 阻害剤 IMD-0354 のグルコ
コルチコイド感受性に対する効果を検証し
た。腫瘍マウスの 50％生存期間は、生理的食
塩水、デキサメサゾン、IMD-0354 の各単独投
与群に比べ IMD-0354 とデキサメサゾンの混
合投与群で有意に延長した。このことは、NF-
κB 阻害剤によるグルココルチコイド感受性
の回復が in vivo 試験においても確認できた
ことを示している。 
 
以上の研究結果より、リンパ腫細胞におけ
る NF-κB の活性化は、GR 発現調節因子
であるPU.1やSRp30cを介して機能性GR
発現量の減少させることでグルココルチコ
イド耐性に寄与していることが明らかとな
った。さらに、NF-κB 阻害剤の全身投与
がリンパ腫のグルココルチコイド感受性を

回復させる有効な手段となる可能性が強く
示された。これらの知見は、国内外の学会
にて発表するとともに、国際的学術雑誌に
論文投稿中である。 
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