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研究成果の概要（和文）： 

高脂血症や高ステロール血症は動脈硬化をもたらす最大の危機因子であり、その発症には生活
習慣が深く関わる生活習慣病である。動脈硬化の進展にはサイトカインが大きく関与している
ことから、サイトカイン産生を抑制することで動脈硬化の予防につながるものと考えられる。
そこで本研究ではサイトカイン産生に働く核内転写因子 NF-κB をターゲットとし、新規に相
互作用する核内転写調節因子の探索を目的としている。これまでに、調節因子探索のプローブ
となる NF-κBp65 転写活性化部位由来ペプチドの合成を完了し、現在生体内において相互作
用する分子の探索を行っている。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Hyperlipidemia and / or hypercholesteremia are known to be the highest risk factors to 
bring down the arteriosclerosis and its pathogeny is closely related to one’s lifestyle. 
Since several cytokines are involved in the progression of these diseases, the inhibitions 
of the cytokine-expression from the living cells may be lead to the prophylaxis of 
arteriosclerosis. This research is targeting the transcriptional factor NF-kappaB, which 
controls the expression of the cytokines, and is desired to discover the novel modulation 
factor that interact to NF-kappaB within the nuclear. Regulation factors have been 
reported to interact with transcriptional activation domains. We have chmecically 
synthesized several peptides derived from the transcriptional activation domain of 
NF-kappaB p65 and currently trying to identify the binding proteins from the cellular 
nuclear extracts. 
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１．研究開始当初の背景 

Nuclear factor-κB (NF-κB)は細胞質に存
在し、炎症、細胞分化・増殖、免疫機能、ア
ポトーシスなどの生体内の様々な機能を担
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う転写因子である。NF-κB はストレスやサ
イトカイン、UV 照射等、細胞外からの様々
な刺激によって活性化されるが、主要なもの
の一つに炎症性サイトカインの腫瘍壊死因
子 (TNF-α)がある。その活性化異常は慢性
炎症や動脈硬化、発がん等の様々な疾患の一
因となっている。従って、サイトカイン産生
を抑制することで動脈硬化やがん等の予防
につながるものと考えられる 

 NF-κB は 50kDa と 65kDa のヘテロダイ
マーを形成し、非活性化型は、細胞質で
Inhibitor-κB (I-κB)と複合体を形成してい
る。細胞に活性化刺激が加わると I-κB がリ
ン酸化され分解される。この分解により、NF-

κB が核内に移行しサイトカインの産生を誘
導することが知られているが、核内における
活性化/非活性化調節機構については未だに
明らかとなっていない 

 

２．研究の目的 

 NF-κB 活性化機構の解明はこれらの疾患
の治療薬開発の足がかりになると予想され
る。そこで、サイトカイン産生に関与する
NF-κB をターゲットとし、新規に相互作用
する核内転写調節因子について探索すると
ともに、相互作用阻害剤の創薬の可能性を探
究する。 

 

３．研究の方法 

NF-κB の 50kDa と 65kDa の 2 つのサブユニ
ットのうち、転写活性化領域は 65kDa サブユ
ニットにのみ存在している。また、この転写
活性化領域にはさらに 2つのサブ領域 (TA1, 
TA2)からなっているが、それら領域と相互作
用して転写を活性化する核内調節因子は知
られていない。そこでまずこれらの領域に着
目し、TA1 領域または TA2 領域と特異的に結
合する核内タンパク質の分離・同定を試みる。
これまでに NF-κB p65 の TA1 領域と結合す
る核内因子として DNA dependent protein 
kinase (DNA-PK)が同定されており (Asadaら、
未発表)。そこで、この結果の再確認を行う
とともに、核内転写因子探索のためのプロー
ブとなる NF-κBp65の TA1,TA２領域中の転写
活性化領域を化学合成する。 
 

４．研究成果 
1.NF-κB と結合する核内蛋白質：

DNA-PK 
NF-κB p65の転写活性化領域TA1とGST
の融合蛋白質を用いてこれと結合する蛋白
質を HeLa 核抽出液より分離・精製し、
SDS-PAGE にて得られたバンドを MS に
て解析した結果、DNA-PK であった。そこ
でこの結合を確認するため、[35]S メチオニ
ンラベルを用いて In Vitro で DNA-PK を
合成し、NF-κB p65 TA1 領域との結合を

プルダウンアッセイ系にて確認するための
DNA-PK の各サブユニット (cs 及び
Ku70/80)発現 DNA コンストラクションを
継続中である。 

2.化学合成ペプチドプローブ（ポリプロ
リンロッド） 

NF-κBp65 の転写活性化領域 TA1 およ
びTA2と結合するタンパク質をHeLa核抽
出液より抽出するための TA1 および TA2
ペプチドプローブ（及びネガティブコント
ロールとなるアラニン置換ペプチド）の化
学合成と、これらペプチドを先端に釣り餌
として結合する釣り竿となる「ポリプロリ
ンロッド」の化学合成を行った(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図１；合成したペプチド 
 
なお、ESX は、核内転写因子として、そ

の転写活性化領域が DRIP130 を介して転
写活性化を行うことが明らかとなっており、
これらをポジティブコントロールとして用
いることで、この系の検証を行う。 
現在、このペプチドをプローブとした結

合蛋白質探索実験及び DNA-PK との結合
解析を行っている。 
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