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研究成果の概要（和文）：１）in vitroにおいてタクロリムスのCCN2/CTGF遺伝子発現調節機構を分子生物学的
手法を用いて明らかにしようとしたが、想定していたような結果は得ることができなかった。
２）HCS-2/8細胞をタクロリムスで刺激した場合、CCN2/CTGF遺伝子発現調節が最も盛んな時間と濃度においてマ
イクロアレイの手法を用いて、デキサメタゾンなど他の変動遺伝子と同様に網羅的に解析を行う予定であった
が、計画どおり進まず達成できなかった。

研究成果の概要（英文）：1) We tried to clarify the regulatory mechanism of CCN2 / CTGF gene 
expression of tacrolimus in vitro using molecular biological methods, but we could not obtain the 
expected results.
2) When stimulating HCS-2/8 cells with tacrolimus, analyze exhaustively as well as other variable 
genes such as dexamethasone, using the microarray method at the time and concentration where CCN2 / 
CTGF gene expression regulation is the most active Although it was scheduled to do, it could not be 
achieved due to delay in planning progress.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 免疫抑制剤　ステロイド
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１．研究開始当初の背景 
臨床現場において、関節リウマチ等の自己免

疫疾患に対する治療薬として、ステロイド薬

や他の免疫抑制薬が使用されているが、少な

からず副作用が生じる。そのため、これらの

薬剤の副作用を極力抑えるための手がかり

を得るため、作用メカニズムについての研究

が広く行われている。しかし、それらが免疫

担当細胞以外の病巣局所に位置する細胞に、

直接与えられる影響の検討は十分になされ

てきたとは言えない。そこで本研究では、ス

テロイド薬およびその他のカテゴリーに属

する免疫抑制薬が軟骨細胞に与える影響を

分子レベルで比較解析し、その結果、両薬剤

の作用メカニズムの共通項・固有項が明らか

になるので、得られた所見に基づき、自己免

疫性関節炎に対して副作用のない最適な治

療プロトコルを見出すことを本研究のゴー

ルとした。 

 
 
２．研究の目的 
臨床現場において、自己免疫性関節炎、例え

ば関節リウマチに対する治療薬としてデキ

サメタゾンなどのステロイド薬あるいは近

年用いられるようになってきたタクロリム

ス(FK506)などの免疫抑制薬が使用され、そ

れらは炎症・免疫応答を抑制することで関節

骨・軟骨破壊を抑制し、ときに骨芽細胞、軟

骨細胞の活動を賦活して関節骨・軟骨を修復

すると考えられている。 

しかしながら、このような免疫抑制薬の投

与は少なからず副作用を惹起する。これを回

避するため、こういった薬剤の作用メカニズ

ムについての研究が広く行われており、副作

用のない安全な自己免疫疾患治療薬剤の開

発が、長年の間、臨床現場において強く求め

られ続けている。 

 過去の研究をみてみると、デキサメタゾン

などのステロイド薬およびタクロリムスな

どの免疫抑制薬の個々の作用機序を免疫シ

ステムの観点から分子レベルで解析した報

告は様々にあるが、ステロイド薬および、そ

れ以外の免疫抑制薬の局所の細胞に対する

作用を分子レベルで比較解析し、その共通項、

固有の機能、相反する側面を洗い出すような

研究はほとんど存在しない。そこで本研究で

は、ステロイド薬および免疫抑制薬の２種の

薬剤が軟骨細胞において生む生物学的効果

を詳細に比較解析するとともに、これに関す

る因子を明らかにし、最終的にはそれぞれの

役割を包括的に解明することを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 

１）HCS-2/8 細胞を用い、in vitro において

デキサメタゾンとタクロリムスの CCN2/CTGF

遺伝子発現調節機構を分子生物学的手法を

用いて明らかにする。すでに本研究グループ

が行った研究でHCS-2/8細胞においてデキサ

メタゾンはCCN2/CTGFの遺伝子発現を促進す

ることが明らかとなっているが、促進に関わ

る因子と遺伝子上の標的領域はいまだ解明

されていない。そのためこれを明らかにする

ことから開始する。 

 これと同時に HCS-2/8 細胞を用い、in 

vitro においてタクロリムスの CCN2/CTGF 遺

伝子発現調節機構を分子生物学的手法を用

いてデキサメタゾンの場合と同様に明らか

にする。この解析にはルシフェラーゼアッセ

イをまず応用し、転写因子などの関連タンパ

ク質の同定にはゲルシフトアッセイ、サウス

／ノースウエスタン法を主として用いるが、

必要に応じてDNA/RNAアフィニティークロマ

トグラフィーによるタンパク質精製とペプ

チドマスフィンガープリンティング法など

も援用する。 

 

２）HCS-2/8 細胞を用いた、デキサメタゾン



とタクロリムスによって変動する遺伝子を

網羅的に検索するトランスクリプトーム解

析 

先に述べたように、すでに HCS-2/8 細胞をデ

キサメタゾンで刺激した場合、CCN2/CTGF 遺

伝子発現調節が最も盛んな時間と濃度にお

いてマイクロアレイの手法を用いて他の変

動遺伝子の検索を行っている。これにならい、

タクロリムス刺激の効果も同様に網羅的に

解析する。マイクロアレイの結果から発現促

進および抑制の２つの方向で変動する遺伝

子が得られるため、デキサメタゾンとタクロ

リムスでの２つのマイクロアレイの結果を

解析し、同方向に変動する遺伝子、相反する

方向に変動する遺伝子、一方のみによって変

動する遺伝子に、変動遺伝子を分類する。こ

うして得られた新規関連遺伝子の中から必

要な場合、ステロイドおよびタクロリムスの

薬理効果と副作用に深く関与すると考えら

れる遺伝子を選び出し、次の解析対象とする。 

 

３）予定通りの成果が得られなかった場合 

1: 口腔粘膜を対象とした追加検討：口腔粘

膜に生じ自己免疫疾患とも捉えられている

口腔扁平苔癬は、その治療にデキサメタゾ

ン・タクロリムスが使用されている。そのた

め、口腔内から採取した歯肉から歯肉線維芽

細胞・角化細胞の初代培養細胞を作成して、

デキサメタゾン・タクロリムスを作用させ、

同様の研究を行う。 

2: 口腔扁平苔癬組織における CCN2/CTGF 発

現解析を行う。 

 
 
４．研究成果 
 

１）HCS-2/8細胞を用い、in vitroにおいてデ

キサメタゾンとタクロリムスのCCN2/CTGF遺

伝子発現調節機構を分子生物学的手法を用い

て明らかにすることと、またHCS-2/8細胞を用

い、in vitroにおいてタクロリムスの

CCN2/CTGF遺伝子発現調節機構を分子生物学

的手法を用いてデキサメタゾンの場合と同様

に明らかにしようとしたが、想定していたよ

うな結果は得ることができなかった。 

 

２）HCS-2/8細胞を用いた、デキサメタゾンと

タクロリムスによって変動する遺伝子を網羅

的に検索するトランスクリプトーム解析は、

HCS-2/8細胞をデキサメタゾンで刺激した場

合、CCN2/CTGF遺伝子発現調節が最も盛んな時

間と濃度においてマイクロアレイの手法を用

いて他の変動遺伝子の検索を行っており、こ

れにならいタクロリムス刺激の効果も同様に

網羅的に解析を行う予定であったが、計画進

行が予定通り進めることができず達成できな

かった。 

 

３）上記の研究が進まなかったことから最終

年度は口腔粘膜を対象とした検討を行った。

口腔粘膜に生じ自己免疫疾患とも捉えられて

いる口腔扁平苔癬は、その治療にデキサメタ

ゾン・タクロリムスが使用されている。その

ため、口腔内から歯肉を採取し歯肉線維芽細

胞・角化細胞の初代培養細胞を作成して、デ

キサメタゾン・タクロリムスを作用させ、今

後の研究へと利用可能な結果を得ることを目

標とし行ったが発表に至るほどのデータは得

られなかった。 
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