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研究成果の概要（和文）：本研究ではイヌにおいて7種類のグルココルチコイド受容体スプライシングバリアン
トがｍRNAレベルで存在することを明らかにした。そのうち少なくとも5種類については蛋白質レベルでもその存
在が確認でき、更にそのうち2種類については細胞のグルココルチコイド感受性を変化させることを明らかにし
た。本研究成果を利用することでイヌの様々な疾患におけるグルココルチコイド感受性増強法の開発が進む可能
性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, 7 canine glucocorticoid receptor splicing variants were 
detected at mRNA level. The 2 of them changed the sensitivity to glucocorticoid of canine mast cell 
tumor cells. The results of this study could promote researches on restoration of therapeutic 
sensitivity to glucocorticoids.

研究分野： 獣医学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グルココルチコイドは抗炎症効果、免疫抑制効果、抗腫瘍効果などを持つが、長期間の使用では重大な副作用が
発現するリスクがある。本研究ではイヌにおいてグルココルチコイド受容体に複数種類のスプライシングバリア
ントが存在することを発見し、その機能の一部も明らかにすることができた。これまでイヌではその存在が知ら
れていなかったスプライシングバリアントであり、比較生物学上の重要な発見であると考えられる。また本研究
成果を利用することでイヌの様々な疾患におけるグルココルチコイド感受性増強法の開発が進む可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グルココルチコイド製剤は強い消炎効果および免疫抑制効果を持ち、長年にわたり多くのア

レルギー性疾患、自己免疫性疾患、腫瘍性疾患などに使用されてきた。一方、高用量投与や長期
投与は易感染性、糖尿病、骨粗しょう症、白内障などの副作用発現の危険性を伴う。そのため段
階的な減薬や休薬が望ましい。ヒト医療では疾患ごとにガイドラインが定められ、動物医療でも
イヌにおける最大年間使用量が考案されている。しかし実際には目標とする減薬および休薬を
達成することは難しく、標的組織における薬効を維持したままでの減薬を可能とする「グルココ
ルチコイド感受性増強法」の確立が臨床現場で強く望まれている。 
グルココルチコイドの効果は転写因子であるグルココルチコイド受容体（glucocorticoid 

receptor, GR）を介した遺伝子発現調節によるが、その詳細なメカニズムは不明なままに使用さ
れてきた。グルココルチコイド感受性増強法の確立のためには GR シグナル経路の理解が不可欠
である。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り、発表論文数も年々
増加していることから、グルココルチコイドは古くて新しい研究対象といえる。 
ヒトの GR には選択的スプライシングにより mRNA レベルで少なくとも 5 種類のスプライシン

グバリアント（GRα、GRβ、GRγ、GR-A、GR-P）が存在し、また翻訳開始位置によりタンパク質
レベルではさらに細かく分類されることが報告されている。GRαが基本形であり通常は細胞質
に存在するが、グルココルチコイドが結合すると核内へ移動し、DNA に結合して遺伝子発現を調
節する。GRα以外のスプライシングバリアントはそれぞれグルココルチコイドへの結合性が異
なるが、特に GRβはグルココルチコイドへ結合せず、GRαの機能を競合拮抗することが知られ
ている。in vitro 研究および臨床研究で GRβの過剰発現がグルココルチコイド耐性を引き起こ
している可能性が示唆されており、GR スプライシングバリアントの学術的・臨床的意義は年々
重要視されるようになってきた。 
GR スプライシングバリアントの発現比を変えることができれば、グルココルチコイド感受性

を調節できる可能性が高いが、イヌでは GR スプライシングバリアントの報告がなく、ヒト GRβ
に相当するものが存在するかどうかを検証する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、イヌにおいてもヒトと同様に GR スプライシングバリアントが存在し、その発現

比の変化によって細胞のグルココルチコイド感受性が変化するという仮説を立てた。本研究の
目的は、以下の 2 つを明らかにすることである。 

（１）イヌ GR にスプライシングバリアントは存在するか 
（２）イヌ GR スプライシングバリアントは通常型 GR の機能に影響を及ぼし、細胞のグル

ココルチコイド感受性を変化させるか 
 
３．研究の方法 
（１）新規イヌ GR スプライシングバリアントの検出 
 代表的なイヌ由来細胞株である MDCK 細胞の total RNA を抽出し、RT-PCR によって cDNA を得
た。過去の研究においてヒトとマウスでは GR スプライシングバリアントの構造が大きく異なり、
マウスではイントロン保持型のスプライシングバリアント（マウス GRβ）が存在すると報告さ
れている。そこでまずヒト GRβと同様のスプライシングバリアントが存在するかどうかを検証
するため、ヒト GRβから予測した塩基配列に対応するプライマーを用いて PCR を行った。次に
マウス GRβと同様のイントロン保持型イヌ GRの第 1エクソンに対応するプライマーおよび第 1
～第 7イントロンに対応するプライマーを用いて PCR を行った。 
 
（２）新規イヌ GR スプライシングバリアントの塩基配列解析 
 検出した新規イヌ GRスプライシングバリアントについて、高正確 PCR を行った後に制限酵素
処理およびライゲーション処理を施してプラスミドベクターに挿入した。その後コンピテント
セルの形質転換に使用し、コンピテントセルを培養した後に DNA を抽出した。抽出 DNA について
サンガーシーケンシングによる塩基配列解析を行った。 
 
（３）新規イヌ GR スプライシングバリアントの遺伝子導入と検出 
 新規イヌ GRスプライシングバリアントを動物細胞発現プラスミドに組み替えた。GRを発現し
ていないことが知られている COS-7 細胞にエレクトロポレーション法により遺伝子導入を行い、
6 時間後および 24 時間後にそれぞれ RNA と蛋白質を抽出した。RNA は RT-PCR を行った後に PCR
にて、タンパク質はウェスタンブロット法にて解析を行った。 
 
（４）新規イヌ GR スプライシングバリアントの機能解析 
 新規イヌ GR スプライシングバリアントをグルココルチコイド高感受性であるイヌ肥満細胞腫
細胞（BR細胞）にエレクトロポレーション法にて導入し、MTS 法により細胞増殖に及ぼす影響に
ついて検証した。 
 



（５）イヌ肥満細胞腫のグルココルチコイド感受性との関連性 
 申請者が樹立したグルココルチコイド耐性細胞株である BR/DeR、MPT-1.1/DeR、MPT-3/DeR と、
それぞれの親細胞株である BR、MPT-1.1、MPT-3 において新規イヌ GRスプライシングバリアント
の発現比を比較し、臨床的意義について検証した。 
 
４．研究成果 
（１）新規イヌ GR スプライシングバリアントの検出 
 ヒト GRβから予測したプライマーを用いて PCR を行い新規スプライシングの検出を試みたと
ころ、予想されたバンドは検出されなかった。一方、マウス GRβから予測したプライマーを用
いた PCR では予想されたバンドが検出され、計 7種類の新規イヌ GR スプライシングバリアント
（①～⑦）の存在が強く示唆された。これらのスプライシングバリアントは開始コドンから通常
の GR と同じエクソンが連結しているが、それぞれ第 1～第 7 イントロンを含むことが予想され
た。すべてのイントロンには終止コドンが含まれるため、通常のイヌ GR よりも短い蛋白質が産
生されると予想された。 
 
（２）新規イヌ GR スプライシングバリアントの塩基配列解析 
 新しく検出したイヌ GR スプライシングバリアントについて、コンピテントセルを用いたクロ
ーニング後に基配列解析を行った。その結果、7種類のスプライシングバリアントすべてにおい
て予想通り、各イントロン内に存在する終止コドンを含んでいることが判明した。 
 
（３）新規イヌ GR スプライシングバリアントの遺伝子導入と検出 
 エレクトロポレーションを用いて新規イヌ GRスプライシングバリアントを COS-7 細胞にそれ
ぞれ遺伝子導入した。その結果、PCR では 7 種類（新規イヌ GR スプライシングバリアント①～
⑦）で、ウェスタンブロット法では 5種類（新規イヌ GR スプライシングバリアント③～⑦）で
予想通りの位置にバンドが確認できた。これにより、新規イヌ GR スプライシングバリアントは
イントロンを含み、その中の終止コドンによって翻訳が止まり短い GR が産生されていると考え
られた。ウェスタンブロット法で検出できなかった新規イヌ GR スプライシングバリアントは抗
体の認識部位の欠落によると考えられた。 
 
（４）新規イヌ GR スプライシングバリアントの機能解析 
 各スプライシングバリアントを BR 細胞にエレクトロポレーション法にて導入し、MTS 法によ
り細胞増殖を測定したところ、新規イヌ GR スプライシングバリアント⑥および⑦の過剰発現に
よりグルココルチコイドによる細胞増殖抑制効果が有意に減弱した。これは正常 GR からリガン
ド（グルココルチコイド）結合部位が欠落したためにドミナントネガティブに機能したためと考
えられた。 
 
（５）イヌ肥満細胞腫のグルココルチコイド感受性との関連性 
 申請者が樹立したグルココルチコイド耐性細胞株である BR/DeR、MPT-1.1/DeR、MPT-3/DeR と、
それぞれの親細胞株である BR、MPT-1.1、MPT-3 において新規イヌ GRスプライシングバリアント
⑥および⑦の発現比を比較したが、有意な変化は認められなかった。これらの細胞株は実験的に
作成したグルココルチコイド耐性株であり、その耐性化メカニズムには新規イヌ GR スプライシ
ングバリアントは関連していなかった可能性がある。 
 
 本研究で得られた成果により、イヌにおいてもヒトやマウス同様に GR のスプライシングバリ
アントが存在することが明らかになった。さらに、その発現比によって細胞のグルココルチコイ
ド感受性に変化が生じる可能性が高いと考えられた。本研究成果はイヌの様々な疾患における
グルココルチコイド感受性予測法やグルココルチコイド感受性増強法の開発などに有用である
と考えられる。 
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