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研究成果の概要（和文）：本研究では、グルココルチコイド受容体（GR）のスプライシングを調節することで、グルコ
コルチコイド耐性を解除する方法を検討した。転写因子NF-kappaBを抑制すると、グルココルチコイド耐性が改善する
が、このとき転写因子PU.1と、スプライシング因子SRp30cが減弱しており、機能的GRの発現が増強されることを見いだ
した。PU.1およびSRp30cをサイレンシングすると、前者ではGRプレmRNAの発現が、後者では機能的GRの発現が増加した
。そこで、GRにおけるSRp30cの結合部位を競合拮抗するオリゴヌクレオチドを作用させると、機能的GRが誘導されグル
ココルチコイド感受性が回復した。

研究成果の概要（英文）：Glucocorticoid (GC) resistance loses therapeutic options for patients with hematop
oietic malignancies. Here we present the novel strategy to overcome GC resistance by modulating splicing r
egulation of GC receptors (GR) in acute lymphoblastic leukemia (ALL). Dexamethasone exhibited its effects 
on GC resistant ALL cells when it was administered with a NF-kappaB inhibitor. NF-kappaB inhibition reduce
d PU.1 and serine-arginine-rich (SR) protein p30c, leading to the increase in a functional isoform but not
 a dominant negative isoform of GR. PU.1 silencing upregulated total GR pre-mRNA expression, though SRp30c
 silencing elevated the functional GR. Blocking of the SRp30c binding site in GR pre-mRNA with complementa
ry oligonucleotide restored GC resistance in vivo. We provide the first evidence that NF-kappaB activation
 induces GC resistance by promoting GR splicing with SRp30c, and blocking of SRp30c binding to GR pre-mRNA
 accelerates the GC sensitivity by inducing the functional GR.
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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ホルモン
の１つであるが、合成されたグルココルチコ
イド製剤はいわゆるステロイド系抗炎症剤
として古くから医療現場で使用されてきた。
その強力な抗炎症作用・抗腫瘍作用から臨床
適応は極めて多岐にわたり、すべての医薬品
の中で最も健康保険の適応疾患が多い。しか
し、喘息患者の 5～10％、リウマチ患者の約
30％、炎症性腸疾患患者の 20～50％、子供
の急性リンパ性白血病の 10～25％など、一
定の割合でグルココルチコイド耐性の発現
が認められる。申請者はこれまでに、免疫系
細胞であるリンパ球および肥満細胞におい
て グ ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体
（Glucocorticoid receptor, GR）の発現状態
がグルココルチコイド感受性を制御してい
ること、その原因分子が転写因子 NF-B シ
グナルの下流に存在することを証明してき
た (Res. Vet. Sci., 2010; Vet. Immunol. 
Immunopathol., 2011)。また、グルココルチ
コイド感受性には GR のスプライシングバ
リアントである GRα（機能性受容体）と GR
β（ドミナントネガティブ受容体）の発現比
が重要であることを突き止めたが、その発現
を調節する方法は全く開発されていない。ス
プライシング因子である SR 蛋白質が GR 
のスプライシングに関与するとの報告があ
るため、本研究では SR 蛋白質の機能を特異
的に阻害することで免疫系細胞や造血系悪
性腫瘍細胞におけるグルココルチコイド感
受性を回帰させる研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
 グルココルチコイド製剤は炎症性疾患・自
己免疫性疾患・アレルギー疾患・腫瘍性疾患
等に広く使用される重要な薬剤である。多く
の症例ではグルココルチコイドの投与によ
る抗炎症効果や免疫抑制効果、抗腫瘍効果が
認められるが、耐性に陥り、有効な治療効果
が得られない症例も多数存在する。他の免疫
抑制剤や抗がん剤を用いる治療では、強い副
作用の発現や高額の治療費などの問題点が
あるため、グルココルチコイド作用の増強あ
るいは耐性を解除する方法の開発が強く望
まれている。本研究では、プレ mRNA のス
プライシング因子である SR 蛋白質の機能
調節を介してグルココルチコイド受容体の
発現を調節し、免疫系細胞や造血系腫瘍細胞
におけるグルココルチコイド感受性の特異
的な増強および耐性解除法確立のための基
礎研究を実施するとともに、耐性解除法の基
礎を築くことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、リンパ球や肥満細胞等の免疫系
細胞におけるグルココルチコイド耐性の発
生機構を、特に SR 蛋白質に注目して解析し、
感受性増強法および耐性解除法の確立を目
指すものである。これを実現するために具体

的には以下の方法により実施した。 
（１）SR 蛋白質（SR20、SR30、SR40 など）
のうち、免疫系細胞の GRα、GRβの発現にど
の蛋白質が関与しているかについて、細胞株
を用いて検証した。 
 細胞株は、リンパ球として Raji、Jurkat、
RPMI8226 を、マクロファージとして THP-1
を、肥満細胞として HMC-1 を使用した。各細
胞株における GRαおよび GRβの発現状況と
各種 SR 蛋白質（SR20、SR30、SR40 など）の
発現状況を RT-PCR 法やウェスタンブロット
法を用いて確認した。 
 特異的阻害剤やsiRNA を用いてNF-κB の
活性化を阻害した際の各細胞株における各
SR 蛋白質の発現変化を RT-PCR 法やウェス
タンブロット法を用いて確認した。 
 
（２）SR 蛋白質の機能を阻害するためリン
酸化阻害剤や siRNA を使用し、各種細胞株に
おけるグルココルチコイド感受性の変化を
細胞増殖試験にて解析した。 
 
（３）GR プレ mRNA に特異的なブロッキング
オリゴを作成し、細胞株に導入して GRαおよ
び GRβの発現の変化を確認した。 
 GRαと GRβのスプライシングを行うため
には、両者が分かれるエクソン 9 周辺に結合
部位があるものと予想し、GR の DNA エクソ
ン9 に相当するプレmRNA の配列周辺に結合
能を持つオリゴヌクレオチドを設計した。ま
た、SR 蛋白質はＡＧリッチな部分に結合し
やすいとの報告があったため、その配列を含
むオリゴヌクレオチドを数十種類作成した。
作成したブロッキングオリゴを電気穿孔法
により各細胞株へ導入し、RT-PCR 法にて GR
αおよび GRβの発現変化を検証した。これに
より、GRαの発現を増加させる、あるいは GR
βの発現を減少させる、あるいはその両方の
作用を示すオリゴヌクレオチドの配列を特
定した。特定した配列を持つブロッキングオ
リゴについて、電気穿孔法で各細胞株に導入
したのち、BrdU 取り込み試験を行い、グル
ココルチコイド感受性を実際に改善するか
どうか確認した。同時にブロッキングオリゴ
の導入による細胞毒性を確認し、最も細胞毒
性の少ないオリゴヌクレオチドの配列を選
抜した。 
 
（４）リンパ腫細胞にブロッキングオリゴ発
現ベクターを導入し、免疫不全マウスの担が
んモデルを作成してグルココルチコイド感
受性改善効果を in vivo で判定した。ブロッ
キングオリゴ発現ベクターを導入したリン
パ腫細胞株を作成、遺伝子導入した細胞株に
おけるSR 蛋白質活性やGRαあるいはβの発
現比、デキサメサゾン反応性を確認したのち、
細胞毒性がなく GR 比およびグルココルチコ
イド感受性のみを調節することを確認した。
腫瘍性疾患のモデルマウスに、ブロッキング
オリゴ発現ベクターと空ベクターを導入し



たリンパ腫細胞を移植、グルココルチコイド
(プレドニゾロン)を投与し、ブロッキングオ
リゴの発現によるグルココルチコイドの感
受性の改善（生存期間の延長など）が認めら
れるかどうかを検証した。 
 
４．研究成果 
（１）NF-κBの活性化と GRα/GRβ発現調節
をつなぐ SR 蛋白質の解析 
 Raji 細胞および Jurkat 細胞等のリンパ球
系細胞において低分子阻害剤やsiRNAによる
NF-κB の機能阻害を行ったところ、GRα/GR
β比が増加することが RT-PCR 法およびウェ
スタンブロット法により示され、同時にグル
ココルチコイド感受性が回復することが MTT
法および BrdU 取り込み試験にて確認した。
さらに、SR 蛋白質の中でも特に SRp30c の発
現が減少していることが判明した。このこと
から、SR 蛋白質の中でも特に SRp30c がリン
パ球の GRα/GRβ発現調節において重要な役
割を担っている可能性が考えられた。 
 
（２）SR 蛋白質の機能阻害による免疫系細胞
のグルココルチコイド感受性変化の解析 
 siRNAを用いてSRp30cをサイレンシングし
GR 発現を確認したところ、GRαの発現量が増
加し、GRβの発現量が減少していることがわ
かった。また同時にグルココルチコイド感受
性が回復していることも確認できた。さらに、
SRp30cがGRプレmRNAに結合する配列を予想
し、その配列に対するブロッキングオリゴヌ
クレオチドを多数設計して細胞に導入した。
その結果、予想どおりに GRα/GRβ比が上昇
し、グルココルチコイド感受性が回復するこ
とが明らかとなった。 
 
（３）病態モデルマウス（腫瘍性疾患）を用
いた有効性の検討 
 上記ブロッキングオリゴヌクレオチドを
恒常的に発現する Raji 細胞を、遺伝子導入
およびセルソーティングによって作成した。
予 備 実 験 と し て 、 そ の 細 胞 を
CB17/Icr-Prkdcscid マウスに腹腔内接種し
たところ、通常の Raji 細胞と同様に生着す
ることが確認できた。接種されたマウスは腹
水貯留を起こし、3～7週間のうちに死亡した
ことから、病態モデルマウスとして使用でき
ると判断した。 
 そこで上記の担癌マウスモデルを用いて、
選抜したブロッキングオリゴヌクレオチド
の有効性を検証した。グルココルチコイドの
耐性を示すひとリンパ芽球性白血病細胞に
ブロッキングオリゴヌクレオチド発現ベク
ターを導入し、免疫不全マウスに移植し、グ
ルココルチコイドを投与したところ、何も投
与しない陰性対照群と比較して有意に生存
期間が延長した。以上の結果より、スプライ
シング因子 SRp30c を GR特異的に拮抗阻害す
ることで、グルココルチコイド感受性が改善
することが明らかとなった。 
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