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研究成果の概要（和文）：　炎症反応を調節しているサイトカインレセプターは、様々なアダプタータンパク質やプロ
テインキナーゼ等を介して、転写因子nuclear factor κB（NF-κB）等の情報伝達経路を活性化する。NF-κB経路は、
サイトカイン、ケモカイン、細胞接着因子等をコードしている多くの遺伝子の転写を誘導し、それらの遺伝子発現を介
して炎症反応を調節している。本研究では、おもに小分子化合物をバイオプローブとして用いて、炎症性サイトカイン
による情報伝達や遺伝子発現を制御している分子メカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：　Cytokine receptors regulating inflammatory responses activate the transcription 
factor nuclear factor κB (NF-κB) signaling pathway by various adaptor proteins and protein kinases. The 
NF-κB pathway induces the transcription of many genes, such as those encoding cytokines, chemokines, and 
adhesion molecules, and regulates inflammatory responses by their gene expression. In this study, the 
molecular mechanisms of the signaling pathways and gene expression induced by inflammatory cytokines were 
elucidated largely by using small molecules as bioprobes.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 デス受容体に属する tumor	
 necrosis	
 
factor（TNF）レセプター1 と Fas は、細胞内
にデスドメインを有し、様々なアダプタータ
ンパク質等を介して、転写因子 nuclear	
 
factor	
 κB（NF-κB）の情報伝達経路やカス
パーゼ 8を介した細胞死の情報伝達経路を誘
導する。一方、interleukin-1（IL-1）レセ
プターは、細胞内にToll/IL-1	
 receptor（TIR）
ドメインを有し、別のアダプタータンパク質
等を介して、おもに NF-κB 経路を活性化す
る。これらのレセプターの細胞内ドメインに
は、異なるアダプタータンパク質が結合し、
初期の情報伝達経路が異なっている。NF-κB
経路は、サイトカイン、ケモカイン、細胞接
着因子等の多くの遺伝子の転写を誘導し、そ
の遺伝子発現を介して炎症反応を制御して
いる。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 TNF-αや IL-1α等の炎症性サイトカイン
は、NF-κB の情報伝達経路の活性化を介して、
細 胞 接 着 因 子 intercellular	
 adhesion	
 
molecule-1	
 (ICAM-1)等の様々な遺伝子の発
現を誘導する。これまでに、我々は、微生物
や植物由来の天然物や合成化合物をスクリ
ーニングし、炎症性サイトカインによって誘
導される ICAM-1 の発現に作用する小分子化
合物を同定してきた。本研究では、これらの
小分子化合物をバイオプローブとして活用
することによって、炎症反応を制御している
情報伝達や遺伝子発現の新しい分子メカニ
ズムを解明することを目的とした。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、ヒト肺がん腫 A549 細胞等の
培養細胞株、及びヒト臍帯静脈内皮細胞
human	
 umbilical	
 vein	
 endothelial	
 cells
（HUVEC）を小分子化合物や炎症性サイトカ
インで処理した後、Cell	
 ELISA 法、定量 PCR、
レポーターアッセイ、ウェスタンブロッティ
ング、蛍光免疫染色法等を行い、小分子化合
物の影響を検討した。ヒト胚性腎細胞 HEK293
細胞とそのカスパーゼ 8低発現細胞にカスパ
ーゼ 8、cellular	
 FLICE-inhibitory	
 protein	
 
(c-FLIP) 、 receptor-interacting	
 protein	
 
(RIP1)等を遺伝子導入した後、レポーターア
ッセイ、免疫沈降法、ウェスタンブロッティ
ング等を行い、NF-κB 活性化やタンパク質の
分子間相互作用を検討した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）イルシニアスタチン A は TNF レセプタ

ー1 のエクトドメインシェディングを
誘導する	
 

	
 イルシニアンスタチン A（irciniastatin	
 
A）は、ペデリンファミリーに属する翻訳阻
害剤である（図 1）[1]。A549 細胞において、
イルシニアスタチン A が TNF-αによる NF-
κB サブユニット p65 と p50 の核移行を阻

害するが、IL-1αによる p65 と p50 の核移
行を阻害しないことを見出した。イルシニ
アンスタチン A は、IL-1αによって誘導さ
れる ICAM-1	
 mRNA の発現を阻害しなかった
が、ICAM-1 タンパク質の発現を阻害したこ
とから、この作用は翻訳阻害によるもので
あると考えられた。一方、イルシニアスタ
チン A が TNF レセプター1 のエクトドメイ
ンシェディングを誘導することを見出した。	
 
	
 A549 細胞において、イルシニアスタチン
A は、 extracellular	
 signal-regulated	
 
kinase（ERK）のリン酸化を強力に誘導した
が、p38	
 mitogen-activated	
 protein（MAP）
kinase と c-Jun	
 N-terminal	
 kinase（JNK）
の活性化をほとんど誘導しなかった。さら
に、イルシニアスタチンAで誘導されるTNF
レセプター1 のエクトドメインシェディン
グは、MAP キナーゼ/ERK キナーゼ阻害剤
U0126 で阻害されたが、p38	
 MAP キナーゼ阻
害剤 SB203580 や JNK 阻害剤 SP600125 では
阻害されなかった。以上の結果から、イル
シニアスタチン A は、リボトキシックスト
レス応答を誘導する他のタンパク質合成阻
害剤とは異なる分子メカニズムによって、
強力かつ持続的な ERK の活性化を介して、
TNF レセプター1 のエクトドメインシェデ
ィングを誘導することを明らかにした。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（2）アラントピロン A は TNF-α誘導性の

NF-κB の情報伝達を阻害する	
 
	
 アラントピロン A（allantopyrone	
 A）は、
植物内生糸状菌が産生するα-ピロン系代
謝産物である（図 2）。A549 細胞において、
アラントピロンAがTNF-αによって誘導さ
れる ICAM-1 発現を阻害することを見出し
た。アラントピロン A は、TNF-αによって
誘導される NF-κB 応答性ルシフェラーゼ
レポーター活性を阻害した。さらに、アラ
ントピロンAはTNF-αで誘導されるNF-κB
サブユニットの核移行と IκBαのリン酸
化と分解を阻害した。一方、アラントピロ
ンAはIκBキナーゼβの酵素活性を直接的
に阻害しなかった。これらの結果から、ア
ラントピロンAがIκBキナーゼの活性化よ
り上流の情報伝達経路に作用していること
を明らかにした。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

（3）ウルソール酸はタンパク質の細胞内輸
送を阻害する	
 

	
 ウルソール酸（ursolic	
 acid）は、多く
の植物に含まれる五環性トリテルペノイド
である（図 3）。これまでに、我々は、ウル
ソール酸がアミノ酸輸送やタンパク合成に
作用することによって、TNF-αによって誘
導される遺伝子発現を抑制することを報告
した[2]。一方、ウルソール酸は、HUVEC や
A549 細胞において、IL-1αで誘導される
ICAM-1 の発現をタンパク質レベルで阻害
しなかったが、細胞表面の ICAM-1 の発現を
顕著に抑制し、ICAM-1 の分子量を低下させ
た。ウルソール酸で処理した細胞では、小
胞体内に ICAM-1 が蓄積し、ICAM-1 には高
マンノース型糖鎖が結合していた。さらに、
ウルソール酸は、ゴルジ体の断片化を誘導
した。以上の結果から、ウルソール酸はタ
ンパク質の細胞内輸送に作用し、小胞体内
に高マンノース型糖鎖が結合した ICAM-1
の蓄積を誘導することをはじめて明らかに
した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
（4）ベツリン酸とオレアノール酸は N 結合

型糖鎖修飾に作用する	
 
	
 ベツリン酸（betulinic	
 acid）とオレア
ノール酸（oleanolic	
 acid）は、五環性ト
リテルペノイドであり、ウルソール酸と分
子量が同じ構造異性体である（図 4）。ベツ
リン酸とオレアノール酸は、A549 細胞にお
いて、ウルソール酸と異なり、IL-1αによ
って誘導される ICAM-1 の細胞表面の発現
を阻害しなかった。一方、ベツリン酸とオ
レアノール酸は、ICAM-1 の N 結合型糖鎖修
飾に作用すること、並びにその作用が小胞
体α-グルコシダーゼ阻害剤であるカスタ
ノスペルミン（castanospermine）の作用と
類似していることを見出した。さらに、ベ
ツリン酸とオレアノール酸は酵母由来α-
グルコシダーゼ活性を阻害するが、タチナ
タマメ由来α-マンノシダーゼ活性を阻害
しなかった。これらの結果から、ベツリン
酸とオレアノール酸がICAM-1のN結合型糖
鎖修飾に作用するが、細胞表面への細胞内
輸送を阻害しないことを明らかにした。	
 

	
 
（5）カルデノリドアグリコンは TNF-αに

よって誘導される ICAM-1 の発現を翻
訳レベルで阻害する	
 

	
 強心配糖体は、Na+/K+-ATPase に対する阻
害活性があり、カルデノリド(cardenolide)
とブファノリド（bufanolide）に分類され
る。これまでに、我々は、カルデノリド配
糖体であるウアバイン（ouabain）とオドロ
シド A（odoroside	
 A）が Na+依存性アミノ
酸輸送を阻害することによって、NF-κB 依
存性のタンパク質発現を抑制することを報
告した[3]。カルデノリド配糖体のアグリコ
ン（ aglycone ） であるウアバゲニン
（ ouabagenin ）、 ジ ギ ト キ シ ゲ ニ ン
（ digitoxigenin ）、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
（digoxigenin）（図 5）が Na+/K+-ATPase 活
性を阻害すること、並びに A549 細胞におい
て TNF-αで誘導される ICAM-1 の発現を抑
制することを見出した。一方、これらのカ
ルデノリドアグリコンは TNF-αで誘導さ
れるICAM-1	
 mRNAの発現を阻害しなかった。
TNF-α誘導性の ICAM-1 発現に対するウア
バゲニン、ジギトキシゲニン、ジゴキシゲ
ニンの阻害作用は、ウアバイン耐性のラッ

ト Na+/K+-ATPase	
 α1 の過剰発現によって
抑制された。Na+/K+-ATPase	
 α1 のノックダ
ウンによって、TNF-α誘導性 ICAM-1 に対す
るウアバインとウアバゲニンの阻害作用が
亢進した。以上の結果から、カルデノリド
アグリコンは、Na+/K+-ATPase に作用し、
TNF-αで誘導される ICAM-1 の発現を翻訳
レベルで阻害することを明らかにした。	
 
	
 
（6）カスパーゼ 8 モデュレーターc-FLIPL

は Fas リガンドによる NF-κB 活性化
を調節する	
 

カスパーゼ 8 はシステインプロテアーゼで
あり、アポトーシスと非アポトーシスのシ
グナル伝達経路の制御に重要である。カス
パーゼ 8 モデュレーターである the	
 long	
 
form	
 of	
 c-FLIP(c-FLIPL)は、RIP1 や TNF	
 
receptor-associated	
 factor	
 2	
 (TRAF2)に
よるカスパーゼ8依存的なNF-κBの活性化

Betulinic acid Oleanolic acid

Ouabagenin Digitoxigenin

Digoxigenin



 

 

を制御している[4,	
 5]。c-FLIPLは、カスパ
ーゼ8によってC末端ドメインが切断され、
c-FLIP(p43)へと変換される。c-FLIPLの存
在下では、Fas リガンドによる NF-κB 活性
化がカスパーゼ阻害剤 zVAD-fmk で阻害さ
れたが、c-FLIP(p43)の存在下では、Fas リ
ガンドによる NF-κB 活性化が zVAD-fmk で
阻害されなかった。カスパーゼ 8 のプロド
メインが RIP1 のデスドメインと相互作用
すること、並びに Fas リガンドによる NF-
κB の活性化にカスパーゼ 8 のプロドメイ
ンが必要であることを見出した。さらに、
RIP1 とカスパーゼ 8の相互作用は、c-FLIPL
によって阻害されたが、c-FLIP(p43)では阻
害されなかった。これらの結果から、
c-FLIPL の C 末端ドメインがカスパーゼ 8
のプロドメインと RIP1 のデスドメインの
相互作用を阻害し、カスパーゼ 8 依存的な
NF-κB 活性化を制御していることを明ら
かにした。	
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