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研究成果の概要（和文）：今回、樹状細胞、マクロファージの一酸化窒素合成酵素やTNF-alphaの発現における
CREBの役割について、CREBを制御する調節因子に着目し、病態への関与を調べることを目的とした。当初、CREB
制御分子（CREM）の一つICERのノックアウトマウスを用いて、CREBのエンドトキシンによる炎症惹起への関与に
ついて、調べることを予定していたが、入手、作成が困難なことがわかり、途中で、CREBの特異的阻害剤になり
うる分子を探したところ、コノフィリンを見つけて、CREBのエンドトキシンによる炎症惹起への関与について調
べることができた。

研究成果の概要（英文）：The effect of conophylline (CNP) on the receptor activator of nuclear 
factor-κB ligand (RANKL) or lipopolysaccharide (LPS)-induced osteoclast formation was studied in 
vitro using bone marrow-derived macrophages (BMMs) or the mouse macrophage-like cell line RAW 264.7.
 CNP lowered the osteoclast maturation markers such as calcitonin receptor, MMP9 and cathepsin K in 
BMMs, suggesting that CNP would inhibit the process of osteoclast differentiation. CNP inhibited the
 RANKL-induced expressions of c-Fos and nuclear factor of activated T cells (NFATc1), key 
transcription factors for osteoclastogenesis. On the other hand, CNP did not inhibit the signaling 
pathway of NF-κB and mitogen-activated protein kinases (MAPKs) in RANKL-stimulated BMMs. 
Interestingly, CNP inhibited RANKL-induced CREB activation that can mediate c-Fos and NFATc1. CNP 
also inhibited RANKL- or LPS-induced CREB, c-Fos and NFATc1 activation in RAW 264.7 cells.

研究分野： 細菌学
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１. 研究当初の背景 

敗血症ショックや炎症性腸管疾患は重篤な状態

では死に至る可能性があるが、現在有効な治療

法はない。これらの疾患マウスモデルでは、樹状

細胞、マクロファージが病態の早期に重要な役

割を果たすことが報告され、とくにそれらが炎症

惹起初期に産生する炎症性サイトカインの

TNF-alpha や一酸化窒素の重要性が示唆され

ている(Trends Mol Med. 11(2):56-63, 2005.等)。

TNF-alpha や一酸化窒素合成酵素(NOS)の発現

はエンドトキシン等による刺激で誘導されるが、

TLR4-NF-B 活性化を介したメカニズムがよく

知られている。また、上記の炎症マウスモデルに

おいても炎症性サイトカインや一酸化窒素の産

生において NF-B の活性化が重要な役割を持

っていることがわかっている。 

一方でCREBは転写因子としてNF-Bとともによ

く知られているが、上記のマウスモデルではその

関与について詳細なことはわかっていない。

CREB は細菌が誘導するマクロファージのアポト

ーシスにおいて NF-B と同様に重要な因子であ

ることが報告されており(Immunity. 23(3):319-29, 

2005.)、敗血症ショックや炎症性腸管疾患のマウ

スモデルにおけるマクロファージでも重要な役割

を有していることが考えられる。そこで本研究で

は炎症の病態モデルにおける CREB の関与を解

析することとした。 

 

２. 研究の目的 

本研究では、樹状細胞、マクロファージの一酸化

窒素合成酵素や TNF-alpha の発現における

CREBの役割について調べるために、CREBを制

御する調節因子に着目し、病態への関与を調べ

ることを目的とした。具体的には CREB 制御因子

のノックアウトマウスもしくは CREB を調節する分

子を既知化合物から見出し、それらを用いてマク

ロファージが関与する炎症での CREB の役割を

明らかにする。 

予想される結果と意義として、未解明であった

CREB の関与や役割を見いだすことで炎症にお

ける CREB の働きや病態メカニズムを解明できる。

また、マクロファージ等の TNF-alpha や一酸化窒

素の産生を抑制する分子は、敗血症ショックや

炎症性腸管疾患を抑制する可能性がある。 

 

３. 研究の方法 

(1) CREBおよびCREBの制御する上流の分子を

特異的に阻害する分子の探索： 

当初、CREB 制御分子（CREM）の一つ ICER のノ

ックアウトマウスを用いて、CREB のエンドトキシン

による炎症惹起への関与について、調べることを

予定していた。しかし、入手・作成が困難なことが

わかったため、樹状細胞やマクロファージにおけ

る炎症初期での CREB の役割を調べることを目

的として、CREB を阻害する化合物の探索を行っ

た。探索は転写因子としての活性に重要である

CREB のリン酸化を指標とした。 

 

(2) マクロファージの炎症における CREB の役割

の解明： 

CREB を阻害する化合物を用いて、エンドトキシ

ンが誘導するマクロファージ様細胞の破骨細胞

への分化における CREB シグナルについて調べ

た。破骨細胞は酒石酸抵抗性酸性ホスファター

ゼをマーカーとした TRAP 染色で評価し、CREB

の下流シグナルについてはウエスタンブロットや

ELISA、Real time PCR 法で解析した。 

 

４. 研究成果 

(1) RANKL または LPS が誘導する破骨細胞分化

におけるコノフィリンの CREB を介した抑制： 

破骨細胞は骨髄由来の単球系マクロファージが
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分化・融合した多核巨細胞である。本研究では

マウスマクロファージ細胞を用い、RANK ligand 

(RANKL)もしくはエンドトキシンを処理し、破骨細

胞への分化を誘導した。 

破骨細胞の分化において CREB は必須な因子

であることが報告されており、RANKL 刺激によっ

て CREB のリン酸化が誘導されることがわかって

いる。 

一方、CREB の特異的な制御因子を探索して 

植物由来の低分子化合物コノフィリン(図１)を見

出した。コノフィリンはエンドトキシンや RANKL に

よって誘導されるマクロファージの破骨細胞への

分化を抑制し、それが CREB を介した NFATc1

を経由したものであることを明らかにした。また、

RANKL は RANK-TRAF6 を介して NF-B や

MAPK を活性化することが知られている。コノフィ

リンはこれらのシグナルを阻害せず、CREB シグ

ナルを抑制する特異的な阻害剤であることを見

出した。(雑誌論文 13) 

図１ CREB 阻害剤として見出したコノフィリン 

 

(2) DTCM-glutarimide による RANKL もしくは

LPS 誘導破骨細胞分化抑制： 

CREB の制御する上流の分子を特異的に阻害す

る分子を探したところ、DTCM-glutarimide(図２)と

いう分子が、Akt を介して、NF-B を抑制する新

規 分 子 で あ る こ と が わ か っ た 。

DTCM-glutarimide はこれまでに in vitro および

in vivo で抗炎症活性が見出されている。特に、

マウスマクロファージ細胞において一酸化窒素

の産生を抑制することが報告されている(Bioorg 

Med Chem Lett 19:1726–8, 2009.)。本研究では、

DTCM-glutarimide がエンドトキシンや RANKL に

よって誘導されるマクロファージの破骨細胞への

分化を抑制し、そのメカニズムとして Akt を介して

NF-B を阻害し、破骨細胞分化に必須である

NFATc1 を抑制することを明らかにした。(雑誌論

文 7) 

 

図２ CREB の制御する上流の分子を阻害する

DTCM-glutarimide 
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