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【は しがき】

自己免疫性肝炎 ・原発性胆汁性肝硬変をはじめとした 自己免疫性肝 ・胆道系疾患

の病因はいまだに不明であり、根本的治療法 も存在 しない。1991年 、原発性胆 汁性

肝硬変患者 において胆汁酸製剤であるウルソデオキシコール酸が病理学的に肝細胞

の主要組織適合抗原クラス1分 子の発現 を減 少 させ臨床的 に も有効であることが報

告された。すなわち、従来主として消化吸収を補助する生理活性物質 と考え られて

いた胆汁酸がそれ自体免疫応答を調節する可能性が強く示唆され、その後の胆汁酸

研究に新たな展開をもた らした。現在までに明らかにされた ウルソデオキシコール

酸の免疫調節作用は、(1)リ ンパ球 のサイ トカイ ン産生調節 、(2)肝 ・胆 管細胞

の主要組織適合抗原 クラス1お よびクラスIl発 現調節な どで あるが、その臨床的

有効性 に比較 して理論的根拠に乏しいといえる。

1999年 に胆 汁酸 によって活性化 され るfarnesoidXreceptorの 発見 によ って、胆

汁酸が標 的遺伝子である小腸胆汁酸結合蛋白(ilea)bileacid-bindingprotein;

iBABP)の 転写調節作用 を有 してる ことが報告された(Science284;1365,1999.Mol

Cell3;543,1999)。 これ らの報 告か ら胆汁酸 によ って活性化されたfarnesoidX

receptorは 主 にretinoidXreceptorと 二量体を形成 してiBABPの プロモー ター上

に結合 し転写を誘導していることが明らかとなった。さらに、転写因子NF-xBの 抑

制分子 の一つであるkBβ がretinoidXreceptorと 結 合 し転写活性 を抑制 して いる こ

とも報告されている。かかる報告か ら、・研究代表者らは胆汁酸によるfarnesoidX

receptor/retinoidXreceptorの 活性 化過程 にIKBβ が関与 して いる可能性 を想定 し

検討中に、胆汁酸がfarnesoidXreceptorの みな らずIKBβ の分解 を誘導す ることに

よってNF-KBを も活性化す る事実 を見 いだ した。NF-KBは サ イ トカイ ンや接 着分

子な ど様 々な免疫機能分子の発現に関与 し、炎症 ・自己免疫反応に重要な役割を果

た していると考えられている。すなわち、胆汁酸による免疫調節作用が従来の報告

に加えfarnesoidXreceptorやNF-KBな どの転写因子 を介 して担 われて いる可能性

を想定した。

そこで、本研究は、
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1)胆 汁酸 によるfarnesoidXreceptorの 活性 化機 構の解明

2)胆 汁酸 によるNF-xB活 性化 機構の解 明

3)farnesoidXreceptorの 標 的遺伝子の検 索

4)NF-KB活 性化 に伴 う免疫機能 分子 に及 ぼす胆汁酸の作用の検討

の4プ ロジェク トを推進 する ことによって胆汁酸の免疫調節作用を転写因子の活性

化を中心に分子 レベルで明らかにし、 自己免疫性肝 ・胆道系疾患の病態解明 ・治療

法開発を、研究成果の臨床応用をも視野に入れて包括的に解明することを目的とす

る。

【研究経過 ・成果】

1)胆 汁酸 によ るfarnesoidXreceptorの 活 性 化 機 構 の 解 明

farnesoidXreceptorは 核 受容体の一 つで あ り、その分子構造はN末 端か ら転写調

節部位 、DNA結 合部位 、 リガ ン ド結合部位 の順 で構成 されており、各部位を欠損さ

せたmutantを 肝細胞 内 に発現 させる こ とによる検討か ら、核移行シグナルはDNA

結合部位 と リガ ン ド結 合部位の 間にあるhinge部 位 に存在する こと、C末 端側 に リ

ガ ン ドである胆 汁酸の結合する部位が存在することを明 らかにした。さらに、N末

端を欠損 させる と転写活性化作用が消失 し、N末 端 にコアクチ ベータ ーが結合 して

いる可能性を見出 した。また、FXRは 胆 汁酸非存在下 において も核 内 に存在 し、核

移行 シグナルが重要な役割を果た していることを解明 した。 これ らfarnesoidX

receptorの 機能解析 を推進 中 に、farnesoidXreceptorに ス プライ シングバ リア ン ト

フォームが存在 していることが明らか とな り、farnesoidXreceptor-aとfarnesoidX

receptor一 βとして、機能解析 中で ある。

2)胆 汁酸 によるNF-KB活 性化機構 の解 明

NF-KBは 様 々な免疫 分子 を活性化 する ことが知られている。そのNF-xBを 胆汁

酸 は直接活性化 する ことを明 らかにした。すなわち、胆汁酸はNF-KBの 抑制分子で
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あるIxBaとIKBβ を分解 する ことによってNF-KBの 核移 行 を可能 に し活性化 してい

る。その活性化は2峰 性を示 し持続 的で 、活性 化 されるNF-xBの 構成蛋 白はp65

とp50の ヘテ ロダイ マーで あった。 さ らに、胆汁酸によるNF-xBの 活性 化 に細 胞

内の酸化ス トレスが重要であることが明らかとな り、肝細胞におけるレ ドックス制

御がNF-xBの 活性 化を調節する可能性が示 唆 された。一方、細胞内情報伝達系、特

にリン酸化酵素に及ぼす胆汁酸の作用と して、MAP3Kに 位置す るMEKK1とMAP

キナーゼ に位置するp38を 活性化 している事実を明 らか に した。これ らMEKK1と

p38は ともにNF-KBの 活性化 に関与 して いる リン酸化酵素として知 られており、こ

れ らの経路を介 してNF-KBが 活性化 され ている ことが推 測 された。

3)farnesoidXreceptorの 標 的 遺 伝 子 の 検 索

従 来 か ら胆 汁 酸 は 腸 肝 循 環 や コ レス テ ロ ール 代 謝 の の 調節 分 子 と して 注 目され て

いた が 、 そ の 標 的 遺 伝 子 は 不 明 で あ った 。 そ こで 、腸 肝 循 環 や コ レス テ ロ ール 代 謝

に 関与 して いる 機 能 分 子 の 発 現 を 解 析 しそ の プ ロモ ー タ ー 上 にfarnesoidXreceptor

の結 合 部 位 が 存 在 して いる か 否 か を確 認 した上 でfarnesoidXreceptorの 転 写制 御

に及 ぼす 作 用 につ い て 検 討 した 。 そ の 結 果 、腸 肝 循 環 にお い て は 、 従 来 か ら明 らか

に され て いるiBABP以 外 に、 肝 に発 現 して い るBilesaltexportpump遺 伝 子 を 正 に

調 節 して いる こ とが 明 らか にな った 。 さ らに、 現 在 、farnesoidXreceptorの 標 的遺

伝 子 は 精 力 的 に解 析 され て お り、Phospholipidtransferprotein遺 伝 子 、Cholesterol

7a-hydroxylase遺 伝 子 、Dehydroepiandrosteronesulfotransferase遺 伝 子 、

ApolipoproteinC-II遺 伝 子 、 お よ びApolipoproteinA-1遺 伝 子 を調 節 して い る こ とが

明 らか とな って い る 。

4)NF-KB活 性 化 に伴 う免 疫 機 能 分 子 に及 ぼ す 胆 汁 酸 の 作 用 の 検 討

胆汁酸 によるNF-xBとfarnesoidXreceptor活 性化機構 につ いて検 討 中に、NF-

KBの コンポ ーネ ン トで あるp65とfarnesoidXreceptorが 相互作用 を有 し、 ともに

それぞれ の固有の標的遺伝子の転写を相乗的に正に調節 していることを明 らかにし

た。かかる成績は、腸肝循環とコレステロール代謝のみで作用すると考え られてい
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るfarnesoidXreceptorが 炎症や免疫反応 に直接 関与 して いることを示唆 している。

特に、farnesoidXreceptorが 強 く発現 している肝臓や腎臓 における局所の免疫反応

に、胆汁酸が重要な役割を果た している可能性を示 していると考えられた。

また、胆汁酸によるNF-xBの 活性化を介 した機能分子発現 への作用として、ケモ

カインRANTESや 抗 アポ トー シス分子!AP-1の 発 現を転写 レベル で正 に調節 して

いることを明らかにした。なかでも、胆汁酸がIAP-1の 発現 を誘導 す る事実 は肝臓

内で胆 汁酸が肝細胞の生存維持 に直接関与 していることを示唆 し、胆汁酸作用をさ

らに飛躍的に発展させる発見 と思われた。
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平野史倫,牧 野勲

胆 汁酸 によるNF-KBの 活性 化 とアポ トーシスへの影響

肝 胆 膵43(6):1029-37,2001

平野史倫,小 林厚志,片 山耕,青 木喜 満,松 野 丈夫,金 田清志,松 野誠夫,牧 野勲

滑膜細胞 におけ る トロン ビンによるケモカインRANTESの 発現誘導作用の検 討

医 学の あ ゆみ197(10):827-8,2001

平野史倫,牧 野勲

酸化ス トレスの基礎 グルココルチ コイ ド受容体のレ ドックス制御(解 説/特 集)

11



医学 のあゆみ

別冊酸化ス トレスーフ リーラジカル医学生物学の最前線61-4,2001

三浦貴 徳,田 中廣壽,牧 野勲

免疫調 整作用の発現機 序 とその評価(解 説/特 集)

肝 胆 膵43(6):1001-9,2001

中出 幸 臣,米 田 政 志,中 村 公 英,牧 野 勲,寺 野 彰

実 験 肝 障 害 に対 す る 内 因 性corticotropin-releasingfactor(CRF)の 役 割 に つ いて

消 化 器 心 身 医 学8(1)1-6,2001

中村公英,高 本秀二郎,中 出幸 臣,伊 藤拓s岡 本聡,岡 田充巧,田 森啓介,麻 生和信,

牧野勲

免疫学 的肝細 胞障害 におけるCXCケ モ カイ ンと多核 白血球の関与

薬 理 と治療29(Suppl.1):S57-S61,2001

牧野勲

胆汁酸 の腸肝 循環機構 と機能

胆 道15(1):15-24,2∞1

横浜吏郎 、石関哉生、 田森啓介 、稲場守、谷光憲、牧野勲

プロ トンポンプ阻害剤の投与後に食道狭窄を来 した重症逆流性食道炎の2症 例

日本 消 化 器 病 学会 雑 誌98(8):942-7,2001

牧野勲

胆石症 の病 態 ・診断 ・治療一 特に、胆汁酸の腸肝循環機能を中心に一

日本 内科 学会雑誌90(3):428-33,2QO1

平野史倫,牧 野勲

胆汁 うっ滞 でのケモカ インRANTES産 生 に対す る抑制効果

肝 胆 膵41(5):801-6,2000
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牧野勲、中村公英、三浦貴徳、麻生和信

原発性胆汁性肝硬変の診断と治療

日本 内科 学会雑誌89(9):203-8,20∞

小村景司,平 野淑子,畑 山尚生,三 浦貴徳,平 野 史倫,牧 野勲

過 去1年 間の甲状腺疾患 に対する超音波 検査の検討について

旭川厚生病院医誌10(1):11-5,2000

中村公英,米 田政志,牧 野勲

わが国 における 自己免疫性肝炎の予後

一ル酸(UDCA)の 長期投与効果 と予後

肝 臓41(7):523-6,2000

自己免疫性肝炎に対するウルソデオキシコ

横山和典,牧 野勲

胆汁 うっ滞 の成因 と鑑別

胆 と膵21(8):629-33,2000

横 山和典,牧 野勲

肝 ・胆 ・膵 胆石症 の病型分類

内科85(6):1205-8,20∞

麻生和信,三 浦貴徳,中 村公英,牧 野勲

高齢者の胆汁酸代 謝 と胆 汁排泄能

肝胆膵40(5):681-7,20∞

牧野勲,横 山和典

成因論 胆 汁成分か ら

肝 胆膵40(4):551-6,2000

中村 公 英,牧 野 勲

胆 汁 酸 の腸 肝 循 環

TheLipid11(3):229-34,2000
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(2)ロ 頭発表(主 な もの)

AnnualEuropeanCongressofRheumatology(EULAR2002)

June12-15,2002,Stockholm,StockholmInternationalFairsandCongressCentre

Protease-activatedreceptor-1expressionofperipheralbloodmononuclearcellsin

patientswithrheumatoidarthritis:Correlationwithrheumatoidfactor.

OFumioriHirano,AtsushiKobayashi,YoshinobuNomura,EtsushiFukawaandIsao

Makino.

The20thCongressoftheInternationalLeagueofAssociationsforRheumatology

August26-30,2001,Edmonton,SHAVilConferenceCentre

ThrombinInducesChemokineRANTESProductionviaProtease-activated

Receptor-1inSynovialCellsfromPatientswithRheumatoidArthritis

OFumioriHirano,AtsushiKobayashi,NaokiMaruyama,YoshikoHirano,Etsushi

FukawaandIsaoMakino.

AnnualMeetingoftheAmericanGastroenterologicalAssociation

May21-22,2001,Atranta,Georgia

HighMolecularbutnotLowMolecularHyaluronanPreventsConcanavalinA-

InducedLiverInjurybyReducingProinflammatoryCytokinesinMice

OKimihideNakamura,SujiroTakamoto,YukiomiNakade,TakuIto,Satoshi

Okamoto,MitsuyoshiOkada,Kazunobuaso,MasashiYoneda,andIsaoMakino.

AnnualEuropeanCongressofRheumatology(EULAR2000)

June21-24,2000,Nice,AcropolisConventionCenter

ThrombinActivatesNF-xBandInducesChemokineRANTESProductionin

SynovialCellsfromPatientswithRheumatoidArthritis.

OFuminoriHirano,NaokiMaruyama,YoshikoHirano,andIsaoMakino

第99回 日本 内科 学会講演会

平成14年3月28日 ～30日 、名古屋 、名古屋 国際会 議場 ・

慢性 関節 リウマチ(RA)患 者 の末梢血単核球 における トロンビン受容体(ThrR)の 発現

と臨床パ ラメーター との関連
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○平野史倫、小林厚志、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、牧野勲

第88回 日本消化器病学会総会

平成14年4月24日 ～26日 、旭 川、旭川市民文化会館

パネルデ ィスカッシ ョン 「消化器疾患と胆汁酸研究:今 後 の展 開」

肝細胞 におけるCDCAに よるアポ トーシス誘導作用の検討

○平野史倫、牧野勲

第88回 日本消化器病学会総会

平成14年4月24日 ～26日 、旭川、旭川市民文化会館

会長講演

胆汁酸療法の展開一利胆から免疫調整作用まで一

〇牧野勲

第13回 臨床胆汁酸研究会

平成14年7月6日 、東京、新高輪 プ リンスホテル

胆汁酸 による転写因子NF-kB活 性化調節作用

○平野 史倫 、牧野勲

第9回 北海道 リウマチ のケア ・フォー ラム

平成14年9月14日 、旭 川

ステ ロイ ド誘発骨粗 霧症

○平野史倫

、藤田観光ワシントンホテル

第12回 日本 リウマチ学会北海道 ・東 北支部学術総会

平成14年9月21日 ～22日 、札 幌、北大学術 交流会館

RA患 者末梢血単核球 における トロン ビン受容体の発現について

○平野史倫、小林厚志、小村景司、岡本健作、野村嘉伸、府川悦士、牧野 勲

第87回 日本消化 器病 学会総 会

平成13年4月18日 ～20日 、東京 京王 プラザホテル

ワークシ ョップ 「胆汁酸をめぐる最近の進歩」

ケノデオキシコール酸(CDCA)に よるケモカイ ンRANTESと 転写 因子NF-KB誘
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導作用の検討

○平野史倫、小林厚志、牧野勲

第45回 日本 リ ウマチ 学 会 総 会

平成13年5月14日 ～16日 、東 京 京 王 プ ラザ ホ テ ル

ワー ク シ ョ ップ 「リウマ チ 性 疾 患 と細 胞 表 面 分 子(II)」

RA滑 膜 細 胞 に お け るprotease-activatedreceptor(PAR)-1,3,4の 発 現 と トロ ン ビ

ン作 用 の 検 討

O平 野 史 倫 、小 林 厚 志 、 丸 山直 紀 、野 村 嘉 伸 、 府 川悦 士 、牧 野 勲

第1回 東 日本胆 汁酸研究会

平成13年7月7日 、東京 経 団連会館

胆 汁酸 による転写因子NF-xB活 性 化機構の解 明

○平野 史倫 、小林厚志、平野淑子、野村嘉伸、府川悦士、牧野 勲

第43回 日本消化器病 学会 大会(DDW2QO1)

平成13年10月17日 ～19日 、京都 国立京都国際会館

肝細 胞 にお けるfarnesoidXreceptor(FXR)に よる標 的遺伝 子の転写調節機構の解明

○平野史倫、牧野勲

第23回 胆汁酸研 究会

平成13年12月1日 、福岡、九州大学 医学部 同窓会館

肝細胞におけるfarnesoidXreceptor(FXR)の 転写調節機構の検討

○平野史倫、小林厚志、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、牧野勲

第97回 日本 内科 学会 講演会

平成12年4月6日 ～8日 、京都、 国立京都国際会館

慢性関節 リウマチ(RA)患 者 滑膜細 胞 における トロン ビン受容体の発現とRANTES

の産生

○平野史倫 、小林厚 志、丸 山直紀、吉川賢忠、飯田高久、三浦貴徳、牧野勲

第97回 日本 内科 学会講演会

平成12年4月6日 ～8日 、京都 、国立京都 国際会館
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教育講演

原発性胆汁性肝硬変の診断と治療

○牧野勲

第44回 日本 リウマチ 学会総会

平成12年5月13日 ～15日 、横浜、パ シフ ィコ横浜

ワークシ ョップ 「ケモカイン(ll)」

RA滑 膜細胞 におけるケモカイ ンRANTES産 生 に与える トロン ビン/ト ロン ビン受容

体の役割

○平野史倫、丸山直紀、小林厚志、飯田高久、三浦 貴徳、川上隆子、牧野 勲

日本消化器病関連学会週間(DDW-Japan2000)

平成12年10月25日 ～28日 、神戸 、神戸 国際会議場

シンポジ ウム 「難治性肝疾患への免疫学の挑戦」

難治性肝疾患におけるケモカインRANTESの 発 現 とウル ソデオ キ シコール酸療法の

有効性 とその限界一新規併用療法への基礎的検討

○平野史倫、牧野 勲

第36回 日本胆道学会総会

平成12年10月26日 、神戸 、ポー トピアホテル

特別講演

胆汁酸の腸肝循環と機能

○牧野勲

第22回 胆 汁酸研 究会

平成12年11月25日 、京都 、京都府立医大大講堂

FarnesoidXreceptor(FXR)の 細胞 内局在 の検 討

○平野史倫、小林厚志、丸山直紀、府川悦士、藤井博、牧野勲

(3)出 版物

な し
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