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レチノイン酸受容体・リラキシン－3受容体への

作用物質を用いた受容体の免疫学的・

薬理学的役割の研究

―創薬研究アプローチを用いた受容体の機能解析に関する研究一

学位論文内容の要旨

  この論文では、核内受容体およびG一タンパク質共役受容体(GPCR)の機能が明確ではない受容体に着目して、そのパ

スウェー最適かつハイスループットスクリーニング化可能な実験系を構築し、特徴付けされた化合物や物質を道具として

活用し、受容体やりガンドに関する情報と組み合わせて、リガンドの新たな薬理活陸の発見や受容体懺能の解析を行った。

以下の研究に基づいている。

  1．血球系細胞におけるRARを介さないRXRパスウェーの存在

  2． RARaの免疫学的機能解析-RARo選択的化合物の移植片対宿主病への応用

  3．リラキシンも受容体の薬理学的機能解析．

  核内受容体のーつであるレチノイン酸レセプター(RAR)には、相同性が高い0、ロ、yのサブタイプが存庄し、all

-trans retinoic acid (atRA、ビタミンA酸）がその生体内リガンドである。RARは、RARに相同性が高いレチノイドX

レセプター(RXR)とヘテロダイマーとして働くことが知られており、RARのりガンド依存的にRXR/RARのヘテロダイマ

ーが転写を浩陸化することが知られている。atRAの機能解析は古くから行われていたが、それらの機能にどのRAR廿ブ

タイプが関与しているのかにっいては分かっていないことも多かった。またRXRの生体内リガンドはatRAの光学異陸体

である9-cis retinoic acid (9cRA)である。9cRAはRARのアゴニストでもあり、9cRAがどちらのパスウェーで働くの

か、そのパスウェーに違いがあるのか、またRXR特異的なパスウェーにっいての詳細は分かっていなかった。

  RAR、RXRに特異的な化合物を評価するための、各サブタイプのレセプター発現系を構築し、その細胞を用いてバイン

ディングアッセイや、分泌型のアルカリフオスファターゼ(PLAP)を用いた転写活性測定系を構築した。またメディシナ

ルケミストとの共同でRARサブタイプ特異的なアゴニストやアンタゴニス卜を創出した。ER-27191はRARの全てのサブ

タイプにatRAと同程度の強さで結合するが転写括性化能を有しないパンアンタゴニストであり、ER一35795はRXRにのみ

結合するRXRアゴニスト、ER-38925はRARn特異的アゴニストであると特徴付けた。

  最初にこれらの特徴付けられた化合物を用いて、9cRAやRXRアゴニストで導かれる細胞機能に関与するパスウェーの

解析を試みた。骨髄陸白血病細胞株HL60はatRAや9cRAによって分化誘導される。また我々の見出したRXR特異的アゴ

ニスト(ER－35795)によっても分化誘導される。分化誘導の際に、atRAでHL60細胞内のRARロmRNAが誘導されるが、9c

RAの高濃度またはER－35795ではmRNAの誘導は観察されなかった。また、atRAや低濃度の9cRAでの分化誘導はRARア



ン タ ゴニ スト (ER一 27191)で完 全 に抑 制さ れ た。 一方 RXRア ゴ ニス トや 高 濃度 の9cRAで誘 導さ れ たHL60細 胞 の分 化は 、

ER-27191に よ っ て 抑 制 さ れな か った 。こ の ER-27191耐 性の 分化 誘 導は 、RXRホモ ダ イマ ーア ン タゴ ニス ト (LG100754)

と ER-27191の 存 在下 で抑 制 され るこ と を見 出し た 。9cRAに よ る分 化誘 導 はそ の濃 度 によ って RARアンタ ゴニストに対す

る 感 受性 が異 な り、 低濃 度 では RARを 介し て 、高 濃度 で はRXRを介 して そ のパスウェー を変えうることを 示した。また、

HL， 60の 分化 誘 導作 用の み なら ずり ン パ球 のLPS刺激 による増殖作 用にもこのパスウェ ーが衛生すること を示した。これ

ら ニ つの 細胞 系 で得 られ た 結果 より、RARの活性化とは別に 、RxRホ モダイマーにより独 自に活性化される 機お亀発現パス

ウ ェ ーが 存在 す るこ とを 明 らか にす る こと がで き た。

  次 にER138925を用 いた RARaの 免疫 抑 制効 果と GvHDへ の応 用 につ いて 検 討し た。

RARaアゴ ニス ト であ るAm一 80が 関節 リ ウマ チの 動 物モ デル で 効果 を示 し たり 、我 々 が見 出し た RARa特異 的 なア ゴニ ス

ト が 自然 発症 腎 炎モ デル で 自己 抗体産生抑制作用 と糸球体腎炎の発 症抑制効果を示した りすることが知ら れていた。そこ

で RARaと 免疫 抑 制作 用に 着 目し 、新 た な疾 患へ の 適用 とそ の 免疫 抑制 の メカ ニズ ム にっ いて 調 べた。具体的には 新規R

AR8特異 的 なア ゴニ ス トEIm8925を用 い て、 移植 片 対宿 主病 （ GvHD）治 療 薬へ の応 用 の可 能性 と りン パ瑚 活 にH匕 への R

ARaパス ウ ェー によ る 抑制 作用 の メカ ニズ ム を解 析し た 。

  マ ウス での 急 性GvHD（ aGVHD） モデ ンレ に おい て、 ER一38925は 1mg/kgから、生存期 間の延長を示した 。ER138925を投

与 し たa噺 Dマ ウ スの 脾臓 細 胞の 細胞 傷 害性 T細胞 （CTL）の 殺 細胞 漕陸 は 薬物の用量依 存的に低くなって いた。また、メ

ロ ぬ むDの りン パ球 混 合反 応に お いて は、 ER138925が T細胞 の 増殖 を抑 制 した こと か ら、 aGVHDモデ ル での 抑制 効 果は T

リ ン パ球 の分 裂 抑制 に基 づ くCTLの誘 導抑 制 であ るこ と が示 唆さ れ た。

  ま たaGVHDモ デン レ での 血中 の サイ トカ イ ンを 定量 し たと ころ 、 コン トロ ー ル群 では ILI12や 、IFNlッといった Th1型

の サ イト カイ ン が増 加し て いた が、 Ep38925投与 群で は これ らサ イ トカ イン の血中レベルは低 下していたことから 、aGv

HD発 症 抑 制 瓣 冓 と し て CTL増 贓 】 制 作 用 tこ カ ロ え て 、 Th1サ イ ト カ イ ン の 産 生 抑 制 に よ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

  さ らに 、マ ウ スの 慢性 GVHDモ ラシレでもER一38925投与群 では、DNAに対する自己抗体 価が有意に抑制さ れることが明ら

か と なっ た。 こ れら のこ と から 、RARaアゴ ニス ト 、ER一38925の 急 陸・ 慢性 GvHDに 対す る 免疫 抑制剤と しての新規薬剤

と し ての 可育 眦 を見 出す こ とが でき た 。

  最 後に 核内 受 容体 研究 で 得ら れた 経 験や ノウ ハ ウを元に 、薬物のターゲッ トとして実績の高 い細胞膜受容体であ るGPc

Rを タ ー ゲ ッ ト に 、 レ セ プ タ ー に 関 す る 各 種 情 報 に 基 づ く 実 験 系 構 築 から のア プ ロー チに よ る創 薬研 究 を行 った 。

  イ ンス リン ス ーパ ーフ ァ ミリ ーに 属 し既 知の ペ プチ ドで あ った りラ キ シン―3がGPCR135のりガンドで あることが報告

さ れ た。 リラ キ シン 一3は 、そ の mRNAレベ ル での 発現 解析では、脳 内の橋と呼ばれる部 分の限られた細胞 に発現が限局し

て い るこ と、 ま た、 受容 体 であ るGPCR135も 視床 下部 に発現してい ることが知られてい た。視床下部領域 が摂食行動に重

要 な 役割 を果たしてい ることが知られて いたため、リラキシ ン―3に もその作用があると 仮説を立て、その 検証を行った。

  ま ず、 ハイ ス ルー プッ ト 性の 高い PLAPを 応用 し たレ ポー タ ーア ッセ イ スクリーニン グ系を構築した。 GPCRシグナルの

下 流 で 転 写 活 ヰ 封 出 こ 関 与 す る CREBに REBindingprotein） が結 合す る 配列 CRE（ cAMPResponseElement） をPLAPgene

の 上 流に 挿入 し たGPCRシ グ ナル 依存 的 転写 活性 系 をHEK293細 胞で 構築 し た。リラキシ ンー3を ペプチド合成しこの 系でG

PcR135へ の活 性 を調 べた と ころ 、転 写 活性 系に よ るEC50は O．3川 程度 で あり、報告と 遜色のないアゴニ スト活性である

こ と を確 認し た 。

  脳 室内 にり ラ キシ ンも を 単回 で投 与 した とこ ろ 、投 与後 2時間 の 摂餌 量が 増 加す るこ と を見 出した。 そこで、脳室内

に り ラキ シン ー 3を 連 続投 与し た とこ ろ、 投 与初 日か らラットの摂 餌量が増加すると共 に体重が有意に増 加することを見

出 し た。 投与 2週間 後 には 、精 巣周囲の 脂肪量がりラキシン ―3投与 群で有意に増加し、 肥満マーカーとな るインスリン、

レ プ チン の血 中 濃度 も有 意 に上 昇し た こと を見 出 した。こ れらのことから、 リラキシン―3の摂食・代謝 調節への関与を

初 め て明 らかにすると 共に、リラキシン ―3アンタ ゴニストの創出は 抗肥満薬としての開 発の可能性がある ことを示した。

  今 回見 出し た 受容 体情 報 から の創薬研究は、治 療薬の開発への道 としてはまだ途上で あるが、受容体の 遺伝予情報から
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最適か つハイ スル ープッ ト化可 能な実 験系 構築し 、既知 の情報と特徴付けされた化合物、物質を道具として駆使すること

で、新 たな薬 理活 陸や機 能解析 に結び っけ ること で新規 なターゲットを見出すことができるアプローチのーつであること

を示す ことが でき た。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

レチノイン酸受容体・リラキシン―3受容体への

作用物質を用いた受容体の免疫学的・

    理学的役割の研究

―創薬研究アプローチを用いた受容体の機能解析に関する研究一

  この論文では、核内受容体およびG一夕ンパク質共役受容体（GPCR)の機能不明

の受容体に着目して、受容体の活性測定のためのハイスループットスクリーニ

ング化可能な実験系を構築し、特徴付けした化合物を活用することで、新たな

薬理活性の発見と受容体機能の解析、創薬夕ーゲットとしての評価を行い、以

下を明らかにした。

  核内受容体のRARは、RXRとへテロダイマーとして働くことが知られていたが、

RARとRXRの生体内リガンドである9ーcis retinoic acid（9cRA)がどちらの受容

体を介して機能を発揮するのか、またRXR特異的な機能についての詳細は分かっ

ていなかった。そこで、9cRAの機能発現とRXRアゴニストを用いて細胞機能につ

いて解析した。

  骨髄性自血病細胞株HL60は9cRAによって、またRXRアゴニスト、ER―35795によ

っても分化誘導された。分化誘導の際に、RARのりガンドであるatRAでHL60細胞

内のRARロmRNAが誘導されるが、9cRAの高濃度またはER－35795ではそのmRNA誘

導は観察されなかった。さらにRXRアゴニストや高濃度の9cRAで誘導されたHL60

細胞の分化はRARアンタゴニストによって抑制されなかった。このRARアンタゴ

ニスト耐性の分化誘導は、RXRホモダイマーアンタゴニストで抑制されること

を見出した。すなわち、9cRAによる分化誘導はその濃度によって、っまり低濃

度ではRARを介して、高濃度ではRXRを介してその機能を発揮しうることを示し

た。また、LPS刺激によるりンバ球増殖作用も、RXRアゴニストによって増殖が
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阻害されることを見出した。以上よりRARを介さないRXRの活性化による細胞機

能発現シグナル系の存在と、RXRアゴニストの創薬への応用について可能性を示

した。

  RARaアゴニストが関節リウマチの動物モデルや自然発症腎炎モデルで発症抑
制効果を示したりすることが知られていた。そこで新規RARa特異的アゴニスト

ER―38925を用いて、RARaシグナル系による免疫抑制効果と化合物の移植片対宿

主病（GVHD）への応用を検討した。

  マウス急性GVHD（aGVHD）モデルにおいて、ER―38925投与による生存期間の延
長を見出した。化合物を投与したGVIIDマウスの脾臓細胞の細胞傷害性T細胞

（CTL）活性は用量依存的に低くなっていた。さらに、カvitroのりンバ球混合

反応においても化合物はドナーリンパ球の増殖を抑制したことから、GVHDモデ

ルでの効果はTリンバ球の増殖抑制に基づくCTLの誘導抑制であることが示唆さ
れた。このモデルでの血中のサイトカインを定量したところ、コント口ール群

ではIL－12や、IFN-アといったThl型のサイトカインが増加していたが、化合物

投与群ではこれらサイトカインの血中レベルは低下していた。従って、発症抑

制機構へのThlサイトカインの産生抑制の関与も示唆された。また、マウスの慢
性GVHDモデルではER－38925投与群では、DNAに対する自己抗体価が有意に抑制す

ることが明らかとなった。以上のことから、RARaを介した免疫抑制機構と、RAR

aアゴニスト、ER―38925のGVHDに対する新たな発症予防や治療薬としての可能

性を示した。
  さらに、インスリンスーバーファミリーに属し既知ベプチドであったりラキシ

ン-3がGPCR135のりガンドであることが報告された。そこでりガンドと受容体の

発現情報より、摂食行動に重要な役割を果たしていると仮説を立てその検証を

行った。

  ハイスループット可能な転写活性測定系をHEK293細胞で構築し、合成リラキシ
ン―3のGPCR135への活性を調ベ、報告と遜色のないアゴニスト活性であることを

確認した。脳室内に1」ラキシン―3を投与したところ、投与後2時間の摂餌量が

増加することを見出し、次に脳室内にりラキシン―3を持続投与したところ、ラ

ットの摂餌量と体重が共に有意に増加することを見出した。投与2週間後の精
巣周囲の脂肪量がりラキシン－3投与群で有意に増加し、肥満マーカーであるイ

ンスリン、レプチンの血中濃度も有意に上昇することを見出した。以上のこと

から、リラキシン－3の摂食・代謝調節への関与を初めて明らかにすると共に、

リラキシン－3アンタゴニストが抗肥満薬の創薬夕ーゲットであることを示し
た。

  上記より、既知の情報と特徴付けされた新規化合物をツールとして駆使するこ

とで、新たな薬理活性や機能解析の発見に結びっき、新規創薬夕ーゲットを明

らかにすることができた。これらのターゲットも今後の治療薬開発にっながる
ことが期待される。

  よって本研究は博士（薬学）の学位を授与するに相応しいものである。
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