
GlcNAc＋，m／z５１２］，さらにその診断イオンを開裂させた

ときに生じる GalGlcNAc＋（m／z３６６）を指標として，ルイ

ス x付加糖ペプチドのMS／MSスペクトルを探した．

図３B及び図３Cは，それぞれMS／MSにより生じたルイ

ス x診断イオン（m／z５１２），及びそこからMS／MS／MSに

よって生じた GalGlcNAc＋（m／z３６６）のエクストラクテッ

ドイオンクロマトグラム（EIC）である．ピークが認めら

れた位置付近から，ルイス x付加糖ペプチドと推定された

スペクトルデータを取り出した．

つぎに，前節で示した糖ペプチド解析の手順に従い，

MS／MSスペクトルのフラグメントイオンを帰属した．そ

の結果，主なピーク付近に溶出されたルイス x付加糖ペプ

チドの糖鎖は，１あるいは２分子のルイス x構造，バイセ

クティング GlcNAc及び還元末端 GlcNAcに Fucが結合し

た複合型二本鎖糖鎖であることが明らかとなった（図３D）．

さらに，ペプチド関連イオン（［peptide＋GlcNAc＋nH］n＋）

を前駆イオンとして得られたMS／MS／MS／MSスペクトル

を用いて，データベース検索を行ったところ，表１に示し

たように，１４種類のルイス x付加糖ペプチドの糖鎖構造

とアミノ酸配列を帰属することができた．

４． お わ り に

糖鎖関連フラグメントイオンを指標とすることにより，

糖タンパク質の混合物であっても糖鎖結合部位ごとの糖鎖

構造解析が可能となった．また，グライコエピトープの診

断イオンを指標とすることで，目的の糖鎖が付加した糖タ

ンパク質の網羅的な解析もできるようになってきた．しか

し，糖ペプチドはペプチドよりもイオン化されにくいこ

と，また LC／MSnにより得られる構造情報は限られている

ことから，現段階において LC／MSn単独で，複雑な試料中

の糖ペプチドを同定することは難しい．糖ペプチドを高感

度に検出し，より詳細な構造情報を得るためには，本稿で

示したような SDS-PAGEやレクチンなどで糖タンパク質

あるいは糖ペプチドを事前に濃縮する方法や，糖鎖構造を

確認できるエキソグリコシダーゼ消化法などと組み合わせ

ていくことが重要である．また，レクチン等を用いる濃縮

法では，特定の糖鎖が付加した糖ペプチドしか回収するこ

とができないので，糖ペプチドのみを効率良く回収する方

法も開発する必要があるかもしれない．そのような回収法

と我々が紹介した分析法を組み合わせることで，様々な種

類の糖鎖が付加した糖ペプチドを網羅的に同定することが

可能になるものと思われる．
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核内受容体を標的とした Th１７細胞制御と
自己免疫疾患

は じ め に

多発性硬化症（multiple sclerosis；以下MS）は，中枢神
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経系の脱髄を主徴とし，Th１細胞や Th１７細胞などのエ

フェクター T細胞の機能亢進による組織障害が病態形成

に深く関わる典型的な炎症性自己免疫疾患である１，２）．した

がって病原性 T細胞制御の観点からMSの病態を理解す

ることは，本疾患の予防や治療への根本的な道を開くこと

につながると考えられる．このような観点から，我々は

MSの新規治療標的の同定を目的として，MS患者末梢血

T細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い，健常者に比較して

MS患者 T細胞で発現が変動する一連の遺伝子群の同定に

成功した３）．そのなかで，MS患者で最も高い有意差を

もって発現亢進を認めた遺伝子として同定したオーファン

核内受容体 NR４A２は，MSの動物モデルである実験的自

己免疫性脳脊髄炎（experimental autoimmune encephalomye-

litis：以下 EAE）マウス由来の中枢神経浸潤 T細胞でも発

現の亢進が認められた．さらに T細胞の NR４A２発現レベ

ルに相関して炎症性サイトカインの産生が変動し，一方

NR４A２特異的 siRNA処理により passive EAEモデルにお

ける EAE病態が有意に抑制されたことから，NR４A２が病

原性 T細胞の機能亢進と病態形成に深く関わる可能性が

示された４）．本稿では，自己免疫病態形成に関わる T細胞

の炎症性サイトカイン産生における NR４A２の機能につい

て，これまでに我々が明らかにした知見を中心に紹介する．

１． オーファン核内受容体 NR４A２

ヒトの核内受容体は４８種類の異なる分子からなるファ

ミリーをなしており，エストロゲン受容体，グルココルチ

コイド受容体や脂溶性ビタミン受容体などを含む５，６）．病原

性 T細胞を構成する Th１７細胞と核内受容体の関わりを考

えた時，東の横綱は Th１７細胞のマスター制御分子レチノ

イドオーファン受容体 RORγt／NR１F３７）で，西の横綱がリガ

ンド依存性に Th１７細胞機能抑制能をもつレチノイン酸受

容体 RARα／NR１B１８）といったところであり，Th１７細胞と

核内受容体との関わりは予想以上に深いことを再認識させ

られる．さて NR４Aファミリー分子は NR４A１（NGFB-I／

Nur７７），NR４A２（Nurr１），NR４A３（NOR１）の３種からな

る９）．NR４Aファミリー分子は図１に示すような様々な生

体応答に関与し，その一部には分子間の機能的オーバー

ラップが認められる．このなかで NR４A２の発現部位は主

に中枢神経系に集中しており，なかでも中脳腹側，脳幹や

脊髄に強い発現を認める．免疫学との関連では，T細胞受

容体の架橋や炎症性サイトカインなどの刺激により，T細

胞で一過性に発現誘導される immediate early geneとして

知られている．NR４Aファミリー分子は，核内受容体分子

間に共通の複数の機能ドメインからなる（図１）．このう

ち二つの Znフィンガーからなる N末側の DNA結合ドメ

イン（DBD）は，受容体間で非常に良く保存されており，

標的分子プロモーター内の応答配列への結合に関わる．

C末側に位置するリガンド結合ドメイン（LBD）は，各分

子間での多様性が高く，通常それぞれ異なるリガンドを認

識する．リガンドが結合した核内受容体では AF２ドメイ

ンのコンフォメーションが変化し，末端のへリックス１２

が活性型の配向をとると，コリプレッサーを遊離してコア

クチベーターと会合するようになり転写活性化能を獲得す

る．一方，リガンドが未知の核内受容体はオーファン受容

体と呼ばれ，NR４Aファミリー分子もこの中に含まれる．

構造解析の結果，NR４A２の LBDはかさ高い芳香環や疎水

性の側鎖をもつアミノ酸に覆われており，典型的なリガン

ド結合ポケットがないことが示されている１０）．NR４A２の

へリックス１２は，リガンド非依存的に活性型受容体類似

のコンフォメーションをとることが分かり，現在ではリガ

ンド非依存的に転写活性化能を有するものと考えられてい

る．

２． NR４A２の誘導因子と標的分子９）

NR４A２は，脂肪酸，プロスタグランジン，カルシウム，

増殖因子，ペプチドホルモン，神経伝達分子など，実に

様々な因子に応答して急速に発現が誘導される．これらの

刺激で活性化された NF-κBあるいは CREBがプロモー

ターの転写活性化領域に結合することで，NR４A２遺伝子

が発現されると考えられている．一方，NR４A２タンパク

質はリガンド非依存的に認識配列に結合し，下流の遺伝子

発現を誘導する（図２）．このように NR４A２分子の機能制

御は，主に誘導因子による転写誘導レベルで行われてい

る．NR４Aファミリー分子の認識配列としては，�（A／T）

AAAGGTCA配列からなる NBRE（NGFI-B response ele-

ment；単量体あるいは二量体の NR４A分子が結合），

�NBRE類似の AAAT（G／A）（C／T）CAの逆向き繰り返

し配列からなる NurRE（Nur-responsive element；プロオピ

オメラノコルチン（POMC）プロモーターに存在），�DR５

配列（レチノイド X受容体（RXR）とのヘテロダイマー

形成による）の３種が知られている．NR４A２の標的遺伝

子として最も良く解析されている遺伝子の一つがチロシン

ヒドロキシラーゼ（TH）遺伝子であり，NR４A２依存的な

ドパミン（DA）の産生は，TH遺伝子プロモーターに存

在する NBREを介して誘導される．NR４A２を欠くマウス

では中脳黒質のドパミン産生ニューロンの形成が障害さ
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れ１１），さらに家族性パーキンソン病の一部に NR４A２の遺

伝子異常が見いだされたことから１２），TH発現における

NR４A２の重要性が再認識されている．他にも NR４A２の標

的探索を目指した個別の解析から複数の標的遺伝子が報告

されており，NR４A２は中枢神経機能制御のみならず，さ

まざまな領域に深く関わる可能性が示されている．

３． T細胞機能と NR４Aファミリー分子

免疫系における NR４Aファミリー分子の機能に関して

は，T細胞アポトーシス誘導，および胸腺での「負の選択」

における NR４A１分子の機能がとくに詳細に解析されてい

る１３～１６）．TCR刺激によるカルシウム流入に伴って活性化し

たMEF２は，NR４A１発現を介して T細胞アポトーシスを

引き起こす．一方で，この経路は NR４A１分子と Bcl２分子

との分子間相互作用を介した制御を受ける．つまりMEF２

と結合した転写抑制因子 Cabin１は，MEF２と p３００の結合

を阻害するとともに，mSin３との結合を介して HDAC１／２

をリクルートすることにより，MEF２による NR４A１の誘

導経路を遮断してアポトーシスを抑制すると考えられてい

る（挿絵参照）１７）．一方，NR４A１欠損マウスの胸腺および

末梢の T細胞アポトーシスには大きな異常はなく，胸腺

などで共発現する NR４A２などの他の分子が NR４A１欠損

図１ NR４A核内受容体ファミリー分子
NR４Aファミリー分子は３種の分子からなり，核内受容体分子に共通の構造を有する．生理的なリガンドは不明であるが，さまざ
まな生体応答に関わる．NR４A２は，プロスタグランジン，増殖因子，炎症性サイトカインや T細胞受容体架橋に応答して発現が
誘導され，これは NF-κBあるいは CREBの活性化を介すると考えられている．一方，このようにして発現した NR４A２分子は，
NBRE（NGFI-B response element），NurRE（Nur-responsive element），DR５などの特定の配列を認識してターゲット遺伝子の発現を
誘導する．これまでにチロシンヒドロキシラーゼを筆頭に，複数のターゲット遺伝子が報告されている．
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を補完することにより，強い表現型の発現を抑制している

ものと予想される．一方，NR４A２欠損マウスでは，中脳

のドパミン産生ニューロンの欠損が著しく，胎児は生後す

ぐに死亡する．この NR４A２欠損マウスの表現型は NR４A１

や NR４A３では補完できないことから，NR４A２独自のユ

ニークな機能の存在を強く示唆している．NR４A２欠損マ

ウスは，生後の長期維持が不可能なため，免疫系を含む成

体の機能異常の解析は難しく，コンディショナル欠損マウ

スなどを用いた解析が待たれる．

４． 自己免疫疾患における NR４A２の役割

MSなどの自己免疫疾患では，炎症性 T細胞が脳炎惹起

に重要な役割を果たす．エフェクター CD４陽性 T細胞は，

複数の機能的に異なる細胞群に分類されるが，以前より知

られていた Th１細胞，Th２細胞に加えて，Th１７細胞１８）と

制御性 T細胞１９）の発見を契機に，より複雑さを増している

（図２）．MSの病態形成初期には，Th１細胞や Th１７細胞に

代表される自己反応性 T細胞が決定的な役割を果たすと

図２ 自己免疫応答と Th１７細胞機能に対する NR４A２の役割
（A）ナイーブ T細胞が抗原提示細胞上の抗原を認識すると，種々のサイトカイン環境依存性にそれぞれ機能的に異なる
T細胞（Th１／Th２／Th１７／iTreg）へと分化する．自己免疫の観点からは，Th１細胞と Th１７細胞の双方が自己免疫病態に関わ
ると考えられており，双方の細胞機能を制御することが重要な課題である．
（B）NR４A２遺伝子を IRES-GFPの上流に組み込んだレトロウイルスとコントロールウイルスを，それぞれマウス脾臓 CD４
陽性 T細胞に感染させ，GFP陽性細胞の炎症性サイトカイン産生を，細胞内サイトカイン染色法を用いて比較した．
NR４A２発現細胞（GFP陽性細胞）では，対照に比べて IL-１７の産生が増強している（０．５９％ vs１０．３１％）．
（C）PLP１３９―１５１ペプチドを免疫した SJLマウスの所属リンパ節細胞に，NR４A２特異的 siRNAあるいはコントロール RNAを
遺伝子導入した．抗原ペプチド存在下で３日間培養して再刺激した細胞を，放射線照射した SJLマウスに移入し，EAEを
誘導した．NR４A２特異的 siRNA処理群の EAEスコアは，コントロール群に比べて病態の軽症化が認められた．
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考えられており，このような病原性 T細胞の遺伝子発現

解析は，新規治療標的の探索に有効な手段である．我々

は，DNAマイクロアレイを用いたMS患者末梢血 T細胞

の網羅的遺伝子発現解析を通じて，MS由来 T細胞で発現

が変動している遺伝子群を解析し，NR４A２を含む興味深

い遺伝子群を同定した３）．エフェクター T細胞における

NR４A２の機能をより詳細に探るため，以後MSのマウス

モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（以下 EAE）に

おける NR４A２の挙動を追うこととした４）．

EAEは，中枢神経系に発現するミエリン・オリゴデン

ドロサイト糖タンパク質（MOG）やプロテオリピッドタ

ンパク質（PLP），ミエリン塩基性タンパク質（MBP）な

どに由来する脳炎惹起性ペプチドをマウスに免疫すること

で発症が誘導できる．MOG３５―５５ペプチドを免疫することに

より EAEを発症した C５７BL／６マウスから T細胞を分離

し，NR４A２の発現レベルを定量 PCR法により比較したと

ころ，中枢神経系浸潤 T細胞および末梢血 T細胞で，選

択的な NR４A２の発現亢進が検出された．中枢神経系浸潤

T細胞のなかの約３割が IL-１７産生細胞であったことか

ら，NR４A２と IL-１７産生との間に何らかの関連がある可

能性を予想してさらに検討を加えた．まず NR４A２の発現

亢進が，T細胞の炎症性サイトカイン産生に与える影響を

調べるため，IL-１７遺伝子プロモーターを含むレポーター

遺伝子をマウス T細胞株である EL４細胞に導入してルシ

フェラーゼアッセイを試みたところ，NR４Aの共発現によ

りルシフェラーゼ活性が有意に増強した．さらにレトロウ

イルスを用いて，脾臓 T細胞に NR４A２分子を過剰発現さ

せると，TCR刺激後の IL-１７産生が選択的に亢進した

（図２）．次にあらたに設計した NR４A２特異的 siRNAを用

いて，ヒト T細胞の炎症性サイトカイン産生に与える影

響を検討した．健常人由来末梢血 CD４陽性 T細胞を

siRNA処理した後抗 CD３抗体で活性化して炎症性サイト

カイン産生を調べた結果，NR４A２特異的 siRNA処理した

T細胞における IL-１７産生は有意に抑制された．本 siRNA

は，MS患者由来末梢血 CD４陽性 T細胞の炎症性サイト

カイン産生に対しても抑制的に作用することが明らかと

なった．一連の結果から，T細胞における NR４A２発現量

と炎症性サイトカインの産生に正の相関があることが示さ

れた．本 siRNAの配列は，ヒト・マウス間で完全に保存

されていたことから，EAEマウスにおける病原性 T細胞

の機能に対する siRNAの効果を検討した．PLP１３９―１５１ペプチ

ドを SJLマウスに免疫して得られた抗原特異的 T細胞を，

放射線照射により T細胞を除去した SJLマウスに移入す

る passive EAEモデルにおいて，in vitro で抗原刺激した

T細胞を NR４A２特異的 siRNAで処理すると，移入後の

EAEは有意に軽症化した（図２C）．これらの結果は，

NR４A２が病原性に深く関わる Th１７細胞機能と連関してい

ることを示しており，NR４A２の発現あるいは機能制御を

介して自己免疫病態が制御できるのではないかと考えてい

る．

（文献１７より改変）
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５． 自己免疫疾患治療標的としての核内受容体

核内受容体の約半数はいまだリガンドが未知のオーファ

ン受容体であり，個々の機能は，その多くが不明のままで

ある．一連の結果は，NR４A２がMS治療標的候補である

ことを示しているが，有効なリガンド化合物の創製なしに

は，さらなる臨床応用研究への展開は難しい．PPARなど

の核内受容体においては，代謝制御因子としての生理機能

が次々と明らかとなったことを皮切りに，高脂血症改善作

用を有するフィブラート系 PPAR-α作動薬や，糖尿病治療
作用を有するチアゾリジン系 PPAR-γ作動薬などの臨床応
用が実現しており，核内受容体の新規リガンドの探索は創

薬の観点からも非常に重要な研究領域であるといえる．免

疫系，特に Th１７細胞の制御に限ってみても，例えば天然

型レチノイン酸および合成 RARアゴニストが，Th１７細胞

分化の抑制と制御性 T細胞の誘導を介して効果的に自己

免疫応答を抑制することなどが明らかとなっており８，２０），

新規自己免疫疾患治療法としての合成 RARアゴニストも

注目を集めている．病原性 T細胞と炎症性サイトカイン

の制御法の確立は，MSに限らず幅広い自己免疫疾患への

展開が期待できるため，今後，NR４A２を標的とした治療

戦略の実現に向けて研究を進めていく予定である．

お わ り に

MSの病態解明を目的とした研究の過程で我々が新たに

見いだしたオーファン核内受容体 NR４A２の，免疫系とく

に活性化 T細胞の炎症性サイトカイン産生における機能

と役割を中心に紹介した．本文でも述べたように，Th１７

細胞には様々な核内受容体の関与が示されているが，これ

は他のエフェクター T細胞との際だった違いであり，複

数の核内受容体が複雑に関わり合いながら Th１７細胞を制

御していると思われる．特に Th１７細胞機能に対する

NR４A２の作用は全くといっていいほど分かっておらず，

その分子機構を明らかにすることが急務であると思われ

る．
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