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学位論文内容の要旨

［背景］インテグリンは細胞外マトリックスの受容体として働き、細胞の接着や遊走、生存
などを誘導することが報告されている。a9インテグリン（以下a9)はa,4インテグリン（以下
a4)と種々のりガンドを共有していることや、一次構造の相同性から独立したサブファミリ
ーに分類されている。めとa4の共通のりガンドのーっであるオステオポンチン(OPN)は分
子中央部に159RGD161配列を有し、晒pi、av[33インテグリンなどのRGD受容体と結合する。
またその下流のR168とS169の間にトロンビン切断部位が存在し、露出した162SVVYGLR168配
列を介してa4、めと結合する。特にめはトロンビン切断型OPNとのみ接着する。OPNは
マクロファージのIL-12産生を介したT細胞のThlへの分化、腫瘍の浸潤、転移など多彩
な機能を有していることカ§報告されており、当研究室ではOPNに対する中和抗体や遺伝子
欠損マウスを用いた検討から、関節炎や肝炎においてOPNが病態形成に重要な役割を持つ
ことを報告してきた。OPNの機能はトロンビン等プロテアーゼ切断による構造変化と、そ
れにより結合する受容体の変化、更には、リン酸化等の翻訳後修飾などによって変化しう
る。プロテアーゼは炎症において局所で活性化することが報告されていることから、炎症
状態ではOPNとインテグリンの結合様式が変化することが予測される。更にa4とめは共
にOPN上のSVVYGLR配列を結合領域としているが、その結合機構の違いについては不明
であった。また、OPNはG166とL167の間でMMP-3/-7により切断を受けるが、これに対す
るa4、めの接着についての研究も断片的である。そこで、初めにa4とa9の細胞接着と遊
走におけるOPN機能部位の同定を行った。
  次に、炎症におけるめの機能を解析するために、リンパ管内皮細胞(LEC)上のめに着目
した。め遺伝子欠損マウスはりンパ管の弁の形成不全による乳び胸症を示し、出生後早期
に死亡することから、LEC上で発現するめの重要性が示唆された。更に、リンパ管新生因
子であるVEGF-A、ーC、-Dはa9に接着することが報告されているが、成体におけるLEC
上のめの機能は不明であった。そこで、マウスに完全フロイントアジュバント(CFA）を投
与することにより炎症を誘導し、当研究室で樹立した抗めインテグリン抗体（55A2C）を用
いてLECにおけるめの機能を解析した。
［方法と結果］OPN機能部位の解析のためにOPNN末断片（RAANhalOのSVVYGLR配列
をーっずつAに置換したりコンビナントタンパク質を作製した。同様にしてMMP切断型N
half（MMPRAANhalDを作製した。またCHOーK1細胞に、叫とめをそれぞれ遺伝子導入し
安定発現細胞株（叫／CHO‐K1、a9／CHO―K1細胞）を樹立した。これらを用いて細胞接着試験と
細胞遊走試験を行い、各変異体とRAANhalfに対する接着性、遊走性との比較を行った。
細胞接着試験の結果、SVVYGLR上で叫との接着に重要なアミノ酸はV164、Y165、L167であ
り、めではV164、Y165、L167、R168であること、MMPRAANhalfは甜／CHO‐K1細胞に対し
て有意な接着性を示したが、d9／CH0‐K1細胞に対しては接着性を示さないことが分かった。
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この結果と一致して、V164A、Y165A、L167A変異体は叫とa9/CHO-Kl細胞いずれに対し
ても遊走性が低下した。a4/CHO-Kl細胞はさらにV163Aに対しても細胞遊走の低下を示し
た。
  LEC上のめの機能を解析するために、CFAを投与する前日に55A2Cあるいは対照抗体
を投与し、CFA投与6日後にりンパ節(LN)を採取し、LECマーカーであるLYVE-1で免疫
染色することによルリンパ管新生を評価したが、両群に差は認められなかった。しかしな
がら、55A2C投与群に韜いて髄洞の空洞化とCD4+T細胞数の増加が認められた。そこで、
CFSEラベルしたMOG35_55特異的TCRトランスジェニックマウス(2D2)CD4゙ T細胞を予め
55A2Cあるいは対照抗体を投与しておいたマウスに移入し、MOG35_55/CFAを免疫し、3日
目の鼠径リンパ節(iLN)におけるCFSE゙ 細胞を共焦点顕微鏡により計数した。その結果、
55A2C投与群においてiLNにおけるCFSE+細胞数の顕著な増加が認められた。一方、
MOG35_55を免疫しなかった場合両群に差は認められなかった。更に、抗a4、aL抗体の投与
によりLNへのりンパ球の移入を遮断する実験を行い、LNからのりンパ球の移出について
検討した。その結果、対照群では抗a4、aL抗体の投与によりiLNにおける細胞数の減少が
見られたが、55A2C投与群ではその細胞数の減少が抑制された。一方、腸間膜LNや、MOG35_55
非免疫群のiLNでは55A2C投与による影響は認められなかった。この結果は、めが炎症の
所属LNに限局して細胞移出に関与していることを示唆している。これをさらに検証するた
め、LECを単離し、めりガンドであるOPNやTenascin-Cで刺激し、細胞移出に重要と考え
られるSIPの産生を薄層クロマトグラフイーによって解析した。その結果、a9リガンドで
刺激することにより、培養上清中のSIPが増加した。さらに、LECにおけるSIPの特異的
輸送体であるSpns2の遺伝子発現がa9リガンド刺激で亢進することが分かった。最後に、
55A2Cあるいは対照抗体を投与したSJL/JマウスにPLP139_151/CFAを免疫し、実験的自己免
疫性脳脊髄炎(EAE)を誘導し、臨床スコアを比較した。その結果、55A2C投与群において臨
床スコアの抑制、発症の遅延、脊髄の炎症細胞浸潤及び脱髄斑の形成の抑制が認められた。
一方、iLN細胞を用いた抗原再刺激による細胞増殖及びサイトカイン産生には両群間で差は
認められなかった。
［考察］OPN変異体を用いた細胞接着試験の結果から、a4、めのOPNに対する細胞接着は
R168に違いがあることが分かった。R168はトロンビン切断部位であることから、この部位に
対する接着性の差によって、餌はOPNとの接着においてトロンビン切断を必要とせず、め
はトロンビン切断が必須であるという相違が現れることが示唆された。さらにめはMMPN
halfに対しては接着性がみられなかった。炎症においてはMMPやトロンビンなど種カのプ
ロテアーゼが活性化することから、様々な型に切断されたOPNが存在すると考えられ、め
はより限局した状況で機能が発揮されると考えられる。また、この仮説と一致して、55A2C
投与による細胞移出の抑制は、CFA投与により炎症を誘導した所属LNにおいてのみ観察さ
れた。さらに、55A2C投与によってEAE臨床スコアの抑制が認められた。リンパ飾におけ
るT細胞の抗原認識は炎症性疾患に共通した現象であることから、抗め抗体の投与はEAE
の み な ら ず 他 の 炎 症 性 疾 患 に お い て も そ の 治 療 効 果 が 期 待 さ れ る 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

cv9インテグ1）ンのりガンド認識機構と

りンノヾ節外移出調節に関する研究

  学位論文において、申請者は第1章では、オステオポンチン(OPN)とその受容体であるa

9インテグリンの接着様式を解析し、第2章では、リンパ管内皮細胞上のa9インテグリン

の機能にっいて詳細な報告を行った。

  前半（第1章）では、インテグリンファミリーの中で共通の亜群に属するa4及びa9イン

テグリンが、OPN内のSWYGLRを共通の認識部位とするにも関わらず、何故、a4は全

長型及ぴトロンビン切断型の両方に結合するのに対し、ロ9インテグリンは切断型にしか結

合しないという結合様式の差異があるのかについて検討した。このためにa4，a9インテ

グリンをそれぞれ遺伝子導入したCHO細胞を作製し、SVVYGLRのアミノ酸を1っずつA

に置換したトロンビン切断型OPNN末断片タンパク質に対する接着試験、遊走試験を行っ

た。この結果から、a4及びa9インテグリンがSV VYGLRを共通認識配列としているの

は、共に接着にV164，Y165，L167を要求しているからであり、ロ4とa9インテグリンの全長

型及ぴトロンビン切断型OPNにおける接着性の差は、a9インテグリンのみがR168を必須

としているからであることを見出した。  また細胞遊走試験においてR168が細胞遊走の抑

制においても機能していることを発見した。

  後半（第2章）では、in vitroのみならず、invivoにおける所属リンパ節内リンパ管内皮細

胞上のa9インテグリンの機能解析を行った。in vitroの検討からりンパ管内皮細胞のa9

インテグリンと、そのりガンドであるテナーシンC (TN-C)の結合がsphingosine1

phosphate (SIP)トランスポーターのSpns2の発現上昇を惹起し、SIPの分泌を促進する

ことを発見した。さらに抗ぱ9インテグリン抗体により、所属リンパ節からのりンパ球移出

が抑制されることを発見した。実際、in vivoにおいて抗a9インテグリン抗体投与により

多発性硬化症のモデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)が抑制されることを示した。
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このりンパ節に蓄積したCD4+細胞を正常マウスに移入することで、重篤なEAE症状を誘

導することを示した。これは所属リンパ節においてエフェクター細胞が蓄積している可能

性を示すものである。

  前半第1章のOPNの受容体による認識に関する研究については、副査の笠原教授より

OPNの立体構造と、トロンビン切断についての報告に関する質問があった。  後半の第2

章については、副査の瀬谷教授よルリンパ節におけるa9インテグリンと今回着目した

TN-C以外のりガンドについて、笠原教授より抗a9インテグリン抗体投与群からのCD4+

細胞の養子移入によりEAEが増悪化する理由、また、正常と炎症状態における抗ぱ9イン

テグリン抗体の効果について、また主査の西村教授より抗a9インテグリン抗体投与後の

EAE症状の経過と、リンパ節内に貯留したT細胞亜群について質問を受けた。副査の守

内教授からは、特に1章と2章の論文の展開について、表現方法を工夫するように求めら

れた。申請者は、何れの質問に対しても、自己の実験データや過去の報告を引用しながら

概ね適切な回答をなし得た。

  この論文はa4及ぴa9インテグリンとOPNの結合様式の分子機序をin vitroの実験で

明らかにした。a4インテグリンの機能に関しては多くの報告がなされており、抗a4イン

テグリン抗体は抗体医薬としても自己免疫疾患等に使用されている。一方で、申請者は、

本研究において、これまで不明であった口9インテグリンの機能を詳細に検討している。

a9インテグリンとりガンドの結合が、in vivoでのりンパ節からの細胞移出にSIPトラン

スポーターの誘導を介して関与している事を初めて証明した。これらの成果は、抗a9イン

テグリン抗体が、他の難治性炎症性疾患の治療にも応用可能であることを示唆するもので

ある。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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