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自己免疫性関節炎におけるぱ9インテグリンの機能解析

学位論文内容の要旨

    a9インテグリンはオステオポンチン(OPN)やテネイシンーC(TNーC）を含む、

多くの細胞外マトリックス(ECM)タンパク質をりガンドとして認識する接着分子で

ある。これまで、OPN内のa9インテグリン結合配列を抗体により阻害すると自己免

疫性関節炎が抑制されること、そして、破骨細胞の分化や機能発現にa9インテグリ

ンが重要であることが報告されている。このため、骨破壊を伴う自己免疫性関節炎、

すなわち関節リウマチに茄いてa9インテグリンが重要な役割を果たしているのでは

ないかと考えた。しかし、a9インテグリンの欠損マウスは生後10日ほどで死に至

ること、これまで抗マウスa9インテグリン抗体が存在しなかったことから、病態に

おけるa9インテグリンの役割にっいてはほとんど解析が行われていなかった。そこ

で、当研究室で独自に樹立した抗マウスa9インテグリン抗体を用いて自己免疫性関

節炎におけるa9インテグリンの機能を解析した。

  まず、T細胞非依存的な自己免疫性関節炎モデルであるコラーゲン抗体誘導性関節

炎(CAIA)を用いて、炎症局所の滑膜組織におけるa9インテグリンの役割を検討し

たところ、滑膜の構成細胞である滑膜線維芽細胞と滑膜マクロファージがa9インテ

グリンを発現していた。さらに関節炎の発症に伴って、関節の炎症局所でa9インテ

グリンのりガンドであるOPNやTN-Cが発現亢進することも分かった。このOPNや

TN-Cによるd9インテグリン依存的な刺激によって、滑膜線維芽細胞と滑膜マクロ

ファージはサイトカインやケモカイン、プロテアーゼをどの多様な炎症性因子や組織

傷害因子の産生を亢進することが分かった。また、マウスにa9インテグリンの阻害

抗体を投与すると、関節局所における種々のサイトカインやケモカインの発現が低下

した。驚くべきことに、発症する直前(dayl）においても、抗a9インテグリン抗体

投与群で関節局所のケモカイン発現(CCL2、CCL4)の発現が抑制されていた。実際

に、抗a9インテグリン抗体を投与したマウスでは、発症前投与と発症後投与のどち

らにねいても、顕著に関節炎の臨床スコアが低下することが分かった。また、足ごと

の関節炎の発症率も有意に低下していた。さらに、抗d9インテグリン抗体の投与は

関節リウマチに特徴的な病理所見である滑膜の肥厚、炎症細胞の浸潤、パンヌスの形

成、骨・軟骨の破壊にっいても有意に抑制することが分かった。興味深いことに、OPN

やTN-Cによるa9インテグリン依存的な刺激は滑膜線維芽細胞からのOPN、TN-C

産生をさらに亢進させた。これは滑膜細胞とECMタンパク質問で、正のフイードバ



ックループが形成していることを示している。以上のことから、a9インテグリンは

滑膜細胞の活性化を促進することで、関節局所の炎症維持に重要な役割を果たしてい

ることが分かった。

  近年、関節リウマチを含む自己免疫疾患に必須のエフェクター細胞として、ILー17

を産生するへルパーT細胞サブセット(Th17)が注目されている。ThlやTh17など

特定のへルパーT細胞への分化には、特定のサイトカインが必須である。これらのサ

イトカインの供給は主にりンパ組織の抗原提示細胞が担って船り、Toll-like receptor

(TLR)は抗原提示細胞からのサイトカイン産生を誘導する因子として知られている。

しかしながら、TLR依存的な刺激はThl誘導性のサイトカインとTh17誘導性のサイ

トカインを両方誘導することから、ThlやTh17の優位性を決定するためには他の因

子が必要になると考えられる。これまでの研究の結果より、a9インテグリン依存的

なシグナルは滑膜細胞からTh17誘導性サイトカインであるIL-6の産生を強く促すと

いう知見を得ていたため、a9インテグリン依存的な刺激がりンパ節において抗原提

示細胞のIL-6産生を増強し、Th17優位な微小環境を与えるのではないかと考えた。

この仮説を検証するために、Th17細胞依存的な関節炎モデル、コラーゲン誘導性関

節炎(CIA)を用いてりンパ節におけるTh17の発達にa9インテグリンが関与するか

検討した。まず、リンパ節の抗原提示細胞に韜いてd9インテグリンの発現を確認し

たところ、conventional dendritic cell  (cDC)やマクロファージがa9インテグリンを発

現していることが分かった。また、免疫後リンパ節ではOPNやTN-Cが速やかに発

現亢進すること、そして活性化したcDCやマクロファージはOPNやTN-Cを産生す

ることが分かった。このように、免疫後のりンパ節はa9インテグリンが機能できる

環境であることが分かった。さらに、in vitroでcDCやマクロファージをa9インテグ

リンのりガンドであるOPNやTN-Cにより刺激したところ、これらの細胞からTh17

誘導性サイトカインであるILー6の産生が有意に亢進することが分かった。さらに、驚

くべきごとに、a9インテグリン依存的な刺激はTLR2やTLR4依存的な刺激に対し

て相乗的に作用し、IL-6産生をさらに亢進させることが分かった。興味深いことに、

Thlを誘導するサイトカインであるIL-12p40の産生に対しては、a9インテグリン依

存的を刺激はほとんど影響を与えなかった。CIAに韜いてIL-6依存的なTh17分化が

誘導される時期(dayO-day7)にa9インテグリンが機能しているか調べるため、day-l

とday2に抗a9インテグリン抗体をマウスに投与したところ、day3のりンパ節に韜

けるILー6の発現が低下し、day7のりンパ節におけるTh17の分化が有意に抑制された。

また、抗a9インテグリン抗体を投与したマウス由来のTh17では、Th17の遊走に重

要なケモカイン受容体(CCR6)の発現も低下して船り、2回目の免疫(day21）後に

はりンパ節においてTh17の蓄積が観察された。このように、a9インテグリンの阻害

は機能的なTh17の発達が阻害することが分かった。実際、抗a9インテグリン抗体

の投与は、CIA関節炎の発症を遅延させ、関節炎の悪性化も抑制した。このように、

a9インテグリンはりンパ節におけるTh17の機能的な発達を促進することで、自己免

疫 性 関 節 炎 の 発 症 に 重 要 な 働 き を 担 っ て い る こ と が 証 明 さ れ た 。
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  本研究の結果は、a9インテグリンの病態に韜ける重要性を証明したものであり、a
9インテグリンが関節リウマチの有望な治療標的になりうる可能性を示している。ま
た本研究は、4つの新規a9インテグリン発現細胞を同定し、炎症性因子の産生誘導
というa9インテグリンの新たな機能を報告したという点に描いて分子生物学的にも

意義のある報告である。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

自己免疫性関節炎におけるぱ9インテグリンの機能解析

    申請者は、自己免疫性関節炎モデルを用い、炎症が起こる関節病変部と抗原提示やェフェク

ター細胞の分化、増殖が起こる所属リンバ節としゝう2つの組織においてめインテグルンの役割を

詳細に解析し、その研究結果を報告した。

    関節の炎症局所では、滑膜線維芽細胞と滑膜マク口ファージがめインテグリンを発現してお

り、炎症に伴って発現亢進するオステオポンチン(OPN)やテネイシン(TN-C)とめインテグルン

が結合することで、滑膜線維芽細胞や滑膜マクロファージからのサイ′トカインやケモカインとい

った炎症性因子の発現を誘導できることを明らかにした。また、めインテグリンの阻害抗体

(55A2C)をマウスに投与することにより、コラーゲン抗体誘導性関節炎(CAIA)が著しく抑制

されることを発見した。さらに、T細胞依存的な自己免疫性関節炎モデルであるコラーゲン誘導

性関節炎(CIA)を用いて、所属リンパ節におけるTh17細胞の分化や機能に、めインテグリン依

存的なシグナルがどのような役割を担っているのか解析した。その結果、所属リンパ節では

conventional dendritic cell (cDC)とマク口ファージがめインテグリンを発現していることを発見し

た。また、リンパ節では免疫後にめインテグリンのりガンドであるOPNやTN-Cが速やかに発

現亢進すること、a9インテグリンの発現細胞であるcDCやマクロファージ自身がOPNやTN-C

の供給源であることを明らかにした。さらに、CIAの初期段階（免疫前日と2日後）に55A2C抗

体を投与すると、免疫後3日目のりンパ節においてIL-6とIL-23のサイトカイン発現が低下し、

免疫後7日目のりンバ節ではTh17の特異的な分化抑制が認められた。実際、関節炎の進行におい

ても、CIA初期の55A2C抗体投与によって、関節炎の発症が遅延することや炎症・組織傷害が有

意に抑制されることを、臨床学的および病理学的な手法を用いて証明した。次に、cDCやマクロ

ファージのサイトカイン産生がめインテグルン依存的なシグナルによって影響を受けるのか検

討し、TN-C等を用いためインテグリン依存的な刺激が、Toll-Iike receptor (TLR)-2やTLR-4依存

的なシグナルと相乗的に、cDCやマクロファージからIL-6の産生を誘導することを明らかにした。
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また、このめインテグリン依存的な刺激はThl誘導性サイトカインであるIL-12p40の産生には

ほとんど影響を与えないことを明らかにした。さらに、CIA初期の55A2C抗体投与はTh17に発

現しているCCR6というケモカイン受容体の発現を低下させることで、発症直前の免疫後24日目

では、リンバ節におけるTh17細胞の蓄積が引き起こされることを示した。また、in vitroの実験

系を用いて、11117の分化誘導を行った場合、めインテグリン依存的な刺激が存在すると、Th17

の分化やCCR6発現が促進されることを明らかにした。

  主査の笠原教授からは、1）関節リウマチの患者と自己免疫性関節炎の動物モデルにおいて、

抗IL-6受容体抗体の治療効果の違いが生じる理由について、2）IL-21の発現におけるめインテ

グリンの関与について、3） Th17細胞のCCR6発現を抑制する分子メカこズムにつしゝて、副査の

小池教授から、4） CIAとCAIAの違いについて、5）OPNやTN-C欠損マウスとめインテグリン

の阻害では自己免疫性関節炎に対して異なる結果が得られる理由について、6） CIAモデルにおけ

るTNFaの重要性と55A2C抗体の関節炎抑制効果におけるTNFaの関与について、7）55A2C抗

体のアゴニスト活性について、8）めインテグリンがIL-6産生の上流にある゛という論拠について、

副査の三浪教授からは、9） CIAと関節リウマチの違いについて、10) CIAのIL-6依存的な11117

細胞の分化誘導に関して、11)抗めインテグリン抗体の創薬・臨床応用の可能性について、副査

の有川教授からは、12) CIAの感受性を規定する遺伝学的な背景について、13)関節ルウマチに

おけるヒトHLAハプ口夕イプの重要性について、14)中間的なフェーズ（免疫後9日、10日目）

におけるコント口ール抗体と55A2C抗体の発症率の差について、そして副査の上出教授から、15)

TN-CやOPN以外のめインテグリンに対する1jガンドが関与している可能性について質問を受け

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、これまで生体内特に病態における役割が詳しく分かっていなかっためインテグ

リンという分子について、自己免疫性関節炎における役割を明らかにした。また、4つの新たなめ

インテグリン発現細胞を同定するとともに、Th17といった特定のへルバーT細胞の分化において

めインテグリンが促進的に寄与することを明らかにし、免疫システムにおけるめインテグリン

の重要性を高めた。これらの成果は、滑膜細胞と所属リンパ節の抗原提示細胞という2つの作用

標 的 を 有 し た 新 規 関 節 リ ウ マ チ 治 療薬 と し て の 可 能 性 を 示 す 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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