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研究成果の概要（和文）：　マトリックス受容体インテグリンが、線維化形成において役割を果たすことは、過
剰なマトリックス沈着が線維化の本体であること等が支持する。インテグリンα8β1は主に間葉系に発現する、
ネフロネクチンなどの受容体である。線維化への関与は長年不明であったが、我々は阻害抗体を作製に成功し、
マウスの肝線維化モデルに抗体を投与し、病態が改善することを見いだした（平成26 -28年度　基盤B）。
　今回その機序としてα8β1は筋線維芽細胞分化促進作用、TGFβ活性化作用を有することを明らかにし、また
組織圧に誘導される発現機構、そして詳細な発現分布を明らかにし、α8β1が向線維化作用を有する機能的証拠
を提示した。

研究成果の概要（英文）：The  integrin family, matrix receptors, is an appealing therapeutic target 
proteins. Excessive matrix deposition is substantial pathology in tissue fibrosis. Integrin α8β1 
is a messenchymal integrin that functions as a receptor for matrx proteins including nephronectin.  
Its participation in development of fibrosis has been unknown mainly due to a lack of a specific 
inhibitor, inparticular a neutralization monoclonal antibody. After we successfully generated the 
blocking mAb, we have demonstrated that the inhibition ammeliorates fibrosis in mouse liver fibrosis
 models.
 In the present investigation, we have shown, as functional evidence, its TGF-β activation capacity
 and myofibroblast differentiation promotion.In addition, tissue stiffness-induced expression and 
accumulated expressionin fibroblasts strongly support the profibrotic propety of α8β1. 

研究分野：細胞分子生物学

キーワード： インテグリン　肝線維症　TGFβ　筋線維芽細胞　YAP-1

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　実際現在幾つかのインテグリン阻害剤が臨床試験に入っている。しかし、個々のインテグリンの阻害剤作製は
容易ではなく、現在まで一部のインテグリンで抗線維化作用が確かめられているだけである。α8β1も例外では
なく、線維芽細胞での明瞭な発現にも拘わらず、線維化への関与は不明であった。
　我々の作製したインテグリンα8β1阻害抗体は、抗線維化効果を示すと同時に、その機序や発現機構から、線
維化の機序と抑制に対する多くの示唆を与えた。また、同時にこの阻害抗体自体が、抗体医薬としての大きなポ
テンシャルを有する。何故なら、ニワトリを宿主として作製されたため、マウスだけでなくヒト分子にも同様の
阻害効果を示す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

肺線維症、肝硬変などの致死的疾患の原因となる病理変化は組織線維化である。何ら
かの 原因で生じた組織傷害は、通常生理的に修復されるが、時に修復は過剰となり歯止めが効
かなくなる。この状態が進行性の線維化との理解が現在最も広く受け入れられているが、メカ
ニズムの詳細は不明である。しかしながら、組織における過剰なマトリックス沈着は各臓器の
線維化で共通して認められ、基本的な病態と考えられる。コラーゲンなどのマトリックス産生
は筋線維芽細胞 (線維芽細胞か ら分化) が中心であるが、一方でこの分化はマトリックス組成
の変化が誘導し、マトリックスと筋線維芽細胞は相互に依存しているといえる。なお、筋線維
芽細胞は α-smooth muscle actin を発現し弾性を獲得した特殊な線維芽細胞で、正常組織には存
在しない。この相互依存を仲介するのが、マトリックス受容体インテグリンである。従って、
インテグリンは線維化の治療標的であると認識されているが、その阻害剤の作製は容易ではな
く、現在まで一部のインテグリン阻害による効果しか確かめられていない。 

 

２．研究の目的 

線維化の進行を止める根底的な方法は現在ない。死亡の原因となる病理変化の約半数
を 占めるとする報告に見られるように、臓器の 機能障害は一定程度線維化により生じる。近 

年、ようやく線維症を適応とした薬剤が認可 され治療に使用されるようになったが、進行 の
程度を抑制するに留まる。このような状況で、抗線維化薬への期待は大きいが、いくつもの有
望薬剤が臨床試験で 脱落している。インテグリンファミリーは主 要なマトリックス受容体を
形成し、前項に述べたように筋線維芽細胞の分化に役割を果たす。実際インテグリンファミリ
ーの阻害は次 世代の抗線維化薬として期待が大きく、実際にいくつかが臨床試験に入ってい
る。我々は、インテグリン α8β1 の阻害抗体 YZ3 を作製し、肝臓の線維化に対する効果を検
討したところ有効性を認めた (萌芽研究 H24- 25)。そのため、その機序を検討し幾つかの事実
を明らかにした(基盤研究 B, H26-28)。即ち、1) 肝臓以外の肺、腎臓の線維化に対する効果、
2) ヒト肝炎、肝硬変での α8 発現の増加、3)Itga8flox/floxを Cre-mouseと交配し、α8ノックア
ウトマウスは線維化に抵抗性であることを見出した。4)また抗体のエピトープを決定し α8 機
能阻害のメカニズムを解明した。本研究では、インテグリン α8β1の抗線維化 性質を決定づけ
るため、α8β1が線維化を誘導する機序を改めて検討し、α8β1のシグナルによる線維化誘導
能、TGFβ 活性化能、そして発 現制御機構を検討した。  

 

３．研究の方法 

以下の 3 点について検討した。複数のインテグリンに向線維化作用が認められてい
るがその機序はインテグリンシグナルによる筋線 維芽細胞誘導、およびインテグリンによる
TGFβ 活性化に大別される。α8β1についても それらの性質を解析した。また、これまで不明
であったインテグリン α8の詳細な発現分布と発現調整機構について検討した。 

1)α8β1 の筋線維芽細胞分化作用  

肝星細胞をプラスチックプレート上で培養すると、活性化して筋線維芽細胞に分化す
る。この過程に、インテグリン α8β1がどのように関与しているかを知るため、肝星細胞のプ
レート活性化を YZ3 存在下/非存在下で行い、筋線維芽細胞のマーカーである、α-SMA発現を 

解析した。次に、α8β1 のリガンド (ネフロネクチン) をコートしたプレート上で α8β1発現細
胞を培養し、α-SMA発現と収縮能の変化を観察した。 



2) α8β1 の TGFβ 活性化作用  

最初に向線維化作用が報告されたインテグリン αvβ6 は TGFβ を活性化させること
が知ら れている。TGFβ は組織中ではマトリックス内 に保存されており、活性化を防ぐため 

pro-蛋白と複合体を形成している (latent TGFβ)。 αvβ6 はこの pro-蛋白に結合し結果として 

pro-蛋白がはずれ、TGFβ は受容体に結合可能となる。また αvβ6 は pro-蛋白の Arg-Gly-Asp 

配列 (RGD) に結合する。RGD-結合インテグリン の多くは αv-integrin が占めるが、α8β1 も 

RGD に結合する。そのため、α8β1 の TGFβ 活性化 能を解析した。 

3) α8β1 の発現調節 

α8 は間葉系細胞を中心に発現する。特徴的には、α8β1 として機能を発揮するために
は、 上記の如く、機能の発揮に張力や収縮力が密 接に関係していると考えられる。このよう
な 物理力は柔らかい組織では吸収され易く、比 較的硬度の高い組織において重要であると考 

えられる。そのため、発現調節も組織の物理 的硬度に関係していると仮説を立てた。近年、 

組織の硬さに反応する転写因子として YAP1 が注目されている。また、インテグリンの発 現
は例えば β6 のように、TGFβ により誘導されることが知られており、両者の影響を確か め
た。YAP1は阻害剤である verteporfinにより TGFβ は recombinant TGFβ を添加することに よ
り解析した。  

4) α8β1 の細胞レベルでの発現分布  

これまでの研究で、我々は肝臓において α8 は活性化星細胞に発現することを確認し
ていた。血管平滑筋にも発現している。これまで の報告によれば、α8β1 は一部では上皮に発
現 とする報告があるものの、ほぼ間葉系細胞に 発現すると認識されている。そこで、間葉系 

にどれほど特異的かまた、間葉系の中では線 維芽細胞以外どの細胞に主に発現しているか 

を、細胞レベルの発現を網羅しているデータベース (初代培養細胞のデータ)で確かめた。 

 

４．研究成果 

1) α8β1 の筋線維芽細胞分化作用  

肝星細胞はプレート培養により、Acta2 (α- SMA), Col 1A1 (コラーゲン I 型 α) およ
び EDA (Fibronectin extra domain A) のいずれの遺伝子 も上昇させた。YZ3 の添加はこのう
ち Acta2 遺伝子だけを選択的に低下させた。α8β1 シグ ナルは Acta2 を上昇させると考えら
れたため、 次に α8β1シグナルを細胞に入れたところ、上 記の 3 遺伝子のうち、Acta2 だけ
を上昇させ た。次に、筋線維芽細胞の表現型である収縮 力を観察したところ、YZ3 により、
収縮力の 低下が認められた。 これらより、α8β1 は筋線維芽細胞分化を誘導 していると考え
られた。 

2) α8β1 の TGFβ 活性化作用  

インテグリンの TGFβ 活性化能は、目的の インテグリンを発現した細胞と、TGFβ 

によりルシフェラーゼを発するレポーター細胞の共 培養により測定される(PAI-1プロモータ
ー下にルシフェラーゼ遺伝子をおいたプラスミドによる遺伝子導入)。まず過去の報告通り、
α8β1 を発現した上皮系腫瘍細胞株(SW480)を 用いたが TGFβ 活性化は生じず、過去の発表 

と同じ結果であった。そこで、SW480細胞の代わりに星細胞を用いてみたところ、明瞭なルシ
フェラーゼの発光を認めた。そしてこの発光は YZ3の投与により低下した。また、サイトカラ
シン D投与により発光は完全に失われ、α8β1による TGFβ活性化も、細胞の収縮力に依存して
いることがわかった。この TGFβ活性化は肝星細胞の代わりに、肺線維芽細胞、心線維芽細胞
を用いても同様の結果が得られた。αvβ6も細胞収縮力がゼロの場合は TGFβ活性化能を発揮で



きないが SW480は肝星細胞、肺線維芽細胞、心線維芽細胞に比べ収縮力は圧倒的に弱く、
α8β1 の TGFβ を活性化 能は、収縮力の高い細胞表面において発揮されることがわかった。ち
なみに in vivo での α8β1 の発現は、ほぼ間葉系細胞に限られており、この結果はこの点とも
良く一致する。 以上より、α8β1 は収縮力の強い細胞上に発現することにより、TGFβ を活性
化していることが分かった。  

3) α8β1 の発現調節 

近年、細胞がプレートでコンフルエントになるとそれ以上増殖しない仕組みが、
Hippo経路シグナルにより制御されていることが明ら かになった。またこの経路の重要な転写
因子である YAP-1 は癌組織など組織圧の高い状態 で活性化する事が分かってきている。方法
の 項に述べたように、α8 の作用は組織圧やずり応力に関係する可能性があるため、YAP-1に
よる発現調節を疑い、まず YAP-1 の阻害剤である verteporfinを α8の発現が柔軟に変化する 

関与し細胞を用いて検討したところ、 verteporfin 添加により著明に発現が低下した。 このた
め、ChIP アッセイのでータベスをくまなく探したところ α8 遺伝子の発現調節領 域に YAP-1 

と TEAD-1 が結合する様子が明瞭 に認められた。これらは、コントリールとして用いた α6 

subunit では認められなかった。 また TGFβ 添加により、β6 subunit は明瞭に発 現が上昇し
たが、星細胞の α8発現は不変であった。 

4) α8β1 の発現細胞 

本研究で α8β1 は筋線維芽細胞の分化を促し、TGFβ を活性化させるなど、線維化に
かかわる 機能的証拠が得られ、また組織の硬度が上がることにより、発現が促される転写機構
から の証拠も得られた。これまで漠然と「平滑筋 細胞と線維芽細胞などの間葉系細胞」とさ
れてきた発現分布に、我々は活性化肝星細胞 (基盤研究 B 26-28年度)を加えたが、その分布は
間葉系だけにとどまるか、またその場合 どのような細胞に発現するか、を知るため細胞レベル
での発現を調べた。まず入手可能な線維芽細胞として、肝星細胞以外に、肺、心臓、腎臓から
線維芽細胞の初代培養細胞を樹立して調べたところ、いずれも明瞭な α8発現を認めた。そこ
で約 20種の初代培養線維芽細 胞を含む、144の正常初代細胞株について発現を網羅的に解析
した(FANTOMデータベース)。その結果 α8 の発現は非常に特徴的に、線維芽細胞に集積して
いることがわかった。この発現分布は α8β1 が線維芽細胞固有の 機能に役割を果たしている
ことが強く示唆された。 
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