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研究成果の概要（和文）：メトトレキサート(MTX)は、関節リウマチ治療の第一選択薬として広く用いられてい
るが、その作用機序については不明な点が多い。本研究では、MTXの標的タンパク質としてマクロファージ遊走
阻止因子(MIF)に着目し、MIFの機能に及ぼすMTXの阻害効果を解析することを目的とした。中性子結晶構造解析
とX線結晶構造解析を相補的に用いて、MTXとMIFの複合体形成に重要な水素結合状態を明らかにした。MTX-MIF複
合体のX線結晶構造と既報のNMRを用いた受容体CD74の立体構造を用いた計算科学により、MTXのMIFへの結合が
MIF-CD74複合体の安定性を低下させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Methotrexate (MTX) is currently used as the anchor drug in the treatment of 
rheumatoid arthritis (RA). However, the mechanisms of action of MTX in the RA therapy are not fully 
understood. We have previously identified macrophage migration inhibitory factor (MIF) as a novel 
MTX-binding protein. MIF is a widely expressed pro-inflammatory cytokine that plays crucial roles in
 the regulation of inflammation. MIF signal transduction is initiated by binding to CD74 and 
stimulates ERK1/2 MAPK cascade, resulting in the production of various inflammatory cytokines such 
as TNF-a. In this study, we report effects of MTX on the formation of MIF-CD74 complex. MD 
simulations and MM-GBSA calculations with the MTX-MIF complex and the extracellular domain of CD74 
structures showed the MTX binding decreased the stability of the MIF-CD74 complex. Neutron structure
 of MIF reveals two hydrogen bonding networks for the MTX binding in the MIF structure.

研究分野：構造生物学

キーワード： メトトレキサート　抗リウマチ薬　炎症性疾患　マクロファージ遊走阻止因子　中性子結晶構造解析　X
線結晶構造解析　分子動力学シミュレーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチ治療におけるMTXの作用機序の一つとして、MTXがMIF-CD74複合体の形成を阻害し、その結果、抗炎
症作用を発揮する可能性を示すことができた。今後更に研究を発展させ、MTXの作用機序の理解が進めば、MTXの
改良と治療効果の早期評価系の確立に貢献できると考えられる。また、中性子結晶構造解析により、水素原子を
含む原子レベルでMIFの立体構造を明らかにすることができた。MIFは多くの炎症性疾患に関与することから、潜
在的な治療標的となっている。本研究で得られたMIFの精微な構造情報に基づき、MIFを標的とする新規薬剤開発
が可能となることから、国民の健康維持への貢献が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景	
	 関節リウマチは慢性炎症性疾患であり、関節破壊による身体機能障害により Quality	of	Life
の著しい低下をもたらすため、その早期治療は重要である。現在、メトトレキサート（MTX）が
関節リウマチ治療の第一選択薬、アンカードラッグとして広く用いられている。しかし、MTX は
もともと、悪性腫瘍の治療薬としてジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）を阻害することで、DNA 合成
を抑制する葉酸代謝拮抗薬として開発された。そのため、MTX の関節リウマチ治療における臨床
効果は、DHFR に対する葉酸拮抗作用では説明することが難しく、免疫抑制及び調節効果の結果
と考えられている。また、MTX を用いた関節リウマチ治療では、〜7%の症例で間質性肺炎の合併
が起こり、その死亡率は 13%にもなるとの報告があるが、その発生機序の詳しい解析も進んでい
ない。そのため、より効果的な治療を行うには、MTX の関節リウマチに対する作用機序、副作用
の発生機序を解明することが重要である。そこで、我々は MTX 固定化樹脂を用いたアフィニティ
クロマトグラフィーによって、MTX の新規標的タンパク質候補の探索を行い、複数の標的タンパ
ク質候補を同定することに成功した。本研究では、それらのタンパク質候補の中の一つであるマ
クロファージ遊走阻止因子（MIF）に着目した。	
	 MIF は、は免疫調節タンパク質であり、L-ドーパクロムに対するトートメラーゼ反応を触媒す
るとともに、マクロファージのランダムな遊走を阻害し、炎症性サイトカインとしても機能する
多機能分子として知られている。MIF は炎症の初期反応に関与しており、MIF と受容体 CD74（MHC
クラス II 関連不変鎖）の結合によって、下流の ERK1/2	MAPK カスケードが活性化することで、
腫瘍壊死因子や IL-1β 等の炎症性サイトカインの産生が誘導され、炎症反応が増悪する。MIF-
CD74 系の炎症反応は、関節リウマチ、乾癬や全身性エリテマトーデス等の多くの自己免疫疾患
に関与することが知られていることから、MIF は潜在的な治療標的となっている。これまでに、
我々は大腸菌を用いた MIF のリコンビナント体を作製し、MTX が MIF トートメラーゼ活性に阻害
効果を示すことを見出し、等温滴定型カロリメトリー測定と X 線結晶構造解析により、MTX と
MIF 間の相互作用様式について明らかにした。しかしながら、MTX が MIF と CD74 の結合にどの
ような影響を与えるか、また MTX が MIF-CD74 のシグナル伝達系を抑制するのかは明らかになっ
ていなかった。	
	
２．研究の目的	
	 関節リウマチ患者では MIF 発現の亢進がみられること、MIF 遺伝子上流プロモータ領域の遺伝
子多型が関節リウマチの重篤性と密接に関連することが報告されていることから、免疫抑制及
び免疫調節効果における MTX の作用機序は、CD74 を介した MIF 刺激によるシグナル伝達に対す
る阻害作用に基づくと予想し、MIF-CD74 複合体形成に及ぼす MTX の阻害作用をタンパク質間相
互作用解析によって明らかにすること、ヒト免疫細胞株において、MTX が MIF 刺激によって誘導
される炎症性サイトカインの産生を抑制する働きを示すのか明らかにすることを目的とした。
さらに、MTX の改良と抗リウマチ治療薬の開発を目指し、MIF 構造における MTX との結合部位、
CD74 との相互作用部位についての精密な構造データを得ることを目的として、中性子結晶構造
解析を行った。	
	
３．研究の方法	
（1）CD74 リコンビナント体の作製	
	 大腸菌またはメタノール資化性酵母 Pichia	pastoris を用いて、ヒト由来 CD74 リコンビナン
ト体の発現系構築を行った。また、CD74 は膜タンパク質であることから、可溶性細胞外ドメイ
ンのみ	(sCD74)のタンパク質発現系の構築も行った。最も高いタンパク質発現が見られた sCD74
の大腸菌発現系を用いて、sCD74 の単一精製を行った。	
	
（2）MTX による MIF-CD74 複合体形成の阻害効果の評価		
	 プルダウンアッセイにより、MIF と CD74 または sCD74 間のタンパク質間相互作用について解
析した。また、MTX の存在下でも同様にプルダウンアッセイを行い、MIF と CD74 間のタンパク質
間相互作用に及ぼす MTX の影響を解析した。MTX-MIF 複合体の X 線結晶構造と既報の sCD74 の
NMR 構造(PDB	entry:	1IIE)を用いた計算科学的手法により、MTX が MIF-CD74 複合体形成に及ぼ
す影響について解析した。	
	
（3）MIF の中性子結晶構造解析	
	 MIF の中性子結晶構造解析のために、大型結晶の作成条件をスクリーニングした。スクリーニ
ングで得られた結晶化条件で、重水で調製した結晶化リザーバーを用いて、シッティングドロッ
プ法により MIF の大型結晶を作成した。iBIX	BL-03	(J-PARC)にて、作成した結晶に中性子を室
温で 7.5 日間照射し、中性子回折データを得た。その後、Photon	Factory	BL-5A	(KEK)にて、同
じ結晶に室温で X 線を照射して X 線回折データを得た。中性子回折データと X 線回折データを
用いて複合解析し、MIF の精密構造を得た。	



（4）免疫細胞を用いた MIF-CD74 シグナル伝達系に対する MTX の阻害効果の評価	
	 ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞の培養系を用いて、MIF 刺激によって活性化される ERK1/2	MAPK
カスケードのリン酸化を Western	 blotting により解析した。ERK1/2 のリン酸化状態に対する
MTX の濃度依存性について解析した。	
	
４．研究成果	
（1）CD74 リコンビナント体の作製	
	 大腸菌またはメタノール資化性酵母を用いて、CD74 ま
たは sCD74 リコンビナント体のタンパク質発現系を構築
し、SDS-PAGE と抗 CD74 抗体を用いた Western	 blotting
により、タンパク質発現確認を行った。その結果、sCD74
に関しては可溶性画分へのタンパク質発現が確認されて
ものの、発現量は極少量であった。そこで、sCD74 に可溶
性タグであるマルトース結合タンパク質（MBP）を付加し、
タンパク質発現を行った。SDS-PAGE の結果、可溶性画分
にMBP-sCD74の分子量に一致する濃いバンドが得られた。
また、Western	blotting により、そのバンドが sCD74 で
あることが示された。そこで、MBP 結合アフィニティーク
ロマトグラフィーと弱陰イオン交換クロマトグラフィー
を用いて、MBP-sCD74 の単一精製を行った。MBP タグをプ
ロテアーゼで処理することで取り除き、sCD74 を精製した
（図 1）。精製した sCD74 を用いて円偏光二色性スペクト
ル測定を行った結果、α-ヘリックスリッチのスペクトル
が得られた。このことから、sCD74 リコンビナント体の二
次構造は保持されていることが示された。また、サイズ排
除クロマトグラフィー-静的光散乱法を用いて、高次構造
について検討した結果、sCD74 は溶液中で三量体を形成し
ていることが明らかになった。	
	
（2）MTX による MIF-CD74 複合体形成の阻害効果の評価	
	 MTX の MIF-CD74 複合体形成に対する阻害効果を評価するために、マルトース結合樹脂を用い
て MBP-sCD74 を固定化し、MIF のプルダウンアッセイを行った。その結果、MIF と sCD74 間に特
異的なタンパク質間相互作用はみられなかった。この理由として、MBP と融合させた sCD74 を用
いたため、CD74 構造内における MIF との結合部位が、MBP によって立体的に障害されている可能
性が考えられる。	
	 次に、以前得られた MTX-MIF 複合体の X 線結晶構造と既報の sCD74 の NMR による立体構造を
用いた MD シミュレーションと MM-GBSA 計算により、MTX の結合が MIF-CD74 複合体形成に及ぼす
影響について検討した。その結果、MTX の MIF への結合により、MIF-CD74 複合体の安定性が低下
することが示された。	
	
（3）MIF の中性子結晶構造解析	
	 創薬において、標的タンパク質と強
い相互作用する薬剤を設計するために
は、標的タンパク質の水素原子及びプ
ロトンの位置情報を含む精微な構造情
報を取得し、詳細な結合様式を解析す
ることは重要である。中性子結晶構造
解析により、MIF 構造内の MTX との結合
部位、CD74 との相互作用部位について
の構造データを得るために、MIF の大型
結晶の作成を行った。20℃で約 1ヶ月間
結晶を成長させたところ、2.0	mm3の結
晶が得られた。この結晶に中性子を照
射したところ、分解能〜2.0	 Å の回折
データが得られた。また、同じ結晶に X
線を照射したところ、分解能〜1.60	 Å
の回折データが得られた。中性子線と X
線の回折データを用いて複合解析し、
MIF の構造を決定した（図 2）。その結
果、MIF 構造内の MTX 結合部位近傍であ
る Pro1 付近において、Pro1、HOH176、
Ile64、Met101 の水素結合ネットワーク
（Network	 1）の存在が観測された。ま

図 1.	 MBP 切断後に精製した
sCD74 リコンビナント体の SDS-
PAGE.sCD74 の分子量：15	kDa、
MBP の分子量：43	kDa.	

図 2.	MIF 単体の中性子構造解析による精密構造.
観測された MIF 構造内結合ネットワークの拡大
図.濃灰色が観測された水素原子/プロトンの中性
子散乱長密度.	



た、Tyr95、Tyr36、Pro34 からなる水素結合ネットワーク(Network	 2)の存在も観測された。こ
れらの水素結合ネットワークは、MTX の MIF への結合ならびに MTX による MIF のサイトカイン活
性の阻害機構において重要であると予想される。	
	
（4）免疫細胞を用いた MIF-CD74 シグナル伝達系に対する MTX の阻害効果の評価	
	 マクロフファージ様に分化誘導させたヒト単球系細胞株 THP-1 細胞の培養系を用いて、MIF に
よって活性化されるERK1/2	MAPKカスケードのリン酸化に与えるMTXの影響をWestern	blotting
により解析した。その結果、MTX の添加量が増加するにしたがって、ERK1/2	MAPK カスケードの
リン酸化は減少した。このことから、細胞レベルにおいて、MTX が MIF-CD74 シグナル伝達系を
阻害することが示された。	
	

	 本研究により、MTX が MIF に結合することで、MIF-CD74 複合体形成の不安定化が起こり、その

結果、MIF-CD74 シグナル伝達系の活性化が阻害されることが示唆された。さらに、MTX による

MIF のサイトカイン活性の阻害機構の詳細を明らかにするために、現在、MTX-MIF 複合体の中性

子結晶構造解析を進めている。	
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