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研究成果の概要（和文）： 

インターロイキン-1・・ (IL-1・)は代表的な炎症性サイトカインであり、滑膜細胞などの標
的細胞上の IL-1 受容体（IL-1R）に結合して炎症を引き起こす。我々は、IL-1・が細胞接着分
子であるインテグリンに結合することを明らかにした。さらに、IL-1・に点突然変異を挿入し
たタンパクを数多く作成することにより、IL-1・のインテグリン結合部位は IL-1R 結合部位と
は異なることを示した。そして、IL-1・が IL-1R に結合しなくても、IL-1R 非依存的に MAP キ
ナーゼ経路や NF-・B 経路を活性化することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Interleukin-1・ (IL-1・) is a proinflammatory cytokine driving local as well as 

systemic inflammation by binding to its specific receptor, IL-1R type I, on target cells. 
In this study, we demonstrated that IL-1・・also specifically binds to integrin, which 
is known as a cell adhesion molecule. In addition, we showed that the integrin-binding 
site of IL-1・ is distinct from the IL-1R-binding site using mutagenesis. Furthermore, 
we found that IL-1・・can activate MAP kinase pathway or NF-・B pathway in a manner 
independent of binding to IL-1R. 
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１．研究開始当初の背景 
 

線維芽細胞成長因子(FGF)は線維芽細胞の
増殖を促進する物質として発見され、その後
の研究で線維芽細胞のみならず中胚葉や神
経外胚葉由来の様々な細胞に対して増殖活
性や分化誘導など多彩な作用を示すことが
明らかとなった。FGF は構造上の類似性から
ヒトにおいて 23 種類からなるファミリーを
形成しており、中でも FGF1 と FGF2 は中胚葉
構造に対して強力な細胞分裂促進効果を与
えることが知られている｡FGFはFGFレセプタ
ー（FGF receptor; FGFR）と結合することに
より細胞内にシグナルを伝達し機能を発揮
する。近年、FGFR からのシグナルに、細胞接
着分子であるインテグリンからのシグナル
が影響を及ぼすことが明らかとなり、両シグ
ナルのクロストークとして注目された
（Biochem Soc Trans 32:443-6, 2004 Review）。
ただしこれらの報告は、インテグリンと細胞
外基質との結合から始まるよく知られたシ
グナルを想定しており、どのようなメカニズ
ムで、またどの段階でインテグリンからのシ
グナルが FGFシグナルに関与するのかは全く
不明であった。研究代表者らはコンピュータ
ーを用いたドッキングシュミレーションを
用いて、FGF1 が FGFR との結合部位とは異な
る部位で直接インテグリン・v・3 に結合す
る と い う 仮 説 を た て た 。 そ し て
binding/adhesion アッセイ系及び表面プラ
ズモン共鳴（surface plasmon resonance：
SPR）により、FGF1 が実際に直接インテグリ
ン・v・3 に特異的に結合することを明らか
にした。さらに同シミュレーションに基づい
て FGF1 のインテグリン・v・3 結合部位に点
突然変異（point mutation）を挿入し FGFR
に結合するがインテグリンには結合しない
FGF1 変異体を作成したところ、同変異体は野
生型 FGF1 とは異なり、細胞の増殖、遊走を
全く誘導しなかった。従って、FGF1 が機能を
発揮するためには、FGFR との結合に加え、同
時にインテグリンと結合することが必須で
あることを明らかにした。以上の結果をふま
え、主任研究者らは従来 1対 1と考えられて
いた FGF１と FGFR の結合に加えて、インテグ
リン・v・3もまた同時に FGF１と結合し、そ
の共受容体（coreceptor）として働くという
“two-receptor”モデルを提唱した。 

インターロイキン-1・・ (IL-1・)は代表
的な炎症性サイトカインであり、マクロファ
ージや単球、滑膜表層細胞等多様な細胞から
産生される。IL-1・が滑膜細胞、血管内皮細
胞、リンパ球、マクロファージ等の標的細胞

に発現している IL-1 レセプター（IL-1R）に
結合すると、種々のサイトカイン、ケモカイ
ン、炎症性メディエーターの発現が誘導され、
血管の透過性が亢進し、発熱や細胞浸潤を招
き炎症を引き起こす。我々は上述のシミュレ
ーションにて、IL-1・もまた FGF1 と同様に
IL-1R との結合部位とは異なる部位でインテ
グリン・v・3 に直接結合するという結果を
得た。従って本研究では IL-1・が IL-1R に結
合する際、同時にインテグリン・v・3 も
IL-1・に直接結合し、IL-1・の coreceptor
としての役割を果たしていることを証明し
たいと考えている。 
現在 IL-1 を含め、サイトカインはそのレ

セプターと 1対 1で結合すると考えられてお
り、インテグリンがその coreceptor として
の役割を果たしているという仮説は全く新
しい発想である。Sahni らは、IL-1・とフィ
ブリノーゲンの存在下において、IL-1R とイ
ン テ グ リ ン ・v・3 が 共 局 在
(colocalization)することを報告している
(Arterioscler Thromb Vasc Biol 
25(10):2222-7, 2005)。この報告は我々の仮
説を強く支持するものと考えられるが、
IL-1・とインテグリン・v・3 とが直接結合
している可能性について論じている報告は
全くない。 
TNF・阻害薬の出現は、関節リウマチの治

療に劇的な変革をもたらした。関節炎モデル
動物では、IL-1・は TNF・より強力な関節炎
誘導能を有することが知られている。実際欧
米では IL-1阻害療法が臨床導入されている。
我々は FGF1 の研究において、FGF1 のインテ
グリンとの結合部位に点置換変異を挿入し
て作成した「インテグリン非結合 FGF1 変異
体」が、FGF1 としての生理活性を持たないが
FGFR に競合的に結合することから、FGFR の
アンタゴニストとして機能することを明ら
かにした。さらに、同変異体が in vivo にお
いて腫瘍細胞の増殖を有意に抑制すること
を示した。従って、本研究においても同様に
「インテグリン非結合 IL-1・変異体」を作成
することにより、新しい機序による IL-1・阻
害剤の開発につながることが期待される。 
 

２．研究の目的 
 
イ ン タ ー ロ イ キ ン -1・・

（interleukin-1・・・・ 
IL-1・・)は代表的な炎症性サイトカインで
あり、関節リウマチなどの慢性炎症性疾患の
重要な増悪因子である。本研究では、我々の
線維芽細胞成長因子(fibroblast growth 



factor; FGF)の研究成果をふまえて、IL-1・
が IL-1 レセプター（IL-1 receptor; IL-1R）
に結合するのと同時に、細胞接着分子である
インテグリンにも結合することがその機能
発揮に必須であることを明らかにしたい。そ
して、新たな発想による IL-1・・阻害剤を作
成し関節リウマチ等の炎症性疾患への治療
応用を目指す。 

 
３．研究の方法 
 
（1）IL-1・・とインテグリン・v・3との結
合の検討 

Elisa-type の結合分析（binding assay）
により、リコンビナント・v・3が IL-1・に
直接結合するかどうかを調べた。また、接着
アッセイ（adhesion assay）により、・v・3
を発現した CHO 細胞や K562 細胞が IL-1・で
コーティングされたプレートに接着するか
どうかを調べた。 
（2）IL-1・変異体タンパクの作成と精製 
野生型ヒト IL-1・は、ヒト胎盤ライブラリ

ーを鋳型として、Bgl II と Eco RI の認識配
列を含むプライマーを用いて PCRで増幅した。
その PCR 産物を pGEX-2T vector へサブクロ
ーンする。特定部位の突然変異導入に関して
は、まずドッキングシミュレーションプログ
ラム AUTODOCK によって IL-1・と IL-1R およ
びインテグリン・v・3との結合部位を特定
し、QuickChange法（BioTechniques 26:680-2, 
1999）を用いて同部位に点突然変異（point 
mutation）を導入した。変異体は、結合部位
と思われる部位に点突然変異を 1～4箇所程
度挿入したものを数多く作成した。そして、
野生型、あるいは変異体の IL-1・を含むベク
ターを E coli BL21 に発現させ、まずタンパ
クをグルタチオンアフィニティークロマト
グラフィーにて精製する。続いてエンドトキ
シン除去後、GST タグを thrombin 処理にて取
り除き、ヘパリンセファロースカラムにてさ
らに精製しタンパクを回収した。 
（3）IL-1・変異体タンパクの分析 

AUTODOCK プログラムにて特定された部位
に点突然変異を挿入した IL-1・変異体につ
いて、同様に結合分析及び接着アッセイによ
る解析を行い、実際に作成された変異体が
IL-1R やインテグリンに結合するか否かを検
討した。 
（4）IL-1・変異体タンパクの生理活性の検
討 
 IL-1・は代表的な炎症性サイトカインで
あり、滑膜細胞、血管内皮細胞、リンパ球、
マクロファージ等の標的細胞表面に発現し
ている IL-1Rに結合し、種々のサイトカイン、
ケモカイン、炎症性メディエーターの産生を
誘導する。我々は、リウマチ滑膜細胞を野生
型 IL-1・と各変異体でそれぞれ刺激し、IL-6 

mRNA の誘導能を real-time PCR 法にて解析し
た。 
（5）L-1・変異体タンパクからの細胞内シグ
ナルの解析 
 IL-1・は細胞表面の受容体と結合すると、
MAPキナーゼとNF-・B経路の両経路を活性化
することが知られている。本研究では、野生
型および変異体 IL-1・添加後の両シグナル
経路の活性化についてイムノブロッティン
グ法にて検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) IL-1・とインテグリン・v・3との結合の
検討 
 まず結合分析（binding assay）により、
L-1・とインテグリン・v・3 の結合について
検討した。そして、リコンビナント・v・3 が
in vitro で実際に IL-1・に結合することを
明らかにした（Fig.1）。また、接着アッセイ
（adhesion assay）により、・v・3を強発現
した K562 あるいは CHO 細胞が IL-1・で
coating された plate に接着することを示し
た（Fig.2）。 
(2) IL-1・変異体とインテグリン・v・3との
結合の解析 
① 結合分析 
 点突然変異（point mutation）の挿入によ
り作成した複数の変異体タンパクのうちの
いくつかは IL-1・とは結合しないことを結
合分析にて確認した（Fig.1）（変異体
（mutant）の番号は、IL-1・のアミノ酸配列
において mutation を挿入した部位を示して
いる）。 
 
Figure 1 
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② 接着アッセイ 

IL-1・の各変異体と・v・3 を強発現した
CHO 細胞との結合を調べることにより、
IL-1・とインテグリンとの結合部位を推定



することができた。一連の解析により、
IL-1・のアミノ酸配列における 55, 74, 88
といった部位は、インテグリンとの結合に重
要であることが明らかとなった（Fig.1 and 
Fig.2）。 
 
Figure 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) IL-1・変異体と IL-1R との結合の解析 

ELISA-type binding assay により、各
IL-1・変異体の IL-1Rへの結合能を解析した。
105 と 128 については、同部位への point 
mutation挿入によってIL-1Rへの結合が失わ
れると過去に報告されており、我々も同様の
結果を得た。27 や 93 といった部位は、過去
には報告されていないが、同部位への
mutation挿入によってIL-1Rへの結合能が失
われることが明らかとなった（Fig.3）。55 や
88 といった部位に mutation を挿入すると、
インテグリンへの結合能は失われたが（Fig. 
1 and Fig.2）、IL-1R への結合能は保たれて
いた（Fig.3）。これらの結果から、IL-1・の
IL-1R 結合部位とインテグリン結合部位は異
なると考えられた。 

Figure 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) IL-1・変異体による IL-6 mRNA の誘導 
 各変異体 IL-1・をヒトリウマチ滑膜細胞

株に反応させて、IL-6 mRNA の誘導能につい
て検討した。 
興味深いことに、IL-1R に結合しない

mutant 27, 93, 105 といった変異体も、滑膜
細胞に添加すると IL-6 mRNA を誘導した（Fig. 
4）。すなわち、IL-1・が IL-1R 非依存的に細
胞内にシグナルを伝える経路が存在するこ
とが示唆された。 
 そして、この 27, 93, 105 はインテグリン
へは結合する変異体であるが、インテグリン
と IL-1R へのどちらにも結合できない
92/93/94 や 128/55/74/88 といった変異体は
IL-6 mRNA を誘導しなかった（Fig.4）。従っ
て、IL-1R あるいはインテグリンのどちらか
への結合が、IL-6 の誘導に必要であることが
示唆された。 
 
Figure 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) IL-1・変異体による細胞内シグナルの解
析 
 IL-1・が細胞表面の受容体と結合すると、
MAPキナーゼとNF-・B経路の両者が活性化さ
れることが知られている（Fig.5）。 
 
Figure 5 
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① NF-・B 経路の活性化の解析 
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Mutant 27 と 93 は、どちらも IL-1R への結
合能を失っていたが、滑膜細胞に添加して刺
激すると IL-6 を誘導した。従って、それぞ
れの変異体で刺激後の細胞内シグナルを検
討したところ、27は IKK・/・をリン酸化し、
I・B・を分解した。すなわち NF-・B 経路を
活性化した。ところが、93 は NF-・B 経路を
活性化しなかった（Fig.6 and Fig.7）。 
 
Figure 6 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 7 
 
 
 
 

 
 
 
 また、IL-1R に結合しない他の変異体である、
105, 128, 105/55/74/88, 128/55/74/88 につ
いても同様の検討を行った。すると、これら
４つの変異体は、すべて IKK・/・をリン酸化
したが（Fig.8）、128 と 128/55/74/88 は
I・B・を分解しなかった（Fig.9）。 
 
Figure 8 
 
 
 
 
 
  
 

 
 
 
Figure 9 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
② MAPK 経路の活性化の解析 

続いて、MAPK 経路についても同様に IL-1R

に結合しない変異体を中心に検討した。 
 興味深いことに、IL-1R 非結合で、NF-・B
経路を活性化しなかったmutant 93や128は、
JNK, p38 といった MAPK 経路を活性化した。
しかも、野生型（wild-type; WT）よりも強
く誘導していた（Fig.10 and Fig.11）。 
 
Figure 10 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
以上、本研究により下記の成果を得た。 

1) IL-1・はインテグリンに直接結合した。 
2) IL-1R 非結合の IL-1・変異体の中のいく

つかは滑膜細胞に IL-6 を誘導した。従っ
て、IL-1R 非依存性に IL-6 を誘導する経
路の存在が示唆された。 

3) IL-1R とインテグリンの両者に非結合の
IL-1・変異体は、滑膜細胞に IL-6 を誘導
しなかった。 

4) IL-1R に結合しない IL-1・変異体は、
NF-・B経路を活性化するものと活性化し
ないものの２つに分類することができた。 

 
Point mutationの位置によるシグナル伝達

の違いは、IL-1・の細胞表面への結合から始
まるシグナルを解明するカギとなる可能性
があり、インテグリンシグナルを中心として
今後も詳細な検討を続ける予定としている。 
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