
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ５月１０日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
研究代表者らが提唱したインテグリンと増殖因子受容体の”two-receptor”モデルに関して、
増殖因子とインテグリンとの直接結合から始まるシグナルによって制御されている分子とその
滑膜細胞における機能を明らかにするために研究を行い、以下の知見を得た。 
1. 野生型 FGF1 は培養 RA 滑膜細胞の増殖を誘導し、アポトーシスを抑制したが、インテグリ
ン非結合 FGF1 変異体 FGFR50Eはそれらの作用を示さなかった。 
2. 増殖因子刺激による EGR-1 の発現にはインテグリンシグナルが必須であり、EGR-1 は滑膜
細胞において抗アポトーシス蛋白として働いている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
FGF and IGF are of interest in the initiation and development of RA synovial hyperplasia. 
We recently demonstrated that FGF1 binds directly to integrin αvβ3, and that an 
integrin-binding-defective FGF1 mutant (FGFR50E) cannot induce cell proliferation; this 
is also true for IGF1. Here we investigated how the growth factor-integrin interaction 
is involved in growth factor signaling. The cDNA microarray analysis showed markedly 
reduced EGR-1 mRNA expression in the FGFR50E-treated RA synoviocytes, compared to wild-type 
FGF1-treated cells. EGR-1 mRNA and protein were rapidly induced in RA synoviocytes in 
response to FGF1 or IGF1, but the EGR-1 expression was significantly impaired in FGFR50E- 
or IGFR36E/R37E-treated synoviocytes. The down-regulation of EGR-1 by siRNA facilitated the 
apoptosis of synoviocytes treated with H2O2 or etoposide. 
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１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ（RA）は，関節滑膜の慢性炎症
とその結果生じる滑膜細胞の異常増殖に特
徴づけられる自己免疫疾患である。滑膜が異
常に増殖して形成された肉芽腫様の病変は

パンヌスとも呼ばれ、骨や軟骨に浸潤して関
節を破壊し、重大な機能傷害を招く。従って、
滑膜細胞の異常活性化と過増殖を制御する
ことは RA の制圧を目指す上で極めて重要で
ある。 
線維芽細胞増殖因子(FGF)は、炎症性増殖因
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子(pro-inflammatory growth factor)とも呼
ばれ、RA において滑膜細胞の異常増殖を引き
起こす因子として注目されている。実際、RA
患者の滑膜細胞では FGFの発現が亢進してお
り、その発現レベルが滑膜増殖の程度と相関
することが報告されている（Arthritis Rheum. 
43(10):2152, 2000）。さらに、FGF に加えて、
血管内皮細胞増殖因子（VEGF）やインスリン
様成長因子（IGF）といった増殖因子も、細
胞増殖促進作用、抗アポトーシス作用、さら
には血管新生促進作用といった機能を有し
ており、RA の病因病態と深くかかわっている
（ Clin Chim Acta. 375(1-2):10, 2007 
Review）。これらの増殖因子は、それぞれ固
有の受容体と結合して細胞内にシグナルを
伝達して機能を発揮する。 
インテグリンは細胞表面タンパク質のひと
つで、α鎖とβ鎖の 2つのサブユニットから
なるヘテロダイマーである。当初は細胞外マ
トリックスへの細胞接着に関与する細胞接
着分子と考えられていたが、その後インテグ
リンが細胞外から細胞内への情報伝達にも
関与していることが明らかとなり注目され
ている。研究代表者らはコンピューターを用
いた結合シミュレーションから、急性期タン
パクの一つである分泌型ホスホリパーゼ A2 
group IIA (sPLA2-IIA)がインテグリンに結
合するという仮説を得た。そして実際にイン
テグリンαvβ3及びα4β1が PLA2-IIA の受
容体として機能していることを発見した。 
さらに、研究代表者らは上述の結合シミュレ
ーションを用いて、FGF1 もまたインテグリン
αvβ3に結合するという仮説を得た。ただし
FGF の場合は、受容体が不明であった
PLA2-IIA のケースとは異なり、既に FGF 受容
体（FGFR）の存在が知られていた。そこで、
同シミュレーションに基づいて FGF1 のイン
テグリン結合部位に点突然変異（point 
mutation）を挿入して、FGFR には結合するが
インテグリンには結合しない FGF1変異体（イ
ンテグリン非結合 FGF1 変異体）を作成して
実験を行った。すると興味深いことに、この
「インテグリン非結合 FGF1 変異体」は FGFR
に結合するにもかかわらず、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
て同時にインテグリンにも結合することが
必須であることが明らかとなった。加えて、
我々は別の増殖因子である IGF1についても、
IGF 受容体への結合と同時にインテグリンに
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。これらの一連の成果
から、研究代表者らは従来 1対 1と考えられ
ていた増殖因子とその受容体の結合に加え、
インテグリンもまた同時にリガンドである
増 殖 因 子 に 結 合 し て そ の 共 受 容
（ co-receptor ） と し て 働 く と い う

“two-receptor”モデルを提唱した。 
 
２．研究の目的 
 
上記の“two-receptor”モデルは全く新しい
概念であり、そのような報告は我々を除いて
全くなされていない。この成果をふまえ、今
回研究代表者らは、インテグリンからのシグ
ナルがどのように増殖因子固有の受容体か
らのシグナルと細胞内でクロストークして
いるのかを明らかにしたいと考えた。そして、
増殖因子とインテグリンとの直接結合から
始まるシグナルによって発現が制御されて
いる分子（群）を網羅的解析によって明らか
にし、滑膜細胞におけるその分子（群）の役
割を解明することを目的として実験を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
 
（1）インテグリン非結合増殖因子変異体の
細胞増殖に対する効果の検討 
 
 RA 患者の滑膜切除術の検体からヒト RA 滑
膜細胞を分離培養する。そして、その滑膜細
胞を野生型 FGF1 あるいはインテグリン非結
合 FGF1 変異体 FGFR50Eで刺激した後の細胞増
殖を検討する。さらに、両者のアポトーシス
に対する効果の相違を解析する。 
 
(2）「インテグリン非結合増殖因子変異体」
からの細胞内シグナルの解析 
 
ヒト RA滑膜細胞に野生型 FGF1 あるいはイン
テグリン非結合 FGF1 変異体 FGFR50Eを滑膜細
胞に添加し、細胞内シグナルの違いを cDNA 
microarray 法、real-time PCR 法、およびイ
ムノブロッティング法にて検討する。 
さらに、FGF 以外の増殖因子についてもイン
テグリン非結合変異体を作成し、同様の検討
を行う。この解析により、インテグリンが増
殖因子との結合によりどのようなシグナル
を細胞内に伝達しているのかを明らかにす
る。 
 
（3）インテグリンシグナルによって制御さ
れている分子の滑膜細胞における機能の解
析 
 
 上記検討によりインテグリンシグナルに
よって制御されていることが判明した分子
を siRNA法によって低発現させた培養滑膜細
胞を作成する。そしてその細胞の機能を解析
することにより、その分子の滑膜細胞におけ
る役割を明らかにする。 
 
 



４．研究成果 
 
(1) serum-starvation を行ったヒト RA 滑膜
細胞に野生型 FGF1 あるいはインテグリン非
結合 FGF1 変異体 FGFR50Eを添加して培養した
ところ、FGF1 は滑膜細胞を増殖させたが、
FGFR50E は増殖を誘導しなかった。さらに、野
生型 FGF1 は滑膜細胞のアポトーシスを抑制
したが、FGFR50E はアポトーシスを抑制しなか
った。 
 
(2) 野生型 FGF1 と FGFR50Eで刺激した滑膜細
胞の細胞内シグナルを解析したところ、野生
型FGF1は、ERKの持続的活性化を誘導したが、
FGFR50Eは ERK を一時的に活性化したものの、
その活性化状態を維持できなかった。 
 
(3) FGF1とインテグリンとの結合から始まる
シグナルによって制御されている分子を明
らかにするために、野生型 FGF1 あるいはイ
ンテグリン非結合 FGF1 変異体 FGFR50Eをそれ
ぞれ培養 RA 滑膜細胞に添加し、time course
をとって RNAを回収して cDNA microarray に
よる解析を行った。 
野生型 FGF1 で刺激した滑膜細胞と、インテ
グリン非結合 FGF1 変異体 FGFR50Eで刺激した
滑膜細胞との遺伝子発現を網羅的に解析し
て比較したところ、刺激 6時間後に、転写因
子である early growth response-1 (EGR-1)
の発現が、FGFR50E で刺激した細胞では明らか
に低いことを発見した（図１） 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに real-time PCR 法及び Western blot
法にて FGF1 刺激あるいは FGFR50E刺激を受け
た滑膜細胞の EGR-1 の発現を解析した。する
と、FGFR50E で刺激された滑膜細胞は、野生型
FGF1 で刺激された細胞に比べて、EGR-1 の発
現が mRNA 及びタンパクの両方のレベルで大
きく低下していた（図２）。 
 そして、別の増殖因子であるインスリン様
成長因子１（insulin-like growth factor-1; 
IGF1）についても、FGF1 と同様にインテグリ
ン非結合 IGF1 変異体 IGF1R36E/R37Eを作成し、
野生型および同変異体で刺激された RA 滑膜

細胞の EGR-1 発現を解析した。すると、やは
り FGF1 の場合と同様に、インテグリン非結
合 IGF1 変異体 IGF1R36E/R37Eで刺激された細胞
では、野生型 IGF1 で刺激された細胞に比し
て、EGR-1 の発現が mRNA およびタンパクレベ
ルの両方で大きく低下していた（図２）。 
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これらの結果から、滑膜細胞における EGR-1
の発現は、FGF や IGF とその固有の受容体で
ある FGF 受容体や IGF 受容体との結合ではな
く、増殖因子とインテグリンとの結合から始
まるシグナルによって制御されていること
が明らかとなった。 
 
(5) EGR-1 は、Zn フィンガードメインを有す
る初期応答性の転写調節因子であり、増殖因
子やストレス刺激で早期に誘導されること
が知られている。EGR-1 は細胞増殖や細胞周
期の制御に関与しており、動脈硬化や血管新
生に関わっていることが示されている。また、
EGR-1 は細胞の種類によって、プロアポトー
シス、あるいは抗アポトーシスタンパクとし
て働くことが報告されている。しかし、EGR-1
の滑膜細胞における役割は明らかではない。 
従って、我々は滑膜細胞における EGR-1 の役
割を明らかにする目的で、siRNA によって
EGR-1 の発現を低下させた（EGR-1low）滑膜細
胞を作成して解析を行った（図３）。 
 
 
 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 作成した EGR-1low滑膜細胞及び野生型滑膜
細胞にetoposideや hydrogen peroxide(H2O2)
でアポトーシスを誘導したところ、EGR-1low

滑膜細胞の方がアポトーシスに陥る細胞数
が有意に多いことを発見した。すなわち、滑
膜細胞において EGR-1は抗アポトーシタンパ



クとして働くと考えらえた（図４）。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 従来の RA の治療法は免疫系を制御して炎
症を抑制しようとするものがほとんどであ
り、滑膜細胞の増殖をターゲットとした治療
法は未だ実用化には至っていない。 
以上、増殖因子とインテグリンとの直接結合
からのシグナルは、EGR-1 の発現を介して滑
膜細胞のアポトーシスを制御していること
が明らかとなった。今後、このシグナルある
いは EGR-1 の発現を制御することにより、関
節リウマチ滑膜細胞のアポトーシスをコン
トロールして過増殖を抑える治療法の開発
につなげたい。 
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