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研究成果の概要（和文）：我々は本研究において、接着分子からのシグナルを細胞内に伝達する作用を持つドッキング
蛋白質Cas-Lのノックアウトマウスを使用してそのリウマチ発症における病態生理学的意義の解析を行った。Cas-Lノッ
クアウトマウス（KO）にコラーゲンを投与して関節炎を誘導した場合、KOでは野生型マウスに比較して関節炎発症の遅
延と重症度の低下が観察され、その原因として液性免疫及び細胞性免疫両方の低下が示唆された。
我々はまた、抗菌作用のない新規マクロライド化合物を導出し、その炎症性サイトカイン抑制とコラーゲン誘導関節炎
抑制効果を見出し、リウマチ発症に関与するThl7細胞への分化を抑制する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cas-L is a cytoplasmic docking protein essential for cellular migration and beta 
1 integrin-mediated costimulation of T cells. Our current study expanded these findings on the role of 
Cas-L in the development of rheumatoid arthritis (RA) by analyzing the pathophysiological changes in a 
Cas-L -/- mouse collagen-induced arthritis (CIA) model, strongly suggesting that Cas-L plays a pivotal 
role in the pathophysiology of CIA, and that Cas-L may be a potential molecular target for the treatment 
of RA.
Macrolide antibiotics have immunomodulatory properties that are distinct from their anti-bacterial 
functions. We synthesized 5-I, which is a new derivative of roxithromycin with less antimicrobial 
activity, and evaluated its immunomodulatory effects. Administration of 5-I to mice with CIA reduced the 
severity of arthritis, and this effect was also observed when treatment was delayed till after the onset 
of disease, suggesting that 5-I may be useful as a potential therapeutic agent for RA.

研究分野： リウマチ学
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１．研究開始当初の背景 
β1インテグリンは細胞の接着遊走、細胞増
殖、サイトカイン産生、生存シグナル等の
様々な生物学的機能を担う接着分子である。
関節リウマチ(Rheumatoid Arthritis; RA)に
おいてβ1 インテグリンを介する T 細胞遊走
能の亢進が重要であるという証拠が多数蓄
積している。我々は、ヒト T細胞においてイ
ンテグリン刺激によりチロシンリン酸化さ
れる主要な蛋白として Nedd9/HEF1/Cas-L を
同定した(以下 Cas-L/Nedd9 と記す)（図 1）
(Minegishi M, Iwata S, Morimoto C et al. 
J Exp Med 184:1365 1996)。 

また、インテグリン及び TCR 刺激により、
FAK と Src family チロシンキナーゼ (Src, 
Fyn, Lck)が活性化して Cas-L/Nedd9 がチロ
シンリン酸化されることを明らかにし、
Cas-L/Nedd9 が TCR/β1 インテグリン共刺激
T細胞によるIL-2産生及び細胞遊走能の亢進
に必須の分子であることを報告してきた
(Tachibana K, Iwata S, Morimoto C et al J 
Biol Chem 272:29083 1997. Ohashi Y, Iwata 
S, Morimoto C et al. J Immunol 163:3727 
1999)。この点に着目し、RA のマウスモデル
である HTLV-I tax トランスジェニックマウ
スの脾細胞・リンパ節リンパ球における
Cas-L/Nedd9 の発現上昇とチロシンリン酸化
の亢進を見出し(Miyake-Nishijima R, Iwata 
S, Morimoto C et al. Arthritis Rheum 
48:1890 2003)、Cas-L/Nedd9 の RA における
意義を探求してきた。さらにヒト RA 患者滑
液中のリンパ球においてCas-L/Nedd9の発現
が上昇していることを報告した(Hisakawa N, 
Morimoto C et al. J Rheumatol 29:1124 2002)。 
また、我々の研究室では、免疫薬理学的観

点からマクロライド化合物ロキシスロマイ
シンの免疫調節作用・抗リウマチ作用を研究
してきた(Urasaki Y, Iwata S, Morimoto C et 

al. J Rheumatol 
32:1765 2005)。そ
の経緯で、ロキシ
スロマイシンをベ
ースにして、抗菌
作用のない新規マ
クロライド化合物
5-I を導出した（左
図）。 
 

２．研究の目的 
Cas-L/Nedd9 は、細胞内ドッキングタンパク
質であり、インテグリン依存性の細胞遊走能
に必須の分子である。本研究は、リンパ球の
炎症部位への遊走及びサイトカインバラン
スと Cas-L/Nedd9 の関係に焦点を絞り、

Cas-L/Nedd9 ノックアウトマウスを用いて、
自己免疫性炎症性疾患である関節リウマチ
の 発 生 機 序 と 病 態 の 解 析 を 行 い 、
Cas-L/Nedd9 を標的分子とするインテグリン
経路の制御による治療応用の基盤確立を目
的とする。また、新たに導出したマクロライ
ド化合物であるロキシスロマイシン誘導体
5-I の抗リウマチ作用機序・炎症性サイトカ
イン産生抑制機序の解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
Cas-L/Nedd9 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
(Cas-L/Nedd9-/-)は瀬尾らによって作製さ
れ当研究室が供与された。コラーゲン誘発関
節炎(Collagen-induced arthritis)マウスの
作成とその評価：Ⅱ型 collagen と Freund’s 
Complete Adjuvant でエマルジョンを作成し
て皮下に免疫し（初回免疫及び追加免疫の 2
回 ）、 コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎
(Collagen-induced arthritis)を誘導した。
関節炎の評価を肉眼的スコアリング、軟部 X
線、病理組織学的解析により行った。 
コラーゲン誘発関節炎マウスのリンパ節か
ら単核球を単離し、Ⅱ型 collagen に対する
増殖反応を解析した。 
骨髄細胞移植実験：コラーゲン誘発関節炎の
責任細胞を同定するために骨髄細胞移植実
験を行った。即ち、放射線照射して骨髄を破
壊した野生型マウスに、Cas-L/Nedd9-/-マウ
スから単離した骨髄幹細胞を移植したもの
と、放射線照射した Cas-L/Nedd9-/-マウスに
野生型マウスの骨髄幹細胞を移植したマウ
スを作製し、コラーゲン誘発関節炎を誘導し、
その関節炎の評価を行った。 
Ⅱ型 collagen 抗体価及び血清中のサイトカ
インを ELISA 法で測定した。 
共刺激実験：T 細胞の十分な活性化のために
は、TCR からのシグナルの他に共刺激分子か
ら の 補 助 シ グ ナ ル が 必 要 で あ る 。
Cas-L/Nedd9 及び Rox/5-I の共刺激系への影
響を検討するためリンパ球を用いた共刺激
実験を行った。 
Rox/5-I の免疫系への作用点を調べるため、
リンパ球及びマクロファージの細胞遊走能
に対する影響を検討した。 
Rox/5-I の免疫調節作用の機序を解析するた
め、CD3 抗体＋CD28 抗体で共刺激したヒト末
梢血リンパ球に Rox/5-I を加えて培養後、
mRNA を抽出しマイクロアレイ解析を行った。 
Rox/5-I の関節リウマチに対する治療応用可
能性を検討するため、コラーゲン誘発関節炎
を誘導し、Rox 或は 5-I を経口投与してその
関節炎の重症度に対する効果を解析した。 
 
４．研究成果 
RA における Cas-L/Nedd9 の意義の解明：我々
は、RA モデルマウスである tax トランスジェ
ニックマウスにおけるCas-L/Nedd9の発現増
強と細胞遊走能の亢進について報告してき
た。炎症性疾患において、リンパ球が血管内



皮細胞へ接着し、血管外へ遊走後、炎症部位
へ浸潤して行く過程は、治療介入の可能性を
考えるうえで非常に重要である。また、実際
のヒト検体においてもCas-L/Nedd9の発現亢
進を見出している。Cas-L/Nedd9 ノックアウ
トマウスの出生比率は Mendel の法則の期待
値にほぼ一致するが、形態学的にリンパ節の
marginal zone B 細胞の欠失、二次リンパ臓
器リンパ球数の減少が観察されるとともに、
T細胞・B細胞のケモカイン(CXCL12, CXCL13, 
CCL21)に対する細胞遊走能や、インテグリン
リガンドに対する接着性の低下が指摘され、
これまでの我々の in vitro での Cas-L/Nedd9
の解析が証明された形となった。 
本研究において、Cas-L/Nedd9 ノックアウ

トマウスを用いたコラーゲン誘発関節炎の
解析から、同マウスでは関節炎の重症度が低
下することを明らかにしたことである。この
ことは、肉眼的な関節炎のスコアリング、罹
患関節の X線撮影、及び病理組織学的解析に
より確認された。また、Cas-L/Nedd9-/-マウ
スでは、対照群の野生型マウスと比較して、
血清中の II 型 collagen に対する抗体価、炎
症性サイトカイン(TNF-α, IL-6, IL-1β, 
IL-17A)の低下・抑制性サイトカイン(IL-10)
の上昇が認められた。これらのサイトカイン
バランスの異常は、同マウスでの炎症の遅延
と関節炎の軽症化の一因とも考えられる。コ
ラーゲン誘発関節炎マウスから単離したリ
ンパ球の II型 collagen に対する増殖反応に
おいても、Cas-L/Nedd9-/-マウスは、野生型
マウスに比較して低下を示した。このように
Cas-L/Nedd9-/-マウスでは液性免疫のみな
らず、細胞性免疫の低下も示唆された。 
骨髄移植実験においては、Cas-L/Nedd9-/-マ
ウスから単離した骨髄幹細胞を移植した野
生型マウスにおいても、コラーゲン誘発関節
炎の発症遅延と重症度の低下が認められ、逆
に野生型マウス骨髄幹細胞を移植した
Cas-L/Nedd9-/-マウスではそのような現象
が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、
Cas-L/Nedd9-/-マウスにおける関節炎軽症
化の責任細胞の少なくとも一部は骨髄由来
細胞であることが示された。 
以 上 のこと か ら、本 研 究にお い て 、
Cas-L/Nedd9 は関節リウマチ発症において重
要な病態生理学的意義をもつ分子であるこ
とが明らかになるとともに、Cas-L/Nedd9 が
これまでに明らかとなっている細胞接着・遊
走の制御のみならず、サイトカイン産生の制
御にも関与していることが示唆された（右頁
図；論文 1より引用）。 
 
新規マクロライド誘導体の抗サイトカイン
産生機序の解明と、RA 治療への応用の可能
性：我々はこれまで、ロキシスロマイシンに
よる炎症性サイトカイン産生抑制作用とマ
ウスコラーゲン関節炎に対する予防と治療
効果について報告してきた。 
本研究において、新規ロキシスロマイシン

誘導体 5-I を導出し、その炎症性サイトカイ
ン抑制とマウス関節炎抑制効果を見出した。 
即ち、5-I 及びロキシスロマイシンは、

CD3/CD28 共刺激下でのヒト T 細胞の IL-2, 
IFN-γ, IL-17, TNF-α, IL-6 の産生、及び
LPS 刺激マクロファージによる TNF-α, IL-6
の産生を用量依存的に抑制した。 
また、活性化 T 細胞及び、LPS 刺激マクロフ
ァージの細胞遊走能が、5-I 及びロキシスロ
マイシン投与により用量依存的に抑制され
た。一方、5-I 及びロキシスロマイシンは、
CD3/CD28共刺激下でのヒトT細胞の増殖反応
やTh2サイトカイン産生には影響しなかった。 
さらに、ヒトリンパ球を用いたマイクロア

レイ解析の結果、5-I 及びロキシスロマイシ
ンは、Th17 細胞への分化に重要な核内転写因
子ROR-γtの発現を抑制することが明らかに
なった。 
また、コラーゲン誘発関節炎モデルへの発

症前或は発症後投与により、関節炎重症度の
肉眼的、病理学的スコアの改善を認めた。 
これらのことから、新規ロキシスロマイシ

ン誘導体5-Iを起点として関節リウマチの新
規治療薬の創出につながる可能性が示唆さ
れた（次頁図；論文 2より引用）。 
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