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研究成果の概要（和文）：ヒトに対する遺伝子組み換えタンパク質（hMIKO-1, -1a, -1b, -1c）の作製に成功し
た．hMIKO-1はラットにDSSで誘導した潰瘍性大腸炎の発症を劇的に抑制した．本タンパク質はマクロファージの
核内まで移行し，炎症性サイトカインmRNAの発現を有意に抑制した．この結果は，マクロファージにおける
NF-kappaB経路を阻害している可能性が高いと考えられる．
　一方，単球性白血病細胞をPMAで分化させたヒトマクロファージに対してhMIKO-1が細胞質を介して核内に移行
することを確認した．その他，間質性肺炎や強皮症（いずれも難病指定）にも極めて有効に作用することが明ら
かになった．

研究成果の概要（英文）：Recombinant human MIKO-1 and its derivatives (-1a, -1b, -1c) were newly 
developed by gene technology.  hMIKO-1 strongly suppressed the onset of experimental colitis induced
 with 5% DSS in rats.  hMIKO-1 intracellularly entered into macrophages and further migrated inside 
their nucleus.  It was strongly suggested  that hMIKO-1 could inhibit the pathway of NF-kappa B by 
negatively regulating the expression of inflammatory cytokines's mRNAs.
 On the other hand, we confirmed that hMIKO-1 also entered into macrophages and further migrated 
inside the nucleus.  It was also noteworthy that hMIKO-1 strongly suppressed the onset of indirect 
pneumonia and systemic sclerosis in mouse.

研究分野： 臨床生化学，臨床免疫学

キーワード： マクロファージ　炎症性サイトカイン　間質性肺炎　強皮症　組換えタンパク質　難病　免疫複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
hMIKO-1は核内における炎症性サイトカインmRNAの発現を強く阻害すること，細胞質で産生された炎症性サイト
カインを細胞質内で複合体を形成することにより，炎症誘導過程を阻害すると考えられる．これはToll-like 
recptor 4を介する経路を阻害している可能性が高いことから，潰瘍性大腸炎だけでなくマクロファージの異常
活性化を原因とする他の炎症性疾患に対しても有効と考えられる．事実，間質性肺炎や強皮症においてもその有
効性が確認された．これらの成果は難病の原因解明に貢献でき，その社会的意義は大変大きい．また，hMIKO-1
のアミノ酸配列の解析は新しいタンパク質科学の発展に寄与できる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
	 

	 近年，炎症性腸疾患の一つである潰瘍性大腸炎（UC）の患者数が急激に増加しており，社会

問題となりつつある．その発症原因として，ミュータンス菌の糖鎖を原因とする説，硫化水素

産生菌の増加による説	 (Slee	 EA	 et	 al.,	 Cell	 Death	 and	 Differ	 6,	 1999;	 Foell	 D	 et	 al.,	 

Gut	 58,	 2009)，Th17 細胞が産生する IL-17A による説が提唱されているが，いずれの説も決定

的でない．その中で，最近，腸内常在細菌による TLR	 4 を介したマクロファージの異常活性化

説が提唱され，注目されている（Yen	 D	 et	 al.,	 J	 Clin	 Invest	 116,	 2006;	 Harrington	 LE	 et	 

al.,	 Nat	 Immunol	 6,	 2005;	 Yoshino	 et	 al.,	 Inflamm	 Bowel	 Dis	 16,	 2010）．すなわち，大腸

組織におけるマクロファージが腸管腔内の微生物あるいはその成分によって異常に活性化さ

れ，その結果，本免疫細胞から炎症性サイトカインが過剰に分泌され，大腸，とくに直腸組織

から炎症が誘導されるとする説である．このような学術的背景から，S100 タンパク質（S100A8

及び S100A9）はマクロファージの主要なタンパク質であることから，本免疫細胞の機能制御に

深く関わっている可能性が強く示唆される．したがって，本タンパク質の免疫学的機能を分子

レベル及び遺伝子レベルで明らかにすることが潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患の原因究明，

ひいては自己免疫性疾患の病因解明に繋がると考えられる．	 
 
２．研究の目的 
	 最近、我々は骨髄系免疫細胞、とくにマクロファージの異常活性が UC の発症に深く関係して

いること，マクロファージが産生する S100A8 及び S100A9 が CD68 を介してマクロファージ機能

を制御することを発見した。このように S100 タンパク質はマクロファージ機能の制御にとって

重要な因子であるが、分子レベルの作用機序は未詳である．そこで、両タンパク質のアミノ酸配

列を基調として独自に考案したリコンビナントタンパク質（rMIKO-1 及びその誘導体）を作製し，

この rMIKO-1 のマクロファージに対する反応性を検証することによって S100 タンパク質の活性

中心を推定し，rMIKO-1 のマクロファージ機能に対する制御性タンパク質としての制御機構を解

明すること，炎症性腸疾患の予防と治療に向けた rMIKO-1 の臨床的有用性を明らかにすること

を目的とする．	 
 
３．研究の方法 
1)  ラット MIKO-1	 (rMIKO-1)及びヒト MIKO-1	 (hMIKO-1)の作製	 
	 S100 タンパク質を基調として，それぞ

れのアミノ酸配列の一部を組み替えた４

種類（rMIKO-1〜rMIKO-4）のリコンビナン

トタンパク質の一次構造を示した（組み

替えた一部の一次構造は未公開：グレー

表示）．	 

	 

2)	 rMIKO-1 のマクロファージに対する反

応性の検討	 

(1)	 rMIKO-1 の遺伝子組換え体（大腸菌）

はすでに保有している．この大腸菌体内

からrMIKO-1をNi-アガアロースカラムを用いて

部分精製し，最終的に DEAE カラムで精製する（純

度 98%以上）．FITC または Texas	 Red	 (TR)で蛍光標識した rMIKO-1 をマクロファージに作用さ

せ，標識した rMIKO-1 が細胞内に取り込まれるかどうかを，蛍光顕微鏡（KEYENCE	 BIOREBO	 BZ-

9000）で観察した（Z スタック解析）．次に，蛍光標識 rMIKO-1 とマクロファージ内の NF-kB，
b-アクチン，ゴルジ体などとの蛍光免疫染色により，細胞内局在性を確認する．その結果から，
rMIKO-1 が細胞質から核内へ輸送される可能性と，その経路を考察する．	 	 

	 

(2)	 rMIKO-1 が NF-kB 及び MAPK 活性化経路関連タンパク質である p65,	 p38,	 JNK のリン酸化を
抑制するかどうかを検討し，本タンパク質の超制御機構をタンパク質及び遺伝子レベルで解析

する．	 	 

	 

(3)	 これまでに，rMIKO-1 がマクロファージのエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれる

ことが明らかになっている．そこで，ラット（WT）の腹腔マクロファージを用いて，FITC 標識

rMIKO-1 の細胞内への取り込みとその局在性を検証する．また，ビオチン標識 rMIKO-1 を一定

時間マクロファージに作用させ，その後，細胞質内タンパク質と核内タンパク質を分離抽出し，

図１：rMIKO-1の一次構造と生理活性 



それぞれの分画に含まれるビオチン標識 rMIKO-1 をストレプトアビジン-HRP により検出する

ことにより，rMIKO-1 の細胞内挙動を明らかにする．	 

	 

3)	 rMIKO-1 による炎症性サイトカイン mRNA の発現制御機構の解析（in	 vitro）	 

	 すでに，rMIKO-1 が活性化マクロファージのエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ，

さらに核内に移行する可能性の高いことを見出している（図１）．その結果として，細胞質内あ

るいは核内に移行した rMIKO-1 が何らかの機序により炎症性サイトカイン mRNA の産生・誘導を

抑制する可能性が強く示唆される．すなわち，１）MIKO-1 が細胞質内でフリーの NF-kB を産生
する過程を阻害する可能性，２）rMIKO-1 がフリーの NF-kB と複合体を形成することによって
NF-kB の核内への移行を阻害している可能性，３）核内に移行した rMIKO-1 が NF-kB モチーフに
存在するプロモーターに結合し，情報伝達不可の状態にしている可能性などが考えられる．最近，

rMIKO-1 でマクロファージを処理したとき，この免疫細胞の細胞質内において，フリーの NF-kB
が核内に移行しない可能性の高い画像を蛍光免疫二重染色より観察している．この事実は，

rMIKO-1 が細胞質内で炎症誘導情報伝達経路の一部を阻害している可能性を強く示唆している．

そこで，細胞質内及び核内情報伝達因子に対する各種阻害剤などを用いて，rMIKO-1 の炎症抑制

機能のメカニズムを in	 vitro の系で明らかにする．	 
	 
４．研究成果	 

1)   S100A8 および S100A9 の一次構造解析	 
	 S100A8 及び S100A9 はそれぞれ S100A8	 mRNA 及び S100A9	 mRNA の発現をオートクライン的に誘

導することを，すでに明らかにした．しかし，それらの誘導を規定するアミノ酸配列の活性中心

は未詳であった．そこで，S100A8 および S100A9 の一次構造を参考に，遺伝子組換えタンパク質，

すなわち S100A8 に S100A9 の C 末端から 24 アミノ酸残基を付加したハイブリッドペプチド

（rMIKO-1），S100A8 の N 末端から 20 アミノ酸残基を S100A9 の 20 アミノ酸残基と入れ替えたペ

プチド（rMIKO-2），同様に，S100A9 の N 末端から 20 アミノ酸残基を S100A8 の 20 アミノ酸残基

と入れ替えたペプチド（rMIKO-3），S100A9 の C 末端から 24 アミノ酸残基を切断したペプチド

（rMIKO-4）を作製し，それぞれのマクロファージに対する反応性を遺伝子レベルで検討した．	 

	 その結果，これら組み替えタンパク質でマクロファージを刺激し，S100A8 及び S100A9	 mRNA

の変化を観察した．図１（右端の赤字）に示すように，rMIKO-1 は S100A8	 mRNA の産生・分泌を

誘導するが，rMIKO-2 は誘導しないこと，rMIKO-3 は S100A9	 mRNA の産生・分泌を誘導するが，

rMIKO-4 は誘導しないことが明らかになった．rMIKO-1 は S100A8	 mRNA を 10 倍以上，rMIKO-3 は

S100A9	 mRNA を 3 倍程度選択的に活性化したことから，S100A8 の N 末端側領域と S100A9 の C 末

端側領域が重要な活性領域であることが判明したことから，我々はハイブリッドタンパク質で

ある rMIKO-1 は高機能な抗炎症性タンパク質であると考えられた．	 

	 

2)   rMIKO-1 のマクロファージへの結合及び細胞内挙動と核内移行メカニズムの解析	 
	 rMIKO-1 のマクロファージに対する分子挙動に関する研究から，本タンパク質は細胞質を介し

て核内に移行する特殊なタンパク質であった（図２）．この挙動が免疫学的にどのような意味を

有するのか，現時点で詳細には明らかでない．しかし，これまでの結果から，rMIKO-1 は異常な

マクロファージに結合し，さらに細胞質内のb-アクチンによって核内に輸送され潰瘍性大腸炎
に伴う炎症性変化を制御している可能性が高い．すなわち炎症性サイトカイン mRNA の発現を強

く抑制してい

ると考えられ

る．事実，MIKO-

1 が細胞内およ

び核内に存在

すること，また

MIKO-1 と NF-kB
との複合体が

存在する可能

性を明らかに

している．さら

に，MIKO-1 は細

胞質内において炎症性サイトカイン（TNF-a，IL-6）と複合体を形成することによって炎症を抑
制する可能性がある．rMIKO-1 が核内に移行する詳細なメカニズムは明らかになっていないが，

核内において rMIKO-1 が炎症に関する情報伝達経路を阻害している可能性が極めて高いと考え

られ，非常に注目された．そのメカニズムの仮説を図３に示した．	 

図２：小円（核内），大円（細胞質）内） 



	 一方，MIKO-1 の潰瘍性大腸炎抑制効果を遺伝子レベ

ルで検討した．これまでに，S100A8 および S100A9 がオ

ートクライン的に S100A8	 mRNA および S100A9	 mRNA の

発現を誘導することは明らかになっている．我々は従来

から S100A8 は抗炎症性機能を有するタンパク質である

ことを提言してきたが，MIKO-1 が S100A8 より 10 倍以

上の S100A8	 mRNA 発現効果を有する事実によって示さ

れるように，MIKO-1 は想像以上の抗炎症性機能を有す

る特殊なハイブリッドタンパク質の開発に成功した．こ

の結果は潰瘍性大腸炎の治療薬開発に繋がる重要な成

果である．	 

	 

3)   MIKO-1 の抗炎症性機能の組織学的検討	 
	 MIKO-1 の抗炎症性機能を in	 vivo の系で検証した．硫酸化デキストラン（DSS）で潰瘍性大腸

炎（UC）を誘導したラットに MIKO-1 を 0.2 及び 0.6	 mg/day/rat の割合で腹腔内投与し，その抑

制効果についてラット大腸（とくに直腸部位）を用いて組織学的に検討した．その結果，大腸の

炎症は MIKO-1 の投与量にほぼ比例して抑制されていた（図４）．また，大腸の長さを測定した

ところ，DSS のみを投与したラットの大腸は明らかに短く縮んでいた（12.5cm）．それに対して

MIKO-1 投与群ラットの大腸長さは M0.2（17.4cm）及び M0.6（17.5cm）であり，ともに正常群

（17.5cm）とほとんど差はなかった．これらの事実は，ラット腹腔内に投与した MIKO-1 の炎症

抑制効果を間接的に示していると思われる．	 

	 

	 

4)   hMIKO-1 とその誘導体の作製及び免疫学的機能解析	 
	 ラット MIKO-1 及びその誘導体の免疫学的機能を解析したところ，MIKO-1 が最も注目された．

そこで，ラットの MIKO-1 と同様に，hS100A8 の C 末端に hS100A9 の C 末端から 21 アミノ酸残基

に相当するペプチドを付加した遺伝子組換えタンパク質（hMIKO-1）を作製した．次に，hMIKO-

1 の誘導体（hMIKO-1a,	 hMIKO-1b,	 hMIKO-1c）を作製し，それぞれのマクロファージに対する免

疫学的反応性をタンパク質及び遺伝子レベルで検討した．

その結果，ラットの MIKO-1 とほとんど同様の結果が得ら

れた．すなわち，いずれもラットマクロファージに結合，

さらに細胞質を介して核内に移行すること（図５：hMIKO-

1c	 <赤>；b-アクチン	 <緑>；核	 <青>），炎症性サイトカ
イン mRNA の発現を強く抑制すること，S100A8	 mRNA の発現

を強く誘導すること，TGF-bや IL-10 など抗炎症性サイト
カイン mRNA の発現を増加させることを確認した．さらに，

THP-1 細胞（ヒト単球性白血病細胞）を PMA で分化させた

マクロファージ様細胞を用いた実験においても，核内に移

行している様子を視覚的に確認することができた．その中

でも，核内へ移行した hMIKO-1c は hMIKO-1 よりも多く，

より効果的に作用する制御性因子と考えられた．hMIKO-1c

は hMIKO-1 の C 末端から 11 アミノ酸残基分だけ短いことから，この短いペプチドは hMIKO-1c の

機能発現にとって重要なアミノ酸配列と推察された．新しいハイブリッドタンパク質である

hMIKO-1c の免疫学的高機能はその三次元高次構造に依存している可能性がある．	 	 

	 一方，hMIKO-1 は潰瘍性大腸炎モデルだけでなく，間質性肺炎や強皮症など自己免疫性疾患モ

デルマウスを用いた動物実験においても，炎症反応を劇的に抑制した（大阪医科大学との共同研

究）．現在，その詳細なメカニズムは明らかでないが，その解明に取り組んでいる．いずれにし

ても，ラット MIKO-1 と同様な結果が得られたことは hMIKO-1 がヒトの炎症性疾患，すなわち潰

瘍性大腸炎や間質性肺炎など自己免疫性疾患の治療にも有効に作用することを強く示唆してい

る．hMIKO-1 及び hMIKO-1c のマクロファージに対する詳細な作用機序は明らかになっていない

図５	 hMIKO-1 のマクロファージ
様細胞（THP-1）への取り込み	 

図４	 MIKO-1 処理ラット大腸組織の HE 染色	 

図３：rMIKO-1の作用機序の仮説 



が，将来的には，hMIKO-1，とくに hMIKO-1c は自己免疫性疾患の発症を効果的に抑制しうる免疫

学的バイオ製剤としての意義を有すると思われる．	 

	 以上，我々が開発したハイブリッドタンパク質である rMIKO-1 及び hMIKO-1 は免疫学的に高

機能を有する抗炎症性タンパク質であることが判明した．本タンパク質が潰瘍性大腸炎だけで

なく間質性肺炎など自己免疫性疾患に対しても有効に作用する可能性が示されたことは，予想

外の結果であった．本タンパク質の詳細な作用機序は十分に解明されていないが，おそらく異常

に活性化されたマクロファージからの炎症性サイトカインの発現を効果的に抑制している可能

性が非常に高いと考えられた．したがって，hMIKO-1 はマクロファージの異常を原因とする炎症

性疾患の予防と治療に対して有効に作用すると考えられた．	 
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