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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症の動物モデルとして汎用されている実験的自己免疫性脳脊髄膜炎
(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis: EAE) の系を用いて以下の結果を得た。１）EAE誘導後の神経疾
患の発症、増悪、症状継続に関わる転写因子Xの発見。２）転写因子Xが疾患特異的CD4T細胞の分化に関わり、欠
損マウスでは疾患特異的CD4T細胞が検出されないこと。３）転写因子Xに結合して機能を阻害する低分子化合物
を4種発見した。これらは多発性硬化症の新規治療法創生に繋がる成果と考える。

研究成果の概要（英文）：Multiple sclerosis is serious inflammatory neurological disease and number 
of patients is increasing in Japan. To establishment of new therapies, we searched transcription 
factors (TF) which affect neurological symptom of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), 
an animal model of multiple sclerosis. We found TFX played vital roles because TFX flox/flox CD4Cre 
mice did not develop EAE. TFX was critical TF for development of pathogenetic CD4 T cells in 
neurological organs. Furthermore, TFX inhibition induced recovery of neurological symptoms. We 
searched inhibitors of TFX among small chemical drug library and found 29 chemical drugs classified 
4 groups. These results could be useful for establishment of novel therapeutic method for multiple 
sclerosis.

研究分野： 免疫学

キーワード： 実験的自己免疫性脳脊髄膜炎　リンパ球　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性硬化症は再発を繰り返し、歩行障害、視力障害などの重篤な機能障害をきたす難治性慢性炎症性疾患であ
る。さらに本国でも患者数が増加しており、完全寛解できる治療法の確立は喫緊の課題である。現在、ステロイ
ド剤、血漿交換などが一部症例に有効であること、またインターフェロンが再発予防に有効であることから、免
疫学的な異常が病態に関わることが示唆されるが、詳細な発症機序は明らかにされていない。疾患発症、増悪に
関わる免疫応答を標的とした新規治療法が開発できれば有用性は計り知れない。

※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 
多発性硬化症は再発を繰り返し、歩行障害，視力障害などの重篤な機能障害をきたす難治性慢性
炎症性疾患であるため、完全寛解できる治療法の確立は喫緊の課題である。現在、ステロイド剤、
血漿交換などが一部症例に有効であること、またインターフェロンが再発予防に有効であるこ
とから、免疫学的な異常が病態に関わることが示唆されるが、詳細な発症機序は明らかにされて
いない。近年リンパ球が神経系に浸潤する機構に関する研究をもとに新規治療法の開発が進め
られている。しかしながら、疾患発症、増悪に関わる免疫応答を標的とした治療法の開発はなさ
れていない。 
本研究では T 細胞の機能分化に関わる転写因子が疾患の発症および病態悪化に関与している可
能性を確認するとともに、治療ターゲットになりうるかを明らかにする。さらに関与メカニズム
の詳細を明らかにすることは、EAE の病態を解明するうえで重要な課題である。さらに疾患関与
転写因子の機能を調整し、T細胞の分化を制御する方法が確立できれば新規治療法の創出に繋が
る。 
 
２．研究の目的 
多発性硬化症の動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄膜炎（Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis 以下、EAE と記載）の系を用いて、以下を解析する。 
（１）EAE マウスモデルの神経症状発症および病態介入に関わる分子の探索 
（２）１で得られた分子の機能メカニズムを明らかにする 
（３）１で得られた分子の機能阻害剤候補探索およびその有用性・安全性評価を行う 
（４）ドラッグデリバリの方法を応用して、より有効に治療できる投与方法を開発する 
 
３．研究の方法 
（１）EAE マウスモデルの発症および病態介入に関わる分子の探索 
免疫応答に関わる転写因子の T 細胞特異的欠損マウスに T細胞依存的（B細胞非依存的）EAE を
誘導し神経症状を観察することで、発症に関わる転写因子を探索する。さらに、治療への有用性
を評価するために EAE 発症後に転写因子の機能を抑えて神経症状が改善するか観察する。 
 
（２）得られた分子の機能メカニズムの解析 
①組織学的解析 
本研究で用いた EAE モデルは尾の下垂、後肢麻痺が高頻度に発症し、これらは腰髄の炎症病変に
起因すると考えられる。腰髄の HE 染色で細胞浸潤を評価するとともにクリューバ―バレラ染色
で脱髄の状況を評価する。 
②リンパ球の機能解析 
EAE を誘導したマウスの脊髄神経、脾臓、所属リンパ節から血球細胞を分離して、フローサイト
メータを用いてリンパ球の表現型、サイトカイン産生を比較する。 
さらに得られた転写因子が制御するとされる因子とのダブル欠損マウスを作製して、転写因子
の機能する分子機構を明らかにする。 
 
（３）機能阻害剤候補探索およびその有用性・安全性の評価 
低分子化合物ライブラリより提供された試薬を用いて、転写因子の阻害薬候補を探索する。培養
系にて転写因子の標的遺伝子の発現に影響を与える薬剤を調べる。得られた薬剤が転写因子に
結合するかを蛍光偏光法にて確認する。 
 
（４）ドラッグデリバリの方法を応用したより有効な投与方法の開発 
ICG リポソームを作製してマウスに投与し、経時的に IVIS を用いて検出臓器を解析する。リポ
ソーム化した転写因子阻害薬を EAE 発症マウスに投与して有効性を確認する。 
 
４．研究成果 
（１）EAE マウスモデルの発症に関わ
る分子の探索 
複数の転写因子欠損マウスで EAE を誘
導して発症に関わる因子を探索した結
果、転写因子 X の T 細胞特異的欠損マ
ウスでは EAE の神経症状が発症しない
ことを確認した（図：転写因子 X 欠損
マウスに EAE を誘導（赤矢印）したの
ちの神経症状の経過を示す。野生型で
は神経症状が発症したが、欠損マウス
では発症しなかった）。さらに下肢麻痺などの神経症状発症直後に転写因子の機能を阻害すると



神経症状が回復することを明らかにした（図：EAE を誘導し（赤矢印）神経症状が発症し始めた
のちに X遺伝子の欠損を誘導した。欠損を誘導しなかった場合は神経症状が悪化・継続したが、
X 遺伝子の欠損を誘導したマウス群では神経症状が速やかに回復した）。しかしながら、神経症
状が発症したのち10日後に機能を阻害して
も症状回復は認めなかった。転写因子 X は
傷害された神経の回復を促すというよりは
EAE の免疫応答に関与していることが示唆
された。 
 
（２）メカニズムの解析 
①組織学的解析 
腰髄の HE 染色の解析から、EAE の誘導早期
に転写因子 X 欠損マウスで脱髄ばかりでな
くリンパ球浸潤も認められなかった。転写
因子 X がリンパ球の分化や組織浸潤能に影
響していることが示唆された。 
②リンパ球の機能解析 
IL-17 や IFNｇ産生能を脾臓、所属リンパ節から分離した細胞で解析した結果、同様の割合で産
生が確認された。しかしながら神経浸潤 T 細胞では転写因子 X 欠損マウスではサイトカイン産
生細胞は認めなかった。 
細胞浸潤に関わるケモカイン受容体 CXCR3 や CCR6 などの発現はどの部位の T細胞においても同
様に観察された。 
神経浸潤細胞において病因 T細胞と考えられている PD1 陽性 CD4T 細胞が転写因子 X欠損マウス
では認められず、転写因子 Xはこの細胞の分化に関わっていることが示唆された。 
さらに転写因子 Y とのダブル欠損マウスを用いて EAE の発症と病因 T 細胞の分化とを解析した
結果、野生型と同様に発症し、細胞分化も認めた。このことから、転写因子 X-Y 軸が EAE の病態
誘導に関与していることが明らかになった。 
 
（３）機能阻害剤候補探索およびその有用性・安全性の評価 
低分子化合物ライブラリより提供を受けた
試薬を用いて、転写因子 Xの標的遺伝子の発
現に影響を与える化合物を検索した。さらに
転写因子Xと結合することを蛍光偏光法を用
いて確認した（図：蛍光偏光法における偏光
度の結果を示す。転写因子 X と結合すると偏
光度は低下する。P:化合物を添加していない
陽性コントロール、N:蛍光物質を添加してい
ない陰性コントロール、I:既存の阻害薬添
加、1-10 候補化合物添加）。その結果既存の
阻害剤よりもより転写因子Xと結合し機能を
抑制する阻害薬を 4 グループ 29 化合物見つ
けることができた。これらの化合物は培養系
における細胞死などの評価では安全性が確
認された。しかしながら、マウスに投与できる容量の提供は難しく、マウスでの安全性、EAE へ
の有用性は解析できなかった。 
 
（４）ドラッグデリバリの方法を応用したより有効な投与方法の開発 
リポソーム化した ICG を野生型マウスに経静脈的もしくは腹腔内に投与した結果、脾臓、肝臓な
どに投与後 7 日でも検出され、長期間の薬剤保持と有効性維持が可能と考える。しかしながら、
EAE 発症時に投与したリポソーム化した転写因子 Xは症状改善に至らず、無効だった。神経への
移行性が関与している可能性が考えられた。 
 
以上本研究より以下の結果を得た。 
１） EAE の発症および症状悪化・継続に関わる転写因子 Xを見出した。 
２） 転写因子 X は病原 T 細胞の分化に必要な因子であり、その分子機構の一つに転写因子 Y を

抑制することで病原 T細胞の分化に関わることが明らかになった。 
３） 転写因子 Xの機能を阻害する低分子化合物を見出した。 
４） リポゾーム化した薬剤は少なくとも 1 週間は薬剤を脾臓、肝臓に保持可能なことを明らか

にした。 
本研究得られた結果および低分子化合物は多発性硬化症の新規治療法創出に繋がると考える。 
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