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研究成果の概要（和文）：本研究では、新しいインテグリン機能阻害様式を有するα4インテグリンスプライン
シングバリアント（α4SV)とメチマゾールによる自己免疫疾患への影響を検討した。α4SVは、α4とα9インテ
グリンとそれらが共通するリガンドのみの接着を阻害し、さらにTh17分化も抑制することで自己免疫疾患を抑制
させる機能を有するとが分かった。メチマゾールに関しては、α9インテグリンスプラインシングバリアントSF
α9と結合するFMO4機能を阻害し、α9インテグリン活性化を抑制させることが分かった。また、メチマゾールの
マウスへの投与はα9インテグリンが増悪化に関与する自己免疫疾患マウスを抑制させることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the functions of an alpha4 integrin splicing variant (alpha4SV) 
and methimazole which have novel integrin inhibitory effects. Alpha4SV inhibited autoimmune diseases
 via blocking of Th17 differentiation as well as the binding between alpha4 or alpha9 integrin and 
their common ligands. Methimazole (a major anti-thyroid drug) is known as  flavin-containing 
monooxygenase (FMO) inhibitor. We found that FMO4 is associated with an alpha9 integrin splicing 
variant SFalpha9 which is alpha9 integrin activator. Methimazole blocked the activation of alpha9 
integrin. Methimazole administration ameliorated alpha9 integrin-dependent autoimmune murine models 
such as rheumatoid arthritis and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE).

研究分野： 実験医学

キーワード： インテグリン　スプライシングバリアント　自己免疫疾患　細胞接着

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インテグリンは魅力的な医薬標的として知られるが、生体の維持にも重要な役割を有することから、インテグリ
ン機能の完全な阻害は強い副反応をもたらすことが危惧されている。本研究では、インテグリン機能を完全には
阻害しない新たな反応性を有する二つの物質を見出した。α4インテグリン変異体は、インテグリンと受容体と
の結合をリガンド選択性を有しながら阻害し、自己免疫疾患を誘発するT細胞であるTh17分化をも抑制した。抗
甲状腺薬メチマゾールはα9インテグリン活性化を特異的に抑制することが分かった。今後、これら新しいイン
テグリン機能阻害様式をより詳細に解析することで、医薬への発展を目指す。

※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 

自己免疫疾患は、生物学的製剤の発展により新たな治療法が開発されてはいるものの、これら
が効かない患者や有効な治療法のない疾患が多く存在することから、新たな作用機序を有する
治療法の確立は急務である。 

細胞外基質との細胞接着を司る細胞膜貫通タンパク質群であるインテグリンは、多くの難治
性疾患発症に関与することから多くの阻害剤が開発されているが、ほとんどが医薬まで発展し
ていない。その理由として、インテグリン阻害剤は標的インテグリンと複数のリガンドとの相
互作用を完全に阻害してしまうことで生体に強い影響を与えてしまうことが原因と考えられて
いる。インテグリンが創薬標的分子群であることは疑いようがないものの、現状のアプローチ
によるインテグリン阻害剤の開発は重篤な副作用の危険性が常に付きまとう。 

 

２．研究の目的 

当研究室では、同一のインテグリンファミリーに属し、自己免疫疾患発症に関与するα4イン
テグリンとα9インテグリンに着目して研究を進めた結果、インテグリンとリガンドとの相互作
用を完全には阻害しない物質としてα4 インテグリンスプライシングバリアント（α4SV）と抗
甲状腺薬メチマゾールを見出した。 

α4とα9インテグリンは、数種のリガンドを共有するが、α4SV はα4 のみならずα9インテ
グリンとオステオポンチン等のそれらの共有リガンドとの細胞接着を抑制することを明らかに
した。一方で、VCAM-1 やファイブロネクチン CS1 等のα4インテグリン特異的リガンドに対して
は阻害効果を示さないことから、α4SV はリガンド選択性を有する阻害分子であることが分かっ
た。また、α4SV の結合分子として TGF-βを見出した。TGF-βは、自己免疫疾患に関与する T細
胞サブセット Th17 分化に重要な因子であることから、α4SV は Th17 分化にも影響を与える可
能性を見出した。 

従来のリガンドと受容体との結合阻害ではなく、インテグリン不活性化型から活性化の段階
を阻害できれば、不活性化型インテグリンには作用しない新たなインテグリン阻害剤になるこ
とが提唱されている。当研究室ではα9スプライシングバリアント SFα9が、α9インテグリン
特異的活性化分子であることを報告していることから、SFα9 機能阻害剤はα9インテグリン活
性化阻害剤になると予想した。SFα9結合分子として薬物代謝酵素 FMO4 を見出し、FMO 阻害剤と
してメチマゾールが存在することから、メチマゾールはα9の特異的活性化阻害剤になり得ると
考え、実際にメチマゾールがα9インテグリン活性化抑制能を有することを明らかにした。 

そこで本研究では、α4SV やメチマゾールが持つ新たなインテグリン阻害作用機序が自己免疫
疾患抑制効果を有すること、そしてそのメカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

α4SV、メチマゾールによる自己免疫疾患抑制効果： 

α4SV、メチマゾールによるリウマチ関節炎や多発性硬化症モデルに対する阻害効果を検討し
た。α4SV は腹腔に投与し、メチマゾールは経口投与で検討した。リウマチ関節炎モデルは、コ
ラーゲン IIに対する抗体カクテルと LPS を併用したいわゆる CAIA モデルを BALB/c マウスを用
いて発症させた。多発性硬化症モデルは、myelin-oligodendrocyte glycoprotein（MOG）ペプチ
ドと百日咳毒素を併用した EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis)モデルを
C57BL/6 モデルを用いて発症させた。 

 

α4SV による TGF-β機能抑制効果： 

TGF-β機能抑制効果は、TGF-βシグナルで転写される PAI-1 とルシフェラーゼ融合遺伝子を
恒常的に発現する TMLC 細胞を用いて、ルシフェラーゼアッセイを行うことで検討した。 



 

４．研究成果 

α4SV の腹腔内投与による自己免疫疾患抑制能を CAIA モデルと EAE での検討を行った結果、
α4SV 投与により関節炎スコアや EAE スコアが抑制できることが分かった。また、同時にα4SV
投与による Th17 分化に与える影響を EAE マウス由来脾細胞からヘルパーT 細胞を分離して検討
した結果、α4SV 投与後のヘルパーT細胞では有意に IL-17 や ROR-γTの発現が低下しているこ
とが分かり Th17 分化を抑制していることを示唆する結果を得た。 

 α4SV によるTh17分化の抑制はTGF-βがα4SVと結合することによるTGF-β機能変化が影響
するのかを検討するするため、内在的に TGF-βを発現する TMLC 細胞にα4SV 遺伝子を導入し、
ルシフェラーゼアッセイを行った。α4SV 遺伝子の導入により、ルシフェラーゼ活性が低下する
ことが分かった。このことはα4SV が TGF-β活性化を阻害し TGF-βとその受容体からのシグナ
ルを抑制すると推察できた。 

 メチマゾールを毎日投与する条件で CAIA モデルと EAE モデルの病態変化を検討した結果、両
モデルともメチマゾール投与により病態スコアを著しく改善できることが分かった。メチマゾ
ールは、FMO4 遺伝子を導入したα9インテグリン発現細胞では細胞接着を抑制したが、α9イン
テグリン単独発現細胞では抑制能を示さなかったことから、FMO4 がα9 インテグリン活性化に
関与することを示唆する結果を得た。そこで、FMO4 がα9インテグリン活性化に関与することを
明らかにするため、FMO4 とα9 インテグリンを内在的に共発現するヒト胎児横紋筋肉腫 RD細胞
株の FMO4 を Crispr/Cas9 にてノックアウトした細胞を作製し、細胞接着試験した結果、α9 イ
ンテグリン依存性細胞接着を抑制できることが分かった。一方で、細胞膜上のα9インテグリン
発現は不変であったことから FMO4 はα9 インテグリンを活性化させる機能を有することが分か
った。 

 メチマゾールは抗甲状腺薬として古くから臨床で使われている医薬である。メチマゾールの
副作用としては体重減少が良く知られており、当研究室においてもメチマゾールをマウスへ投
与すると体重が大きく減少する。そこで、メチマゾール類縁体を 11 種類作製して、体重減少へ
の影響が少なく自己免疫疾患の増悪化抑制できる化合物の探索を行った。その結果、1つの化合
物がα9インテグリン活性化阻害能を有し、マウス投与による体重減少がほとんど見られないこ
とが分かった。現在、当該化合物による自己免疫疾患抑制能を検討している。 

 以上の結果から、インテグリンとリガンドとの相互作用を完全には阻害しないα4SV とメチマ
ゾールは自己免疫疾患抑制能を有することを明らかにできた。α4SV の自己免疫疾患抑制メカニ
ズムは、α4とα9インテグリンとα4とα9インテグリン共有リガンドとの接着のみならずTh17
分化阻害によると推察できた。また、メチマゾールに関しては強い自己免疫疾患抑制能を有する
ことが分かり、さらにメチマゾールによる体重減少が抑制できるメチマゾール類縁体を見出す
ことができた。 
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