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研究成果の概要（和文）：間質性肺炎（IP）の発症や病態形成にはマクロファージの活性化が関与しており、
S100タンパク質A8/A9を標的とするリコンビナントタンパク質MIKO-1のIPに対する治療効果を明らかにした。IP
モデルマウスにおいてMIKO-1は炎症性サイトカインおよびS100タンパク質を調節することで肺組織における炎症
および線維化を抑制した。また、マウス腹腔マクロファージ・ヒト由来マクロファージ細胞株THP-1を用いたin 
vitroにおいて線維化と関連があるマクロファージのM2への分極をMIKO-Iが抑制した。MIKO-Iはマクロファージ
活性化を抑制することでIPにおける肺組織での炎症と線維化を抑制した。

研究成果の概要（英文）：Activation of Macrophage is involved in the pathogenesis of interstitial 
pneumonia (IP) related to connective tissue diseases. This study demonstrated the effects of a 
recombinant protein (MIKO-I) targeting in S100A8/A9 protein in a bleomycin (BLM)-induced model (in 
vivo) and in murine peritoneal macrophages and human-derived cell lines (in vitro).
MIKO-I suppressed the lung inflammation and fibrosis by regulating inflammatory cytokines and S100 
proteins in BLM-induced IP model. The agent also inhibited the polarization of macrophages to M2, 
which is associated with fibrosis, in murine peritoneal macrophages in vitro. Similar effects were 
shown in a human-derived cell line, THP-1.
This study presented that S100A8/A9 protein played a crucial role of in IP and MIKO-I is a potential
 agent for the treatment of IP.

研究分野：リウマチ学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MIKO-IはS100タンパク質A8/A9を標的としてマクロファージ活性化を抑制することでIPにおける肺組織での炎症
と線維化を抑制する。この結果から、S100タンパク質A8/A9およびマクロファージがIPの病態に重要な役割を果
たしていることを示しただけでなく、マクロファージ活性化が病態に大きく関わるIPを始めとする病態に対して
MIKO-Iが新たな治療薬候補として考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）膠原病（connective tissue disease: CTD）は原因不明の全身性炎症性疾患であり、しばしば
間質性肺炎（interstitial pneumonia: IP）を合併する。IPは肺の間質を病変の主座としリンパ球を
中心とする炎症細胞の浸潤、肺胞上皮細胞の障害や線維化が様々な程度にみられるびまん性肺
疾患である。申請者及び他施設の研究から CTD-IPにおいて Th1細胞およびマクロファージが病
態形成に深く関わることが示唆されている。 
（２）S100タンパク質の基礎研究から、S100A8および S100A9タンパク質はマクロファージ機
能を制御することにより炎症のみならず線維化に関与していることから、IP の治療標的となり
得ることを示唆されている。申請者らは S100タンパク質 A8/A9を標的としたリコンビナントタ
ンパク質（MIKO-1）が in vitroの系においてマクロファージの異常活性化を強く抑制すること、
in vivo の系においてもモデルマウスにおいて潰瘍性大腸炎の発症抑制することを明らかにして
いる。これらの結果からMIKO-Iが IPに対しても有効である可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
（１）IPにおける S100A8および S100A9の役割を明らかにし、IPモデルマウスを用いてMIKO-
1の IPに対する免疫および線維化抑制効果を明らかにする。 
（２）マウス由来のマクロファージおよびヒト由来マクロファージ細胞株を用いて MIKO-1 の
マクロファージに対する免疫抑制効果と作用機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ブレオマイシン（bleomycin: BLM）誘導性 IPマウスは 13～14週齢の C57BL/6 Jマウスを
用いる。麻酔後、皮下にミニ浸透圧ポンプを埋め込む。ミニ浸透圧ポンプを介して生理食塩水 100 
μLに溶解した BLM (3 mg) もしくは生理食塩水 100 μLを 0日から 7日までマウスに注入する。
S100A8、S100A9またはMIKO-1は 50~100 μg/bodyの量を BLM投与開始後、14日目までマウス
に連日腹腔内投与する。 
（２）マウスの右肺中葉から組織切片を作製し、H&E染色もしくはMassonトリクローム染色、
免疫組織染色により線維化を形態学的に解析・評価する。また、コラーゲン量測定はヒドロキ
シプロリン定量アッセイキットを用い比色定量法で測定する。 
（３）４週目においてマウス肺組織から mRNAを抽出し cDNAを作製し mRNA発現量を測定す
る。内因性 GAPDH遺伝子をコントロールとして、IL-1、IL-6、IL-10、IL-12、TIMP-1、TNF-α、
GATA3、ROR-γt、FoxP3、collagen type 1α1、GAPDH、S100A8、S100A9の相対的な mRNA発現
量は測定する。 
（４）チオグリコール酸処理をしたマウス腹腔マクロファージおよびヒト由来マクロファージ
細胞株 THP-1を用いてマクロファージの表面分子 CD64・CD163の発現量と培養上清中の IL-
12・IL1-10濃度、マクロファージの IL-1、IL-6、IL-10、IL-12、CD64、CD163の相対的な mRNA
発現量は測定する。 
 
４．研究成果 
（１）BLM誘導性 IPモデルにおいて、非
投与群と比較して MIKO-1 投与群では肺
の線維化を 1/3まで抑制し、コラーゲン量
を反映する肺組織のヒドロキシプロリン
量は IPを誘導しない健常群と同レベルま
で低下させた。 
 
 
 

 
（２）肺組織を用いた定量 PCR法で IL-6、IL-1β、TNFα、F4/80のmRNA発現が健常群と
比較して非投与群では有意に増加し、MIKO-1 投与群では健常群と同レベルまで低下した。ま



た、線維化因子である TIMP-1 の mRNA 発現も健常群と比較して非投与群では有意に増加し、
MIKO-1 投与群では健常群と同レベルまで低下した。MMP-9 は非投与群では低下したが、
MIKO-1投与群は健常群と同程度であった。一方で、S100タンパク質 A8/A9のmRNA発現は
有意に増加した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）チオグリコール酸処理をしたマ
ウス腹腔マクロファージを用いて in 
vitro の実験においてコントロールに
比べて MIKO-I 投与によりマクロフ
ァージの CD64発現が増強し、CD163
発現が抑制された。 
 
 
また、培養上清中の IL-10および IL-12濃度が増加した。腹腔マクロファージのmRNA発現に
ついても CD64、IL-10および IL-12が増加した。 

 
（４）ヒト由来マクロファージ細胞株 THP-1を用いてもマウス腹腔マクロファージを用いた in 
vitroの実験と同様の効果が示された。また、MIKO-Iはマクロファージ表面分子 Xに対する抗
体で細胞内への取り込みが阻害されたが、TLR-4や RAGEに対する抗体を用いても阻害できな
かった。また、炎症物質である YがあるとMIKO-I単独よりも強く細胞内に取り込まれ核に移
行し、効果が増強された。 
（５）以上より BLM 誘導性 IP モデルマウスにおいて MIKO-1 は炎症性サイトカインを調節す
ることで肺組織における炎症および線維化を抑制すること、in vitro において線維化と関連があ
るマクロファージのM2への分極をMIKO-Iが抑制することが明らかになった。また、ヒト由来
マクロファージ細胞株においても同様の効果が示され、MIKO-1 が IP に対する新たな治療薬と
なりうることが明らかになった。 
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