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研究成果の概要（和文）：我々が以前作製したインテグリンα8β1阻害抗体は、肝線維化モデルマウスに効果を認めた
。本研究ではα8β1が線維化を引き起こす機序を解明することを目指した。その結果、インテグリンα8β1は1) 線維
化に大きな役割を果たすTGF-βを活性化させていることおよび2)線維化組織を構成する筋線維芽細胞が生じるのを助け
ていることがわかった。1)はこれまで他のインテグリンに関して言われたことであるが、2)は新しい発見であった。

研究成果の概要（英文）：We have previously generated an anti-integrin alpha8beta1 blocking antibody, which
 has been found to inhibit liver fibrosis in mouse models. In the present study, we aimed at the mechanism
 of the profibrotic activity of integrin alpha8beta1. We found that 1) alpha8beta1 activates TGF-beta that
 plays major roles in fibrosis, and 2) alpha8beta1 supports emergence of myofibroblast that is a constitue
nt of fibrotic tissues. The activation was previously fond also in other integrins, but the myofibroblast 
induction was a novel finding.
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１．	
 研究開始当初の背景 
 

	
 組織の線維化においては、役割を果たす分

子の名が次第に具体化している。マトリック

ス受容体インテグリンファミリーもその一

つで、インテグリン αvβ6が TGF-β活性化作
用をもち線維化を誘導すると報告された。

我々はもし線維化の誘導がインテグリンに

共通する性質であれば、線維芽細胞や筋線維

芽細胞などの間質細胞に発現が限局するイ

ンテグリン α8β1 の線維化誘導がより直接的
ではないかと考えた。しかしインテグリンの

作用を知るために不可欠とも言える「機能阻

害抗体」が作製されていなかったことから、

α8β1の役割は長く不明のままであった。作製
にはいくつもの研究室が挑戦し、あらゆる方

法を試したが誰も成功していないことを α8
遺伝子の単離同定者（Schnapp LM, Medical 
University of South Carolina）から聞き及び、
学内でチームを作って挑戦し NEDO の支援
の下 3 年後に抗体ができた。得られた 10 数
クローンのうち 3クローンが阻害活性を有す
る事を、細胞の α8β1 を介したテネイシンに
対する接着抑制を指標に確認した。また、ニ

ワトリで作製したこの抗体はヒト、マウス、

ラットのα8β1 に共通して阻害作用をもって
いた。 
	
 まず肝臓で効果を確かめたが、その理由は、

肝臓には機序の異なる線維化モデルが良く

確立されている上、線維化の主要なエフェク

ター星細胞が同定され、その単離技法も整い

in vitro 実験に活用でき、さらに星細胞には
α8β1 が発現しているらしいといういくつか
の条件が揃っていたからである。抗体を副作

用軽減のため IgYからマウス IgGキメラ型に
して 10 mg/kgを 3日おきに投与すると、胆
管結紮モデルおよび四塩化炭素投与モデル

で、それぞれ抑制効果を得た。結果は病理組

織像、ハイドロキシプロリン量および線維化

関連遺伝子 (ACTA2, COL1A1) の差により
確認された。また、肺のブレオマイシン誘導

線維化モデルでも同様に線維化抑制効果が

得られた。 
	
 冒頭で述べたインテグリン αvβ6 阻害も肺
と肝の線維化抑制に有効と報告されている

が、四塩化炭素モデルには無効である。αvβ6
の TGF-β 活性化には両分子のコンタクトが
必要なため、αvβ6発現部位近傍に作用が限局
される。発現は上皮のみのため、胆管から離

れた部位にある線維化には関与しない。その

点、我々が確かめた α8β1 阻害抗体の線維化
抑制作用のパターンは、組織や組織内の線維

化分布によらず効果が発揮される事を示唆

しており、α8β1が線維化組織自体に発現する
ことに良く一致していた。これらから、α8β1
阻害抗体は非常に有望な抗線維化医薬のシ

ーズである。抗線維化医薬はさかんに開発競

争が行われているところであるが、十分に効

果的な医薬がまだない。 
	
 α8β1 がどのように線維化に加担するのか
そのメカニズムは全く不明であるため、本研

究ではその解明をめざし、以下の目的を掲げ

た。 

 
２．	
 研究の目的 
 
	
 α8β1は肝臓において、定常状態の星細胞に
は発現していないが、星細胞の活性化に伴い

発現する。我々は in vitroで分離した星細胞
を活性化させるとα8β1が発現してくること、
vitro では線維化肝において星細胞マーカー
GFAP と α8 鎖が共存することを二重染色で
確認している。星細胞が筋線維芽細胞の前駆

細胞で線維化に伴い分化することを考える

と、α8β1の新規発現がこの分化に関連してい
る可能瀬がある。そこで、まず、1) α8β1 を
介して細胞内に入るシグナルの筋線維芽細

胞への分化誘導作用を確かめ、2) 次いでその
α8β1 シグナルが発現に影響する遺伝子群の
同定を行うことを目的とした。また、一部の

インテグリンは latent TGF-βからLAPをは



ずして活性化させる。まず LAPの RGD配列
に結合するのかが条件であるかが、その中で

も活性化能を有するものは限定され (αvβ5, 
αvβ6, αvβ8)、α8β1 は RGD を認識するが、
TGF-β 活性化能はないとされている  (J 
Cell Sci 115: 4641-, 2002)。しかし、この報
告は 1 種類の人工的な細胞株  (α8-trans 
fected SW480 cell) で確かめただけで、さら
に検証が望まれる。これらのことから、イン

テグリンの線維化誘導機序としてこれまで

報告されているとおり、3) α8β1も TGF-β活
性化能を有するのか。 
	
 以上の 3点を具体的目標としてかかげた。 
 
３．	
 研究の方法 
 
	
 まず、α8β1シグナルが星細胞の筋線維化細
胞への分化を誘導するかに関しては、株化星

細胞 LX2 を用いて実験を行った。LX2 は
α8β1 を発現しておらず、α8β1 のリガンドで
あるテネイシンやネフロネクチンでコート

したプレート上で培養しても α8β1 からシグ
ナルが入ることはない。そこで、シグナルが

入るように LX2 細胞に α8 cDNA を導入し
α8β1 を発現させた LX2/α8 を作製し、LX2
とともにテネイシン、ネフロネクチン上で無

血清培養し、α-SMA の発現上昇を指標に分
化誘導を観察した。対照として、poly-L-	
 
lysine (PL) とラミニンを用い、シグナル無
し、および他のインテグリンからシグナルが

入る場合、と比較した。 
	
 α8β1 シグナルの影響で発現が誘導される
遺伝子群を確かめる方法として、α8β1 から
のシグナル(+)の組織と(-)の組織の包括的遺
伝子発現変化をマイクロアレイで解析した。

材料としては四塩化炭素により惹起された

マウスの線維化肝組織と、α8β1 抗体を投与
して線維化が抑制された肝組織を用いた。 
	
 TGF-βの活性化能測定はバイオアッセイ
の世界標準となっているPAI-1プロモータ下
流にルシフェラーゼをつないだコンストラ

クトを導入したミンク気道上皮細胞株 
(Mv1Lu; Dan Rifkinより入手) を使用した。
この細胞と TGF-β活性化能を測定したい細
胞を共に培養してルシフェラーゼの発光を

指標に測定した。 

 
４．	
 研究成果	
 

	
 

1) α8β1 シグナルの星細胞から筋線維
芽細胞への分化誘導 
	
 LX2細胞を PL, ネフロネクチン、テネイ
シン、ラミニン上で培養したところ、いず

れの場合にも ACTA2 遺伝子 (α-SMA) の
発現量にシグナル無しの PLと差を認めず、
分化誘導は認められなかった。ところが

α8β1を発現させた LX2/α8をネフロネクチ
ン、テネイシン上で培養すると、PLに対し
3 倍以上の ACTA2 遺伝子発現上昇を認め
た。一方で、ラミニン上では上昇はみられ

ず、インテグリン α3β1からのシグナルは分
化誘導に関与しないと思われた。このネフ

ロネクチン、テネイシン上での上昇は

si-RNA を用いてα8 発現を低下させると失
われることにより、α8β1を必要とする現象
であることを確かめた。 
2) α8β1シグナルが誘導する遺伝子 
	
 マイクロアレイ解析の結果、抗体投与に

より発現低下した遺伝子群を調べると、

α8β1 シグナルが失われたために低下した
つまり α8β1 シグナルにより誘導される遺
伝子群がわかる。そのトップ 30 には

MMP12, MMP15, COL3A1, COL1A1, 
COL6A1, SPP1(OPN), ACTA2 と 7 種の 
線維化関連遺伝子が含まれ、α8β1が線維化
を誘導する事実と良く一致していたが、一

方ではこれらは線維化が抑制された結果低

下した可能性も否定できず、環境の影響を

除外できる vitro での確認が必要と思われ
た。 
3) TGF-β活性化能 

	
 	
 SW480 細胞を実験細胞として用いた場



合、 SW480/β6 との共培養からは対照 
(Mv1Lu 細胞のみ) に比べ 7 倍程度の発光を
検出し TGF-β活性化能を認めたが、
SW480/α8と共培養した際の発光は対照と同
程度であり SW480/α8 に TGF-β活性化能は
認めなかった。α8β1 を発現させた星細胞株
LX/α8 または線維芽細胞株 MRC5 (α８発現
あり) にも活性化能は認めなかった。しかし、
ラットの肝臓から分離した活性化星細胞を

用いると活性化が認められた。これらのこと

から、α8β1 は潜在型 TGF-βに結合し活性化
させ得るが、α8β1 を発現する細胞の種類に
活性化の程度が大きく負うことが示唆され

た。これは細胞の収縮能の重要性を示すもの

かも知れない。また、星細胞は活性化に伴い

自ら周辺の TGF-β を活性化させ、活性化
TGF-β により自身の筋線維芽細胞への分化
が進むものと考えられた。 
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