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研究成果の概要（和文）：実験的自己免疫性脳脊髄炎モデルを用いて多発性硬化症の新規治療ターゲットを探索し、以
下の成果を得た。（1）EAE発症抵抗性のp38α+/-マウスを用いてEAE発症介在候補分子の探索を行った。脊髄サンプル
をDNA arrayに供し、WTおよびp38α+/-マウス間でsphingosine kinase 1、urokinase receptor、Ask2、Hexokinase 3
、STK32Aの発現に差が見られた。（2）生理活性ペプチド、エンドセリン（ET）がETA受容体を介して、Th17細胞におけ
るIL-17産生を調節することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To research new therapeutic targets in multiple sclerosis, experimental 
autoimmune encephalomyelitis was conducted, and the following results were obtained. (1) Using p38α+/- 
mice resistant to the pathogenesis of EAE, plausible candidates involved in the development of EAE were 
evaluated. A DNA array analysis with the spinal cord samples showed that a significant difference in mRNA 
expression of sphingosine kinase 1, urokinase receptor, Ask2, Hexokinase 3 and STK32A was observed 
between WT and p38α+/- mice. (2) A bioactive substance, endothelin (ET) can regulate IL-17 production in 
Th17 cells through ETA receptor.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 多発性硬化症（MS）は自己免疫疾患の１つ
であり、脱髄を主体とする病変により、視力
障害、手足の麻痺や歩行障害、種々の感覚障
害など、色々な箇所に多発的に障害が生ずる
慢性疾患である。我が国においては難病とし
て特定疾患に指定されている希少難病であ
るが（患者数：10 万人に９人程度）、欧米で
は 10 万人あたり 40-50 名もの患者がおり、
米国においては 40 万人以上の患者が確認さ
れている。MSの発症形式は、再発と寛解を繰
り返すタイプ（Relasping Remitting:RR）、
再発-寛解を繰り返しながら寛解期の短縮を
伴い病状が進行するタイプ（Secondary 
Progressive:SP）、初期から長期にわたり病
状 が 持 続 進 行 す る タ イ プ （ Primary 
Progressive:PS）の３つに大別される。現在、
MS の治療薬は、主に RR-MS に対する治療薬で
あり、進行性の MS 治療薬は見当たらない。
また、経口可能な薬剤も極めて少ないため、
投薬時の患者の身体的負担も問題となって
いる。さらに、効果の期待される新薬も免疫
抑制を作用点としているため、疾患の性格上、
長期服用による副作用が懸念されている。し
たがって、これらの問題点を解決し有効な治
療ターゲット分子を絞り込むには、これまで
とは異なるアプローチが必要となる。 
 
２．研究の目的 
 MS の動物モデルである実験的自己免疫性
脳 脊 髄 炎 ： Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis（EAE）モデルを用いて、
MS の新たな治療戦略の検討と創薬ターゲッ
トの提案を目的とする。特に、EAE の発症に
極めて重要な機能を果たす Th17 細胞/IL-17
産生の機能制御に関わる因子に着目してタ
ーゲットを絞り込む。 
 
３．研究の方法 
（1）EAE 発症抵抗性マウスを用いた EAE 発症
介在因子の探索：すでに我々は、MAP キナー
ゼの1つであるp38αがTh17細胞において転
写レベルで IL-17 産生を制御し、EAE の発症
に積極的に関わることを証明した。特筆すべ
きは、解析に用いた p38αヘテロマウス（p38
α+/-：ノックアウトマウスは胎生致死）が、
野生型（WT）マウスに比べて、EAE の発症時
の症状が軽減されているだけでなく、発症頻
度も明らかに低値を示していた（40% vs 91%）
ことである（Namiki K, et al., J Biol Chem 
287:24228-24238, 2012）。そこで、WTおよび
p38α+/-マウスを百日咳毒素（PTX）-free の
条件下で MOG35-55抗原免疫 8日後、所属リンパ
節由来細胞をin vitro でMOG35-55抗原にて72
時間再刺激し、調製蛋白サンプルを Phospho 
Antibodies Array に供した。また、MOG35-55

抗原を用いてWTおよびp38α+/-マウスを免疫
し、抗原免疫時を 0日として 0および 2日目
に PTX を静注し、20 日後、それぞれの
genotype の脊髄/第 4-6 腰髄から total RNA

を抽出し、DNA array 解析に供した。 
 
（2）生理活性ペプチド、エンドセリン（ET）
の Th17 細胞/IL-17 産生における機能解析：G
蛋白共役型受容体（GPCR）に対する阻害剤は、
すでに様々な治療薬として認可されている
ものが多いため、それらが MS に対する阻害
効果を示せば、適用拡大によって臨床応用に
直結する。我々は、様々な生理的・病態的作
用を有するものの、免疫系においてはその機
能が不明である ET に着目し、それらの阻害
剤（ET には Aおよび B受容体が存在）を用い
て、ETが Th17 細胞/IL-17 産生に関わるか否
かを検討した。WT マウスを PTX-free の条件
下で MOG35-55抗原免疫 8日後、所属リンパ節由
来細胞を in vitro で MOG35-55抗原にて 72 時
間再刺激時に、BQ123（ETA 阻害剤）または
BQ788（ETB 阻害剤）を共存させ、IL-17 産生
を観察した。また、naïve WTマウスのリンパ
節より CD4+細胞を調製し、CD3 および CD28 抗
体と in vitro Th17 polarizing agents (30 
ng/ml IL-6, 1 ng/ml TGF-β, 10 μg/ml 
anti-mouse IL-4 and 10 μg/ml anti-mouse 
IFN-γ)で、72時間処理した（Th17分化過程）。
その後、CD3 および CD28 抗体で 6時間再刺激
を行った（Th17 の活性化過程）。これらの各
過程での BQ123 存在下の IL-17 産生能の変化
を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）EAE 発症抵抗性マウスを用いた EAE 発症
介在因子の探索： 1318 種の候補リン酸化酵
素の array 解析において、WT および p38α+/-

マウスの両 genotype のリンパ球で MOG 刺激
によって、リン酸化度合いの異なる分子が多
数認められたが、両者での差については、
trial ごとにバラツキが見られ、reliable な
介在分子を同定するまでには至っていない。
一方、脊髄サンプルの DNA array 解析から、
リン酸化酵素として、sphingosine kinase 1、
urokinase receptor、Ask2、Hexokinase 3、
STK32A の発現が再現性を持って、p38α+/-と
比較して WTにおいて 2倍以上亢進していた。
今後、これら分子のリン酸化度合いと EAE へ
の介在様式を検討していく。 
（2）生理活性ペプチド、エンドセリン（ET）
の Th17 細胞/IL-17 産生における機能解析：
図 1に示すように、ETが ETA 受容体を介して
少なくとも Th17 細胞からの IL-17 産生を調
節することが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



そこで、この調節様式が、Th17 細胞への分化
/成立に関わるのか、もしくは、成立した Th17
細胞におけるIL-17の産生に関わるのかを明
らかにするために、naïve T細胞を用いた in 
vitro differentiation system で検討を加え
た。その結果、図 2 に示すように ET/ETA シ
グナリングループが、成立した Th17 細胞で
の IL-17 合成・産生に関与することが明らか
となった。 
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