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研究要旨 
関節リウマチ(RA)の主病巣と考えられる骨髄の異常と骨髄間葉系細胞由来で骨格を形成・支

持する骨細胞、軟骨細胞、筋細胞、脂肪細胞ならびに免疫細胞の増殖・分化に関わるネットワ
ーク制御機構を iPS 細胞、遺伝子改変マウス等を用いて解析した。iPS 細胞から単球系細胞へ
in vitro で分化させる系を用いて、RA 患者骨髄で見られた CD14+CD15+の「まるでがん細胞」
が単球への分化の初期に一過性に出現することを明らかにした。しかもこの細胞群は RA 患者
で多く出現したことから、RA の病態に関与する可能性がある。また三次元培養系を用いたヒト
ES/iPS 細胞から単球系細胞への分化誘導系を確立した。三次元培養・力学負荷システムの構築
により、力学的負荷という生理的な状況下での治療薬の反応性を調べることが可能になった。 
RA 骨髄間葉系由来細胞間ネットワークの解析では、網羅的遺伝子発現解析により見出した

Fkbp5 の骨細胞・骨芽細胞・破骨細胞ネットワーク制御における役割を明らかにした。Fkbp5
は糖質コルチコイド受容体と結合し、核移行を抑制することから、ステロイド性骨粗鬆症の病
態解明と治療に応用できる可能性がある。また、自然免疫の賦活化は、肝細胞での OPG 発現を
上げ、骨吸収を抑制する可能性が示された。OPG 産生シグナルは、AP-1 が転写因子として働く。
AP-1 分子ｃFos は Smad と結合し、NfatC1 の転写調節に働いている可能性が示された。これら
の分子では、互いに共局在することで、協調してゲノム上への結合、転写調節作用を持つと考
えられる。また、脂肪組織由来のアディポネクチンが補体 C1ｑに直接結合し、補体系を制御す
るが、アディポネクチンのマクロファージに対する作用は、炎症惹起と抑制の二面性を有する
ことを示した。 
臨床的検証では、RA 患者では健常人に比べて CD14+CD16+、CD14+CCR2+単球が増加し、CD14+

単球における CXCR4 発現は低下、CCR2 発現は上昇しており、CD14+CCR2+は CRP や MMP3 と正の
相関を、CD14+CD16+は MRI における骨びらん・骨髄浮腫ならびに 1年後の関節破壊進行と相関
したことから、新たなバイオマーカーとしての可能性が示された。 
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A.研究目的 

関節リウマチの治療は生物学的製剤の登
場により長足の進歩をとげたが、いずれの治
療も根治にはほど遠い。一方、これまでの厚
生労働科学研究の成果として、RA の主病巣は
骨髄である可能性が示された。RA 患者では、
免疫担当細胞、骨芽細胞、破骨細胞、滑膜細
胞の異常に加え、骨格を形成・支持する骨、
軟骨、筋肉、脂肪組織に病変が見られ、これ
らの細胞はすべて骨髄の造血幹細胞あるいは
間葉系幹細胞から分化することから、根治療
法に結びつけるには、RA の原因病巣と考えら
れる骨髄での初期分化異常の有無を明らかに
する必要がある。さらに、これらの細胞分化
はネットワークで相互に制御されている。そ
こで、以下の研究を行った。 
 
1）RA 患者特異的 iPS 細胞の樹立と骨髄細胞
分化異常の解析 
① 親子あるいは同胞内発症のRA患者と未発

症者の血液単核球ならびに皮膚線維芽細
胞を用いて、RA 患者特異的ヒト人工多能
性幹細胞（induced pluripotent stem 
cells:iPS 細胞）を樹立する。（西本研究
代表者、中畑班員、斎藤研究協力者） 

② iPS 細胞から単球系細胞へ in vitro で分
化させる系を用いて、RA 患者骨髄で見ら
れた CD14+CD15+の「まるでがん細胞」が
出現するか否か、CD14+CD15+細胞の出現
が RA 患者特異的か否かを検討する。（西
本研究代表者） 

③ 三次元培養系を用いたヒトES/iPS細胞か
ら単球系細胞への分化誘導系を確立する。

（中畑班員、斎藤研究協力者） 
④ CD14+細胞の亜分画の細胞機能の解析を

行う（桑名班員） 
2）RA 骨髄間葉系由来細胞間ネットワークの
解析 
① 骨細胞ネットワークを破綻させた遺伝子

改変マウスを用い、骨細胞による骨量調
節機構を解析する。網羅的遺伝子発現解
析により見出した Fkbp5 の骨代謝におけ
る機能を、遺伝子改変マウスを用いて解
析する。（小守班員） 

② 自然免疫の賦活化時に起こる骨吸収抑制
メカニズム、Osteoprotegerin（OPG）産
生誘導メカニズムを解析する。（松尾班
員） 

③ 次世代シーケンサーを用い、TGF-による
RANKL 誘導性破骨細胞分化制御機構を解
析する。（田中班員） 

④ RA 患者罹患関節構成体（骨・軟骨・滑膜）
の in vitro 三次元培養組織を用い、力学
負荷細胞応答と関節治療薬剤の効果を検
討する。（吉川班員、中田研究協力者） 

⑤ マクロファージ、補体に対するアディポ
ネクチンの機能を解析する。（下村班員） 

 
B.研究方法 
1）RA 患者特異的 iPS 細胞の樹立と骨髄細胞
分化異常の解析 
① インフォームドコンセントを得た、親子

あるいは同胞内発症のRA患者と未発症同
胞の血液単核球ならびに皮膚線維芽細胞
を用いて、iPS 細胞の樹立を行った。 

② ヒト iPS 細胞からの血球分化系(Niwa et 
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al. PLOS one, 2011)を応用して、RA 特異
的 iPS 細胞から単球へ分化させ、FACS 解
析により各分化段階での細胞表面マーカ
ーを健常人（RA 特異的 iPS 細胞を樹立し
た患者の家族内未発症者）由来の iPS 細
胞と比較した。さらに iPS 細胞から単球
に分化させた後、破骨細胞への分化誘導
を検討した。 

③ コラーゲンスポンジを用いて三次元でヒ
トES/iPS細胞から単球系細胞の分化誘導
を行った。 

④ 未治療RA患者の前向きコホート（SAKURA）
データベースを用いて、診断時の末梢血
CD14+単球亜分画と疾患活動性やその後
の関節破壊進展との関連を追究した。 

 
2）RA 骨髄間葉系由来細胞間ネットワークの
解析 
① 骨細胞ネットワークが破綻する骨芽細胞

特異的BCL2トランスジェニック(tg)マウ
スを用いて、尾部懸垂により後肢に非荷
重状態を作り、非荷重時に骨芽細胞に誘
導される遺伝子Fkbp5の KOマウスを作製
し骨代謝における機能を解析した。 

② LPS を、野生型マウス（C57BL/6J）の腹腔
内に投与し、LPS 投与後の OPG を測定する
ことで、産生臓器・細胞を特定した。さ
らに、抗OPG抗体による免疫染色を行い、
OPG 産生細胞を検索した。 

③ マウス骨髄細胞を M-CSF、と TGF-または
TGF-Ⅰ型受容体阻害剤の存在下で培養
し、クロマチン免疫沈降シーケンス
(ChIPseq)と発現アレイを用いて、TGF-
による発現誘導、ヒストン修飾の変化に
ついて解析した。さらに open chromatin
領 域 を 調 べ る た め に FAIREseq 
(Formaldehyde-Assisted Isolation of 
Regulatory Elements sequence)を行った。 

④ ヒト滑膜培養細胞からアテロコラーゲン
ゲルとコラーゲンスキャフォールドを用
いて三次元培養組織を作製し、力学刺激
培養システムにて力学刺激によるマトリ

ックス分解酵素、炎症性サイトカイン発
現を、ステロイド、NSAIDs、ヒアルロン
酸、抗 IL-6 阻害剤,抗 IL-1 阻害剤の存在
下で解析した。 

⑤ 組換えアディポネクチン蛋白をヒトマク
ロファージへ添加し、サイトカイン産生
とアディポネクチン下流のシグナル伝達
経路を解析した。 

（倫理面への配慮） 
患者検体の採取はヘルシンキ宣言を遵守し、

各施設の倫理委員会の承認のもとに行った。
患者情報に関しては、治療施設・氏名・生年
月日・住所などの情報を削除し、匿名化した。 

iPS 細胞の作製は、臨床研究に関する倫理
指針、組み替え遺伝子指針、ヒト ES 指針に
則って実験計画を提出し、それを遵守して研
究を行った。 

患者の遺伝子情報の取り扱いに際しては、
“ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理
指針”、“疫学研究に関する倫理指針”“臨床
研究に関する倫理指針”に沿って、人権の保
護について、十分配慮しながら実験を行った。 

DNA 組み換え実験、動物実験についても各
施設の倫理指針、動物の愛護及び管理に関す
る法律などの倫理指針に法り、事前に許可を
受けて行った。 
 

C.研究結果 
1）RA 患者特異的 iPS 細胞の樹立と骨髄細胞分
化異常の解析 
① トシリズマブ使用中の 2例、MTX 使用中の

1例ならびに健常人コントロールから iPS
細胞を作製した。 

② RA 患者由来 iPS 細胞から単球への分化誘
導 15 日目で、CD14+CD15+細胞が検出され
た。また RA 患者由来 iPS 細胞と未発症同
胞ならびに他の健常人由来 iPS 細胞で
CD14+CD15+細胞の割合を比較したところ
RA が最も多かった。また、iPS 細胞から
破骨細胞への分化誘導に成功した。さらに
CD14+細胞内の亜分画のみが破骨細胞に分
化した。 
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③ コラーゲンスポンジの内部でヒト ES/iPS
細胞から造血前駆細胞を経て単球・マクロ
ファージ等の自然免疫細胞へ分化させる
ことに成功した。 

④ RA では健常人に比べて CD14+CD16+、
CD14+CCR2+単球が増加し、CD14+単球にお
ける CXCR4 発現は低下、CCR2 発現は上昇
していた（P＜0.05）。CD14+CCR2+は CRP
や MMP3 と正の相関を示し、CD14+CD16+は
MRI における骨びらん・骨髄浮腫と関連し、
1年後の関節破壊進行およびRRPと関連し
た（P＜0.05）。 
 

2）RA 骨髄間葉系由来細胞間ネットワークの解
析 
① 野生型マウスの骨芽細胞で誘導され、

BCL2tg マウスの骨芽細胞では誘導されな
い遺伝子として Fkbp5 を同定した。Fkbp5 
KO マウスの雌で有意な骨量低下を認めた。
尾部懸垂すると、Fkbp5 KO マウスでより
強い骨量減少を認めた。Fkbp5 KO マウス
に、糖質コルチコイドを投与すると、Fkbp5 
KO マウスでより強い骨量減少を認めた。
また、野生型マウスでは、糖質コルチコイ
ド投与早期にFkbp5 mRNAの上昇を認めた。
Fkbp5 KO マウス由来の骨芽細胞は、野生
型マウス由来の骨芽細胞と比較し、より低
濃度の糖質コルチコイドで骨芽細胞分化
が阻害された 

② マウスに LPS 投与後、血中 OPG 濃度が上昇
した。LPS 投与・非投与の OPG 比は肝臓で
最も高く、主要な OPG 分泌臓器であると考
えられた。OPG 質量／組織総タンパク質量
が比較的高い肺や甲状腺では、LPS による
明確で再現性のある発現上昇は観察され
なかった。 

③ Smad2/3標的遺伝子は TGF-刺激によって
発現が誘導された。TGF-刺激サンプルは
SB431542 刺激サンプルに比べ、
anti-H3K4me3 抗体の結合シグナル強度は
高く、一方で anti-H3K27me3 抗体の結合シ
グナル強度は低かった。Smad2/3 シグナル

ピーク近傍に存在する結合モチーフを解
析した結果、AP-1 分子が高頻度検出され
た。RANKL 下流シグナル分子である cFos
と Smad は、TGF-と RANKL の刺激により
共局在した。さらに RANKL 誘導性破骨細胞
分化におけるマスター制御因子である
NfatC1遺伝子上への cFos や Smad の結合
について、それらの抗体を用いて ChIPseq
で調べたところ、FAIREseq における open 
chromatin領域での2分子の局在性が一致
し、SB431542 存在下では cFos の NfatC1
上への結合が阻害された。一方 cFos KO
マウスでは、RANKL と TGF-刺激による
NfatC1遺伝子上へのSmad結合量の上昇が
みられなかった。 

④ ヒト滑膜細胞由来三次元培養組織の繰り
返し力学負荷により IL-6、IL-8、PGE2、
COX-2 タンパクの発現を認めた。また，
MMP-1、MMP-2、 MMP-3、ADAMTS-4 の遺伝
子発現が亢進した。ステロイド添加により
PGE2、IL-6、IL-8 は発現が抑制され、COX2
選択的阻害剤では PGE2 の発現が抑制され
たが、Il-6、IL-8 発現は不変であった。
高分子ヒアルロン酸添加では PGE2 発現は
変わらず、MMP-3 と ADAMTS4 遺伝子発現が
抑制された。また、IL-6 阻害、IL-1 阻害
により MMP-3 発現の部分低下を認めた。 

⑤ アディポネクチン蛋白をヒトマクロファ
ージに添加すると、炎症に関与する COX2
と IL-6 の mRNA 発現量が増加した。一方で
MMP の阻害因子である TIMP1 の発現と、リ
ンパ管新生因子である VEGFC の発現量も
増加した。アディポネクチン下流のシグナ
ル経路を解析したところ、アディポネクチ
ンがSrcファミリーであるSykを活性化し、
その下流で MAPK が活性化した。さらに、
これらの阻害剤を用いることで、アディポ
ネクチン経路が抑制された。 

 
D.考察 
1）RA 患者特異的 iPS 細胞の樹立と骨髄細胞分
化異常の解析 
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RA 患者骨髄検体を得るには限界があり、RA
骨髄細胞の分化異常を明らかにするには、患
者由来の iPS 細胞が有用である。iPS 細胞は
in vivo と異なり、患者の疾患活動性の変化や
使用薬剤の影響を受けず in vitro での細胞分
化を検討することができる。昨年から本年度
にかけてRA患者特異的iPS細胞の樹立に成功
した。また、中畑班員らの研究成果として、
血清フリー、フィーダーフリーで単球、マク
ロファージ、樹状細胞へ効率よく分化させる
ことができる系が確立された。そこで、RA 患
者骨髄で見られた CD14+CD15+の「まるでがん
細胞」が単球系細胞への分化過程で出現する
か否かを検討したところ、分化誘導刺激後 15
日目に一過性に現れた。この細胞群は健常人
由来 iPS 細胞からも誘導することが可能であ
ったが、健常人由来 iPS 細胞に比べて RA 患
者由来 iPS 細胞で出現頻度が高かったことか
ら、RA の病態に関与している可能性がある。
現在さらに、別家系の 3例の RA 患者から iPS 
細胞を作製しており、その結果と比較したい。
また、CD14+CD15+の細胞の数と発現期間は、
環境因子すなわち骨髄ストローマ細胞や越智
らが同定した RA ナース細胞との接触、そこか
ら産生されるサイトカインの影響を受ける可
能性がある。今後、これらの細胞との共培養
や種々のサイトカインによる影響の検討を行
いたい。 
中畑班員らは、血液系細胞と他の細胞との

局所的な相互作用を検討するために、それら
の共培養による試験管内モデル構築を念頭に、
コラーゲンスポンジを用いて三次元で iPS 細
胞から単球系細胞を効率的かつ安定に誘導す
る系を樹立した。吉川班員、中田研究協力者
による三次元培養システムと力学負荷を組み
合わせることで、iPS 細胞から骨・軟骨細胞な
ど骨格支持細胞へのより生理的な状況下での
細胞分化と細胞機能の研究が可能になると思
われる。 
また、iPS 細胞から破骨細胞への分化に成功

した。iPS細胞から分化したCD14+細胞のうち、
破骨細胞へ分化誘導可能なものは一部分であ

り、今後どのようなフェノタイプを持つ細胞
が破骨細胞に分化するかを検討したい。 
桑名班員は、未治療 RA 患者で CD14+細胞の

亜分画の割合とその後の疾患活動性や関節破
壊との関連について報告した。CD14+CCR2+細
胞は滑膜炎、CD14+CD16+細胞は関節破壊に関
連が示唆されており、これら単球系細胞の亜
分画の機能の検討が待たれる。CD16+（Fcγ
RIII+）CD14+単球は、炎症性サイトカインの
分泌や Th17 分化促進を介して RA 病態に関わ
ることが報告されており興味深い。 
 
2）RA 骨髄間葉系由来細胞間ネットワークの解
析 
免疫細胞ならびに骨格形成細胞のネットワ

ーク制御のメカニズムの解析は極めて重要で
ある。小守班員による、Fkbp5 の機能解析結果
は、骨細胞・骨芽細胞・破骨細胞ネットワー
ク制御におけるFkbp5の役割を明らかにした。
Fkbp5 は糖質コルチコイド受容体と結合し、糖
質コルチコイド受容体の核移行を抑制するこ
とが報告されていることから、ステロイド性
骨粗鬆症の病態解明と治療に応用できる可能
性がある。また、Fkbp5 KO マウスでは筋委縮
を生じることから、ステロイドミオパチーの
研究と治療にも応用が期待される。 
松尾班員は、自然免疫の賦活化により肝細

胞での OPG 発現が増加し、骨吸収が抑制され
る可能性を示した。OPG 産生シグナルは AP-1
が転写因子として働くことから、田中班員の
研究とも関連する。田中班員は、AP-1 分子ｃ
Fos は Smad と結合し、NfatC1 の転写調節に働
いている可能性を示した。これらの 2分子で
は、互いに共局在することが必要で、協調し
てゲノム上への結合、転写調節作用を持つと
考えられる。 
吉川班員、中田研究協力者による in vitro

三次元培養・力学負荷システムは、生理的な
状況下での治療薬の反応性を調べる有用な手
段である。前述のごとく、iPS 細胞との組み合
わせによりさらなる研究の発展が期待される。 
下村班員は、アディポネクチンのマクロフ
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ァージに対する作用は、炎症惹起と抑制の二
面性を有することを示した。アディポネクチ
ンは CIA モデルで関節破壊を抑制することか
ら、そのメカニズムの解明が待たれる。 
 
 
E.結論 
RA 患者の骨髄細胞の異常が示されるととも

に、骨髄間葉系細胞のネットワーク制御機構
が分子レベルで明らかになりつつある。今後、
RA 特異的 iPS 細胞を用い、骨髄異常を引き起
こす遺伝的因子と環境因子を探求したい。 
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