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研究要旨 

 約 100 万人を数える関節リウマチ（RA）患者に必発する進行性関節破壊は、日常生活機能障害に伴う社会的損失や関

節置換術などによる医療費負担を生じてきた。日本人 RA は、難治性、関節破壊進行が急速・高度とされ、一旦、関節が

破壊・変形すると不可逆的で、身体機能の低下は必至である。しかし、TNF を標的とした生物学的製剤は関節破壊制御を

可能とし、欧米では治療指針が大幅に改定された。一方、現状ではTNF阻害薬投与前にすでに関節破壊が進行し、それ

による不可逆性の機能障害を有する症例が大部分であり、治療指針の設定による医療の標準化が最重要課題である。ま

た、破壊された関節は機能的寛解でも身体機能の改善は得られず、「修復」を目指した治療の開発が必須である。そこで、

（1）関節破壊ゼロを目指す関節リウマチの治療指針の確立、および、（２） 関節リウマチの根治療法、関節破壊修復療法

の開発を主目的として研究を行った。（1）については、RA 患者のプライマリケア医から専門医まで保険診療内で実施でき

る関節破壊『ゼロ』を目標とした治療ガイドラインを作成した。平成 25 年 8 月までに 162 例が登録された。MTX 治療開始時

点での疾患活動性は DAS28: 4.7、SDAI: 18.8 であった。MTX 開始 3 か月後に TNF (T)群 35 例、MTX (M)群 29 例、high 

responder (HR)群に振り分けられた。MTX 開始 3 か月後の DAS28（T 群、M 群、HR 群は各 5.7、4.1、2.7）、SDAI（27.9、

12.6、4.8）、3 ヶ月間のΔmTSS≦0 は各 44％、43％、78％であり、MTX 開始 12 か月後には（中間報告 69 例）、DAS28（T

群、M 群、HR 群は各 2.5、3.0、2.4）、SDAI（3.6、6.1、3.2）、3-15 カ月目までの１年間のΔmTSS は各 1.2、0.3、0.2 であっ

た。予備的成績として、HR 群では 15 ヶ月間疾患活動性と関節破壊が抑制されたが、T 群、M 群では最初の 3 ヶ月の間に

関節破壊が既に進行したが、その後の１年では制御され、『関節破壊をゼロに』できる可能性が示唆された。（2）について

は、RA の関節破壊関連因子として PADI4、CDK4/6、RORγt , TTP、HLA SE、OA 関連 DVWA (rs743777)、DKK-1 を同

定し、モデル動物を用いて関節破壊における PADI4、TTP、CDK4/6 の役割を解明した。例えば、PADI4 ノックアウトマウス

におけるコラーゲン誘導性関節炎が軽減され、IL-6-Th17 系が減弱し、関節破壊が軽減傾向であった。また、RORγt 過

剰発現 T 細胞により関節炎の発症と関節破壊が抑制され、Foxp3+制御性 T 細胞に CCR6 の発現亢進が認められた。また、



 

p16 INK4a をアデノウイルスで動物モデル関節に遺伝子導入すると関節炎が改善する事を明らかにし、TTP-ZF（TTP の zing 

finger 部位）トランスジェニックマウスを用いた in vitro および in vivo における解析から、TNF-α、IL-6、IL-17 の発現抑制

を介して関節炎の発症、重篤化、関節破壊を制御した。さらに、ヒト間葉系幹細胞から骨芽細胞への誘導培養系を確立し

た。即ち、骨芽細胞分化培地に IL-1βを添加すると、迅速で効率的な骨芽細胞分化が確認された。また、Wnt5a/Ror2 が

そのシグナル伝達を担うことを発見した。さらに、さらに、in vitro、及び、CIA ラットモデルでの解析により、ナノファイバー

（PLGA）に播種したヒト骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）は、骨芽細胞や軟骨細胞への分化誘導、破骨細胞の分化制御、

全身性免疫応答の抑制作用を併せ持ち、RA の疾患制御、関節機能の再生・修復を目指す上で有効なツールである事が

明らかになり、関節破壊の根治・修復療法の基礎を築いた。 

 

A.研究目的 

 関節リウマチ（RA）患者は約 70 万人を数え、特に日本

人は関節破壊進行が急速・高度とされ、変形すると不可

逆的で、身体機能の低下は必至である。機能不良に伴う

社会的損失や関節置換術などによる多大なる医療費負

担を生じている。生物学的製剤による治療が進歩した現

在、関節破壊を生じない治療の標準化が急務である。ま

た、一旦破壊された関節の再生、修復を目指した治療の

開発も最重要課題である。そこで、本研究では RA の関

節破壊「ゼロ」を目指して、2 つのメインテーマに対して、

基礎的・臨床的の重層的研究をオールジャパンで実施

することを主目的とした。 

 1）RA の関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究:    

TNF 阻害薬を用いた強化療法により、関節破壊の阻止

が可能となったが、現状では強化治療前に既に関節破

壊が進行し、不可逆性の機能障害が生じた症例が大部

分であり、医療の標準化が最重要課題である。平成 23

年度は、発症早期から保険診療内の強化療法により関

節破壊を『ゼロ』にすることを目指した治療ガイドラインを

策定した。平成 24,25 年度はエビデンスの蓄積と検証を

目 的 と し て 症 例 登 録 を 実 施 し [”ZERO-J” 試 験

（UMIN000001281）]、関節破壊をゼロにする治療指針の

確立を目指した。 

2）難治性 RA の関節破壊の機序の解明、修復研究： 平

成 23 年度は、関節破壊機序に関与する遺伝子多型の

解析などにより新規標的分子として PADI4、CDK4/6、

RORγt 等を同定した。平成 24,25 年度は、これらの RA

疾患・関節破壊関連分子に着目し、関節破壊の分子機

序の解明と抗体や阻害薬などの治療開発を目指した。ま

た、申請者らが確立したヒト間葉系幹細胞から骨芽細胞

への分化誘導、ナノファイバーを用いた 3 次元骨再生系

を確立し、実験動物レベルでの評価系の確立を目指し

た。 

 

B.研究方法 

1）RAの関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究 

1．関節破壊を「ゼロ」にする治療ガイドラインの検証： 

研究分担者施設を中心とした多施設共同研究で、各施

設の倫理委員会承認後、ACR/EULAR2010年RA分類

基準に基づき診断され、抗CCP抗体陽性、罹病歴2年

以内、関節X線で骨びらんが3個以内、MTX未使用症例

を登録する。MTX6-16㎎/週を3ヶ月投与後、「RAに対

するTNF阻害療法施行ガイドライン」の基準を満たし、同

意が得られればTNF阻害薬を1年間投与（T群）、非同意

症例はMTXで1年間治療を継続（M群）、基準を満たさな

い症例はhigh responder (HR) 群として1年間経過観察

する。主要評価項目は、初診時（MTX開始時）、TNF阻

害薬開始時（またはTNF阻害薬に非同意時）、開始1年

後に於ける総Sharpスコアを評価した。 

2．RAにおける機能障害進行危険因子に関する研究: 

IORRAコホート研究に登録され、ベースラインと登録5年

後のmTSS値が得られた865名のRA患者を対象とし、関

節破壊進行危険因子に関して重回帰分析を用いて解

析した。 



 

3．早期RAに対するMTXの関節破壊抑制効果に関する

検討: 慶應大学リウマチ内科で前向きに登録されたRA

コホートSAKURAの中から、MTXで治療開始した62例に

ついて、関節破壊、臨床データを収集して統計解析し

た。 

4．RAの関節破壊の進展に寄与する因子に関する検討: 

長崎大学早期関節炎コホート、長崎超音波コホートで、

関節破壊進展に寄与する因子を抽出し、有効な治療法

を検討した。 

5．高精度画像検査による関節破壊の評価: 近赤外線カ

メラ両手用撮像装置を開発し、活動性 RA 患者の患手に

対してインドシアニングリーンを静脈内投与し、関節超音

波検査と近赤外線カメラを同時期に施行した。 

2）難治性RAの関節破壊機序の解明、修復研究 

1. PADI4を標的とする関節破壊の治療戦略： PADI4 

KOマウスを作成し、DBA/1Jにバッククロスした上で、

rhGPIを免疫して関節炎を誘導し、関節炎スコア、病理、

T細胞を評価した。 

2．RORγt過剰発現による関節炎の制御： RORγtをT

細胞においてのみ過剰発現させたRORγtトランスジェ

ニックマウスにCIAを誘導し、野生型と臨床像、転写因子

発現、関節炎発症・破壊、病理所見に関して比較検討し

た。 

3．CDK4/6阻害を介する関節破壊治療： CDK4/6阻害

薬のCIA治療における作用機序を検討した。 

4．重症型RAの網羅的自己抗体検出研究： 抗CCP抗

体陰性でX線上典型的な骨破壊像を認めるRA患者血

清を用いて2181蛋白に対する自己抗体のスクリーニング

をAlphaScreen法で行った。 

5．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

生・修復に関する研究：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞

（MSC）を播種したナノファイバーシートをCIA発症前の

関節近傍に移植し、関節炎スコア、病理組織標本、軟部

X線、micro CTを評価した。MSCをナノファイバーに播種

し、サイトカイン産生および骨芽細胞、軟骨細胞分化能

を評価した。 

 

（倫理面への配慮）  

 臨床検体を使用する場合には、ヘルシンキ宣言を遵

守し、各施設の倫理委員会、或は、IRBで承認を得た研

究に限定し、患者及び家族からインフォームドコンセント

を得た上で、倫理委員会の規約を遵守し、現有設備を

用いて行う。患者の個人情報が所属機関外に漏洩せぬ

よう、試料や解析データは万全の安全システムをもって

厳重に管理し、患者は、経済的負担を始め如何なる不

利益も被らない事を明確にする。また、動物実験は、動

物実験施設指針等に則り、材料、モデルともに、動物愛

護上の十分な配慮を持って行う。なお、関節リウマチの

関節破壊ゼロを目指す治療指針の確立に関する研究

は、申請者の施設の倫理委員会で承認済みで、また、

“ ZERO-J 試 験 ” と し て す で に UMIN に 登 録 済

（UMIN000001281）である。 

 

C.研究結果 

1）RAの関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究: 

1．関節破壊を「ゼロ」にする治療ガイドラインの検証と公

布: 13施設で倫理申請が承認され、平成25年8月までに

162例が登録された。女性121名、男性41名、罹病期間

7.5±4.7月（1-24月）、MTX治療開始時点での疾患活動

性はDAS28: 4.7±1.0、SDAI: 18.8±9.0、HAQ: 0.7±0.6

であった。MTX開始3か月後のガイドライン基準判定時

点へ到達した症例は151例で、87例はTNF阻害療法施

行ガイドライン基準を満たさずHR群、その他はT群35例、

M群29例に振り分けられた。各群の登録時背景は、

DAS28、SDAI、HAQともにT群はHR群より有意に高く、

MTXは12.5±2.5ｍｇ/週まで増量されていた。MTX開始

3か月後のT群24例、M群65例、HR群19例の評価として

は、DAS28（T群、M群、HR群は各5.7±1.2、4.1±0.6、

2.7±0.8）、SDAI（27.9±14.2、12.6±4.5、4.8±4.7）であ

った。即ち、登録後3か月での各群への振り分け時には、

DAS28、SDAIともにT>M>HR群の順で有意に高く、HR群

では3ヶ月で疾患活動性が制御されていたが、T群では、
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IORRA

発症・女性・抗

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

明らかになった。

MTX治療にも関わらず、疾患活動性がさらに増悪されて

いた。また、3ヶ月間に関節破壊が進行しなかった率は

ΔmTSS≦0）、

であり、HR群では関節破壊が抑制された一方、

群では3ヶ月の間に関節破壊が既に進行していた。

開始12か月後の最終判定

14名、M群16

HR群は各2.5±

4.7、6.1±3.9、3.2

た、3-15カ月目までの１年間の

HR群は各1.2±

．RAにおける機能障害進行危険因子に関する研究

IORRAコホート研究の８５６

発症・女性・抗CCP

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

明らかになった。

治療にも関わらず、疾患活動性がさらに増悪されて

ヶ月間に関節破壊が進行しなかった率は

）、T群、M群、HR

群では関節破壊が抑制された一方、

ヶ月の間に関節破壊が既に進行していた。

か月後の最終判定時点へ到達した症例

16、HR群39名）では、

±1.0、3.0±1.0

3.2±5.0）と群間に有意差がなかった。ま

カ月目までの１年間の

±1.6、0.3±0.8

における機能障害進行危険因子に関する研究

コホート研究の８５６ 名の

CCP抗体陽性・

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

明らかになった。一方、欧米で報告された

治療にも関わらず、疾患活動性がさらに増悪されて

ヶ月間に関節破壊が進行しなかった率は

HR群は各44％、

群では関節破壊が抑制された一方、

ヶ月の間に関節破壊が既に進行していた。

時点へ到達した症例

名）では、DAS28

1.0、2.4±0.9）、

）と群間に有意差がなかった。ま

カ月目までの１年間のΔmTSSは、

0.8、0.2±0.6）であった

における機能障害進行危険因子に関する研究

名のRA患者において、

抗体陽性・HLA-DRB1

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

欧米で報告された

治療にも関わらず、疾患活動性がさらに増悪されて

ヶ月間に関節破壊が進行しなかった率は

％、43％、78％

群では関節破壊が抑制された一方、T群、

ヶ月の間に関節破壊が既に進行していた。MTX

時点へ到達した症例69例（

DAS28（T群、M群、

）、SDAI（3.6±

）と群間に有意差がなかった。ま

は、T群、M群、

）であった。 

における機能障害進行危険因子に関する研究

患者において、若年

DRB1・PADI4遺伝

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

欧米で報告された6ヵ所の遺伝子

 

治療にも関わらず、疾患活動性がさらに増悪されて

ヶ月間に関節破壊が進行しなかった率は

％

群、M

MTX

例（T

群、

±

）と群間に有意差がなかった。ま

群、

における機能障害進行危険因子に関する研究: 

若年

遺伝

子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い

罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが

ヵ所の遺伝子

座（IL

個の一塩基多型（

たが、関節破壊と有意な関連性のある

かった。

3. 早期

検討

与し（平均罹病期間

である低疾患活動性を１年後に満足するが、その時の構

造的寛解は６５％に留まり、一方、

なる関節破壊進行

壊進行を来す事が明らかとなった。

壊抑制効果と血中サイトカイン９種類の変動を超高感度

ECL

した。その中で、関節破壊進行と関連する治療後サイトカ

インを検討した所、治療後

ELISA

示された。

4．RA

長崎コホートでは、多変量解析で

ーは関節破壊の急速進行（

比0.03

因子（

早期

および、

反映することを明らかとした

5．高精度画像検査による関節破壊の評価

メラを使ったインドシアニングリーン（

法は、低浸襲、低コストであり、両手の手指関節滑膜異

常血流を一機的に評価することが可能であり、有用性が

期待される。

定量異常滑膜血流値と

有意に相関した

2）難治性

1. PADI4

マウスにおいて

は軽度であった。

IL-15、GZMB

個の一塩基多型（

たが、関節破壊と有意な関連性のある

かった。 

早期RAに対する

検討: SAKURAコホートで早期

与し（平均罹病期間

である低疾患活動性を１年後に満足するが、その時の構

造的寛解は６５％に留まり、一方、

なる関節破壊進行

壊進行を来す事が明らかとなった。

壊抑制効果と血中サイトカイン９種類の変動を超高感度

ECL法で解析し、

した。その中で、関節破壊進行と関連する治療後サイトカ

インを検討した所、治療後

ELISA法と同様IL

示された。 

RAの関節破壊の進展に寄与する因子に関する検討

長崎コホートでは、多変量解析で

ーは関節破壊の急速進行（

0.03）、また、エントリー時の

因子（1スコア当たりオッズ比

早期RAにおいては、

および、MTX治療経過をエコー所見とバイオマーカーが

反映することを明らかとした

．高精度画像検査による関節破壊の評価

を使ったインドシアニングリーン（

は、低浸襲、低コストであり、両手の手指関節滑膜異

常血流を一機的に評価することが可能であり、有用性が

期待される。ICG蛍光による滑膜血流は定量評価

定量異常滑膜血流値と

有意に相関した。

）難治性RAの関節破壊の機序の解明、修復研究

1. PADI4 を標的とする関節破壊の治療戦略

マウスにおいて hrGPI

は軽度であった。

GZMB、IL2RA、Dkk

個の一塩基多型（SNP）を選択し、ゲノタイピングを施行し

たが、関節破壊と有意な関連性のある

に対するMTXの関節破壊抑制効果に関する

コホートで早期

与し（平均罹病期間0.6年）、７６％が最低限の治療目標

である低疾患活動性を１年後に満足するが、その時の構

造的寛解は６５％に留まり、一方、

なる関節破壊進行(CRRP)を示し、１８％が急速に関節破

壊進行を来す事が明らかとなった。

壊抑制効果と血中サイトカイン９種類の変動を超高感度

法で解析し、IL-1βとIL-6

した。その中で、関節破壊進行と関連する治療後サイトカ

インを検討した所、治療後TNFα

IL-6が有用なバイオマーカーである事が

の関節破壊の進展に寄与する因子に関する検討

長崎コホートでは、多変量解析で

ーは関節破壊の急速進行（RRP

）、また、エントリー時の

スコア当たりオッズ比1.10

においては、MRI骨炎が

治療経過をエコー所見とバイオマーカーが

反映することを明らかとした。 

．高精度画像検査による関節破壊の評価

を使ったインドシアニングリーン（

は、低浸襲、低コストであり、両手の手指関節滑膜異

常血流を一機的に評価することが可能であり、有用性が

蛍光による滑膜血流は定量評価

定量異常滑膜血流値とImaxは

。 

の関節破壊の機序の解明、修復研究

を標的とする関節破壊の治療戦略

hrGPI 関節炎は有意に軽減され、骨破壊

は軽度であった。Padi4 KO では

Dkk-1、Sost、MMP

）を選択し、ゲノタイピングを施行し

たが、関節破壊と有意な関連性のあるSNPは認められな

の関節破壊抑制効果に関する

コホートで早期RA患者62例に

７６％が最低限の治療目標

である低疾患活動性を１年後に満足するが、その時の構

造的寛解は６５％に留まり、一方、32%が臨床的に問題と

を示し、１８％が急速に関節破

壊進行を来す事が明らかとなった。また、MTX

壊抑制効果と血中サイトカイン９種類の変動を超高感度

6の有意な低下を明らかに

した。その中で、関節破壊進行と関連する治療後サイトカ

TNFαは抽出されず、

が有用なバイオマーカーである事が

の関節破壊の進展に寄与する因子に関する検討

長崎コホートでは、多変量解析で2008年以降のエントリ
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1.10）と抽出された
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治療経過をエコー所見とバイオマーカーが

 

．高精度画像検査による関節破壊の評価: 

を使ったインドシアニングリーン（ICG）蛍光血管描出

は、低浸襲、低コストであり、両手の手指関節滑膜異
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蛍光による滑膜血流は定量評価

は関節超音波滑膜血流値と

の関節破壊の機序の解明、修復研究
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の関節破壊抑制効果に関する

例にMTXを投

７６％が最低限の治療目標
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常血流を一機的に評価することが可能であり、有用性が

蛍光による滑膜血流は定量評価可能で

関節超音波滑膜血流値と

の関節破壊の機序の解明、修復研究 

を標的とする関節破壊の治療戦略: Padi4 KO

関節炎は有意に軽減され、骨破壊

において脾臓、
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である低疾患活動性を１年後に満足するが、その時の構

が臨床的に問題と

を示し、１８％が急速に関節破
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従来型
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: 
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骨炎スコアは正の

。さらに、

進展に寄与すること、
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）蛍光血管描出
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可能で、
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リンパ節

量的

Bcl

現が亢進していた。また骨髄好中球の

アポトーシスの検討では、いずれの条件においても

PADI4 KO

に亢進していた。
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マウスにおいては、

意に亢進し、

進していのに係らず、

意に抑制されていた。その原因として、

CD4+

3．

依存性の関節炎抑制効果を示し、

強力な関節破壊抑制効果を示した。また、抗

とCDKI

お、獲得免疫系には影響がなかった。

4．重症型

陰性で骨破壊を認める

対する自己抗体のスクリーニングを行い、新たに

候補として同定された。

5．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

生・修復に関する研究

ヒト

が臨床的、構造的、病理学的に抑制された。一方、

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示

さなかった。ナノファイバー播種

所の

および血清抗

リンパ節の

阻害され、局所の治療効果のみならず全身性免疫応答

の抑制作用を持つことが示唆された。

 

 

 

リンパ節 CD4 陽性

量的 PCR で検討したところ、

Bcl-2, Bim, Bax, Bid

現が亢進していた。また骨髄好中球の

アポトーシスの検討では、いずれの条件においても

PADI4 KO 好中球のアポトーシスが

に亢進していた。

．RORγt過剰発現による関節炎の制御：

マウスにおいては、

意に亢進し、CII

進していのに係らず、

意に抑制されていた。その原因として、

CD4+抑制性T細胞の存在が示唆された。

．CDK4/6阻害

依存性の関節炎抑制効果を示し、

強力な関節破壊抑制効果を示した。また、抗

CDKIの併用療法も、関節破壊抑制効果を示した。な

お、獲得免疫系には影響がなかった。

．重症型RAの網羅的自己抗体検出研究

陰性で骨破壊を認める

対する自己抗体のスクリーニングを行い、新たに

候補として同定された。

．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

生・修復に関する研究

ヒトMSCをラット関節近傍に移植すると、関節炎、骨破壊

が臨床的、構造的、病理学的に抑制された。一方、

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示

さなかった。ナノファイバー播種

所のIL-1β、IL-

および血清抗II型コラーゲン抗体産生が抑制され、また、

リンパ節のT細胞の増殖、

阻害され、局所の治療効果のみならず全身性免疫応答

の抑制作用を持つことが示唆された。

陽性 Th17 細胞に有意な減少を認めた

で検討したところ、

2, Bim, Bax, Bid などのアポトーシス関連遺伝子の発

現が亢進していた。また骨髄好中球の

アポトーシスの検討では、いずれの条件においても

好中球のアポトーシスが

に亢進していた。 

過剰発現による関節炎の制御：

マウスにおいては、CD4+ T細胞の

CII反応性Th17

進していのに係らず、CIAの発症、及び、関節破壊が有

意に抑制されていた。その原因として、

細胞の存在が示唆された。

阻害を介する関節破壊治療

依存性の関節炎抑制効果を示し、

強力な関節破壊抑制効果を示した。また、抗

の併用療法も、関節破壊抑制効果を示した。な

お、獲得免疫系には影響がなかった。

の網羅的自己抗体検出研究

陰性で骨破壊を認めるRA患者血清を用いて

対する自己抗体のスクリーニングを行い、新たに

候補として同定された。 

．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

生・修復に関する研究: ナノファイバーシートに播種した

をラット関節近傍に移植すると、関節炎、骨破壊

が臨床的、構造的、病理学的に抑制された。一方、

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示

さなかった。ナノファイバー播種

-6発現や所属リンパ節腫大、加えて脾腫

型コラーゲン抗体産生が抑制され、また、

細胞の増殖、IL-

阻害され、局所の治療効果のみならず全身性免疫応答

の抑制作用を持つことが示唆された。

細胞に有意な減少を認めた

で検討したところ、PADI4 KO マウスにおいて

などのアポトーシス関連遺伝子の発

現が亢進していた。また骨髄好中球の in vitro

アポトーシスの検討では、いずれの条件においても

好中球のアポトーシスが WT と比較して有意

過剰発現による関節炎の制御：

細胞のRORγ

Th17細胞からのIL

の発症、及び、関節破壊が有

意に抑制されていた。その原因として、ROR

細胞の存在が示唆された。 

を介する関節破壊治療: 

依存性の関節炎抑制効果を示し、ETNとの併用療法で

強力な関節破壊抑制効果を示した。また、抗

の併用療法も、関節破壊抑制効果を示した。な

お、獲得免疫系には影響がなかった。 

の網羅的自己抗体検出研究

患者血清を用いて

対する自己抗体のスクリーニングを行い、新たに

．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

ナノファイバーシートに播種した

をラット関節近傍に移植すると、関節炎、骨破壊

が臨床的、構造的、病理学的に抑制された。一方、

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示

さなかった。ナノファイバー播種MSC治療群では関節局

発現や所属リンパ節腫大、加えて脾腫

型コラーゲン抗体産生が抑制され、また、

-2, IL-17, IFN

阻害され、局所の治療効果のみならず全身性免疫応答

の抑制作用を持つことが示唆された。 

細胞に有意な減少を認めた。定

マウスにおいて

などのアポトーシス関連遺伝子の発

in vitro における

アポトーシスの検討では、いずれの条件においても

と比較して有意

過剰発現による関節炎の制御： RORγt Tg

γt Tg発現が有

IL-17産生が亢

の発症、及び、関節破壊が有

RORγt過剰発現

 

: CDKIは用量

との併用療法で

強力な関節破壊抑制効果を示した。また、抗IL-6R抗体

の併用療法も、関節破壊抑制効果を示した。な

の網羅的自己抗体検出研究: 抗CCP抗体

患者血清を用いて2181蛋白に

対する自己抗体のスクリーニングを行い、新たに4蛋白が

．間葉系幹細胞を用いた関節破壊の機序の解明、再

ナノファイバーシートに播種した

をラット関節近傍に移植すると、関節炎、骨破壊

が臨床的、構造的、病理学的に抑制された。一方、MSC

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示

治療群では関節局

発現や所属リンパ節腫大、加えて脾腫

型コラーゲン抗体産生が抑制され、また、

17, IFN-γの産生が

阻害され、局所の治療効果のみならず全身性免疫応答
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MSC

単独で関節内や腹腔内に投与しても殆ど抑制効果を示
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さらに、

に留まり、その局所で産生される

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され

た。 

 

D.考察

1）RA

 平成

寛解基準、治療指針

ずれも発症早期から十分量の

患活動性とともに関節破壊を制御する事を目標としてい

る。本邦でも

承認され、実臨床に沿ったエビデンスを構築するための

好機である。この絶好のタイミングで、本研究により関節

破壊ゼロを導く治療戦略が検証され、報告されることが

期待される。疾患活動性の高い症例が

れた傾向にあるが、斯様な点も踏まえて現在、

群、M

る。162

動性は

始3か月後の

2.7）、

各44

間報告

2.4）、

さらに、GFPで標識した所、

に留まり、その局所で産生される

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され

 

考察  

RAの関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究

平成22年にACR/EULAR

寛解基準、治療指針

ずれも発症早期から十分量の

患活動性とともに関節破壊を制御する事を目標としてい

る。本邦でもMTX

承認され、実臨床に沿ったエビデンスを構築するための

好機である。この絶好のタイミングで、本研究により関節

破壊ゼロを導く治療戦略が検証され、報告されることが

期待される。疾患活動性の高い症例が

れた傾向にあるが、斯様な点も踏まえて現在、

M群の1年3ヶ月後の関節破壊の進行を調査中であ

162例が登録され、

動性はDAS28: 4.7

か月後のDAS28

）、SDAI（27.9、

44％、43％、78

間報告69例）、DAS28

）、SDAI（3.6、

で標識した所、MSC

に留まり、その局所で産生される

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され

の関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究

ACR/EULARより

寛解基準、治療指針Treat-to

ずれも発症早期から十分量の

患活動性とともに関節破壊を制御する事を目標としてい

MTXの増量と共に、

承認され、実臨床に沿ったエビデンスを構築するための

好機である。この絶好のタイミングで、本研究により関節

破壊ゼロを導く治療戦略が検証され、報告されることが

期待される。疾患活動性の高い症例が

れた傾向にあるが、斯様な点も踏まえて現在、

ヶ月後の関節破壊の進行を調査中であ

例が登録され、MTX治療開始時点での疾患活

DAS28: 4.7、SDAI: 18.8

DAS28（T群、M

、12.6、4.8）、

78％であり、MTX

DAS28（T群、M

、6.1、3.2）、3-

MSCはナノファイバー移植部

に留まり、その局所で産生されるTGF-βや

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され

の関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究

よりRA分類基準、

to-targetが発表された。い

ずれも発症早期から十分量のMTXで治療を開始し、疾

患活動性とともに関節破壊を制御する事を目標としてい

の増量と共に、7剤の生物学的製剤が

承認され、実臨床に沿ったエビデンスを構築するための

好機である。この絶好のタイミングで、本研究により関節

破壊ゼロを導く治療戦略が検証され、報告されることが

期待される。疾患活動性の高い症例がT群に振り分けら

れた傾向にあるが、斯様な点も踏まえて現在、

ヶ月後の関節破壊の進行を調査中であ

治療開始時点での疾患活

SDAI: 18.8であった。一方、

M群、HR群は各

）、3ヶ月間のΔ

MTX開始12か月後には（中

M群、HR群は各

-15カ月目までの１年間の

はナノファイバー移植部

やIL-10等の抑

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され

の関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究: 

分類基準、23年には

が発表された。い

で治療を開始し、疾

患活動性とともに関節破壊を制御する事を目標としてい

剤の生物学的製剤が

承認され、実臨床に沿ったエビデンスを構築するための

好機である。この絶好のタイミングで、本研究により関節

破壊ゼロを導く治療戦略が検証され、報告されることが

群に振り分けら

れた傾向にあるが、斯様な点も踏まえて現在、HR群、T

ヶ月後の関節破壊の進行を調査中であ

治療開始時点での疾患活

であった。一方、MTX開

群は各5.7、4.1、

ΔmTSS≦0は

か月後には（中

群は各2.5、3.0、

カ月目までの１年間の

はナノファイバー移植部

等の抑

制性サイトカインにより免疫応答が抑制されたと示唆され



 

ΔmTSSは各1.2、0.3、0.2であった。以上より予備的成績

ではるが、HR群では15ヶ月間疾患活動性と関節破壊が

抑制されたが、T群、M群では最初の3ヶ月の間に関節

破壊が既に進行したが、その後の１年では制御され、

『関節破壊をゼロに』できる可能性が示唆されるが、最終

的な結論を得るためにはあと数ヶ月を要する。今後、検

証が終了すれば、ガイドラインの公布を通じて医療の標

準化・効率化を齎すことにより、関節破壊制御・長期機

能予後改善を可能とし、社会的損失や医療費高騰を抑

制できるはずである。 

 また、IORRA コホートでは、白人で同定された遺伝子を

候補とした解析を日本人で行ったが、いずれの遺伝子に

おいても有意な関連を認めなかった。本研究の限界とし

て発症 5 年目の両手正面 X 線写真におけるスコアを 5

年間の累積スコアとして代用しており、サンプル数も欧米

で行われた研究と比較すると少ないため、検出力には限

界があると考えられる。しかしながら遺伝子によっては作

用方向も異なり、白人と日本人との間における遺伝的異

質性の存在が示唆される。SAKURA コホートでは、平均

罹病期間 0.6 年の早期 RA コホート６２例で MTX の関節

破壊抑制効果と血中サイトカイン９種類の変動を超高感

度 ECL 法で解析し、IL-1β と IL-6 の有意な低下を明ら

かにした。その中で、関節破壊進行と関連する治療後サ

イトカインを検討した所、治療後 TNFα は抽出されず、

従来型 ELISA 法と同様 IL-6 が有用なバイオマーカーで

ある事が示された。長崎コホートでは、2008 年以降のエ

ントリーは rapid radiographic progressor (RRP)進展には

負と抽出されたが、これは treat to target の効果と考えら

れ、RAMRIS 骨炎スコアが正の因子と抽出された点は、

エントリー時の画像的疾患活動性の関与と考えられた。

MTX の有効性は超音波コホートから関節エコーでも検

証され、その所見をもとにする関連解析が必要である。

近赤外線カメラは、関節超音波検査と同様に手指関節

滑膜異常血流を一機的に評価し、滑膜血流の定量評価

可能となった。 

2）難治性RAの関節破壊の機序の解明、修復研究： 

 研究者らが同定してきた RA 疾患・関節破壊関連分子

である PADI4、CDK4/6、RORγt について治療応用の

可能性が示唆された。Padi4 KO マウスでは IL-6-Th17

系が減弱し、関節破壊が軽減傾向であった。PADI4 KO

マウスにおける関節炎モデル研究により、PADI4 が顆粒

球系細胞・単球系細胞の生存、Th17 細胞の分化、抗体

産生といった自然免疫・獲得免疫の幅広いシステムを制

御していることが判明した。これらの PADI4 KO マウスで

の知見より、PADI4 阻害薬は RA 治療薬となりうると考えら

れる。実際、腫瘍研究においてPADI4阻害作用のある小

分子化合薬の報告がなされつつあり、ヒトにおける副作

用を見極めたうえでの RA 治療への応用も期待される。 

 RORγt 過剰発現 T 細胞により関節炎の発症と関節破

壊が抑制されることが判明した。RORγt Tg マウス由来

の所属リンパ節細胞の in vitro における解析から Th17

が増加していることが示唆されたが、関節炎の発症は抑

制され、また RORγt Tg マウスのリンパ節細胞の移入に

よって WT の関節炎が抑制されたことから、RORγt Tg

には関節炎に対する抑制性の細胞成分が存在すると考

えられた。また RORγt Tg マウスの Foxp3+制御性 T 細

胞において CCR6 の発現亢進が認められたことから、こ

れらが炎症局所における関節炎症・破壊制御に関与し、

今後の治療応用の標的となり得ると考えられた 

 CIAマウスでは低用量の細胞周期制御療法と抗炎症

療法の併用は関節炎や関節破壊を抑制した。また、骨

破壊関連蛋白として新たに4蛋白が候補として同定され

た 

 CIAラットにおいては、ナノファイバー（PLGA）播種

MSCの関節近傍への移植により、関節炎と関節破壊の

抑制が示された。関節内投与ではこれらの効果は認め

られず、ナノファイバーを足場として関節近傍にMSCをと

どめる事により局所効果が発揮されたと考えられた。また、

ナノファイバー播種MSCはTGFβ産生誘導等を介して、

骨芽細胞、軟骨細胞の分化誘導能のみならず、顕著な

免疫抑制効果を有する事が示された。以上、ナノファイ

バー播種MSCは、RAの疾患制御、関節機能の再生・修



 

復を目指す上で有効であり、治療ツールとしての実践的

展開を検討していく予定である。 

 RAの関節破壊関連遺伝子としてPADI4やRORγt等を

同定し、関節破壊におけるこれらの分子の役割を解明し

た。今後、動物モデル、前臨床における疾患制御を目的

とした継続研究を要する。また、間葉系幹細胞から骨芽

細胞の誘導、ナノファイバーによる3次元骨形成系を確立

し、今後は前臨床試験による継続研究が必要である。 

 3年間の研究期間で、これまでの最重要課題であった

関節破壊を抑止するガイドラインを設定し、検証しえた点

は、効率性という点でも高く評価できると思われる。

PADI4、RORγt阻害剤、及び、間葉系幹細胞から骨再

生系の確立に関する研究は、いずれもモデル動物、解

析システムが樹立され、今後の研究の効率良い発展が

期待される。 

 

E.結論 

 関節破壊ゼロを導く治療戦略の検証研究を実施した。

HR 群、T 群、M 群のいずれも 1 年 3 ヶ月後の疾患活動

性が制御された。関節破壊の進行抑制については調査

中であるが、中間調査では十分に抑制され、関節破壊

「ゼロ」に留める可能性が示唆される。本研究により関節

破壊抑止のガイドラインが公表されれば、機能予後改善

により社会的損失をなくし、医療費削減を含む経済的問

題の克服を齎すものと期待できる。 

 一方、研究者らが同定してきた RA 疾患・関節破壊関連

分子である PADI4、CDK4/6、RORγt について治療応

用 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 Padi4 KO マ ウ ス で は

IL-6-Th17 系が減弱し、関節破壊が軽減傾向であった。

RORγt 過剰発現 T 細胞により関節炎の発症と関節破壊

が抑制されることが判明した。また、in vitro、及び、CIA ラ

ットモデルでの解析により、ナノファイバー（PLGA）に播

種したヒト骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）は、骨芽細胞

や軟骨細胞への分化誘導、破骨細胞の分化制御、全身

性免疫応答の抑制作用を併せ持ち、RA の疾患制御、関

節機能の再生・修復を目指す上で有効なツールである

事が明らかになった 
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総合研究報告書 

 

関節リウマチの関節破壊の進展に寄与する因子の解析研究 

                                                 

 分担研究者 川上 純 1 長崎大学大学院医歯薬学総合研究科展開医療科学講座 

  リウマチ免疫病態制御学分野（第一内科） 教授 

 研究協力者 玉井慎美 1、中島好一 1、岡田覚丈 2、川㞍真也 1, 3、岩本直樹 1、青栁 潔 3、上谷雅孝 4 
     2 長崎原爆病院、3 長崎大学大学院公衆衛生学分野、 

  4 長崎大学大学院放射線診断治療学 

 

研究要旨 

 関節リウマチ（RA）の関節破壊の進展に寄与する因子を患者コホートから解析した。1.合成 DMARDs 投与 1 年間の 392

症例を対象とした観察研究では、ΔmTSS＞3.0 を Rapid radiographic progression （RRP）と定義した。RRP は 42 症例

（10.7%）に認め、多変量解析により、1 年間の DAS 積分値、ベースラインの炎症反応高値、女性が、RRP 進展に寄与する

因子と抽出された。2.両側手指関節 MRI を撮像する長崎早期関節炎コホートで、RRP をΔGenant-modified Sharp score

＞3 と定義した。エントリーから 1 年間の観察研究で 76 症例を解析したが、RRP は 12 症例（15.8%）に認め、多変量解析に

おいて、エントリー時の MRI 骨炎の程度、および、観察期間内における生物学的製剤の導入の 2 項目が、RRP 進展に寄

与する因子と抽出された。3.関節エコーを用いた MTX 治療経過の 33 症例の観察研究のコホートでは、6 ヶ月間の臨床的

治療反応（DAS28）、エコー所見、バイオマーカーの関連を評価した。DAS28 寛解群 13 症例と治療抵抗群 12 症例を比較

検討し、その結果、DAS28 寛解群は治療抵抗群と比較して、明らかにグレースケールスコア（GS スコア）とパワードプラスコ

ア（PD スコア）が改善した。バイオマーカーでは IL-6 が、臨床的治療反応およびエコー所見をよく反映した。今回の解析

で、RRP への進展を予防ための T2T 治療戦略の重要性が確認され、かつ、疾患活動性の評価における MRI 骨炎とエコ

ー滑膜炎の重要性が明らかとなった。バイオマーカーとしてのIL-6の有用性も示唆され、今後はMRI骨炎、エコー滑膜炎、

バイオマーカーを組み合わせた、より精度が高い RA の関節破壊予測のアルゴリズムの構築を目指したい。 

 

A.研究目的 

関節リウマチ（RA）の治療目標は関節破壊の抑制であり、

その達成には、適切な治療介入と関節破壊の予後予測が

肝要である。前者に関しては T2T が、また、後者に関して

は Rapid radiographic progression （RRP）もしくは Clinical 

relevance of rapid radiographic progression（CRRP）が関節

予後不良の指標として注目され、MRI骨炎やエコー関節滑

膜炎と予後予測との関連も指摘されている。今回は RA 患

者コホートを用いて、これらに関連する因子の抽出を試み

た。 

 

B.研究方法 

1. 合成 DMARDs 治療経過における観察研究 

これらで 1 年間治療された 392 症例（エントリー時に

DAS28-ESR 中等度疾患活動性以上もしくは Xp 骨び

らんあり）を対象に、（C）RRP（ΔmTSS＞3.0）を来す

因子を多変量解析で抽出した。 

2. 長崎早期関節炎コホートにおける観察研究 

コホートにおいて DMARDsを導入された76 症例を対

象とした。DMARDs 導入下での 1 年間の観察研究で



 

ある。このコホートは両側手指関節 MRI を撮像してい

るので、関節破壊は両側手指関節 Xp を用い、Δ

Genant-modified Sharp score＞3 を RRP と定義した。

RRP 進展に寄与する因子を、多変量解析で抽出し

た。 

3. MTX 治療エコーコホートにおける観察研究 

MTX が導入され、エコーとバイオマーカーを経時的

に評価した、6 ヶ月間の観察研究である。33 症例が

エントリーされ、両側手指 22 関節のグレースケールス

コア（GS スコア）とパワードプラスコア（PD スコア）、血

清 IL-6、TNF-、VEGF を評価した。臨床的治療反

応は DAS28-ESR を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

上記の研究は長崎大学病院臨床研究倫理委員会の承

認および文書での研究への同意を得ている。 

 

C.研究結果 

 上記の研究は長崎大学病院臨床研究倫理委員会の承

認および文書での研究への同意を得ている。 

 

D.考察  

 実地臨床において関節破壊の進展を防止するには、目

標達成に向けた積極的な治療（T2T）を行うことの重要性が

確認された。骨レ線では所見が乏しい早期 RA では、MRI

骨炎が予後不良因子になると考えられ、今回の解析で同

時に抽出された生物学的製剤の導入は、合成DMARDsへ

の治療抵抗生を反映していると思われた。エコー所見も

RA 疾患活動性を反映し、バイオマーカーとしての IL-6 の

有用性も示唆された。 

 

E.結論 

 リウマチ実地臨床下における観察研究から、RA の関節

破壊の進展に寄与する因子の抽出を試みた。今回の解析

で、RRP への進展を予防ための T2T 治療戦略の重要性が

確認され、かつ、疾患活動性の評価における MRI 骨炎とエ

コー滑膜炎の重要性が明らかとなった。バイオマーカーと

してのIL-6の有用性も示唆され、今後はMRI骨炎、エコー

滑膜炎、バイオマーカーを組み合わせた、より精度が高い

RA の関節破壊予測のアルゴリズムの構築を目指したい。 
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インドシアニングリーン蛍光血管描出法による手指関節滑膜血流の評価 
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研究要旨 

インドシアニングリーン (ICG)は肝機能検査に用いられてきた緑色色素である。同薬は人体投与後、血中アルブミンと

結合し近赤外線領域の 800nm の励起光を吸収し、845nm の蛍光を発する。これを利用して眼科領域では蛍光眼底造影

検査が施行されている。800-845nm 近赤外線は人体深部約 2cm を貫通するが組織障害はない。蛍光はデジタルビデオ

カメラで描出することが可能である。近年、この原理を利用して外科手術後の再開血流の評価や、リンパ管造影も行われ

ている。我々は手指関節において、滑膜炎に伴う異常血流出現を同法（ICG 蛍光血管描出法）を利用して描出可能かを

検討した。初年の報告で、活動性 RA 患者の、臨床的に腫脹を認めた右手に対して、ICG 蛍光血管描出法と関節超音波

検査を施行し比較した。その結果、関節超音波検査にて滑膜異常血流陽性と判別された部位に、ICG蛍光血管描出法に

て異常蛍光スポットを描出した。更に我々は両手用撮像機器を開発した。今回、同機器を使用して両手の同時撮影を行

い、炎症部位の定量法を検討した。 

 ICG 蛍光血管描出法は低コスト、低浸襲であり、機器に特別な施設を必要としない。関節超音波検査と同様に滑膜異常

血流を描出することが可能であり、特に習熟したテクニックは必要としない。ICG 蛍光血管描出法は RA において有用な検

査となる可能性が考えられた。 

 

A.研究目的 

関節リウマチ(RA)の関節画像評価法を確立し、診断、治

療評価基準を確立する。RA は、早期診断方法、関節炎の

正確な評価法が必要となっている。病理学、画像検査(MRI、

超音波検査）による検討から関節滑膜内には炎症と相関し

異常血流が生じることが明らかとなっている。この異常血流

を簡便に捉え、評価可能な検査は関節炎評価に有用と考

えられる。インドシアニングリーン (ICG) は静脈内投与後

に蛍光発光する。デジタルビデオカメラによって簡便に微

小血管を画像化できる。関節滑膜異常血流は関節部位に

集積する蛍光として捉えることができる。異常集積の定量

法について検討した。 

 

B.研究方法 

１．近赤外線カメラ（浜松ホトニクス）を用いて、両手撮像用

機器を作成した。活動性 RA 患者の両手に対して、撮像を

施行した。カメラ本体は手より 20cm に固定し、対側の肘静

脈より ICG (0.25mg/body) を静脈内投与した。 

２．各濃度のインドシアニングリーンをエタノールと混合し７

穴ウエルにそれぞれ封入した。これを蛍光ファントムとして

用いた。 

３．撮影動画より、方形の ROI を設定することで、time 

intensity curve を得ることが出来るソフトウエアを開発し

た。 

４．Intensity curve を MCP2-3, PIP2-3 関節から得た。こ

のグラフより Fluorescent intensity max (Imax) を算出し

た。 

 



 

（倫理面への配慮） 

本検討は病院倫理委員会を経て討議された後、了承さ

れた。患者には紙面同意を得た上で施行された。 

患者には、検査、治療内容、研究成果の発表についてイ

ンフォームドコンセントを得ている。 

 

C.研究結果 

１． 活動性RA患者四名の両手に対して撮像を施行した。

左右の II MCP 関節の撮像画像を比較したところ、肉眼で

蛍光差異が認められた。同部位にROIを設定し、左右でそ

れぞれ得られた time intensity curve には最大蛍光強度

に差が認められた。 

２．作成した蛍光ファントムの各穴の蛍光はそれぞれの蛍

光強度で発光が認められたが、線形比例の関係にはなか

った。 

３． MCP, PIP 関節に対して、Imax は、異常滑膜血流陽性

関節では、陰性関節と比較して有意に高値であった。更に

MCP 関節において、定量異常滑膜血流値と、Imax は有意

に相関した。PIP 関節においては、有意差は認めなかっ

た。 

 

D.考察  

ICG はアルブミン蛋白と結合し、800nm波長の励起光に

より 845nm 波長の近赤外線蛍光を発する。同蛍光は深部

2cm の軟部組織を貫通しデジタルビデオカメラで画質化

することが可能である。励起光、蛍光ともに暴露に際して

の組織障害はない。ICG は、従来、肝臓機能評価や、眼

底網膜造影に投与される。投与量においては、肝機能評

価 (0.5mg/kg, 25mg/50kg body)に比較して、本検討は

0.25mg/body と低用量で画像が得られた。近赤外線カメラ

の構成ハードウェアとして、デジタルビデオカメラ、励起光

LED、画像解析用パソコンであるが、既存技術の集合であ

り、開発は比較的低コストである。 

 得られた動画から、関節部位に region of interest (ROI)を

置くことで同部位の蛍光 intensity curve が得られた。観察

者が異常部位を判断し評価することに加えて、intensity 

curve から、正常・異常の判別、また異常を定量する方法を

確立することで、RA 診断、治療評価へ有用な可能性があ

る。今回の結果から、Imax は、炎症指標として有用な可能

性が示された。PIP 関節において、異常滑膜血流陽性関節

vs 陰性関節の間には有意差が認められた。両者には有意

な相関は認めなかったが、傾向が示された。これについて

は更に多数の症例検討が必要である。Intensity curve より、

Imax 以外のパラメータも算出可能であり、今後検討が必要

である。 

欧州から同様原理の RA 専用機器が最近実用化され

た。同機器を使った報告では、画像評価には半定量 4 段

階評価が使用され、MRI、超音波検査に遜色ない関節炎

の診断能が示されている。   

 

E.結論 

 近赤外線カメラを使った ICG 蛍光血管描出法は、低浸

襲、低コストであり、両手の手指関節滑膜異常血流を一機

的に評価することが可能であり、有用性が期待される。ICG

蛍光による滑膜血流は定量評価可能である。今後、同検

査にて正常部位、異常部位の判定方法についても考えて

いく。実臨床での多施設検討も必要と考えられる。 
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研究要旨 

[1] TREM-1 阻害療法は既存の生物学的製剤とは異なり、結核や重症感染症といった副作用の少ない関節炎治療法と

なることが期待されている。我々はこれまでに、マウス関節炎モデルに TREM-1-Ig を投与し関節炎の改善を認めた。また、

マウス TREM-1 リガンドの同定に成功し、同リガンドに対する抗体投与でも関節炎改善及び骨破壊、関節破壊抑制を確認

した。本研究では、抗 TREM-1 リガンド抗体の作用機序解析を行うとともに、B 細胞上のヒト TREM-1 リガンドを同定した。

TREM-1 阻害療法を感染のリスクが少なく関節破壊ゼロを目指した新規関節炎治療法として開発していく 

[2] CDK4/6 阻害による滑膜細胞の細胞周期制御療法が関節炎の動物モデルに著効することを示してきた。臨床的に

安全性が証明された CDK4/6 阻害薬 palbociclib でも関節炎治療効果があることを証明するとともに、RA を特徴づける 2

つの病態に対しての治療である、抗サイトカイン療法と細胞周期制御療法を併用することで、関節炎の治療効果を高め、

副作用を軽減できるかを検討した。高用量の CDKI は血球減少をきたしたが、減量により副作用なく、関節炎抑制効果を

得ることができると考えられた。また、低用量の細胞周期制御療法と抗炎症療法との併用は協調的に関節炎の抑制効果を

得ることができ、かつ獲得免疫能のさらなる抑制はきたさない安全な治療法になると考えられた。 

 

A.研究目的 

[1] Triggering receptor expressed on myeloid cells 

(TREM)-1 は、マクロファージや好中球に発現し、その刺激

は Toll 様受容体刺激による炎症性サイトカインの分泌を増

幅させる。一方、マウス敗血症モデルの TREM-1 細胞外ド

メイン Ig 融合蛋白(mTREM-1-Ig)による TREM-1 阻害療法

は生存率を改善させた。これは TREM-1 阻害では感染防

御に必要な炎症性サイトカインを温存しつつ炎症を抑制す

ることを示唆する。我々はこれまでに、TREM-1 の関節リウ

マチ患者滑膜細胞での発現、及び TREM-1 阻害のコラー

ゲン誘導関節炎(CIA)マウスでの治療効果を報告した。さら

に 、 B 細 胞 に 発 現 す る マ ウ ス TREM-1 リ ガ ン ド

（mTREM-1-L-B）を同定し、抗 mTREM-1-L-B 抗体投与

による、CIA での関節炎治療効果及び骨、関節破壊抑制

効果を検討してきた。しかし、同抗体が刺激性あるいは拮

抗性か作用機序は不明であった。また、B 細胞に発現する

ヒト TREM-1-L は未知であり、TREM-1 阻害療法を臨床応

用するために、その同定が必要とされていた。本研究では

抗マウス TREM-1-L 抗体の CIA での作用機序解明及び、

B 細胞上のヒト TREM-1-L の同定を目的とした。 

 

[2] 関節リウマチ(RA)における滑膜炎には、免疫細胞の

浸潤とサイトカイン産生を主体とする炎症相と、滑膜細胞

の増殖によるパンヌス形成に代表される増殖相の 2 つの

病態がある。近年出現した炎症性サイトカインやリンパ球

を標的とした分子標的療法は、炎症相に注目した治療戦

略であり、実臨床でも高い有効性を示した。その一方で、

それぞれ異なる治療標的をもつにもかかわらず、その有効



 

性には大きな差がなく、MTX 効果不十分患者に対しての

ACR70 response rate はいずれも 5 割に満たない。またこ

れらの分子標的療法を併用した報告では、有効性を増強

することなく重症感染症を増加させる結果となったため、

炎症相の過度の抑制は有効性と安全性のバランスを欠く

可能性がある。われわれは非免疫抑制的な治療戦略を目

指して滑膜細胞に注目した。RA 患者の滑膜細胞はパンヌ

ス形成を通じて骨破壊に直接関与し、炎症性サイトカイン

やケモカインの分泌を介して罹患関節局所の炎症を増強

させる。この過度の増殖をきたした滑膜細胞ではp16INK4aと

いった内因性の細胞周期制御分子の発現が抑制されて

いることを見出した。さらに、CDK4/6 阻害による滑膜細胞

の細胞周期制御療法が関節炎の動物モデルに著効する

ことを示してきた。CDK 阻害薬は抗癌剤として開発されて

きた歴史があるが、きわめて特異的が高い CDK4/6 阻害

薬 palbociclib (CDKI) と ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 薬 で あ る

letrozole の併用療法が、進行性の乳癌に対して高い有効

性を示したことから臨床応用が進んでいる。臨床試験にお

いて治療継続性が高く、重篤な副作用も少なかったことか

ら、CDK4/6 阻害による細胞周期制御療法はヒトの臨床に

おいても副作用の少ない治療であることが示された。臨床

的に安全性が証明された CDKI でも関節炎治療効果があ

ることを証明するとともに、RA を特徴づける 2 つの病態に

対しての治療である、抗サイトカイン療法と細胞周期制御

療法を併用することで、関節炎の治療効果を高め、副作

用を軽減できるかを検討することを目的とした。 

 

B.研究方法 

[1]抗 TREM-1-L-B 抗体の CIA 治療における作用機序

を解明するために、TREM-1-Ig を TREM-1-L-B 強制発現

細胞に架橋した。TREM-1-L は細胞質内に ITIM モチーフ

を含むが、TREM-1-L-Ig 架橋による Tyrosine のリン酸化

の有無を免疫沈降により確認した。また、マクロファージと

B 細胞の共培養系では TNF-αが産生されるが、抗

TREM-1-L 抗体添加による TNF-α産生への影響を確認

した．B 細胞上のヒト TREM-1-L を同定するために、ヒト

TREM-1 細 胞 外 ド メ イ ン 6 x Histidine 融 合 蛋 白

(TREM-1-His)を用いて、ヒト末梢血単核細胞(PBMC)の

cDNA ライブラリーを用いた発現クローニングを行った。同

分子の発現様式を明らかにした。 

 

[2] DBA1/J マ ウ ス を ウ シ Ⅱ 型 コ ラ ー ゲ ン (C Ⅱ ) と

complete Freund’s adjuvantで2回免疫し、コラーゲン誘導

関節炎(CIA)を発症させ、関節炎スコアと骨破壊像で評価

した。CDKI の関節炎への作用を評価し、末梢血球数への

影 響 を 計 測 し た 。 ま た 、 抗 サ イ ト カ イ ン 療 法 と し て

etanercept(ETN)と抗マウス IL-6 受容体抗体(抗 IL-6R Ab)

を用い、それぞれの単独療法と CDKI との併用療法の関節

炎への作用を評価した。獲得免疫系への影響を評価する

ために血清中の抗 CⅡ抗体価とリンパ節由来細胞の CⅡ

特異的 T 細胞応答を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は東京医科歯科大学動物実験ガイドラインに従

い、必要最低限の数で動物福祉に十分配慮する。本動物

実験計画書を東京医科歯科大学動物実験委員会に提出

し認可を得ている。ヒト検体を扱う研究はインフォームドコン

セントを得て検体を採取し、個人情報の取り扱いに注意し

て行う。倫理審査実施計画書を東京医科歯科大学倫理審

査委員会に提出し認可済みである。 

 

C.研究結果 

[1]TREM-1-L-Ig 架橋により TREM-1-L 強制発現細胞

での tyrosine のリン酸化はほとんど認められなかった。一

方、マクロファージと TREM-1-L-B を発現している B 細胞

の共培養系での抗 TREM-1-L 抗体の添加では、抗 IgM 抗

体存在下で、TNF-α産生は減少した。この増加は抗

mTREM-1-L-B 抗体投与で抑制され、primary 細胞でも

TREM-1 特異的な相互作用が確認された。これらより抗

TREM-1-L 抗体による CIA 治療効果は TREM-1 に対する

拮抗作用によるものと考えられた。 

ヒト PBMC cDNA ライブラリー及びヒト TREM-1-His を用い



 

た 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 B 細 胞 に 発 現 す る ヒ ト

TREM-1-L を同定した。 

 

 [2] CDKI は用量依存性の関節炎抑制効果を示したが、

100mg/kg の連日投与では末梢血の赤血球数の減少を認

めた。20mg/kg の CDKI は血球減少や消化管障害などの

副作用なく、関節炎抑制効果を示した。 

ETN 単独療法の関節炎抑制効果は 20mg/kg の CDKI

単独療法と同程度の効果を示したが、10mg/kg と 3mg/kg

で用量反応性は認めなかった。しかし、3mg/kg の ETN と

20mg/kg の CDKI の併用療法は、速やかかつ強力な関節

炎抑制効果を示した。骨破壊の抑制は ETN 単独療法でも

観察されたが、併用療法ではより強力な骨破壊抑制傾向

を示した。それぞれの単独療法、併用療法ともに抗 CⅡ抗

体価と CⅡ特異的 T 細胞応答の抑制はきたさなかった。 

抗 IL-6 R Ab 単独療法の関節炎抑制効果も 20mg/kg の

CDKI 単独療法と同程度だったが、抗 IL-6R-Ab と CDKI

の併用療法も、それぞれの単独療法より高い有効性を示し

た。骨破壊抑制効果は各々の単独療法では観察されず、

併用療法でのみ観察された。抗 IL-6R Ab 単独療法と併用

療法は抗 CⅡ抗体価の低下をきたしたが、CDKI の併用に

よる更なる抗体価の低下は見られなかった。また各群とも C

Ⅱ特異的 T 細胞応答の抑制はきたさなかった。 

 

D.考察  

 [1]マウス CIA における抗 TREM-1-L 抗体の作用機序が

明らかとなった。また、B細胞上のヒト TREM-1-Lも明らかと

なり、マウス抗 TREM-1-L 抗体により確認された関節炎改

善効果を関節リウマチ治療に応用できる可能性がでてき

た。この治療法は骨破壊抑制も確認されており、関節破壊

ゼロを目指した臨床応用に向けてヒト TREM-1-L の機能解

析を行っていく。 

 

 [2] 臨床的に安全性が証明された CDKI でも関節炎治療

効果を示すことができた。高用量の CDKI は血球減少をき

たしたが、減量により副作用なく、関節炎抑制効果を得るこ

とができると考えられた。また、低用量の細胞周期制御療

法と抗炎症療法との併用は協調的に関節炎の抑制効果を

得ることができ、かつ獲得免疫能のさらなる抑制はきたさな

い安全な治療法になると考えられた。 

 

E.結論 

[1]B 細胞上のヒト TREM-1 リガンドが同定され、抗

TREM-1-L 抗体による TREM-1 阻害が、マウス TREM-1

阻害同様、感染リスクが少なく、かつ関節破壊を抑制する

新規関節炎治療法として開発されることが期待される。 

 [2] 二つの異なる分子標的治療の協調的効果を初めて

示すものであり、細胞周期制御・抗炎症併用療法は副作

用を抑えた、高い治療効果を協調的に示す新たな RA 治

療法としての開発が期待される。 
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CD4+T 細胞分化のマスター転写因子の自己免疫性関節炎発症に与える影響に関する研究 

 

研究分担者 住田 孝之 （筑波大学医学医療系内科（膠原病・リウマチ・アレルギー）） 

研究協力者 近藤 裕也、田原 昌浩（筑波大学医学医療系内科（膠原病・リウマチ・アレルギー）） 

 

研究要旨 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis；RA）の病態形成における CD4+ T 細胞の分化制御機構を明らかにすることを目的と

して、Th-1 分化を決定する転写因子 T-bet およびを T 細胞でのみ過剰発現した T-bet トランスジェニックマウス（T-bet 

Tg）に対してコラーゲン誘導関節炎（collagen induced arthritis；CIA）を誘導したところ、T-bet Tg では野生型（WT）と比較

して関節炎の発症率、重症度の有意な減少が認められ、また病理組織学的に関節局所の炎症像および骨破壊像が減弱

していた。抗原であるタイプ II コラーゲン（CII）反応性 T 細胞のサイトカイン産生、転写因子発現については、T-bet Tg に

おいて IL-17 産生の有意な抑制が認められ、T-bet の発現亢進と Th-17 分化に重要な転写因子である RORγt の発現抑

制が認められた。以上からT-bet は、RORγt 発現を抑制することによりIL-17 産生が抑制したと考えられた。次にT helper 

17 細胞（Th-17）分化を決定する転写因子 RORγt を T 細胞でのみ過剰発現した RORγt トランスジェニックマウス（ROR

γt Tg）に対してコラーゲン誘導関節炎（collagen induced arthritis；CIA）を誘導したところ、RORγt Tg マウスでは野生型

（wild type; WT）と比較して関節炎の発症率、重症度の有意な減少が認められ、また病理組織学的に関節局所の炎症像

および骨破壊像が減弱していた。RORγt Tg マウスにおいて Foxp3+CD4+T 細胞（Foxp3+制御性 T 細胞）における RORγ

t の発現亢進を認め、同時に関節炎局所への遊走に重要なケモカインレセプターCCR6 の発現亢進を認めた。また

Foxp3+制御性 T 細胞の細胞増殖抑制能は、WT と RORγt Tg マウス間に有意な差は認められなかった。WT に対して

RORγt Tg マウス由来のリンパ節細胞の経静脈的に移入し、CIA を誘導した場合の影響を解析したところ、RORγt Tg マ

ウス由来のリンパ節細胞の移入による関節炎の減弱が確認され、RORγt Tg マウス内に関節炎に対する抑制性細胞分画

が存在している可能性が示唆された。 

以上から、CD4+ T 細胞の分化を決定する各マスター転写因子の発現は、自己免疫性関節炎の発症とこれに伴う関節

破壊に多大な影響を及ぼすこと等が明らかになった。 

 

A.研究目的 

RA の疾患モデルである CIA を用いて CD4+ T 細胞の分

化を決定するマスター転写因子が関節炎発症に与える影

響を解析することによって、関節炎の病態形成における

CD4+ T細胞の分化制御機構を明らかにすることを目的とし

た。 

 

B.研究方法 

T-bet Tg の検討 

1） 野生型（WT）および T-bet Tg に対して CIA を誘導し、

臨床像を比較検討した。 

2） 抗原反応性 T 細胞のサイトカイン産生、転写因子発現

を評価するためにCII投与後のマウスからリンパ節を採

取し、in vitro で抗原である CII とともに培養し、ELISA

による培養上清中のサイトカイン量の測定、培養後の

細胞を回収して FACS によるサイトカイン、転写因子発



 

現の評価を行った。 

3） 各マウスから分離したCD4+ T細胞、CD11c+ 樹状細胞

の criss-cross co-culture によって抗原反応性 T 細胞

のサイトカイン産生、転写因子発現を評価した。 

4） T 細胞分化に対する T-bet 過剰発現の影響を解析す

るために、WT、T-bet Tg の脾臓 naïve CD4+ T 細胞を

MACS を用いて分離し、in vitro で T 細胞分化を誘導

して、サイトカイン産生パターン、転写因子発現につい

て FACS により解析した。 

RORγt Tg の検討 

1） WT および RORγt Tg に対して CIA を誘導し、臨床

像を比較検討した。 

2） CII 投与後の所属リンパ節細胞を in vitro で抗原であ

る CII とともに培養し、ELISA による培養上清中のサイ

トカイン量の測定および FACS によるサイトカイン産生、

転写因子 RORγt 発現の評価を行った。 

3） CII 投与後に所属リンパ節細胞を採取して FACS によ

り転写因子 Foxp3 発現およびケモカインレセプター発

現との関連を解析した。 

4） WT Foxp3GFP reporter マウスおよび RORγt Tg 

Foxp3GFP reporter マウスから CD4+GFP+（=Foxp3+）細

胞を sorting し、CD4+CD25-GFP-細胞を effector T 細

胞に対する細胞増殖抑制能を in vitro で評価した。 

5） CII 投与後の WT もしくは RORγt Tg マウス由来の所

属リンパ節細胞を CII 投与後の WT マウスに経静脈的

に移入し、関節炎発症に与える影響を評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、当施設の遺伝子組み換え実験安全委員会、動

物実験委員会に実験計画書を提出して承認を得ており、

研究の実施に当たっては筑波大学遺伝子組換え実験安

全管理規定および筑波大学動物実験取扱規定に留意し

ながら行っている。 

 

C.研究結果 

T-bet Tg の検討 

1) T-bet Tg では WT と比較して CIA の発症率、重症度

について有意な減少が認められ（図１）、関節の病理

学的評価においても炎症、関節破壊は T-bet Tg で有

意に抑制されていた。 

2) CII 反応性 T 細胞のサイトカイン産生は、T-bet Tg に

おいて IL-17 産生の有意な抑制が認められたが、IFN

γは WT と T-bet Tg の間で特に差は認められなかっ

た。抗原反応性の転写因子発現については、T-bet 

Tg において T-bet の発現亢進と Th-17 分化に重要な

転写因子である RORγt の発現抑制が認められた。 

3) criss-cross co-culture では、T-bet Tg 由来の CD4+ T

細胞は WT、T-bet Tg のいずれの CD11c+樹状細胞を

使用した場合であっても、WT由来のCD4+ T細胞を用

いた場合と比較して IL-17 産生および RORγt 発現の

有意な抑制が認められた（図 2）。 

4) 脾臓 CD4+ T 細胞を用いた in vitro での Th-17 分化誘

導実験においては、T-bet Tg 由来の CD4+ T 細胞で

は WT と比較して IL-17+ 細胞の減少と IFNγ+ 細胞の

増加が認められた。またT-bet Tg 由来のCD4+ T細胞

では Th-17 分化誘導条件においても T-bet+ 細胞の

増加と RORγt+ 細胞の減少が認められ、RORγt+ 細

胞からの IL-17 産生の低下が認められた。 

RORγt Tg の検討 

1） RORγt Tg マウスでは WT と比較して CIA の発症率、

重症度について有意な減少が認められた（図 3）。関

節局所の病理学的評価では、RORγt Tg マウスにお

いて炎症像、関節破壊像はで有意に抑制されていた

（図 4）。 

2） in vitro で培養後の上清中 IL-17 濃度は、WT と比較し

て RORγt Tg マウス由来のリンパ節細胞を培養した場

合に有意な増加が認められた。同条件下での CD4+ 

細胞における RORγt の発現は、WT と比較して ROR

γt Tg マウスにおいて有意に亢進していた。 

3） 所属リンパ節中 CD4+ T 細胞における Foxp3 発現は、

WT、RORγt Tg マウス間で有意な差は認めなかった

が、RORγt Tg 由来の Foxp3+ CD4+ 細胞においては



 

WT と比較して RORγt および CCR6 の発現が有意に

亢進していた。 

4） WT Foxp3GFP reporter マウス、RORγt Tg Foxp3GFP 

reporter マウスから分離した CD4+GFP+（=Foxp3+）細胞

の effector T 細胞に対する細胞増殖抑制能は、WT、

RORγt Tg マウス間で有意な差は認められなかった。 

5） RORγt Tg マウス由来の所属リンパ節細胞を WT マウ

スに移入した後に CIA を誘導した場合に、WT 由来の

所属リンパ節細胞を移入した場合と比較して、関節炎

の重症度が有意に低下した。 

 

D.考察  

T-bet Tg に対して CIA を誘導した場合に WT と比較し

て関節炎の有意な抑制が認められた。in vitro での抗原

反応性のサイトカイン産生、転写因子発現の評価および

Th-17 細胞の分化誘導実験では、T-bet Tg において

IL-17 産生の低下および RORγt 発現の抑制が認められ、

抗原特異的な Th-17 分化が抑制されていることが示され

た。T-bet による関節炎原生の Th-17 分化の抑制が関節

炎の発症抑制に結び付いていると考えられた。 

RORγt Tg マウス由来の所属リンパ節細胞の in vitro に

おける解析から Th-17 が増加していることが示唆された

が、関節炎の発症は抑制され、また RORγt Tg マウスのリ

ンパ節細胞の移入によって WT の関節炎が抑制されたこと

から、RORγt Tg には関節炎に対する抑制性の細胞成分

が存在すると考えられた。RORγt Tg マウスでは、Foxp3+

制御性 T 細胞において RORγt の有意な亢進が認められ

たが、細胞増殖能は保たれていることが明らかになった。ま

た RORγt Tg マウスの Foxp3+制御性 T 細胞において

CCR6 の発現亢進が認められたことから、これらが炎症局

所における関節炎発症制御に関与している可能性が考え

られた。 

 

E.結論 

 CD4+ T 細胞の分化を決定する各マスター転写因子の発

現は、自己免疫性関節炎の発症とこれに伴う関節破壊に

多大な影響を及ぼすこと等が明らかになった。 
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早期 RA に対する MTX の関節破壊抑制効果に関する解析 
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研究要旨 

日常診療下の早期 RA に対するメトトレキサートの関節破壊抑制効果に着目し、それと関連する臨床的要因、サイトカイン

変動を、慶應義塾大学リウマチ内科の早期 RA コホートで解析した。関節リウマチ治療薬のアンカードラッグであるメトトレ

キサートを日常臨床で経験する中疾患活動性の症例に投与した場合、７６％が最低限の治療目標である低疾患活動性

を１年後に満足するが、その時の構造的寛解は６５％に留まり、一方、32%が臨床的に問題となる関節破壊進行(CRRP)を

示し、１８％が急速に関節破壊進行を来す事が SAKURA コホートの解析から明らかとなった。関節破壊進行と関連する血

漿サイトカインとして IL-6 が有用なバイオマーカーである事が示された。 

 

A.研究目的 

日常診療下の早期 RA に対するメットレキサートの関節破

壊抑制効果に着目し、それと関連する臨床的要因、サイト

カイン変動を、慶應義塾大学リウマチ内科の早期 RA コホ

ートから解析する。 

 

B.研究方法 

１。対象患者：慶應義塾大学リウマチ内科で、２００８年８月

から前向きに登録された新規診断 RA コホート SAKURA の

中から、第一 DMARD として MTX が投与された 62 例を対

象とした。 

２。臨床データ：６２例の MTX 投与前、MTX 投与１年後の

DAS28-ESR, SDAI, CDAI, CRP, MMP-3 などの 

 

臨床パラメーターを収集した。１年以内に MTX 単独治療

が終了した症例では、その最終単独等予備の臨床データ

を LOCF して解析した。 

３。血漿サイトカイン：MSD 社のルテニウム標識抗体による

ultra-sensitive ELISA 9-plex キット（ECL 法）を用いて、

MTX 投与前と投与１年後の患者血漿サイトカイン（IL-1β, 

IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, IFNγ, GM-CSF, を測

定した。 

４。手足 X-P のスコアリング：van der heijde modified sharp  

法によって、６２例のMTX投与前後の写真を２名の読影者

（K.Y., N.N.）がスコアー化(mTSS)した。５。統計解析：

JMP9.0 ソフトウエアーを用いて統計解析した。 

（倫理面への配慮） 

2011年12月26日付で、慶應義塾大学医学部倫理委員会

にて同研究内容は、多施設共同研究として承認されている

(No.2011-231)。 

 

C.研究結果 

１）患者背景：女性 79％、年齢 56+/-14.5 才、罹病期間 

6.3+/-8.0 ヶ月、RF+ 74.2%、抗 CCP 74.2%、MTX 用量 

8.7+/-2.3mg/週。 

２）臨床効果（図１）：MTX 投与前の DAS28-ESR 高疾患

活動性 33.9%、中疾患活動性 56.5%、低疾患活動性 

6.5%、寛解 3.2%、MTX投与１年後のDAS28-ESR 高疾患

活動性 1.6%、中疾患活動性 22.6%、 

 低疾患活動性 25.8%、寛解 50.0%、と、半数が臨床的

寛解を達成、３／４が低疾患活動性以上を達成した。３）関
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５）血漿

へと

-0.83pg/ml

６）

較：

系によって比較した。

p<0.0001

比較し相関が低かった。

47.3pg/ml

節破壊の進行：MTX

１年後の mTSS 11.1+/

４）構造的寛解と

Clinically relevant radiographic progression (CRRP) 32%

Rapid radiographic progression (RRP) 18%

５）血漿IL-6濃度は

へと78%低下したのに対し、

0.83pg/mlと有意な低下を認めなかった。

６）IL-6とTNFα

：MTX投与前後の

系によって比較した。

p<0.0001と良好で、

比較し相関が低かった。

47.3pg/mlで検出限界に近い

MTX 投与前の

mTSS 11.1+/-21.1

とCRRP/RRP（図２）

Clinically relevant radiographic progression (CRRP) 32%

Rapid radiographic progression (RRP) 18%

濃度はMTX投与前

低下したのに対し、TNFa

と有意な低下を認めなかった。

αの従来型ELISA

投与前後のIL-6と、

系によって比較した。IL-6の両アッセイの相関は、

と良好で、TNFαは、

比較し相関が低かった。IL-6

で検出限界に近い

投与前の mTSS 8.7+/

21.1。 

（図２）：構造的寛解は

Clinically relevant radiographic progression (CRRP) 32%

Rapid radiographic progression (RRP) 18%。

投与前4.72pg/ml

TNFaは0.87pg/ml

と有意な低下を認めなかった。

ELISA法と超高感度

と、TNFαに関して、両アッセイ

の両アッセイの相関は、

は、r=0.659, p<0.001

6は、従来型ELISA

で検出限界に近い1pg/ml以下を９例（

mTSS 8.7+/-20.3、MTX

構造的寛解は65%、

Clinically relevant radiographic progression (CRRP) 32%

。 

4.72pg/mlから1.04pg/ml

0.87pg/mlから

と有意な低下を認めなかった。 

法と超高感度ECL法の比

に関して、両アッセイ

の両アッセイの相関は、r=0.864, 

r=0.659, p<0.001とIL-6

ELISA法で20.9

以下を９例（14.5%）

 

MTX 投

、

Clinically relevant radiographic progression (CRRP) 32%、

1.04pg/ml

法の比

に関して、両アッセイ

r=0.864, 

6に

20.9±

）に、

検出不能例を２例に認めた。一方、超高感度

IL-6は

ったが、検出不能例は認めなかった。

ELISA

を３３例（

一方、超高感度

1pg/ml

サイトカインにおいても

越性が明らかとなった。特に、

高感度

系と考えられた。

７）３）治療後サイトカインの変動

変化したサイトカインは、

治療前

下した（

治療後

方、TNF

4.6 pg/ml

IL-2, IL

かった。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

８）年間関節破壊進行度と関連する

因：クラスター解析によって

の相関を解析した所、これとクラスターを形成する要因とし

て、MTX

なった。最も相関が強かった

に問題となる関節破壊進行

回帰分析した所、この両者は

検出不能例を２例に認めた。一方、超高感度

は11.8±17.4 pg/ml

ったが、検出不能例は認めなかった。

ELISA法で1.0±1.3pg/ml

を３３例（53.2%）に、検出不能例を２６例（

一方、超高感度ECL

1pg/ml以下は0例、検出不能例を認めなか

サイトカインにおいても

越性が明らかとなった。特に、

高感度ECLアッセイ法は、検出不能例がなく、優れた検出

系と考えられた。 

７）３）治療後サイトカインの変動

変化したサイトカインは、

治療前2.0±3.5 pg/ml

下した（p=0.0016）。

治療後5.5±11.4 pg/ml

TNFαは、超高感度

4.6 pg/mlから治療後

2, IL-8, IL-10, IFN

かった。 

年間関節破壊進行度と関連する

因：クラスター解析によって

の相関を解析した所、これとクラスターを形成する要因とし

MTX 投与１年後の

なった。最も相関が強かった

に問題となる関節破壊進行

回帰分析した所、この両者は

検出不能例を２例に認めた。一方、超高感度

17.4 pg/mlで、1pg/ml

ったが、検出不能例は認めなかった。

1.3pg/mlで検出限界に近い

に、検出不能例を２６例（

ECL法によるTNF

例、検出不能例を認めなか

サイトカインにおいてもultra-sensitive ECL

越性が明らかとなった。特に、TNF

アッセイ法は、検出不能例がなく、優れた検出

７）３）治療後サイトカインの変動（図３）

変化したサイトカインは、IL-1βと

3.5 pg/mlから、治療後

。IL-6は、治療前

11.4 pg/mlへと68%低下した（

は、超高感度ECL法によっても、治療前

から治療後9.3±17.1 pg/ml(p=0.400)

10, IFNγ, GM-CSF

年間関節破壊進行度と関連する

因：クラスター解析によって estimated yearly progression

の相関を解析した所、これとクラスターを形成する要因とし

投与１年後の IL-6 値、

なった。最も相関が強かった MTX

に問題となる関節破壊進行 CRRP

回帰分析した所、この両者は p<0.0001

検出不能例を２例に認めた。一方、超高感度ECL

1pg/ml以下は４例（

ったが、検出不能例は認めなかった。TNFα

で検出限界に近い

に、検出不能例を２６例（41.9%

TNFαは7.0±4.6 pg/ml

例、検出不能例を認めなかった。いずれの

sensitive ECLアッセイ系の優

TNFα測定においては、超

アッセイ法は、検出不能例がなく、優れた検出

（図３）：治療前後で有意に

とIL-6であった。

から、治療後0.8±1.6 pg/ml

は、治療前11.8±17.4 pg/ml

低下した（p<0.0001

法によっても、治療前

17.1 pg/ml(p=0.400)

CSFも有意な変化を示さな

年間関節破壊進行度と関連する MTX 投与１年後の要

estimated yearly progression
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った。いずれの

アッセイ系の優
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アッセイ法は、検出不能例がなく、優れた検出
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であった。IL-1βは

1.6 pg/mlへと低

17.4 pg/mlから
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法によっても、治療前7.0±

17.1 pg/ml(p=0.400)と変化無く、

も有意な変化を示さな

投与１年後の要

estimated yearly progression と

の相関を解析した所、これとクラスターを形成する要因とし

の二つが明らかと
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D.考察

 関節リウマチ治療薬のアンカードラッグであるメトトレキサ

ートを日常臨床で経験する中疾患活動性の症例に投与し

た場合、７６％が最低限の治療目標である低疾患活動性

を１年後に満足するが、その時の構造的寛解は６５％に留

まり、一方、

(CRRP)

SAKURA

行と関連する血漿サイトカインとして

マーカーである事が示された。
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まり、一方、32%

(CRRP)を示し、１８％が急速に関節破壊進行を来す事が
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IL-6 値を ROC

のカットオフが AUC=0.938

の優れた数値を示す事が明らかとなった。
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ートを日常臨床で経験する中疾患活動性の症例に投与し

た場合、７６％が最低限の治療目標である低疾患活動性

を１年後に満足するが、その時の構造的寛解は６５％に留

32%が臨床的に問題となる関節破壊進行
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コホートの解析から明らかとなった。関節破壊進
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ROC 解析によって求めた所、

AUC=0.938、感度 91

の優れた数値を示す事が明らかとなった。

関節リウマチ治療薬のアンカードラッグであるメトトレキサ

ートを日常臨床で経験する中疾患活動性の症例に投与し

た場合、７６％が最低限の治療目標である低疾患活動性
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研究要旨 

抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗 CCP 抗体）は関節リウマチ（RA）の特異的自己抗体であるが、早期 RA の約半数は抗

CCP 抗体陰性であり、診断がしばしば困難である。診断の遅れが関節破壊につながるため、抗 CCP 抗体陰性 RA の特異

的な診断マーカーが求められている。今回我々は AlphaScreen 法と呼ばれる自己抗体の網羅的スクリーニング法を用いて

抗 CCP 抗体陰性 RA の自己抗体のスクリーニングを行った。native 蛋白に対する抗体と未知のシトルリン化蛋白に対する

抗体の両方をスクリーニングした。多くの native 蛋白に対する抗体は健常人でも認められることが判明。健常人コントロー

ルをおいて再検索し、14個の未知のシトルリン化蛋白が候補対応抗原としてあがり、そのうち2個が頻度は少ないながら新

規自己抗体として明らかになった。 

 

A.研究目的 

抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗 CCP 抗体）は関節

リウマチ(RA)の特異的自己抗体であるが、早期 RA での陽

性率は 50%程度にすぎず、診断・治療の遅れから関節破壊

の進行をまねく。本研究では抗 CCP 抗体陰性 RA の診断

に有用な新規自己抗体を検索する。 

 

B.研究方法 

まず、一般に抗 CCP 抗体陰性 RA は骨破壊が少ないと

考えられがちであることから、最重症型 RA である全身性ム

チランス型 RA 患者における抗 CCP 抗体の陽性率を調査

した。 

自己抗体のスクリーニングには AlphaScreen 法を用いた。

AlphaScreen 法は愛媛大学無細胞生命科学工学研究セン

ターにて開発された無細胞合成蛋白質アレイによる自己

抗体検索スクリーニング法であり、2 つのビーズが近接した

ときのみレーザーを当てると化学発光するシステムで、本

研究ではStrepto-Avidinをコートしたdonor beadsとprotein 

A をコートした acceptor beads を用いる。患者血清をあらか

じめProtein Aコートしたacceptor beadsと反応させておき、

準備しておいたビオチン化蛋白と donor beads を加え、そ

の蛋白と反応する自己抗体が血清に含まれていればビー

ズが近接し発光するという方法である。 

最初は抗 CCP 抗体陰性かつ RF 陰性で X 線上典型的

な骨破壊像を認める RA 患者血清 8 検体を用いて小規模

の native 蛋白(243 蛋白)に対する自己抗体のスクリーニン

グを行った。次に 2181 種類のビオチン化蛋白ライブラリー

にて、3例の抗CCP陰性RA、4例の抗CCP抗体陽性RA、

3 例の健常人の血清を用いて、native 蛋白、シトルリン化蛋

白に対する自己抗体をスクリーニングした。 

 

（倫理面への配慮） 

患者血清を用いる場合、個人情報がわからないようにする

ため、匿名符号を用いて実験および解析をした。 

 

C.研究結果 



 

 表１．全身性ムチランス型 RA 38 例の抗 CCP 抗体価  

抗 CCP 抗体価         患者数（%） 

陰性(4.5 U/ml 未満)       3 例 （7.9%) 

弱陽性（4.5-10 U/ml）       2 例 （5.3%） 

    陽性（10 U/ml 以上）       33 例 （86.8%） 

  

まず、全身性ムチランス型 RA 患者の抗 CCP 抗体価を

測定したところ、38 例中 3 例 （7.9%）は陰性、2 例は弱陽性

(5.3%)であった。抗 CCP 抗体陰性 RA でも severe な骨破壊

をきたすことを示している。 

次に、243 種の native 蛋白（予備実験において RA 血清

に反応することがわかっている）を用いて AlphaScreen にて

8 人の抗 CCP 抗体陰性 RA 血清中の自己抗体を検索し 6

蛋白が候補として上がった。しかしながら、ELISA の系を組

み、健常人、SLE 患者、抗 CCP 抗体陽性 RA で反応性を

確認すると、いずれも健常人にも反応する抗体であること

が判明した。ABCF1、RPL29 の結果を図 1 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１． RA, SLE, 健常者における ABCF1, RPL29 に対

する抗体価。抗 CCP 抗体陰性 RA（CCP(-)）、抗 CCP 抗体

陽性 RA (CCP(+))、SLE、健常者(HC)各 10 名の血清中の

抗 ABCF1 抗体、抗 RPL29 抗体価を ELISA 法にて測定し

た。 

 

このことは、逆に健常人の自己抗体を detect できるほど

AlphaScreen 法の感度が非常に高いことを示すと同時に、

コントロールとして健常人血清をおくことの重要性を表して

いる。 

そこで、次の実験では比較的関節破壊の強い 3 例の抗

CCP 抗体陰性 RA 患者血清と、対照として 4 例の抗 CCP

抗体陽性 RA および 3 例の健常人血清を用いて、2181 種

類のビオチン化蛋白ライブラリーにてAlphaScreenを行った。

この際、native 蛋白に対する反応をみるのと同時に、未知

のシトルリン化蛋白に対する自己抗体のスクリーニングを行

った。シトルリン化蛋白のライブラリーは 2181 種類のビオチ

ン化蛋白ライブラリーを一斉に PAD もちいて、シトルリン化

することで得られた。ここでは未知のシトルリン化蛋白に対

する抗体の結果を示す。 

実験ごとにAlphaScreenのOD値のベースが多少異なる

ため、実験毎で各血清に対応する mock（20 well 以上）の

OD 値を基に mean + 3SD を cut-off 値として設定した。抗

CCP 抗体陽性 RA 血清では明らかにシトルリン化蛋白に対

する反応が強く、抗 CCP 抗体陽性 RA 血清（4 検体）で陽

性となったシトルリン化蛋白の数は 2181 蛋白中 186 個、そ

れに対して、抗 CCP 抗体陰性 RA 血清（3 検体）では陽性

となったシトルリン化蛋白の数は 2181 蛋白中 14 個のみで

あり、健常人血清（3 検体）では陽性となったシトルリン化蛋

白の数は 2181 蛋白中 9 個であった（表 2）。 

 

表 2 2181 個のシトルリン化蛋白中、自己抗体が検出され

た蛋白数 

   検体（血清）     陽性蛋白数 

抗 CCP 抗体(+)RA  186 

抗 CCP 抗体(-)RA   14 

健常人     9  

抗 CCP 抗体陰性 RA 血清で比較的高い OD 値を示し、

健常人血清では陰性であった候補タンパクを３つ選び

validation study を行った。まずは Western blot によりシトル

リン化候補タンパクに対する自己抗体であることを確認した。

蛋白③に対する反応を図 2 に示す。 

 

 

 

 



 

図 2 シトルリン化候補タンパク③に対する自己抗体 

候補タンパク③とそのシトルリン化したタンパク、またシトル

リン化した際に用いた酵素の PAD を電気泳動し、ニトロセ

ルロース膜に転写したのち、抗 CCP 抗体陽性患者血清 2

検体、膠原病患者血清 1 検体（CTD）、健常人血清 1 検体

(HC)と反応させ、Western Blot を行った。native 蛋白のバ

ンドはないが、シトルリン化蛋白に対するバンドが強く認め

られる。抗 CCP 抗体(+)RA 患者血清は PAD に対する抗体

も弱く認められている。 

さらに、抗 CCP 抗体(-)RA 血清のうち 1 検体でも高い OD

値を示し、健常人では陰性であった蛋白を 3 個選び、

ELISA 法にて抗 CCP 抗体(+)RA 患者 30 例、抗 CCP 抗体

(-)RA 患者 30 例、他の膠原病患者 22 例、健常人 20 例を

用いて、非シトルリン化蛋白およびシトルリン化蛋白に対す

る陽性率を検討した。蛋白①に対する結果を図 3 と図 4 に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 native およびシトルリン化蛋白①に対する抗体価 

膠原病患者 22 例、抗 CCP 抗体(+)RA 患者 30 例の native

蛋白①とそのシトルリン化した蛋白①に対する抗体価を

OD 値で示し、同じ患者血清を直線で結んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 各疾患、健常人での抗蛋白①抗体価 

抗 CCP 抗体(+)RA 患者 30 例、抗 CCP 抗体(-)RA 患者 30

例、他の膠原病患者 22 例、健常人 20 例の native 蛋白①

とそのシトルリン化した蛋白①に対する抗体価を OD 値で

示す。 

 

図 3 より膠原病患者の陽性例は主に native 蛋白に対する

抗体で、RA 患者陽性例はシトルリン化蛋白に対する抗体

であることがわかる。図 4 で抗 CCP 抗体(-)RA 患者 30 例

中1例に抗シトルリン化蛋白①抗体が認められたため、スク

リーニングに用いた血清 3 例を加えると 33 例中 2 例で陽性

ということになる。 

同様に蛋白②、蛋白③とそのシトルリン化した蛋白に対

する自己抗体価を ELISA で確認した。シトルリン化蛋白②

に対する自己抗体は抗 CCP 抗体陰性 RA30 例中 1 例に

認められたが、これは native 蛋白に対する抗体であった。

シトルリン化蛋白③に対する抗体は 30 例の抗 CCP 抗体

(-)RA 患者血清中には認められなかった。 

 

D.考察  

 AlphaScreen 法にて抗 CCP 抗体陰性 RA にみられる自己

抗体を検索した。健常人にみられた陽性シグナルが

Western Blot (data not shown)や ELISA（図 1）にても確認

できたことは AlphaScreen 法が高い感度を有していることを

表している。AlphaScreen 法の利点を列記すると 

1． 同時に多数の自己抗体をスクリーニングできる 

2． 他のスクリーニング方法と異なり、陽性シグナルを示す

蛋白が既知であるため、蛋白同定の手間が必要ない 

3． 同時に蛋白の翻訳後修飾を行うことができる 

となるが、特に 3 の特徴を生かして一斉に蛋白シトルリン化

をすることで、未知のシトルリン化蛋白抗体をスクリーニング

することができた。この方法の有効性が表 2 に示す通り、抗

CCP 抗体陽性 RA 患者血清で多くのシトルリン化蛋白抗体

を検出したことから理解できる。抗 CCP 抗体陰性 RA 患者

血清に反応するシトルリン化蛋白は少ないが存在し（図 4）、



 

蛋白①のように 33 例中 2 例であっても、同様の蛋白を複数

見つけ組み合わせることで、抗CCP抗体陰性RA中の抗シ

トルリン化蛋白抗体をみつけ、診断能の向上が期待できる。

今回はスクリーニング後の validation として 3 蛋白しか検討

できていないため、今後さらに確認作業を行うことで、診断

に有用な自己抗体を見つけることができると考えらる。 

 

E.結論 

 AlphaScreen 法を用いて関節破壊の強い抗 CCP 抗体陰

性 RA 患者の自己抗体をスクリーニングし、これまでに２つ

未知のシトルリン化蛋白抗体を発見した。 
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研究要旨 

関節リウマチにおける関節破壊は結果として身体機能障害をもたらし、日常生活動作を障害することで生活の質を低

下させる。関節破壊と身体機能障害進行に関連する危険因子の同定は、関節リウマチ治療における関節破壊ゼロを目

指す治療指針の確立において重要な意義を持つ。IORRA コホートには 5000 名超の関節リウマチ患者が登録されており、

DNA を収集し得た約 2000 名の内、発症 5 年時の両手正面 X 線写真を Sharp/van der Heijde スコア（SHS）によりスコアリ

ングした 865 名のサブコホートも有する。これらのデータを用いて既知の予後不良因子や既報の疾患感受性遺伝子と関

節破壊関連遺伝子との関連を検討したところ、若年発症・女性・抗 CCP 抗体陽性・HLA-DRB1・PADI4 遺伝子が関節破

壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長い罹病期間が身体機能障害進行の危険因子であることが明らかになった。 

 

A.研究目的 

関節リウマチの治療薬および治療戦略の著しい進歩に

より、進行性の関節破壊の阻止が可能となってはきている

が、現状では治療強化前に関節破壊が進行し、不可逆的

な変形による高度な身体機能障害を呈する患者も存在す

る。本研究の目的は関節破壊と身体機能障害に関連する

危険因子を同定することである。 

 

B.研究方法 

本研究は東京女子医科大学で実施中の IORRA コホー

ト研究の一貫として実施した。 

① 関節破壊 

関 節 破 壊 の 評 価 に は SHS （ Sharp/van der Heijde 

score）を用い、発症 5 年目の両手正面 X 線写真が得られ

た 865 名の関節リウマチ患者を対象とした。疾患感受性遺

伝子 13 種類（HLA-DRB1、PADI4、TNFAIP3、CCR6、

B3GNT2 、 ANXA3 、 CSF2 、 CD83 、 NFKBIE 、 ARID5B 、

PDE2A-ARAP1、PLD4、PTPN2）と欧米で関節破壊との関

連が報告された 6 ヵ所の遺伝子座（IL-15、GZMB、IL2RA、

Dkk-1、Sost、MMP-9）より 11 個の一塩基多型（SNP）を選

択し、ゲノタイピングを施行した。統計学的解析では発症 5

年目の両手 SHS を従属変数とした。まず非遺伝因子として

既知の予後不良因子を独立変数とした重回帰分析を行っ

た。次に各 SNP におけるリスクアレルの個数を独立変数と

し、既知の予後不良因子の内、関連が認められたものを調

節因子として加えて重回帰分析を行った。 

 

② 身体機能障害 

身体機能障害評価には J-HAQ（Japanese version of 

Health Assessment Questionnaire）を用い、2000 年から

2004 年に IORRA に登録され、ベースラインと登録 5 年後

の J-HAQ が得られた 4408 名の関節リウマチ患者を対象と

した。IORRA データベースより以下のデータを入手し、独

立変数として使用した：登録フェーズ、性別、年齢、罹病期



 

間、BMI、リウマトイド因子（定性）、DAS28（Disease Activity 

Score with 28-joint counts）。従属変数として登録5 年後か

ら登録時の J-HAQ を引いたΔJ-HAQ を使用し、調整因子

として登録時の J-HAQ を加えて重回帰分析を行った。さら

に得られたリスク因子に5年間の平均DAS28を加えた解析

もサブ解析として行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で想定されている研究内容に関しては、「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」など関連

する指針などに基づいて妥当性を適切に判断している。ま

た、東京女子医科大学遺伝子解析研究に関する倫理審

査委員会において承認を得た上で、インフォームドコンセ

ントのもとに書面による同意を得て実施している。 

 

C.研究結果 

① 関節破壊 

非遺伝要因として年齢（若年発症）、性別（女性）、抗

CCP 抗体陽性が有意に関連していた。遺伝要因では疾患

感受性遺伝子の内、HLA-DRB1とPADI4遺伝子が危険因

子であることが明らかとなった。欧米で関節破壊との関連

が報告された遺伝子座ではいずれの SNP においても有意

な関連を認めなかった（表 1、2）。 

（表 1） 関節破壊進行と関連する因子 

 β 95%信頼区間 P 

抗 CCP 抗体（陽性） 0.12 0.05-0.17 0.00056 

性別（女性） 0.09 0.03-0.16 0.0059 

発症年齢 -0.07 -0.14- -0.01 0.024 

HLA-DRB1 SE 0.11 0.04-0.17 0.0021 

PADI4 rs2240340 0.07 0.004-0.14 0.037 

 

（表 2） 各 SNP の重回帰分析による解析結果 

Gene SNP MAF (CEU) β P  

IL-15 rs6821171 0.30 (0.21) -0.02 0.49 

 rs1521761 0.15 (0.33) -0.04 0.24 

GZMB rs8192916 0.45 (0.36) -0.01 0.79 

IL2RA rs2104286 0.10 (0.25) 0.03 0.35 

Dkk-1 rs1896368 0.42 (0.51) 0.04 0.26 

 rs1896367 0.30 (0.37) -0.06 0.07 

 rs1528873 0.22 (0.42) -0.04 0.22 

Dkk-1 

& Sost 

rs1528873 

rs6503475 

0.22 (0.42) 

0.45 (0.43) 

-0.01 0.85 

 rs10762715 

rs4792909 

0.22 (0.37) 

0.40 (0.39) 

-0.02 0.55 

 rs10762715 

rs6503475 

0.22 (0.37) 

0.45 (0.43) 

0.02 0.48 

MMP-9 rs11908352 0.18 (0.26) -0.00 0.91 

 

② 身体機能障害 

最も強く関連していたのは長い罹病期間であり、次いで

早いコホート登録時期、女性、高齢が危険因子であること

が明らかとなった。（表 3）。サブ解析の結果、5 年間の平均

DAS28 に最も強い関連を認めた（P < 2 X 10-16）。 

 

（表 3） 5 年間の J-HAQ 進行と関連する因子 

 β P 

IORRA 登録フェーズ -0.150 < 2 X 10-16 

性別（女性） 0.091 1.3 X 10-8 

年齢 0.082 5.8 X 10-7 

罹病期間 0.176 < 2 X 10-16 

BMI 0.005 0.74 

リウマトイド因子（陽性） 0.026 0.11 

登録時 DAS28 -0.019 0.30 

 

D.考察 

本研究で関節破壊の危険因子として若年発症、女性、

抗 CCP 抗体陽性、HLA-DRB1、PADI4 遺伝子が同定され

た。これらを同定し得たことは関節リウマチ患者に対して治

療法を選択する上で将来的な治療薬の選択などにおいて

非常に有益な結果につながる可能性がある。しかしながら

白人で報告された関連遺伝子においてはいずれも有意な



 

関連を認めなかった。遺伝子によっては作用方向も異なり、

白人と日本人との間における遺伝的異質性の存在が示唆

された。 

身体機能障害については最近コホートに登録した患者

で、罹病期間が短い若年男性患者は障害が進行しにくい

ことが明らかとなり、近年の治療薬および治療戦略の著し

い進歩が機能障害進行抑制に関与している可能性が示唆

された。また疾患活動性を低く抑えることで中期的な機能

障害抑制が可能となることが示された。 

 

E.結論 

若年発症・女性・抗 CCP 抗体陽性・HLA-DRB1・PADI4

遺伝子が関節破壊進行の危険因子であり、高齢・女性・長

い罹病期間が身体機能障害進行の危険因子である。 
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研究要旨 

 関節リウマチ(Rheumatoid arthritis:RA)は多因子疾患であり、その疾患感受性遺伝子として Peptidylarginine deiminase 4 

(PADI4)が同定されているが、関節炎病態における意義は明らかとなっていない。今回 PADI4 の関節炎病態・骨破壊にお

ける役割を明らかとするため、PADI4 knockout (KO)マウスを作成した。コラーゲン誘導性関節炎(CIA)モデルでは、関節

炎の著明な軽減、抗コラーゲン抗体価の低下、血清炎症性サイトカインの低下を認めた。Glucose-6-phosphate isomerase 

(GPI)免疫による関節炎モデルでは、PADI4 KO マウスにおいて関節炎の重症度の低下がみられた。更に、顆粒球系細胞、

単球系細胞の減少、抗 GPI 抗体価の低下、Th17 細胞の減少を認めた。PADI4 は関節炎の病態に関与することが想定さ

れたが、その作用機序としては免疫系細胞に対して多様な影響を有していることが判明した。以上の検討より PADI4 は、

自然免疫・獲得免疫系に影響を与え、RA の病態に重要な役割を果たすことが明らかとなった、新たな創薬標的となりうる

と考えられた。 

 

A.研究目的 

関節リウマチ(RA)は全身の関節に持続的な炎症をきた

す疾患であり、炎症の持続により骨破壊、機能障害に至る

ことが知られている。RA は多因子疾患として知られている

が、現在、RA の病因に関して、次のような仮説が提唱され

ている。すなわち、喫煙や歯肉炎により、肺や口腔内にシト

ルリン化蛋白が形成され、これに対する免疫応答が惹起さ

れる。そして、このような個人に偶発的な関節炎が起こり、

関節内の蛋白がシトルリン化されることで、免疫応答の標

的が関節内に向けられる、というものである。また、このシト

ルリン化された自己蛋白に対する自己抗体は、発症後の

関節破壊の進展にも影響する。一方、我々は蛋白のシトル

リン化酵素 Peptidylarginine deiminase 4 (PADI4)を RA の

疾患感受性遺伝子として同定し、疾患感受性アレルでは

mRNA 分解の低下が起こることにより PADI4 の発現亢進が

起きることが分かっている。メタ解析の結果では、アジア人

だけでなく欧米人でも関連が認められることが追認され、

民族を超えた普遍的な病因との関係が注目されている。一

方で、PADI4 の生理学的機能研究では PADI4 はヒストンの

シトルリン化などを介した転写調節により、細胞生存に関与

しているとの報告もある。PADI4 は免疫系においては好中

球、単球やマクロファージに発現することが知られている。

しかし、PADI4 の免疫系における機能については未知の

部分が多く、PADI4 を標的とした RA 治療法開発の為には

PADI4 の免疫系における機能解析が必要である。そこで、

この仮説において重要な役割を果たす PADI4 の病因論的
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役割を検証し、根本的治療法を開発することを目的として

研究を推進した。 

 

B.研究方法 

(1)PADI4 KO マウス作成 

PADI4 ノックアウトマウス(PADI4 gene exon 1 の欠損によ

る)を C57BL/6 系で作成した。関節炎を惹起可能なバック

グランドにするため、DBA/1J 系へのバッククロスを完成さ

せた。 

(2)コラーゲン誘発関節炎 

DBA/1J, C57BL/6 系の 6-8 週齢メスマウスに、II 型コラ

ーゲンを免疫し、コラーゲン誘発関節炎(collagen-induced 

arthritis (CIA))の発症率・重症度を検討した。経時的に採

血した血清を用いて関節炎マウス血清中の抗 II 型コラー

ゲン抗体(IgM, IgG)、抗環状シトルリン化ペプチド(cyclic 

citrullinated peptide: CCP)抗体を ELISA 法にて測定した。

また炎症関節組織におけるシトルリン化蛋白の発現を免

疫染色法で調べた。一部のマウスは初回免疫後 7 日目で

リンパ節、脾臓における濾胞性ヘルパーT 細胞(Tfh)、

Germinal center (GC) B 細胞の分化を FACS で検討した。

また脾臓 CD4 陽性 T 細胞を MACS にて単離し、II 型コラ

ーゲン刺激に対する増殖反応を 3H-thymidine 取り込み法

により測定した。 

(3)ＯＶＡ免疫系 

 B6 PADI4 KO マウスを NP-OVA+alam で免疫し、血清抗

NP 抗体を測定するとともに、FACS で T 細胞分画、B 細胞

分画を解析した。 

(4) Glucose-6-phosphate isomerase (GPI)誘発関節炎 

GPIをCFAと免疫することで炎症性関節炎を誘導し、関節

炎スコア、病理スコアを経時的に測定した。免疫前、day7, 

day14 における骨髄、脾臓、関節における免疫系細胞の

数、表現型を FACS Vantage を用いて解析した。一部の細

胞は cell sorting により回収し、RNeasy Micro kit(Qiagen)

を用いて mRNA を合成したうえで、逆転写酵素(super 

script III (Invitrogen))により cDNA 合成を行い、SYBR 

Green(Qiagen)を用いて定量的 PCR を行った。免疫後経

時的に回収した血清を用いて、ELISA法により抗GPI抗体

価、IL-6 濃度を測定した。また、脾臓 CD4 陽性 T 細胞を

MACS により単離したうえで、GPI で再刺激し、Th1, Th17

細胞への分化を FACS で測定した。 

(5) in vitro Th17 分化実験 

免疫前のマウス脾臓より CD4 陽性 T 細胞を単離し、抗

CD3 抗体、抗 CD28 抗体、各種サイトカインによる Th1, 

Th17 condition で培養を行い、Th1, Th17 細胞への分化

を FACS で測定した。 

(6)骨髄好中球生存実験 

マウス骨髄細胞よりPercollを用いて単離した好中球を、

TNF-a, LPS, GM-CSF, G-CSF をそれぞれ添加して培養

し、24 時間後の細胞死(Annexin V+PI)を FACS で解析し

た。 

(7)サイトカイン産生測定 

マクロファージ、樹状細胞の LPS に対する反応を検討する

ため、骨髄由来マクロファージ(bone marrow-derived 

macrophage: BMM) 、 骨 髄 由 来 樹 状 細 胞 (bone 

marrow-derived dendritic cell: BMDC)を作成し、試験管

内で LPS(100ng/mL)で 24 時間刺激後の遺伝子発現を定

量的 PCR で測定した。 

(8)倫理的配慮 

 マウス実験を行うに当たり、所属機関の承認を受けた動

物実験計画書に従い、実験動物に対する倫理的配慮を最

大限に行ったうえで、実験を施行した。 

 

C.研究結果 

 免疫前の PADI4 KO マウスでは末梢における CD4 陽性

T 細胞、CD8 陽性 T 細胞、B 細胞、樹状細胞、マクロファ

ージ、好中球の割合は野生型と有意な差は見られなかっ

た。 

PADI4 KO により C57BL/6, DBA/1J 系ともに CIA の発

症・関節炎スコアが有意に抑制された。さらに、PADI4 KO

マウスでは、血清抗 II 型コラーゲン抗体価は、IgG, IgM と

もに KO マウス群で免疫後 2 週間から WT 群と比較して有

意な減少がみられた。一方、ACPA については抗 CCP 抗



 

体、抗シトルリン化フィブリノーゲンペプチド抗体ともに KO

群で低下していたが、シトルリン化されていないフィブリノ

ーゲンペプチドに対する抗体も同程度に陽性となったた

め、その意義は不明であった。また病理スコアでは関節の

骨破壊の抑制がみられた。関節炎局所では WT において

滑膜、血管周囲にシトルリン化フィブリノーゲンの存在がみ

られたが、KO マウスでは存在は消失していた。初回免疫

後 7 日目の検討では、FACS 解析では PADI4 KO マウス

脾臓・局所リンパ節において、CD4+CXCR5+PD-1+濾胞

性 T 細胞の減少、B220+GL-7+CD95+GC B 細胞の減少

がみられた。PADI4 KO マウス由来の脾臓 CD4 陽性細胞

の II 型コラーゲンに対する増殖反応には低下がみられ

た。 

NP-OVA+alum 免疫後の PADI4 KO マウスでは抗

NP-IgG, IgM 抗体価の低下がみられた。一方で、NP(8), 

NP(25)に対する IgG1 抗体価はどちらも PADI4 KO で減少

しており、抗体の affinity maturation との関連はみいだせ

な か っ た 。 免 疫 後 7 日 目 の 脾 臓 に お い て 、

CD4+CXCR5+PD-1+ 濾 胞 性 T 細 胞 の 減 少 、

B220+GL-7+CD95+GC B 細胞、CD138 陽性形質細胞の

減少がみられた。 

PADI4 KO マウスにおいて GPI 関節炎は有意に軽減さ

れた(平均スコア 10 vs 4: p<0.05)。関節炎の発症につい

ては PADI4 KO マウスでやや遅れる傾向があったが最終

的に有意差はみられなかった。病理学的検討では炎症細

胞浸潤、骨破壊は PADI4 KO マウスで有意に軽度であっ

た。PADI4 KO マウスにおいては、day14 における血清抗

GPI 抗体価(IgG, IgM)の減少、GC B 細胞の減少、day7 以

降の血清 IL-6 濃度の低下が観察された。また、GPI 関節

炎では IL-6-IL-17 pathway の重要性が報告されているが

(Iwanami K, et al. Arthritis Rheum, 2008)、PADI4 KO マ

ウスでは day7 における脾臓 CD4 陽性 T 細胞の Th17 分

化が抑制されていた。一方で、免疫前の細胞を in vitro で

Th17 へ分化させた場合、WT, PADI4 KO CD4 陽性 T 細

胞で Th17 分化の程度は不変であったため、PADI4 KO 

GPI 関節炎における Th17 細胞減少に関しては、T 細胞へ

の extrinsic な影響が示唆された。 

脾臓、所属リンパ節の総細胞数は GPI 免疫後に増加す

るが、PADI4 KO マウスでは有意に増加が低下していた。

細胞別の解析では、CD3+T 細胞数、B 細胞数に差を認め

なかったが、CD11b+Ly6G+の顆粒球系細胞、Ly6C+の単

球系細胞の PADI4 KO マウスにおける有意な減少が認め

られた。骨髄における検討では、GPI 免疫前、免疫後でも

WT, PADI4 KO で顆粒球系細胞、単球系細胞の細胞数

に差を認めなかった。Day14 の炎症関節では、顆粒球系

細胞の有意な減少を認めた。これらの細胞群のアポトーシ

ス関連遺伝子の発現を定量的 PCR で検討したところ、

PADI4 KO マウスにおいて Bcl-2, Bim, Bax, Bid などのア

ポトーシス関連遺伝子の発現が亢進していた。また骨髄

好中球の in vitro におけるアポトーシスの検討では、いず

れの条件においても PADI4 KO 好中球のアポトーシスが

WT と比較して有意に亢進していた。 

PADI4 KO マウス由来 BMM, BMDC においては、LPS

刺激後の TNF-alpha, IFN-gamma, IL-12p35 の遺伝子発

現が低下していた。 

 

D.考察  

 PADI4 KO マウスモデルを用いた複数の関節炎モデル

における検討により、PADI4 には関節炎を悪化させる作用

があることが判明した。また、PADI4 は好中球、単球、マク

ロファージなどの自然免疫系細胞で主に発現しているが、

PADI4 KO マウスにおいては自然免疫系のみならず、抗

体産生の変化など獲得免疫系への影響も観察され、

PADI4 が免疫系を広く制御している可能性が示唆された。 

  PADI4 のヒトにおける RA への病態との関わりについて

は、自己抗原のシトルリン化と、ACPA の産生に関与して

いる可能性が考えられてきた。マウスにおける ACPA の意

義は明らかではないが、CIAマウスにおいてACPAが出現

することは報告されている。一方で、我々の CIA モデルを

用いた検討では、PADI4 KO マウスにおいては、確かに関

節局所におけるシトルリン化抗原の発現はほぼ認められ

ず、PADI4 欠損によるシトルリン化蛋白の減少作用は確認



 

された。また ACPA の抗体価は PADI4 KO マウスで減少し

ていたものの、抗体の標的については、確実にシトルリン

化されたエピトープを認識しているかどうかは明らかとはな

らなかった。マウス関節炎モデルにおける ACPA について

は、ヒト RA と異なり、必ずしもシトルリン化抗原を認識する

抗体であることが示せないとの報告もあり(Vossenaar ER, 

et al. Arthritis Rheum, 2003)、別のシトルリン化抗原に対

する抗体を検討するなど更なる検討が必要である。CIA の

発症については、抗ＩＩ型コラーゲン抗体が重要であること

が知られている。我々の検討では、CIA マウスの系におい

て、抗 II 型コラーゲン抗体価は IgG, IgM 共に低下してい

た。また NP-OVA-alum を免疫する別の系でも、抗 NP 抗

体価の減少を確認している。これらの結果から、PADI4 

KO マウスにおける CIA 改善効果は、獲得免疫系の低下

による抗体産生低下による可能性があると考えられる。 

また、PADI4 KO マウスにおける GPI 誘発関節炎モデル

研究により、PADI4 が顆粒球系細胞・単球系細胞の生存、

Th17 細胞の分化、抗体産生といった自然免疫・獲得免疫

の幅広いシステムを制御していることが判明した。今回使

用したGPI関節炎モデルはIL-6-IL-17 pathwayの重要性

が証明されているモデルであり、PADI4 KO マウスの GPI

誘発関節炎軽症化の機序としては in vivo における Th17

細胞分化の減少が関与している可能性がある。また GPI

誘発関節炎における IL-6 の産生細胞としては CD11b 陽

性細胞と報告されており、我々が細胞数の減少を証明し

た顆粒球系細胞・単球系細胞が IL-6 産生を担っている可

能性を考慮している。 

以上のような PADI4 KO マウスでの複数の関節炎モデ

ルによる知見より、PADI4 阻害薬は RA 治療薬となりうると

考えられる。実際、腫瘍研究において PADI4 阻害作用の

ある小分子化合薬の報告がなされつつあり、ヒトにおける

副作用を見極めたうえでの RA 治療への応用も期待され

る。 

 

E.結論 

マウスモデルによる検討により、PADI4 は関節炎の病態に

関与することが示された。また、PADI4 には、従来知られて

いなかった獲得免疫系に対する作用があることが推測さ

れた。PADI4 阻害療法は RA 治療の新たな戦略となること

が示唆された。 
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