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研究要旨 

 関節リウマチ（RA）は、進行性関節破壊を必発し、機能予後、生命予後不良に伴う社会的損失や経済的問題等を生じて

きた。一方、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てきたが、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）関節リウマチの根治療法、関節破壊修復療法の開発、（2）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、を主目的として研究を行った。まず、RA の関節破壊関連因子として PADI4、CDK4/6、

RORγtなどを同定し、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。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った。(2)については保険診

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、早期 RA 患者を対象にした試験（”ZERO-J”試

験としてUMIN登録済）により、１年後の関節X線を評価した。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。 



 

 

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

的としている。 

1）難治性 RA の関節破壊の機序の解明、修復研究： 平

成 23 年度まで、関節破壊機序に関与する遺伝子多型の

解析などにより、新規標的分子を同定してきた。平成

24,25 年度は、本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 等に着目

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

系を確立し、関節破壊の機序解明、修復の基盤的研究を

施行する。 

2）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治療指針の検証を目的として症

例登録を実施した [”ZERO-J”試験（UMIN000001281）]。

さらに、複数のコホートにより関節破壊の危険因子を同定

した。 

 

B.研究方法 

1）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： 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、骨芽細胞、軟骨細胞分化能を評価した。 

2）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

き関節破壊、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 

 

（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、

研究分担者の所属機関の倫理委員会、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、所属機

関の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。患者情報に関し

ては、個人情報守秘義務を徹底し、研究代表者の施設コ

ンピューターを用いた中央管理とする。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し、また、“ZERO-J 試

験”として UMIN に登録した（UMIN000001281）。 

 

C.研究結果 

1）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: Padi4 KO マ

ウスにおいて hrGPI 関節炎は有意に軽減され、骨破壊は

軽度であった。また、Padi4 KO では day 7, 14 において脾

臓、リンパ節CD4陽性Th17細胞に有意な減少を認めた。

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。 

2．RORγt 過剰発現による関節炎の制御： RORγt Tg マ

ウスにおいては、CD4+ T細胞のRORγt Tg発現が有意に

亢進し、CII 反応性 Th17 細胞からの IL-17 産生が亢進し

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、RORγt 過剰発現CD4+抑

制性 T細胞の存在が示唆された。 

3．CDK4/6 阻害を介する関節破壊治療: CDKI は用量依

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 IL-6R 抗体と

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。 

4．重症型 RA の網羅的自己抗体検出研究: 抗 CCP 抗体

陰性で骨破壊を認める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行い、新たに 4 蛋白が

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: ナノファイバーシートに播種したヒト

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、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さなか

った。ナノファイバー播種 MSC 治療群では関節局所の

IL-1β、IL-6発現や所属リンパ節腫大、加えて脾腫および

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、IL-2, IL-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の抑制作

用を持つことが示唆された。さらに、GFP で標識した所、

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 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た。 

2）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、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）、T 群、M 群、HR 群は各 44％、43％、78％であり、HR

群では関節破壊が抑制された一方、T群、M群では3ヶ月

の間に関節破壊が既に進行していた。MTX 開始 12 か月

後の最終判定時点へ到達した症例69例（T群14名、M群

16、HR群 39名）では、DAS28（T群、M群、HR群は各2.5

±1.0、3.0±1.0、2.4±0.9）、SDAI（3.6±4.7、6.1±3.9、

3.2±5.0）と群間に有意差がなかった。また、3-15 カ月目ま

での１年間のΔmTSS は、T群、M群、HR群は各 1.2±1.6、

0.3±0.8、0.2±0.6）であった。 

2．RA における機能障害進行危険因子に関する研究: 

IORRA コホート研究の８５６ 名の RA 患者において、欧米

で報告された 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が、関節破壊と有意な関連

性のある SNP は認められなかった。 

3. 早期 RA に対する MTX の関節破壊抑制効果に関する

検討: SAKURA コホートで早期RA患者62例にMTXを投

与し（平均罹病期間 0.6 年）、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。 

4．RA の関節破壊の進展に寄与する因子に関する検討: 

長崎コホートでは、多変量解析で 2008 年以降のエントリー

は関節破壊の急速進行（RRP）進展には負の（オッズ比

0.03）、また、エントリー時の RAMRIS 骨炎スコアは正の因

子（1 スコア当たりオッズ比 1.10）と抽出された。さらに、早

期 RA においては、MRI 骨炎が RRP 進展に寄与すること、

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。 

5．高精度画像検査による関節破壊の評価: 近赤外線カメ

ラを使ったインドシアニングリーン（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、定量

異常滑膜血流値と Imax は関節超音波滑膜血流値と有意

に相関した。 

 

D.考察  

1）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。 

 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。 

2）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より RA分類基準、23年には

寛解基準、治療指針 Treat-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る。本

邦でも MTX 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、HR群、T群、M群の 1年

3ヶ月後の関節破壊の進行を調査中である。162例が登録

され、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。一方、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。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、白人で同定された骨関節破壊

進行に関連する遺伝子は、いずれも日本人では関連を認

めなかった。SAKURA コホートでは、早期RA患者では、１

年間の MTX 治療により IL-1β と IL-6 が有意に低下し、

TNFではなくIL-6が関節破壊の進行制御と関連する有用

なバイオマーカーであった。長崎コホートでは、急速関節

破壊の関連する因子として、RAMRIS 骨炎スコアが正の因

子と抽出、早期からMTXを用いた目標達成に向けた治療

を行うことの重要性が確認された。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。 

 

E.結論 

1）難治性 RA の関節破壊の機序の解明、修復研究： 本

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 等に着目し、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を確立し、関節破壊

の機序解明、修復の基盤的研究を施行した。 

2）RA の関節破壊「ゼロ」を目指す治療法確立研究:関節



 

破壊ゼロを目指すエビデンスの蓄積と治療指針の検証を

目的として症例登録を実施した  [”ZERO-J” 試験

（UMIN000001281）]。さらに、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。複数のコホートにより関節破壊の危険因子を同定し

た。 
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研究分担報告書 

 

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 
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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、２つの患者コホートから解析した。一つは両側手指関節MRIを

撮像する長崎早期関節炎コホートで、rapid radiographic progression （RRP）は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。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。次に、関節エコーを用いた MTX 治療経過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。33症例がエントリーされ、DAS28寛解群13症例と治療抵抗群12症例を

比較検討した。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血清 IL-6、TNF-、VEGF を評価したが、その中では IL-6 が、臨

床的治療反応およびエコー所見を反映した。今年度の解析で、MRI 骨炎とエコー滑膜炎の情報は、RAの関節破壊の予

測に重要であることが明らかとなった。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、関節破壊の予後予測が肝要である。関節

破壊については 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、画像所見

ではMRI 骨炎やエコー関節滑膜炎と予後予測との関連が

指摘されている。今年度は 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. 長崎早期関節炎コホートを用いて解析した。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。 

2. MTX 治療エコーコホートを用いて解析した。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 

1. 長崎早期関節炎コホートを用いた解析 

エントリーまでの罹病期間中央値 3 ヶ月、RAMRIS 骨

炎スコア中央値1の76症例の検討である。RRPは12

症例（15.8%）に認め、17 症例（22.4%）は観察期間内

に生物学的製剤が導入された。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、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（表 1）。 

2. MTX治療エコーコホートを用いた解析 

33 症例の検討である。6 ヶ月後の DAS 寛解は 13 症

例に認めた。6 ヶ月後のDAS が moderate or high、も

しくは生物学的製剤が導入された症例を治療抵抗群

と考え、これを12症例に認めた。図１と図 2に示すが、

DAS 寛解群でのみ、GS スコア、PD スコア、IL-6、

VEGF の低下を認めた。バイオマーカーでは、IL-6

でその傾向が顕著であった。 

 

D.考察  

関節破壊の進展を防止するには、特に骨レ線では所見

が乏しい早期 RAでは、MRI 骨炎が予後不良因子になると

考えられた。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。

それに加え、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２つの観察研究の結果から、

RA の関節破壊の進展に寄与する因子の抽出を試みた。

早期RAにおいては、MRI骨炎がRRP進展に寄与すること、

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。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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研究分担報告書 

 

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 

                                       

研究分担者 小池 隆夫 （NTT 東日本札幌病院院長、北海道大学名誉教授） 

研究協力者 深江 淳 （北海道内科リウマチ科病院 医長） 

 

研究要旨 

関節リウマチ (RA) は、Treat to targetの治療概念の啓蒙に伴って、従来より早期におけるRA診断法、また、関節炎の

正確な評価法の重要性に注目が集まっている。このなかでRAでは全身的な治療反応後においても局所には炎症が残存

し予後不良であることが判明してきている。このような関節炎は臨床症状に乏しく、従来の方法では評価することが困難で

ある。最近になり、このような sub-clinical synovitis の発見と評価には画像検査が有用であると報告されている。関節MRI

検査は、骨髄浮腫などの特徴的所見を捉えることが可能である。しかしながら、高い医療コスト、一度に施行可能部位の制

限、医療施設の限定などの問題から、頻回施行には向かない。関節超音波検査は自由度が高い検査であり、滑膜炎の状

態を鋭敏に評価することが可能である。しかしながら画像描出は煩雑であり習熟が必要である。更には自由度の高さから

評価法は決定されたものはなく検証段階にある。低コスト、簡便に滑膜炎を評価できる画像検査は、診断と評価の面で有

用と考えられる。 

インドシアニングリーン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（インドシアニングリーン蛍光血管描出法）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、インドシアニングリーン蛍光

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、インドシアニングリーン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。 

インドシアニングリーン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。インドシアニングリーン蛍光

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 

医療機器である近赤外線描出カメラ（浜松ホトニクス）を

使用した両手用撮像装置を作成した。 

活動性 RA患者４症例の両手に対して、関節超音波検査

と近赤外線カメラ検査を施行した（ICG: 0.25mg/body)。定

量パワードップラ関節超音波検査にて滑膜血流値を得た

後、両者結果を比較した。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。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。また本邦における保険

診療に従った検査、治療を行っている。 

 

 

 

C.研究結果 

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  

 本研究の結果から 

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。  

 

E.結論 

 近赤外線カメラを使ったインドシアニングリーン蛍光血管

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。 

 

F.健康危険情報 

 なし 

 

G.研究発表 

1. 論文発表 

1. Ikeda K, Seto Y, Narita A, kawakami A, Kawahito Y,  



 

Ito H, Matsushita I, Ohno S, Nishida K, Suzuki T,  

Kaneko A, Ogasawara M, Fukae J, Henmi M, Sumida T, 

Kamishima T, Koike T. Ultrasound assessment of 

synovial pathologic features in rheumatoid arthritis 

using comprehensive multi-plane images of the 

2nd metacarpophalangeal joint - Identification of the 

components which are reliable and influential on the 

global assessment of the whole joint. 

Arthritis Rheum, Nov 18, 2013, in press. 

２.Takamura A, Hirata S, Nagasawa H, Kameda H, 

Seto Y, Atsumi T, Dohi M, Koike T, Miyasaka N, 

Harigai M. A retrospective study of serum KL-6 levels 

during treatment with biological disease-modifying 

antirheumatic drugs in rheumatoid arthritis patients: a 

report from the Ad Hoc Committee for Safety of 

Biological DMARDs of the Japan College of 

Rheumatology.  Mod Rheumatol. 23(2): 297-303, 

2013. 

３.Harigai M, Takamura A, Atsumi T, Dohi M, Hirata S, 

Kameda H, Nagasawa H, Seto Y, Koike T, Miyasaka 

N.Elevation of KL-6 serum levels in clinical trials of 

tumor necrosis factor inhibitors in patients with 

rheumatoid arthritis: a report from the Japan College 

of Rheumatology Ad Hoc Committee for Safety of 

Biological DMARDs.  Mod Rheumatol. 23(2): 284-96, 

2013. 

４.Koike T.  

IgG4-related disease: why high IgG4 and fibrosis. 

Arthritis Res Ther. 15(1):103, 2013. 

５.Fukae J, Isobe M, Kitano A, Henmi M, Sakamoto F, 

Narita A, Ito T, Mitsuzaki A, Shimizu M, Tanimura K, 

Matsuhashi M, Kamishima T, Atsumi T, Koike T. 

Positive synovial vascularity in patients with low 

disease activity indicates smouldering inflammation 

leading to joint damage in rheumatoid arthritis: 

time-integrated joint inflammation estimated by 

synovial vascularity in each finger joint 

Rheumatology 52, 523-528, 2013. 

６.Fukae J, Tanimura K, Atsumi T, Koike T. 

Sonographic synovial vascularity of synovitis in 

rheumatoid arthritis. Rheumatology Sep 18, 2013 

(epub ahead of print) 

 

２.学会発表 

1. Koike T：”Antiphospholipid syndrome: 30 years”, 6th 

Autoimmunity Congress Asia. 2013/11/19-23．Hong 

Kong. 

2. Koike T：”My contribution, my dream: 1983-2013”, 14th 

International Congress on Antiphospholipid Antibodies & 4th 

Latin American Congress on Autoimmunity. 2013/9/17-23. 

Rio de Janeiro. Brazil. 

3.深江 淳、成田明宏、邉見美穂子、坂本文彦、北野明

美、青木悠子、高松尚徳、磯部将人、清水昌人、松橋め

ぐみ、伊藤武哉、光崎明生、谷村一秀：関節リウマチにお

ける滑膜肥厚の定量測定 

インドシアニングリーン蛍光血流画像は手指異常滑膜血
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関節リウマチ治療における細胞周期制御・抗炎症併用療法の有効性の検討 

                                       

 研究分担者 上阪 等 東京医科歯科大学 膠原病・リウマチ内科 教授 

 研究協力者 細矢 匡 東京医科歯科大学 膠原病・リウマチ内科 大学院生 

 

研究要旨 

 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 

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。 

本研究では、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 

 DBA1/J マウスをウシⅡ型コラーゲン(CⅡ)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 

 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  

 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 

 本成果は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。 

 

F.健康危険情報 

 特になし 

G.研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

1．関節リウマチ治療における細胞周期制御・抗炎症併用

療法の可能性(口演、第 57 回日本リウマチ学会、2013 年) 

2．関節リウマチ治療における細胞周期制御・抗炎症併用

療法の有効性の検討(ポスター発表、第 30 回炎症再生学

会、2013 年) 

3．Cell cycle regulation therapy combined with cytokine 

blockade enhances anti-arthritic effects without increase 

of immune suppression.(口演、ACR_ARHP Annual Meeting、

2013 年) 

4．Cell cycle regulation therapy combined with cytokine 



 

blockade enhances anti-arthritic effects without increase 

of immune suppression.(口演、日本免疫学会、2013 年) 
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研究分担報告書 

 

RORγt 過剰発現による自己免疫性関節炎の制御機構に関する研究 

                                       

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、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（RORγt 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。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、RORγt Tg マウスにおいて IL-17 産生の有意な亢進および RORγt の発現の亢進が認めら

れた。RORγt Tg マウスにおける RORγt 発現亢進は、Foxp3+CD4+T細胞（Foxp3+制御性T細胞）においても認められ、

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 RORγt 発現により Th-17 分化が優位となった場合であっても関節炎発症が減弱すること、さらに RORγt Tg

マウス内に関節炎発症に対して抑制的に働く細胞成分が存在し、RORγt+Foxp3+制御性T細胞が関与する可能性がある

こと等が明らかになった。 

 

A.研究目的 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis；RA）の疾患モデルで

あるコラーゲン誘導関節炎（CIA）を用いて自己免疫疾患

への関与が注目されている Th-17 の分化に必須な転写因

子 RORγt 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 

1） RORγt を T細胞においてのみ過剰発現させた ROR

γt トランスジェニックマウス（RORγt Tg）に対してCIA

を誘導し、野生型C57BL/6（WT）と臨床像を比較検討

した 

2） CII 投与 42 日後に後肢を摘出し、関節局所の炎症所

見、骨破壊所見について病理組織学的に評価した。 

3） 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。 

4） 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。 

5） 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。 

6） 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 

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 1）。 

2） 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 2）。 

3） 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。 

4） 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。 

5） 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。 

6） 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  

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 

T 細胞における RORγt の過剰発現は自己免疫性関節

炎の発症を抑制することが明らかとなり、細胞移入実験な

どの結果から関節炎発症を抑制する細胞の存在が示唆さ

れた。 

 

F.健康危険情報 

 特記事項なし。 
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研究分担報告書 

 

SAKURA 早期関節炎コホートにおける高感度サイトカインアッセイ系による検討 

             

研究分担者      竹内 勤      慶應義塾大学医学部リウマチ内科 教授 

 

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投与例における、血中サイトカイン変動を、Electro-chemiluminescence 

(ECL)による超感度アッセイ系により解析した。 

平均罹病期間 0.6年の早期RA コホート６２例において 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。 

 

A.研究目的 

 日常診療下の早期 RAに対するメトトレキサート投与例に

お け る 、 血 中 サ イ ト カ イ ン 変 動 を 、

Electro-chemiluminescence (ECL)による超感度アッセイ系

により解析する。 

 

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

の臨床パラメーターを収集した。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）患者背景と臨床効果：昨年報告した通り、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。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。  

２）IL-6 と TNFαの従来型ELISA法と超高感度ECL法の

比較：MTX投与前後のIL-6と、TNFαに関して、両アッセ

イ系によって比較した。IL-6 の両アッセイの相関は、

r=0.864, p<0.0001 と良好で、TNFαは、r=0.659, p<0.001

と IL-6 に比較し相関が低かった。IL-6 は、従来型 ELISA

法で20.9±47.3pg/mlで検出限界に近い1pg/ml以下を９

例（14.5%）に、検出不能例を２例に認めた。一方、超高感



 

度 ECL法による IL-6 は 11.8±17.4 pg/ml で、1pg/ml 以

下は４例（6.5%）であったが、検出不能例は認めなかった。

TNFαは、従来型ELISA法で 1.0±1.3pg/ml で検出限界

に近い 1pg/ml 以下を３３例（53.2%）に、検出不能例を２６

例（41.9%）に認めた。一方、超高感度 ECL 法による TNF

αは7.0±4.6 pg/ml で、1pg/ml以下は0例、検出不能例

を認めなかった。いずれのサイトカインにおいても

ultra-sensitive ECL アッセイ系の優越性が明らかとなった。

特に、TNFα測定においては、超高感度 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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３）治療後サイトカインの変動（図１）：治療前後で有意に変

化したサイトカインは、IL-1βとIL-6であった。IL-1βは治

療前2.0±3.5 pg/mlから、治療後0.8±1.6 pg/mlへと低下

した（p=0.0016）。IL-6は、治療前11.8±17.4 pg/mlから治

療後5.5±11.4 pg/mlへと68%低下した（p<0.0001）。一方、

TNFαは、超高感度ECL法によっても、治療前7.0±4.6 

pg/mlから治療後9.3±17.1 pg/ml(p=0.400)と変化無く、

IL-2, IL-8, IL-10, IFNγ, GM-CSFも有意な変化を示さ

なかった。 

４）CRRPと関連するMTX投与１年後の要因：ΔTSS>3以上

のclinically relevant radiographic progression (CRRP)と関

連する治療後サイトカインを解析した所、ロジスティック回

帰分析によって、唯一治療後IL-6がCCRPと関連する要

因として抽出された（単位オッズ比＝1.9２、95%信頼区間

＝1.30-3.63）。CRRPを来すIL-6値をROC解析によって求

めた所、2.4pg/mlのカットオフが得られた（図２）。一方、高

感度ECL法によっても、治療後TNFαの単位オッズ比は

1.08、95%信頼区間は0.50-1.91であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D. E.考察/結論 

 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。 
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研究要旨 

 抗 CCP 抗体陰性関節リウマチ(RA)はしばしば診断に苦慮し、治療開始が遅延し関節破壊が進行する。我々は抗CCP

抗体陰性RAの診断に有用な自己抗体の検索をビオチン化蛋白ライブラリーとAlphaScreen法を用いてスクリーニングした。

抗CCP抗体陰性RA血清には未知のシトルリン化蛋白に対する抗体が含まれており、今回は未知の抗シトルリン化蛋白抗

体をスクリーニングした。まず抗CCP抗体陽性 RA血清と反応する新規シトルリン化蛋白抗体を 186 個発見した。抗 CCP

抗体陰性 RA血清と反応するシトルリン化蛋白は 14 個。うち 3個をWestern Blot および ELISA にて反応性、陽性率を検

討した。シトルリン化蛋白①は 33 例の抗CCP抗体(-)RA 血清中 2例に陽性となり、20 名の健常人では陰性であり診断の

補助に用いられる可能性がある。 

 

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

の進行もまねく。今回我々は関節破壊を認める抗CCP抗

体陰性RA患者血清中に抗CCP抗体detection kitに含ま

れていない抗シトルリン化タンパク抗体（ACPA）が存在す

るという仮説のもとに、AlphaScreen 法を用いて ACPA を網

羅的にスクリーニングし、抗CCP抗体陰性RAの診断に役

立つ抗体を検索する。 

 

B.研究方法 

 AlphaScreen 法は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 と血清と反応させ

た protein A-coated acceptor beads を用いる。ビオチン化

蛋白ライブラリーに前記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。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、シトルリン化し ACPA をスクリー

ニングする。 

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、非シトルリン化およびシトルリン

化タンパクライブラリーに対して AlphaScreen を行った。 

 検証に用いた３つの蛋白（①、②、③）は市販のものを購

入し、Western Blotting および ELISA に用いた。Western 

Blot ではスクリーニングで高いOD値を示した 2例の抗

CCP抗体(+)RAと1例の膠原病患者、1例の健常人を用い

た。ELISA ではスクリーニングに用いた血清を除いて 30 例

の抗CCP抗体(+)RA、30 例の抗CCP抗体(-)RA、22 例の

膠原病、20 例の健常人の血清を用いた。 

（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 

 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 1）。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（図 1）。 

次に、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。 

 

図１ 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。 
 
表 1 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  

 

蛋白①に対する結果を図 2 と図 3に示す。図 2 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 3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。 

図 2 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 3 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。 

 

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 法を用いて、シトルリン化蛋白抗体が効率よ

くスクリーニング可能であることが示された。本方法の利点

は翻訳後修飾を容易に行うことができ、それに対する自己

抗体を容易に検出できることである。今後、カルバミル化蛋

白抗体などの検出にも威力を発揮する可能性がある。 

 今回の検討で、新たなシトルリン化蛋白抗体を 186 個発

見し、そのうち３個に対してWestern blotとELISAにて検証

し、2 個が検証された。抗CCP抗体(-)RA 患者血清 31 例

中 2例にシトルリン化蛋白①に対する抗体が認められ、抗

CCP抗体(-)RA 患者血清中にも、未知のシトルリン化蛋白

抗体が存在することが示された。今後、残った 183 個の蛋

白を検証することで、抗 CCP抗体(-)RA の診断に役立つ

自己抗体の組み合わせが見つかってくるものと期待する。 

 

E.結論 

 AlphaScreen 法が抗シトルリン化蛋白抗体のスクリーニン

グに優れていることが証明され、抗CCP抗体陰性RA患者

血清中にも未知のシトルリン化蛋白抗体が存在することも

示された。 
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研究要旨 

関節リウマチにおける骨関節破壊進行関連因子の同定は、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。近年、欧米で白人を対象として行われたマルチコホート研究によって骨関節破壊

進行に関連する遺伝子がいくつか報告されたが、日本人においても同様な関連が認められるかどうかは証明されていな

い。我々は IORRA コホート内で 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 名のサブコホートを有している。このデータを用いて候補遺伝子解析を行う

ことで、日本人関節リウマチ患者における骨関節破壊進行との関連を検討したが、いずれの SNP においても有意な関連

を認めなかった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、進行性の骨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骨関節破壊が進行し、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。近年、欧米で白人を対象として行われたマルチコ

ホート研究により骨関節破壊進行に関連する遺伝子がいく

つか同定された。本研究の目的は日本人においても同様

の関連が認められるかどうかを追認解析することで証明す

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。骨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。これまでに欧米で報告された 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。遺

伝統計学的解析では発症5年目の両手SHSを対数化して

従属変数とし、各 SNP におけるリスクアレルの個数を独立

変数とした（相互作用が報告されていたDkk—1とSostにつ

いてはリスクアレルの合計個数を独立変数とした）。更に

我々のコホート研究で過去に骨関節破壊進行との関連が

証明された発症年齢、性別、抗 CCP 抗体、発症年度を調

節因子として加えて重回帰分析を行った。 

 

（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 

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） IL-15、GZMB、IL2RA、Dkk-1、MMP-9における各

SNP の重回帰分析による解析結果 

Gene SNP Tested 

model 

MAF 

(CEU) 

β P  

IL-15 rs6821171 Add 

Rec 

0.30 

(0.21) 

-0.02 

-0.03 

0.49 

0.37 

 rs1521761 Add 

Rec 

0.15 

(0.33) 

-0.04 

0.02 

0.24 

0.63 

GZMB rs8192916 Add 

Rec 

0.45 

(0.36) 

-0.01 

-0.00 

0.79 

0.97 

IL2RA rs2104286 Add 

Rec 

0.10 

(0.25) 

0.03 

-0.00 

0.35 

0.99 

Dkk-1 rs1896368 Add 

Rec 

0.42 

(0.51) 

0.04 

0.04 

0.26 

0.23 

 rs1896367 Add 

Rec 

0.30 

(0.37) 

-0.06 

-0.04 

0.07 

0.20 

 rs1528873 Add 

Rec 

0.22 

(0.42) 

-0.04 

-0.01 

0.22 

0.74 

MMP-9 rs11908352 Add 

Rec 

0.18 

(0.26) 

-0.00 

0.01 

0.91 

0.79 

（表 2） Dkk-1 と Sost の各 SNP の相互作用における重回

帰分析による解析結果 

Gene SNP Tested 

model 

MAF 

(CEU) 

β P  

Dkk-1 

& Sost 

rs1528873 

 

rs6503475 

Add 0.22 

(0.42) 

0.45 

(0.43) 

-0.01 0.85 

 rs10762715 

 

Add 0.22 

(0.37) 

-0.02 0.55 

rs4792909 0.40 

(0.39) 

 rs10762715 

 

rs6503475 

Add 0.22 

(0.37) 

0.45 

(0.43) 

0.02 0.48 

 

D.考察 

関節リウマチにおいては多くの疾患感受性遺伝子が報

告されているが、遺伝子の種類によっては人種差があるこ

とも証明されている。骨関節破壊に関連する遺伝子の報告

は疾患感受性遺伝子と比べると少なく、未だに解明が十分

ではない。今回、我々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。 

 

E.結論 

白人で同定された骨関節破壊進行に関連する遺伝子

はいずれも日本人では関連を認めなかった。骨関節破壊

関連遺伝子については白人と日本人とでは遺伝的異質性

が存在する可能性が高い。 
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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。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、PADI4 が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。特に、PADI4 は顆粒球系細胞、単球系細胞での発現が強い遺伝子であり、PADI4 

KO マウスではこららの細胞群のアポトーシスが亢進していることが明らかとなった。このことより、PADI4 は免疫系細胞

のアポトーシスを制御するとともに、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 

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、疾患感

受性遺伝子として 2004 年に Peptidylarginine deiminase 

4 (PADI4)が同定され、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。PADI4 は蛋白をシトルリン化する翻

訳後修飾に関わる酵素であるが、シトルリン化抗原はRA

の有力な自己抗原であり、また PADI4 発現は炎症関節

局所で亢進していることから PADI4 が RA の病態に深く

関与している可能性があると考えられている。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 を標的とした治療法開発の為

には PADI4 の関節炎における機能解析が必要である。 

 

B.研究方法 

 PADI4 KOマウスを作成し、DBA/1J にバッククロスし

た。Glucose-6-phosphate isomerase (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
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瀬理 裕 
藤尾 圭志 
鈴木 亜香里 

同 助教 
同 大学院生 
同 講師 
理化学研究所 ゲノム医科学研究センター 

自己免疫疾患研究チーム 上級研究員 



 

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。また免疫前の

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。 

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。 

 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 

 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、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 Th117 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。 

 

D.考察  

 従来、PADI4は自己抗原のシトルリン化による抗原性の

変化と、それに引き続いて起こるシトルリン化抗原自己免

疫応答の誘導に関与することで RAの病態に重要である

と考えられてきた。一方で、PADI4 には neutrophil 

extracellular traps (NET)の形成に関与する(Li P, et al. J 

Exp Med, 2010)、骨髄幹細胞の分化に影響する

(Nakashima K, et al. Nat Communication. 2013)といった

免疫系へ影響を与えることが推定される生理的な作用が

あることが相次いで報告されている。 

 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。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 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、今回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 

 PADI4 KOマウスを作成し、GPI関節炎モデルを用いて、

PADI4 の炎症性関節炎における機能解析を行った。

PADI4 欠損により自然免疫系・獲得免疫系に幅広い影

響が観察され、関節炎が軽症化された。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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