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研究代表者 西本憲弘 東京医科大学医学総合研究所 難病分子制御学部門 （兼任教授） 

           

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

持する骨細胞、軟骨細胞、筋細胞、脂肪細胞ならびに免疫細胞の増殖・分化に関わるネットワ
ーク制御機構をバイオインフォマティクス、iPS 細胞、遺伝子改変マウス等を用いて明かにし、
病因研究・RA 根治療法へ発展させることを目指した。RA 患者の骨髄では免疫機能の亢進に加
え、アポトーシス機能の亢進と、骨格・筋形成、DNA パッケージング、細胞接着、細胞増殖、
細胞移動に関する機能低下が確認された。また癌患者に見られる CD14(+)CD15(+)細胞が RA 患
者骨髄のみならず末梢血中にも存在することが確認され、RA の病態形成に関与する可能性が
示された。RA 患者特異的 iPS 細胞を樹立し、単球へ分化させることにより、CD14(+)CD15(+)
細胞が分化の初期に一過性に出現することを明らかにした。RA 患者由来 iPS 細胞と未発症同
胞との比較により、CD14(+)CD15(+)細胞は RA でより多く出現した。また、iPS 細胞から破骨
細胞への分化誘導に成功し、CD14(+)細胞の亜分画のみが破骨細胞に分化することを示した。 
間葉系由来細胞の in vitro 三次元培養システムの樹立により、力学刺激環境下における細

胞応答の研究が可能になった。また、遺伝子改変マウスの研究から、骨細胞が感知するメカニ
カルストレスによる骨芽細胞と破骨細胞分化の制御機構が解明された。さらに破骨細胞分化の
複数の転写因子とその機能が明らかになり、これらは新たな治療標的分子候補でもある。また、
脂肪組織由来のアディポネクチンが C1ｑに直接結合し、補体系を制御することが明かになっ
た。 
臨床的検証においては、補体 C1q 値が RA の関節破壊の進行と相関することを明らかにした。

また、RA では健常人に比べて単球系細胞の亜分画である CD16(+)、CCR2(+)単球が増加し、
CD14(+)単球における CXCR4 発現は低下、CCR2 発現は上昇していた。CD14(+)CCR2(+)は CRP や
MMP3 と正の相関を示し、CD14(+)CD16(+)は MRI における骨びらん・骨髄浮腫と関連し、1年後
の関節破壊進行および RRP と関連した。これらは新たなバイオマーカーとなりうる。 
以上の病因・病態研究の成果を、新たな診断法・治療法に発展させることにより、早期診断・

予後診断法の開発、ドラッグフリー寛解や根治を見据えた分子標的治療法の開発、さらに予防
法の開発へつながる可能性がある。 

 
 
研究分担者 大平充宣  大阪大学医学系研究科生命機能研究科 適応生理学教室（教授)（平成 23-24 度） 

桑名正隆  慶應義塾大学医学部リウマチ内科 （准教授）  
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松尾光一  慶應義塾大学医学部細胞組織学 （教授） 
吉川秀樹  大阪大学大学院医学系研究科器官制御外科学 （教授） 

 

 
A.研究目的 
関節リウマチ（RA）の治療は、生物学的製

剤の登場により大きく変貌したが、根治には
ほど遠く、RA の原因解明と根治療法確立は患
者の悲願である。従来の厚生労働科学研究の
成果として RA の原因病巣は骨髄である可能
性が示されてきた（review Ochi et al 
Arthritis Res Ther 2007）。全身の関節破壊
が生じる RA 重症病型や急速に進行するムチ
ランス型 RA 患者の骨髄には、白血病患者の骨
髄に見られるような CD14(+)CD15(+)の「まる
で癌細胞」が存在する（Tomita et al. J 
Rheumatol 1997）。骨髄球と単球の両方のマー
カーを発現するこの CD14(+)CD15(+)細胞は、
RA 患者の骨髄ストローマ細胞の抱き込みに
よりアポトーシスを免れ、RA の病態形成にか
かわると報告されている。また、RA 患者の身
体機能低下は、骨格を形成・支持する骨、軟
骨、筋肉、脂肪組織の病変によるが、これら
の骨格形成細胞に加え、病態形成にかかわる
骨芽細胞、破骨細胞や滑膜細胞は、すべて骨
髄間葉系細胞から分化する。したがって、根
治療法に結びつけるには、骨髄間葉系細胞か
らの初期分化における異常の有無を明らかに
する必要がある。また、これらの細胞は、ネ
ットワークを形成してその増殖・分化を相互
に制御していると考えられ、細胞間相互作用
の研究は RA の病態・治療を考える上で不可欠
である。そこで、本研究では「RA の主病巣は
骨髄」という従来の研究成果を元に、病因研
究へと発展させるべく、以下の解析を行った。 
 
１）RA 患者の骨髄細胞における異常の解析 
① RA 患者の骨髄細胞における異常発現遺伝

子を網羅的に解析し、バイオインフォマ
ティクスを応用して骨髄における細胞機
能の異常を明らかにする。 

② 骨芽細胞や軟骨細胞への分化能を有する
CD14(+)単球系細胞のフェノタイプを解
析する。特に RA や白血病患者の骨髄で見

られ、病態形成に関与すると考えられる
CD14(+)CD15(+)の量的および機能的評価
を行う。また、癌や胎生期に発現する
HLA-E、HLA-F 抗原の陽性細胞を RA 患者骨
髄で同定する。 

③ RA 特異的 iPS 細胞を樹立し、自然免疫担
当細胞（CD14(+)単球系細胞）を誘導し、
そ の 機 能 を 評 価 す る 。 ま た 、
CD14(+)CD15(+)細胞がどの分化段階で出
現するのか、RA 特異的か否かを明らかに
する。さらに、病態研究や薬剤反応性の
研究に応用する。 
 

２）RA における骨髄間葉系由来の骨格形成細
胞の増殖・分化を相互に制御するネットワー
ク異常の解析 
① 間葉系細胞の分化増殖機構ならびに骨細

胞による骨芽細胞・破骨細胞・軟骨細胞
分化のネットワーク制御機構を分子レベ
ルで明らかにする。 

② 間葉系由来細胞の in vitro 三次元培養シ
ステムを構築し、力学刺激による細胞応
答、シグナルを解析する。 

③ 骨髄細胞から筋細胞への分化、損傷筋肉
の再生メカニズムを分子レベルで明らか
にする。 

④ アディポネクチンの補体 complement 
component 1q (C1q)に対する直接的な結
合と補体活性化に対する作用を解析する。 
 

３）RA 患者における臨床的検証 
上記の研究結果をふまえ、RA 患者の重症度

や臨床的特徴との関連を解析する。 
  
 
B.研究方法 
１）RA 患者の骨髄細胞における異常の解析 
① RA 患者の骨髄細胞機能異常の研究：DNA

マイクロアレイを用い、RA 患者の骨髄細
胞における異常発現遺伝子を網羅的に
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解析し、バイオインフォーマティクスを
応用して細胞機能異常を明らかにした。
また、ネットワーク解析により分子間相
互作用と遺伝子発現制御に関わる中心
分子を決定した（H23 年-24 年）。 

② 全身の大関節破壊が生じる RA 重症病型
や急速に進行するムチランス型 RA 患者
の骨髄には、CD14(+)CD15(+)の「まるで
癌細胞」が存在することが報告されてい
る。RA 患者の腸骨骨髄細胞を用い、
CD14(+)CD15(+)の存在を確認するとと
もに、フェノタイプを解析した。また、
HLA-E や HLA-F 発現を、フローサイトメ
トリーを用いて確認した（H23-24 年）。 

③ 親子あるいは同胞内発症の RA 患者と未
発症者の血液単核球ならびに皮膚線維
芽細胞を用いて、RA 患者特異的ヒト人工
多能性幹細胞（induced pluripotent 
stem cells:iPS 細胞）を樹立し、血清フ
リー、フィーダーフリー培養系を用いて、
特に自然免疫系の単球・マクロファージ
への分化とその機能異常を明らかにし
た。（H23-25 年） 
 

２）RA における骨髄間葉系由来の骨格形成細
胞の増殖・分化を相互に制御するネットワー
ク異常の解析 
① 間葉系由来細胞の三次元培養を行い、メ

カニカルストレスによる細胞の増殖・分
化のシグナル伝達機構を分子レベルで解
析した。種々の RA 治療薬（ステロイド、
非ステロイド性消炎剤、ヒアルロン酸、
抗 IL-6 阻害剤、抗 IL-1 阻害剤に対する
細胞の反応性（マトリックス分解酵素、
炎症性サイトカイン発現）を解析した。
（H23-25 年） 

② 骨細胞による骨芽細胞・軟骨細胞分化の
ネットワーク制御機構を種々の遺伝子改
変マウスを用い、転写因子レベルで解析
した。また、破骨細胞分化におけるシグ
ナル伝達機構ならびにネットワーク制御
機構を分子レベルで明らかにした。

（H23-25 年） 
③ 骨髄細胞から筋細胞への分化、損傷筋肉

の再生メカニズムをマクロファージ欠損
マウス、IL-6KO マウスなどを用いて分子
レベルで解析した。（H23-24 年） 

④ アディポネクチンをはじめ、脂肪細胞か
ら産生される因子による炎症制御メカニ
ズムならびに間葉系由来細胞の増殖・分
化制御機構を解析した。 
 

３）RA 患者における臨床的検証 
患者骨髄の分子発現解析と RA 患者の重症

度や臨床的特徴との関連を解析した。また新
しい重症度診断マーカーの可能性を検討した。
（H23-24 年） 
 
（倫理面への配慮） 

患者検体の採取はヘルシンキ宣言を遵守し、
倫理委員会の承認のもとに行った。 
患者の遺伝子情報の取り扱いに際しては、

“ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理
指針” “疫学研究に関する倫理指針”“臨床
研究に関する倫理指針”に沿って、人権の保
護について、十分配慮しながら実験を行った。 
患者個人情報は外部への持ち出しを厳重に

禁止し、患者検体は・資料はコード化し匿名
化した。 
DNA 組み換え実験、動物実験については各

施設の倫理指針、動物の愛護及び管理に関す
る法律などの倫理指針に法り、事前に許可を
受けて行った。 
 
C.研究結果 
１）RA 患者の骨髄細胞における異常の解析 
① RA 患者骨髄全血細胞と健常骨髄の比較

で、744 遺伝子の発現が増強し、838 遺伝
子の発現が減少していた。これらの遺伝
子の機能をバイオインフォマティクスで
検討したところ、免疫応答、ストレス反
応、創傷治癒、アポトーシスの機能の亢
進が示された。一方、骨格/筋形成、DNA
のパッケージング、細胞接着、細胞増殖、
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細胞移動の機能低下が示された。免疫応
答関連分子のネットワーク解析から、I
型インターフェロン(IFN)を中心に TNF、 
TGF、IL-1、IL-12、IL-18 等のサイトカ
インネットワークが描出された。MHC 
class I ならびに class II complex の発
現が増強し、HLA-E の発現も確認された。
また、骨髄で補体 C1q のネットワークも
見いだされた。 

② RA 患者の腸骨骨髄の CD14(+)細胞の中で、
CD15(+)細胞の割合は 18-51%と、患者間
で大きく異なった。CD14(+)CD15(+)細胞
は殆どが HLA-G を発現していた。骨髄
CD14(+)CD15(+)は、CD14(+)CD15(-)と比
べて CD34 と CCR5 を高発現し、これらは
健常人では見られなかった。 
末梢血でも CD14(+)CD15 が見られ、末

梢血 CD15(+)単球は CD15(-)単球と比べて
CXCR4 の発現が有意に低かった。RA 患者
では健常人に比べ、末梢血
CD14(+)CD15(+)CXCR4low と
CD14(+)CD15(-)CXCR4high の比は有意に
高く、CD14(+)CD15(+)CXCR4low 単球では
TNF の産生が亢進した。 
CD14(+)CD15(+)CXCR4low 細胞は関節を障
害するが、CD14(+)CD15(-)CXCR4high 細胞
には多様な細胞に分化する能力を有する
多能性細胞前駆細胞が含まれていた。 

③ ヒト iPS 細胞から、血清フリー、フィーダ
ーフリーで単球系細胞へ安定して、かつ
80-90%の純度で分化誘導が可能であった。
単球は CD14/CD16 を発現していた。さらに、
単球、マクロファージ、樹状細胞を分化さ
せることに成功した。樹状細胞は T細胞へ
の抗原提示能を保持していた。マクロファ
ージは刺激に対して M1/M2 それぞれに一
致するサイトカイン分泌能を示した。 
さらにコラーゲンスポンジを用いて、三

次元培養でヒト iPS 細胞から造血前駆細
胞を経て単球・マクロファージ等の自然免
疫細胞へ分化させることに成功した。 
トシリズマブ使用中の 2例、

Methotrexate (MTX)使用中の 1例、ならび
に健常人コントロールから iPS 細胞を作
製した。RA 患者由来 iPS 細胞から単球へ
の分化誘導 15 日目で、CD14(+)CD15(+)細
胞が検出された。また RA 患者由来 iPS 細
胞と未発症同胞ならびに他の健常人由来
iPS 細胞で CD14(+)CD15(+)細胞の割合を
比較したところ RA が最も多かった。 
iPS 細胞から破骨細胞への分化誘導に

成功した。さらに CD14(+)細胞の亜分画の
みが破骨細胞に分化した。 
 

２）RA における骨髄間葉系由来の骨格形成細
胞の増殖・分化を相互に制御するネットワー
ク異常の解析 
① 三次元コラーゲン細胞担体を作製し、周期，

荷重量をコントロールして鉛直荷重また
は剪断応力を繰返し負荷できる間葉系由
来細胞の in vitro 三次元培養システムを
構築した。 
ヒト滑膜細胞、半月板細胞、骨芽細胞ま

たは軟骨細胞からなる三次元培養組織に、
力学負荷を反復することにより IL-6, 
IL-8, Prostaglandin E2 (PGE2)、
cyclooxygenase-2 (COX-2)、Matrix 
metalloproteinase (MMP, マトリックス分
解酵素)-1、2、3, a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin 
motifs (ADAMTS)4 の発現は亢進した。ま
た、p38 リン酸化が亢進し、COX-2 タンパ
クが発現した。 
COX-2 阻害剤存在下では力学負荷によ

る PGE2 濃度上昇は抑制された。MMPs の産
生は高分子（270 万 Da 以上）ヒアルロン
酸にて抑制された。IL-1Ra 存在下(1mM)で
は、力学負荷および IL-1β刺激による
PGE2 濃度上昇は抑制された。 

② 骨芽細胞特異的 B-cell leukemia/lymp 
homa(bcl)2 トランスジェニック(tg)マウ
スは骨細胞突起が減少し、その結果として、
骨細胞ネットワークが破綻した。このマウ
スでは、破骨細胞形成の促進も骨芽細胞の
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機能低下も認められなかった。 
網羅的遺伝子発現解析により、野生型マ

ウスの骨芽細胞で誘導され、bcl2tg マウ
スの骨芽細胞では誘導されない遺伝子と
して pyruvate dehydrogenase kinase 4 
(Pdk4)ならびに FK506 binding protein 5 
(Fkbp5)を同定した。Pdk4 の遺伝子欠損マ
ウスの解析から、Pdk4 が RANKL の発現調
節を介して骨代謝をコントロールするこ
とがわかった。また、Fkbp5 は骨芽細胞分
化を介して骨量維持に不可欠であること
がわかった。Fkbp5 は糖質コルチコイドに
よる骨粗鬆症にも関与する可能性が示さ
れた。 
Bcl-2 ファミリーである Mcl-1 は、ユビ

キチン－プロテアソーム系を介して破骨
細胞の生存を制御し、骨吸収に関与するこ
とを明らかにした。 
破骨細胞特異的 Stat5 欠損

(Stat5ΔOC/ΔOC)マウスでは骨吸収が亢
進した。Stat5 の強制発現では骨吸収能は
低下した。 
pathogen-associated molecular 

patterns（PAMPS）投与後および微生物感
染後に、血中 OPG 濃度が上昇した。樹状細
胞、好中球、リンパ節の内皮細胞が LPS
に応答して OPG を産生した。OPG 主要な分
泌臓器は肝臓であることがわかった。 

③ GFPtg マウスの骨髄細胞の移入実験から、
損傷筋の修復には骨髄細胞が炎症局所に
移動し、衛星細胞に分化することがわかっ
た。衛星細胞の分化に IL-6 の関与が示さ
れた。また、損傷筋に浸潤する炎症系細胞
は殆どが CD68 陽性のマクロファージであ
り、IL-6阻害は線維化に関与するIL-10 や
Arginase の発現を抑制した。 

④ アディポネクチンの過剰発現によって、コ
ラーゲン誘導性関節炎が抑制された。アデ
ィポネクチンは補体 C1q とドメイン構造
が類似しており、アディポネクチンは C1q
と結合することが示された。アディポネク
チン蛋白をヒトマクロファージに添加す

ると、炎症に関与するCOX2と IL-6の mRNA
発現量が増加した。一方で MMP の阻害因子
である TIMP1 の発現と、リンパ管新生因子
である VEGFC の発現量も増加した。アディ
ポネクチン下流のシグナル経路を解析し
たところ、アディポネクチンが Src ファミ
リーである Syk を活性化し、その下流で
MAPK が活性化した。 
 

３） RA 患者における臨床的検証 
① 患者血清中 C1q 値は CRP、ESR、RF、抗 CCP

抗体価と比べて、modified total Sharp 
Score の 1 年間の変化量（⊿mTSS）を指標
とした RA 患者の骨破壊の進行度と最もよ
く相関した。 

② RA では健常人に比べて CD14(+)CD16(+)、
CD14(+)CCR2(+)単球が増加し、CD14(+)単
球における CXCR4 発現は低下、CCR2 発現
は上昇していた。CD14(+)CCR2(+)は CRP
や MMP3 と正の相関を示し、
CD14(+)CD16(+)は MRI における骨びら
ん・骨髄浮腫と関連し、1年後の関節破壊
進行および RRP と関連した。 

 
D.考察  
１）RA 患者の骨髄細胞における異常の解析 
網羅的遺伝子発現解析とバイオインフォマ

ティクスの応用の結果、骨髄での免疫機能の
異常な亢進が確認されるとともに、それを制
御するネットワークの中心には IFN をはじめ
とするサイトカインの存在が明らかになった。
また、アポトーシスの亢進が示され、死細胞
を貪食するマクロファージの活性化とそれに
続くインターフェロンの産生増強につながる
可能性がある。これらの所見は DNaseⅡ遺伝子
を欠損させた関節炎モデルマウスの骨髄でも
確認され、遺伝子発現パターンは RA と酷似し
ていた。さらに、正常な MHC class I、II 分
子に加え、癌や胎生期にのみ発現するとされ
る HLA-E、HLA-G、HLA-F 分子が T、B細胞、単
球に発現しており、骨髄が強い活性化状態に
あると考えられた。 
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癌特異的抗原を発現する CD14(+)CD15(+)単
球系細胞が、RA 患者骨髄で確認されるととも
に、一部の患者で末梢血中にも存在すること
が明らかになった。CD14(+)CD15(+)は殆どが
HLA-G 陽性であった。この単球系細胞は、骨芽
細胞や軟骨細胞への分化能を有し関節修復に
関与する可能性のある単球由来多能性細胞
（monocyte-derived multipotential 
cell:MOMC）とは異なり、CXCR4 の発現は少な
く、修復能の低下が示唆された。さらに、RA
の骨髄 CD14(+)CD15(+)細胞は CCR5 を高発現
しており、MIP-1αや RANTES などのケモカイ
ンによってコントロールされている可能性が
考えられた。これらの異常が、生物学的製剤
治療でどのように変化するか非常に興味深い。
もし、骨髄で異常が残存すれば、生物学的製
剤中止による再発は必至である。 
一方、患者骨髄検体を得るには限界があり、

RA 骨髄細胞の分化異常を明らかにするには、
患者由来の iPS 細胞が有用である。iPS 細胞は
in vivo と異なり、様々なサイトカインや薬剤
の影響を受けず、in vitro での分化が行える。
中畑班員が血清フリー、フィーダーフリーで
単球、マクロファージ、樹状細胞を分化させ
ることに成功したことから、RA 発症機構のみ
ならず薬剤の反応性の研究にも応用が可能で
ある。実際に、iPS から分化した単球は
CD14/CD16 を発現しており、炎症性単球の表現
型を取り、樹状細胞は T細胞への抗原提示能
を保持していた。 
さらに、RA 患者特異的 iPS 細胞の樹立に成

功した。この細胞も in vitro で CD14(+)単球
への分化誘導が可能であり約 60-90％の純度
が得られた。そこで、RA 患者骨髄で見られた
CD14(+)CD15(+)の「まるで癌細胞」が単球系
細胞への分化過程で出現するか否かを検討し
たところ、分化誘導刺激後 15 日目に一過性に
現れた。この細胞群は健常人由来 iPS 細胞か
らも誘導することが可能であったが、健常人
由来 iPS 細胞に比べて RA 患者由来 iPS 細胞
で出現頻度が高かったことから、RA の病態に
関与している可能性がある。現在さらに、別

家系の 3例の患者から iPS 細胞が樹立してお
り、その結果と比較したい。また、
CD14(+)CD15(+)の細胞の数と発現期間は、環
境因子すなわち骨髄ストローマ細胞や越智ら
が同定した RA ナース細胞との接触、そこから
産生されるサイトカインの影響を受ける可能
性がある。今後、これらの細胞との共培養や
種々のサイトカインによる影響の検討を行い
たい。 
また、iPS 細胞から破骨細胞への分化に成功

した。iPS 細胞から分化した CD14(+)細胞のう
ち、破骨細胞へ分化誘導可能なものは一部分
であり、今後どのようなフェノタイプを持つ
細胞が破骨細胞に分化するかを検討したい。
吉川班員、中田研究協力者による三次元培養
システムと力学負荷を組み合わせることで、
iPS 細胞から骨・軟骨細胞など骨格支持細胞へ
のより生理的な状況下での細胞分化と細胞機
能の研究が可能になると思われる。RA 患者特
異的 iPS 細胞は、薬剤感受性の検討や、新規
薬物のスクリーニングにも利用することがで
きる。 
 

２）RA における骨髄間葉系由来の骨格形成細
胞の増殖・分化を相互に制御するネットワー
ク異常の解析 
骨芽細胞、破骨細胞、軟骨細胞、筋細胞や

脂肪細胞を含めたすべての骨格形成細胞のネ
ットワークは極めて重要な課題である。小守
班員による、骨細胞を中心とする骨芽細胞・
破骨細胞ネットワークの研究は、骨細胞によ
るメカニカルストレスの感知と応答が骨代謝
を制御することを証明した。骨芽細胞特異的
bcl2 tg マウスは骨細胞突起が減少し、骨細胞
による骨芽細胞ならびに破骨細胞分化制御が
不能となる。網羅的遺伝子発現解析から見出
されたPDK4はRANKL発現調節を介して骨代謝
をコントロールするという新たな機能が明ら
かになった。Fkbp5 は糖質コルチコイド受容体
と結合し、糖質コルチコイド受容体の核移行
を抑制することが報告されていることから、
ステロイド性骨粗鬆症の病態解明と治療に応
用できる可能性がある。また、Fkbp5 KO マウ
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スでは筋委縮を生じており、大平班員による
筋再生研究との融合が期待される。 
同様に、田中班員らにより、アポトーシス

制御に関わる Mcl-1 の代謝にユビキチン－プ
ロテアソーム系によるタンパク分解系が関与
することがわかり、さらに、破骨細胞機能に
おける Stat5 の重要性が示され、骨代謝に係
る転写因子が明確になりつつある。また、松
尾班員によって炎症病態における骨量減少に
OPG の関与が示された。OPG 産生は AP-1 が転
写因子として働く。田中班員は、AP-1 分子ｃ
Fos は Smad と結合し、NfatC1 の転写調節に働
いている可能性を示しており、これらの 2分
子は、互いに共局在することが必要で、協調
してゲノム上への結合、転写調節作用を持つ
と考えられる。これらの分子群が健常人と比
べて差があるかどうかを、RA 特異的 iPS 細胞
を用いて in vitro で検討したい。今後この分
子の制御による破骨細胞の制御の可能性があ
る。 
一方、吉川班員、中田研究協力者らにより、

力学刺激環境下における細胞応答解析が、in 
vitro 三次元培養システムで可能になった。間
葉系由来細胞の in vitro 三次元培養システム
は、治療薬の反応性を調べる有用な手段であ
ることが示された。また、RA 患者由来の iPS
細胞を三次元培養下で分化実験をすることで、
より生理的な状況下での細胞機能の研究が可
能になる。 
宇宙ステーションに滞在した古川飛行士が、

強い骨粗鬆症と筋力低下により歩けなくなっ
たことは、力学的刺激が骨代謝と筋肉代謝に
如何に重要かを示す。これは加齢や疾患によ
る寝たきり状態でも同じであり、力学的刺激
による骨代謝と筋の再生の研究成果は、RA の
病態のみならず、高齢者の寝たきり状態の筋
委縮や骨萎縮の予防・治療法の開発など応用
範囲は広い。そして介護予防施策につながる
可能性がある。すでに我々は骨髄細胞が損傷
筋に遊走し衛生細胞に分化すること、衛生細
胞の増殖にIL-6が関わることを明らかにした
が、力学刺激の存在下でのサイトカインの作

用やシグナル伝達の検討は廃用性筋委縮の病
態の解明、さらには、筋組織再生の至適条件
の解明につながる。 
 

３）RA 患者における臨床的検証 
臨床的検証については、C1q と RA 重症化と

の関連が明らかになった。また、C1q が、アデ
ィポネクチンの標的となっていることがわか
り、様々な炎症性疾患の病態に C1q を介した
作用の関与が明らかになりつつある。また、
生物学的製剤の有効性が体脂肪量と逆相関す
るといわれており、今後の研究結果が待たれ
る。 
桑名班員は、RA 患者で CD14(+)CCR2(+)細胞

は滑膜炎、CD14(+)CD16(+)細胞は関節破壊と
の関連を明らかにした。CD16(+)（FcγRIII+）
CD14(+)単球は、炎症性サイトカインの分泌や
Th17 分化促進を介して RA 病態に関わること
が報告されており興味深い。 
 

 以上の病因・病態研究の成果を、今後、新
たな診断法・治療法に発展させることにより、
早期診断、予後診断法の開発、ドラッグフリ
ー寛解や根治を見据えた分子標的治療法の開
発、特に予防法の開発へつながる可能性があ
る。RA の克服は、難病対策費の大幅な削減、
介護予防施策の成果となる。高齢者の寝たき
り状態の筋委縮の予防・治療法の開発や肥満
と骨粗鬆症の関連も明らかになる可能性があ
り、厚生労働行政にとって大きな意義がある
と考える。 
 
 

E.結論 
RA 患者の骨髄細胞の異常が解明されるとと

もに、骨髄間葉系細胞のネットワーク制御機
構が分子レベルで明らかになった。 
 
F.健康危険情報 
 特記すべきことなし。 
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研究要旨 
関節リウマチ(RA)患者の骨髄細胞の機能異常を明らかにするために、網羅的遺伝子発現解析

を行った。バイオインフォマティクスの応用により、骨髄での免疫機能の異常亢進、骨格・筋
肉形成の機能低下が明らかになった。すなわち、骨髄細胞が骨格形成、筋肉形成に関与してい
る可能性がある。また、RA 患者や白血病患者の骨髄で存在が報告されている CD14+CD15+細胞
を、RA 患者の腸骨骨髄の単球系細胞の中に確認した。 

骨髄での初期分化異常の有無を明らかにするために、RA 患者由来のヒト人工多能性幹細胞
（induced pluripotent stem cells : iPS 細胞）の樹立を行うとともに、単球系細胞への分化
過程における異常の有無を検討した。複数の家族歴を有する RA 患者と未発症同胞より iPS 細
胞を作製し、単球への分化誘導を行ったところ、分化の初期に一過性に CD14+CD15+細胞が検出
された。未発症同胞由来 iPS 細胞との比較で CD14+CD15+細胞の出現の割合は RA 患者で高かっ
た。また、RA 特異的 iPS 細胞から破骨細胞への分化誘導を行ったところ、iPS 細胞から分化し
た CD14＋のうち一部の細胞が RANKL 刺激により破骨細胞へ分化した。 

以上の病因・病態研究の成果は、新たな診断法・治療法につながる可能性がある。 

A.研究目的 
関節リウマチ(RA)の原因病巣は骨髄である

可能性が示されている。そこで RA 患者の骨髄
細胞における遺伝子発現を網羅的に解析し、
バイオインフォマティクスを応用して、骨髄
細胞機能の異常の有無を明らかにすることを
第 1の目的とした。また、RA 患者や白血病患
者の骨髄には、健常者では見られない
CD14+CD15+細胞が存在し、この細胞は癌特異
的抗原を発現していることが報告されている。
さらに、我々は、RA 患者の骨髄で、癌や胎生
期に発現する HLA-E、F、G 抗原の発現が増強

することを報告した。そこで、第 2 の目的は
RA 患者の腸骨骨髄細胞を用い、CD14+CD15+細
胞ならびに HLA-E、F、G 抗原陽性細胞を同定
することとした。 
さらに、第 3 目的として骨髄での初期分化

異常の有無を明らかにするために、RA 患者特
異的 iPS 細胞の樹立を行うとともに、単球系
細胞への分化過程における異常の有無を検討
した。 

 
B.研究方法 
① 28 例の RA 患者腸骨から採取した骨髄全
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血を用い Total RNA を抽出し、DNA マイク
ロ ア レ イ （ Agilent Whole Human 
Genome4x44K®）により網羅的な遺伝子発
現解析を行った。対照には 11 例の健常人
骨髄（BioChain®,米国より購入）を用い
た。発現異常を示した遺伝子の gene 
ontology に基づき、Expression Analysis 
Systemic Explorer® (EASE) バージョン
2.0 を用いて、骨髄細胞の機能異常を検討
した。さらに免疫応答に関連する遺伝子
の分子間相互作用を Ingenuity Pathways 
Analysis (IPA)®バージョン 7.5. を用い
て解析した。 

② RA 患者の腸骨骨髄液から単核球分画を比
重遠心により分離し、CD14+細胞における
CD15+細胞の割合をフローサイトメトリー
で測定した。また、各種マーカーとの 2
重染色により HLA-E、G 抗原陽性細胞を同
定した。 

③ インフォームドコンセントを得た、親子
あるいは同胞内発症のRA患者と未発症同
胞の血液単核球ならびに皮膚線維芽細胞
を用いて、iPS 細胞の樹立を行った。 

④ ヒト iPS 細胞からの血球分化系(Niwa et 
al. PLOS one, 2011)を応用して、RA 特異
的 iPS 細胞から単球へ分化させた。FACS
解析により、各分化段階での細胞表面マ
ーカーを健常人（RA 特異的 iPS 細胞を樹
立した患者の家族内未発症者）由来の iPS
細胞と比較した。 

⑤ RA 特異的 iPS 細胞から単球に分化させた
後、RANKL を添加し、破骨細胞への分化誘
導を検討した。 

（倫理面での配慮）患者検体の採取はヘルシ
ンキ宣言を遵守し、各施設の倫理委員会の承
認のもとに行った。患者情報に関しては、治
療施設・氏名・生年月日・住所などの情報を
削除し、匿名化した。患者の遺伝子情報の取
り扱いに際しては、“ヒトゲノム・遺伝子解
析研究に関する倫理指針”、“疫学研究に関
する倫理指針”“臨床研究に関する倫理指
針”に沿って、人権の保護について、十分配

慮しながら実験を行った。iPS 研究に関して
は“臨床研究に関する倫理指針”、“組み替
え遺伝子指針”、“ヒト ES 指針”に則って実
験計画を提出し、それを遵守して研究を行っ
た。 
 

C.研究結果 
① RA 患者の骨髄全血細胞と健常骨髄（米国

より購入）の比較で、機能が分かってい
る 744 遺伝子の発現が増強し、838 遺伝子
の発現が減少していた。これらの遺伝子
の機能をバイオインフォマティクスで分
類したところ、免疫応答関連分子は 166
あり、免疫機能の亢進が強く描出された
（有意性を示す EASE score 5.5 x10-55）。
それ以外に、ストレス反応（5.4x10-15）、
創傷治癒（4.2x10-15）、アポトーシス
（5.4x10-6）、細胞貪食機能の亢進が見ら
れた。一方、遺伝子発現の低下は骨格形
成、筋肉形成、DNA のパッケージング、細
胞接着、細胞増殖、細胞移動に係る遺伝
子群で見られ、これらの機能低下が示唆
された。 

② 免疫応答関連分子のネットワーク解析で
は、インターフェロン(IFN)に加えて、
Tumor necrosis factor (TNF) 、
Transforming growth factor (TGF)、IL-1、
IL-12、IL-18 が分子間ネットワークの中
心に位置し制御分子であると考えられた。
またその制御シグナルは NFkB, P38MAPK, 
ERK, JNK 等の転写因子を介していた。MHC 
class II に加えて、class I 分子の発現
も増強し、骨髄単核球分画で見出された
HLA-E の発現増強が、骨髄全血でも確認さ
れた。 

③ RA 患者骨髄細胞数と lymphoid 分画、
myeloid 分画、さらに CD14+CD15+細胞の割
合は、患者間で大きく異なっていた。そこ
で単球と思われる細胞群にゲートをかけ、
さらに CD14+細胞中における CD15+細胞の
割合を検討したところ、CD14+単球系細胞
中における CD15+細胞の割合は 18-51%と、
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患者間で大きく異なった。HLA-G 陽性細胞
は T、B細胞、単球のいずれにも見られた
が、CD14+CD15+細胞は殆どすべてが HLA-G
を発現していた。HLA-E に対する抗体は
HLA-A,B,C と交叉性を示したため検出で
きなかった。 

④ トシリズマブ使用中の 2例、MTX 使用中の
1例ならびに健常人コントロールからiPS
細胞を作製した。末梢血単核球では、ト
シリズマブ使用例からはクローン樹立は
困難であったが、皮膚線維芽細胞を用い
ることにより全員から樹立できた。 

⑤ RA 患者由来 iPS 細胞を用い、in vitro で
単球系への分化誘導を試みた。Day 20 で
は、CD45+CD14+細胞は 61％に達し、しか
もそのほとんどが CD11b (MAC-1α、イン
テグリンαM、CR3)も発現していた。 

⑥ RA 患者由来 iPS 細胞から単球への分化誘
導 15 日目で、CD14+CD15+細胞が検出され
た。また RA 患者由来 iPS 細胞と未発症
同胞ならびに他の健常人由来 iPS 細胞で
CD14+CD15+細胞の割合を比較したところ
RA が最も多かった。 

⑦ iPS 細胞から分化した浮遊 CD14 陽性細胞
を M-CSF の存在下に RANKL のパルス刺激
を行ったところ RANKL 濃度依存的な破骨
細胞の形成が確認された。その際、破骨
細胞に分化したのは、接着能を有する細
胞のみであり、前述の CD14+CD15+細胞の
分化能は低かった。 

 
D.考察  

骨髄単核球分画のみならず全血の遺伝子発
現解析においても、type I ならびに type II 
IFN によって誘導される分子の発現が亢進す
るとともに、抗原提示に関与する分子の発現
が亢進しており、骨髄での免疫機能の異常な
亢進が確認された。また、細胞のアポトーシ
スの亢進が示され、死細胞を貪食するマクロ
ファージの活性化とそれに続くインターフェ
ロンの産生増強につながる可能性がある。 

免疫関連分子以外では、骨格形成、筋肉形

成に関与する分子の発現が低下していた。 
この遺伝子発現プロフィールは関節炎を自

然発症する DNaseII ノックアウトマウスの骨
髄における遺伝子発現パターンと酷似してい
る。また、正常な MHC class I、II 分子に加
え、癌や胎生期に発現するとされる HLA-G 分
子が T、B 細胞、単球に発現していることは、
骨髄が強い活性化状態にあることを強く示唆
した。越智らにより報告された CD14+CD15+単
球系細胞が、今回のRA患者骨髄でも確認され、
しかも殆どの細胞が HLA-G 陽性であったこと
も、これらの細胞が活性化状態にあることを
示唆すると考える。 

またRA患者特異的iPSの樹立に成功した。
RA 患者由来 iPS 細胞から単球系細胞へ in 
vitro で分化誘導する過程で、CD14+CD15+細
胞の出現を確認した。この細胞分画は健常人
由来 iPS 細胞からも誘導することが可能であ
り、分化初期に一過性に出現した。さらに RA 
患者由来 iPS 細胞では健常人由来 iPS 細胞に
比べ、この細胞分画の出現頻度は高かったこ
とから、RA の発症に関連している可能性が示
唆される。現在、別家系の 3例の RA 患者から
iPS 細胞を作製しており、その結果と比較し
たい。また、この細胞群は、骨髄環境すなわ
ちストローマ細胞やそこから産生されるサイ
トカインの影響を受ける可能性が考えられる。
今後、ストローマ細胞との共培養や種々のサ
イトカイン存在下での検討を行う予定である。 

また、単球に分化させた後、さらに破骨細
胞への分化に成功した。CD14+細胞の中でも破
骨細胞へ分化誘導可能なものは一部分であり、
今後どのようなフェノタイプを持つ細胞が破
骨細胞に分化するかを検討したい。 

 
E.結論 
RA 患者の骨髄における免疫機能の亢進、

CD14+CD15 細胞の存在が確認された。また、RA
患者由来 iPS 細胞を樹立し、単球系細胞へ分
化誘導できた。その初期分化の過程で、
CD14+CD15+細胞の出現を確認した。この細胞
群は RA 患者に特徴的である可能性がある。ま
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た、iPS 細胞から破骨細胞へ分化させることが
できた。 
F.健康危険情報 
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研究要旨 
 関節リウマチ（RA）病態の中心的役割を担う滑膜細胞、破骨細胞は末梢血単球由来と考えら
れてきた。末梢血単球には多彩な亜分画が存在し、それぞれが炎症惹起、免疫抑制、組織再生
など異なる機能を有する。そこで、RA 患者末梢血、骨髄を用いて CD14+単球亜分画の RA 病態
における役割を検討した。末梢血単核球をソーティングして特定の単球分画のフェノタイプ、
機能を検討したところ、CD14+CD15+CXCR4low 細胞は TNFαや IL-6 を高発現することで関節内
の炎症を惹起するが、CD14+CD15-CXCR4high 細胞は骨芽細胞や軟骨芽細胞への分化能を有して
関節の再生を促して保護的に働くことが明らかとなった。また、未治療 RA 患者の前向きコホ
ート（SAKURA）データベースを用いて、診断時の末梢血単球亜分画と疾患活動性やその後の関
節破壊進展との関連を追究した。未治療 RA では健常人に比べて CD14+CD16+、CD14+CCR2+単球
が増加し、CD14+単球における CXCR4 発現は低下、CCR2 発現は上昇していた。CD14+CCR2+は CRP
と正の相関を示し、CD14+CD16+は MRI における骨びらん・骨髄浮腫と関連し、1年後の関節破
壊進行例（ΔmRSS＞0.5/年）および急速関節破壊進行例（ΔmRSS≧5/年）と関連した。二項ロ
ジスティック回帰分析では診断時 CD14+CD16+単球比率のみが関節破壊進行、特に関節裂隙狭
小化の進行を予測する独立因子として抽出された。以上より、末梢血単球亜分画はそれぞれが
異なる RA 病態と関連していた。これら末梢血単球亜分画のバランスが個々の症例における関
節炎の程度や関節破壊の進行度の多様性を制御している可能性がある。末梢血中単球亜分画が
予後不良を予測するバイオマーカーとして有用であるとともに、RA の新たな治療標的として
注目された。 

 
A.研究目的 
 関節リウマチ（RA）は関節滑膜の増殖と炎
症により関節破壊をきたす全身性炎症性疾
患である。その病態には T細胞、B細胞、破
骨細胞、滑膜細胞などの多彩な細胞、ケモカ
イン、サイトカインなどの液性因子の関連が
知られている。RA 罹患関節の組織学的特徴で
あるパンヌスは主に増殖した滑膜細胞、浸潤
したマクロファージやリンパ球や形質細胞、

破骨細胞で形成されており、TNFαや IL-1 な
ど様々な炎症性サイトカインを産生する。ま
た、骨浸食には破骨細胞が積極的に関与する。
このように RA 病態の中心的役割を担う滑膜
細胞、破骨細胞は末梢血単球由来と考えられ
てきた。腸骨から末梢血に動員される
CD14+CD15+単球が重症のムチランス型と関
連することが示されているが、末梢血単球の
RA 病態への関わりについての報告は少ない。
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末梢血単球は抗原提示細胞、炎症細胞の前駆
細胞であることが知られているが、多彩な亜
分画が存在し、それぞれが炎症惹起、免疫抑
制、組織再生など異なる機能を有する。そこ
で、RA 患者末梢血、骨髄を用いて CD14+単球
亜分画の RA 病態における役割を検討した。
また、未治療 RA 患者の前向きコホート
（SAKURA）データベースを用いて、診断時の
末梢血単球亜分画と疾患活動性やその後の
関節破壊進展との関連を追究した。 
 
B.研究方法 
対象 
 外来通院中の RA 患者 86 名と健常人 32 名
を対象とした。うち 9 名の RA より同時に骨
髄血の提供を受けた。 
 SAKURA は新規 RA 患者を対象とした前向き
コホートで、平成 19 年 8 月より未治療 RA 患
者を連続して登録してきた。登録例のうち、
1年以上経過観察し、その間の関節破壊に関
するデータが前向きに収集できた 75 例を対
象とした。RA 診断時に関節所見、免疫・血
清反応を含めた血液検査、関節 X線、手関節
MRI、骨密度、頸動脈エコー、足関節 上腕血
圧比を実施し、末梢血を採取した。また、経
時的に臨床情報を蓄積している。 
フローサイトメトリー 
 末梢血または骨髄血から比重遠心法で単
核球を分離して CD3、CD14 、CD15、CD16、
CD19、CD29、CD31、CD34、CD144、CCR1、CCR2、
CCR4、CCR5 、CCR6、CXCR3、CXCR4、CXCR5、
VGEFR1 の発現を多重染色後のフローサイト
メトリーで解析し、陽性分画の比率または蛍
光平均強度(Mean fluorescence intensity: 
MFI)を求めた。 
CXCR4 発現レベルによる単球のフェノタイ
プ・機能解析 
 フローサイトメーター（FACS Calibur ま
たは MoFlo™）の細胞分離システムを用いて
末梢血から CD14+CD15-CXCR4high 細胞と
CD14+CD15+CXCR4low 細胞を単離した。これ
ら細胞群における IL-1、IL-6、IL-8、TNF
α、MCP-1、CCR1、CCR2、CCR5、CX3CR1 の発

現を定量的 PCR で解析した。遺伝子発現レ
ベルは GDPAH の発現量で補正した。さらに、
単球由来多能性細胞の誘導のためにフィブ
ロネクチンをコートした培養プレートで
CD14-細胞由来液性因子と共に培養した。培
養 7 日目に付着した紡錘型細胞を単球由来
多能性細胞と定義した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究は学内倫理委員会で承認済みで、患
者本人に対して研究内容を説明し、文書によ
る同意を取った。 
 
C.研究結果 
 RA骨髄ではCD14+単球の28-60％にCD15の
発現が見られた。CD15 発現の有無で層別化す
ると CD15+単球で CD15-単球と比べて CD34 と
CCR5 の発現が高かった（P < 0.05）。同様の
傾向は末梢血でもみられたが、統計学的な有
意差はなかった。一方、再生能の高い単球由
来多能性細胞への分化効率はCXCR4high単球
の方が CXCR4low 単球に比べて高かった。し
たがって、単球由来多能性細胞の前駆細胞は
CD14+CXCR4high 細胞中に濃縮され、末梢血
CXCR4high 単球は単球由来多能性細胞を介し
て骨芽細胞や軟骨芽細胞へ分化することで
関節の修復に関わる可能性が想定された。RA
患者では末梢血単球の CXCR4の発現は健常人
より低く、疾患活動性が高いほど低下した。
そこで、末梢血 CD14+単球の CD15 と CXCR4 の
発現パターンを解析したところ、CXCR4 を低
発現する単球は CXCR4 を高発現する単球より
有意にCD15の発現が高く、CD15-単球はCD15+
単球より有意に CXCR4 の発現が高かった。す
なわち、末梢血単球における CD15 と CXCR4
の発現は互いに相反した。そこで、MoFlo™
を 用 い て 末 梢 血 単 核 球 か ら
CD14+CD15+CXCR4lowと CD14+CD15-CXCR4high
を高率に含む分画を分離し、それらの遺伝子
発現プロフィールを比較した。その結果、
CD14+CD15+CXCR4low で TNF と IL-6 、
CD14+CD15-CXCR4highでCX3CR1の発現レベル
が高かった。 
 最後に SAKURA コホートに登録された 75例
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を対象として診断時の末梢血単球分画と疾
患活動性やその後の関節破壊進展との関連
を追究した。罹病期間 0.6 ± 0.4 年、ステ
ージⅠ/Ⅱが 91%であったが、シャープ変法
（mTSS）による骨破壊は 9.6 ± 20 で早期に
もかかわらず関節破壊進行が早い予後不良
例を多く含んでいた。 
 登録時の単球分画を RA75 例と健常人 20例
で比較した。単球分画では、健常人に比べて
RA では CD14+CD16+単球の増加（P = 0.04）、
CD14+CCR2+単球の増加（P < 0.001）を認め
た。また、CD14+単球における CXCR4 発現は
低下し（P = 0.003）、CCR2 発現は上昇してい
た（P < 0.001）。登録時の活動性指標と末梢
血単球分画の関連を調べたところ、
CD14+CCR2+は CRP と相関したが（r = 0.33, P 
= 0.001）、CD14+CD16+単球比率、CD14+単球
における CXCR4の発現レベルは活動性指標と
相関しなかった。 
 登録時の MRI による関節破壊（骨びらんま
たは骨髄浮腫）の有無と単球分画の関連を調
べた。診断時に関節破壊を認めた例では認め
なかった例と比較して CD14+CD16+単球比率
が高かった（P = 0.003）が、他の単球指標
との関連はなかった。1年間に関節破壊の進
行（ΔmRSS＞0.5/年）を認めた 38 例では、
それ以外に比べて有意に CD14+CD16+単球比
率が高かった（P = 0.04）。特に急速に関節
破壊が進行した（ΔmRSS≧5/年）20 例は、
CD14+CD16+単球比率が高かった（P = 0.01）。
mTSS を関節裂隙狭小化と骨びらんに分けて
解析した。関節裂隙狭小化進行例は非進行例
に比べて CD14+CD16+比率が高かったが（P = 
0.04）、骨びらん進行例と比進行例の間で統
計学的な有意差はなかった。 
 最後に関節破壊進行を予測する独立因子
を検討した。単変量解析で関節破壊進行を予
測する因子を調べると 12 ヶ月後の DAS28 と
診断時 CD14+CD16+単球比率が得られた（P = 
0.02、0.04）。これら 2項目に診断までの期
間、抗 CCP 抗体、12 ヶ月までの生物学的製剤
使用を加えて二項ロジスティック回帰分析
を行ったところ、診断時 CD14+CD16+単球比率

のみが関節破壊進行を予測する独立因子と
して抽出された（P = 0.02、オッズ比 1.8、
95%CI 1.1-2.8）。同様の解析を関節裂隙狭小
化、骨びらんの進行で行うと、関節裂隙狭小
化の進行を予測する独立因子として診断時
CD14+CD16+単球比率（P = 0.03、オッズ比 1.03、
95%CI 1.004-1.062）、骨びらん進行を予測す
る独立因子として 12 ヶ月後の DAS28 が抽出
された（P = 0.01、オッズ比 1.95、95%CI 
1.2-3.2）。 
 
D.考察  
 RA 病態における単球亜分画と病態への関
わりを検討した。その結果、末梢血単球には
多様な分画が存在し、それぞれが異なる役割
を果たしていることが明らかとなった。
CD14+CD15+CXCR4low 細胞は TNFαや IL-6 を
高発現することで関節内の炎症を惹起する
が、CD14+CD15-CXCR4high 細胞は骨芽細胞や
軟骨芽細胞への分化能を有して関節再生に
働くことが明らかとなった。また、末梢血
CD14+CD16+単球比率は関節破壊進行の早い
予後不良例で増加し、かつ治療導入にもかか
わらず関節破壊、特に関節裂隙狭小化の進行
と関連する。これら末梢血単球亜分画のバラ
ンスが個々の症例における関節炎の程度や
関節破壊進行度の多様性を制御している可
能性がある。末梢血 CD14+CD15+CXCR4low 細
胞比率が炎症、CD14+CD16+単球比率が関節予
後不良を予測するバイオマーカーとして有
用な可能性が示された。今後、単球分画が関
節破壊を誘導する機序のさらなる解明が必
要であるが、新たな治療標的としてもきわめ
て魅力的である。 
 
E.結論 
 RA 患者末梢血中単球亜分画のバランスが
疾患活動性、関節予後不良と関連した。末梢
血単球が RA の新たな治療標的として有望な
可能性が示された。 
 
F.健康危険情報 
特になし 
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平成 23年度〜平成 25 年度 総合研究報告書 

 
RA における骨髄造血幹細胞分化異常の解析に関する研究 

 
研究分担者 中畑龍俊   京都大学 iPS 細胞研究所 教授 

 

研究要旨 
慢性関節リウマチ（RA）の発症には自然免疫担当細胞が関与していることが知られているため、
iPS 細胞を用いた RA 研究には機能的な血球を効率的に分化させることができる分化系が必要
である。我々が開発した血球分化系を拡張して、機能的な単球、マクロファージ、樹状細胞を
作製する分化系を確立した。また、新たなスキャフォールドを用いた 3次元培養法を確立した。
PET 線維で補強したコラーゲンスポンジを基材として用いることにより、従来の血球系と異な
り、細胞クラスタでなく単一細胞を播種して血球分化を開始することが可能となった。また、
この系にでは、長期間の培養が可能になり、電子顕微鏡による解析では、ニッシェ細胞と血球
細胞が 3次元スキャフォールド上でニッシェを構築していることが明らかになった。また、慢
性関節リウマチ患者 5名からの iPS 細胞樹立を行った。 

 
A.研究目的 

人工多能性幹細胞(induced pluripotent 
stem cells: iPS 細胞)は、京都大学の山中
らによって開発された細胞で、ヒト体細胞か
ら誘導され、ES 細胞と同様の多分化能を有
する。 
リウマチ性疾患では、自然免疫担当細胞が疾
患形成に果たす役割は大きいが、患者由来の
血球細胞を用いた検討は、病気の活動性や治
療薬による影響を受けやすいことから、問題
が多い。 
患者由来 iPS 細胞を使用して、一定の条件で
分化させた免疫細胞同士を比較することに
より、より精密な病態解析が行えることが期
待できる。これらの目的のためには、iPS 細
胞より多くの血球系細胞を安定して確保す
ることが必要であるが、従来の方法では限界
があった。 
そこで、我々は、分担研究として、iPS 細胞
から単球系細胞を樹立する系を構築するこ
と、及び慢性関節リウマチ（RA）患者由来
iPS 細胞を樹立することを目的とした。 

 
B.研究方法 
我々が開発したヒト iPS 細胞からの血球分
化系(Niwa et al., PLOS one, 2011)を応用
して、この系から単球を樹立することを試み
た。確立した分化系を用いて、マクロファー
ジ・樹状細胞の機能評価を行った。 
また、新規培養系として、コラーゲンスポン
ジ(CS)を用いた 3 次元培養系の構築も試み
た。ヒト ES/iPS 細胞コロニーをコラゲナー
ゼで解離し、非接着培養用に処理した培養皿
で浮遊培養を行う。基礎培地としては主に臍
帯血の ex vivo 増幅に用いられる無血清培
地を用いる。サイトカインは主に ES/iPS 細
胞の中胚葉分化に VEGF、造血分化に SCF, TPO, 
FL, IL3, EPO を用い、それらの濃度と投与
期間を変えて検討した。3次元スキャフォー
ルドとして、PET 繊維補強コラーゲンスポン
ジ（PETcol-24W）を MedGEL CO., LTD から購
入して使用した。 
iPS 細胞の樹立については、血液または皮膚
線維芽細胞より、エピソーマルベクターを用
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いて行った。 
（倫理面での配慮） 
尚、iPS 細胞に関した本研究における患児の
遺伝子情報の取り扱いに際しては、“ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針”及
び文部科学省研究振興局長通知に定める細
則に沿って、京都大学医の倫理委員会の審査
承認を受けている（実施責任者：中畑龍俊、
当初承認日:平成 20 年 6 月 4 日、変更・追加
承認日:平成 24 年 7 月 19 日）が、人権及び
利益の保護について、十分配慮しながら実験
を行った。患者からの疾患関連 iPS 細胞作製
にあたり、「ヒト疾患特異的 iPS 細胞の作製
とそれを用いた疾患解析に関する研究」につ
いて、京都大学医の倫理委員会の承認を頂い
ている（実施責任者：中畑龍俊、当初承認日:
平成 20 年 6 月 4 日、変更・追加承認日:平成
24 年 7 月 19 日）。 
 
C.研究結果 
サイトカインの種類とタイミングを調節す
ることにより、複数の iPS 細胞株から安定し
て単球を誘導する系を確立することに成功
した。この系は Feeder 細胞と血清に依存せ
ず安定した収量の単球を得ることができる
ことから、多数の患者由来の単球を扱う疾患
解析に好適であると考えられた。 
分化した単球は、CD14 陽性で炎症性サイト
カインを産生し、ケモアトラクタントに対す
る遊走能を示した。OVA 抗原取り込み能も保
持していた。 

 また、この単球を樹状細胞・マクロファー
ジへ分化させることができた。分化させた樹
状細胞は、成熟に伴って Naïve T細胞への抗
原提示能が亢進したため、機能的にも成熟し
ているものと考えられた。 
さらに単球系細胞分化系の評価として、クロ
ーン数を増やして検討したが、5クローンの
ヒト iPS/ES 細胞株から安定して誘導可能で
あった。また、単球系の純度は一貫して
60-90%程度であり、細胞純化を行わずに機能
評価が可能であった。分化した単球をマクロ
ファージに分化させ、さらに M1/M2 マクロフ
ァージへと分極させることが可能か検討し
たところ、マクロファージは刺激に対して
M1/M2それぞれに一致するサイトカイン分泌
能を示した。したがって、ヒト多能性幹細胞
から誘導したマクロファージは適切な刺激
により分極が可能であることが判明した。 
 

また、三次元培養系については、最初に、我々
が以前に開発した二次元・マトリゲル上の血
球分化系（以下 2D-MG 系）を応用して、CS
上の血球分化を行えるかを検討した。すると、
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従来の方法と同様に、 Day 6 の flow 
cytometry では，KDR+CD34+の中胚葉系の血
球前駆細胞と考えられる分画が生じていた。
その割合は，クローン毎に様々であったが、
2D-MG 法と同程度であった。 
 
次に、上述の造血前駆細胞分画から各種血球
細胞を得るために幾つかのサイトカインの
組み合わせを用いて血球分化を行った。概ね
day 20 頃からスポンジから浮遊細胞の出現
が顕著になり，well の底に溜まっていく。
これらの細胞は、スポンジを取り出して残り
の培養上済を遠心することにより簡単かつ
繰り返し回収することができる。得られた血
球細胞の細胞表面マーカと形態を観察する
と、サイトカインカクテルの組み合わせによ
り、好中球系細胞、単球系細胞あるいは赤芽
球系細胞を作り分けることが可能であった。 
中胚葉・血球分化系は共培養や胚様体形成が
必要で、Single-cell に分離した状態からフ
ィーダーフリーで血球分化させるのは困難
である。しかし、分化能の定量化や手技の簡
略化のためには、Single cell にした PSC か
ら分化が行えることが望ましい。そこで、接
着している iPS 細胞を単一細胞に解離して
CS に撒いて分化が可能かを検討した。この
場合も、Day 6 の flow cytometry では，KDR 
low～+ CD34+の分画が出現していた。さらに、
Day 20 頃から CS から浮遊細胞が遊離してお
り，これらは CD43+CD45+の血球系細胞であ
ることが確認された。CS の内部構造を確認
するため、走査電顕で CS を観察したところ、
一部で，円柱あるいは扁平上皮が細胞集簇し
て平面を形成し，その一部から球形の細胞が
敷石状に萌出している部分を認めた。また，
PET繊維に円形の細胞が集団を形成している
部分を認めた。 
疾患特異的 iPS 細胞樹立については、5名の
患者より皮膚線維芽細胞あるいは血液を採
取し、iPS 細胞樹立を行った。 
 
 
 

 
D.考察  
以上のように患者特異的 iPS 細胞の解析に
有用な単球系細胞の分化系の構築に成功し
た。本法で作製した単球系細胞は形態学的や
サイトカイン産生能について、プライマリ血
球細胞に類似していた。一方、樹状細胞の
HLA-DR 発現はプライマリ単球より誘導した
樹状細胞より低く、アロ T細胞の刺激能も低
かった。概ね良好な分化系を樹立したと考え
ているが、さらなる検討が必要である。 
 
さらに、3次元スキャフォールドを用いた多
能性幹細胞からの血球分化系を開発した。こ
の系では、ニッシェを構成する基質と細胞が
一塊となって形成され、血球分化を支持して
いるように見える。この分化系は、従来の
2D-MG系などに比べて長期間維持が可能であ
ることや、ニッシェと血球系前駆細胞を一塊
として可搬性のある基材上で誘導できるこ
とから、複数の CS を浮遊培養に持ち込むこ
とにより大量の血球細胞を継続的に得るこ
とが可能になるかもしれない。また、ニッシ
ェと血球系前駆細胞を一塊として免疫不全
マウスに移植するという応用も考えられる。 
もちろん現時点ではニッシェの機能は不十
分ではあるものの、今後改善を重ねて、系を
改良することにより、より有用な系が開発で
きるものと期待される。 
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E. 結論 
 慢性関節リウマチの解析や移植実験に有
用な、新たな多能性幹細胞からの分化誘導系
を開発することができた。iPS 細胞研究の骨
子になるのは安定した分化系の構築であり、
この成果を生かし研究を進めてゆきたい。樹
立した疾患特異的 iPS 細胞をこれらの系を
用いて自然免疫担当細胞へ誘導し、機能解析
を行うことにより、新たな治療法開発へつな
がることが期待される。 
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研究要旨 
BCL2 を骨芽細胞特異的に発現させたトランスジェニックマウスでは、骨細胞突起の数が減少
し、骨細管が著減、４ヶ月齢では 75%の骨細胞が死滅し、骨細胞ネットワークが破綻すること
を見いだした。骨形成は促進、骨吸収は低下しており、骨細胞ネットワークは、生理的条件下
では、骨芽細胞機能を低下させ骨形成を抑制、破骨細胞分化・活性を促進させ骨吸収を促進さ
せることが明らかとなった。さらに、非荷重時には、骨細胞ネットワークは、骨細胞によるス
クレロスチン発現誘導により骨形成を抑制するとともに、骨芽細胞での Rankl 発現誘導により
破骨細胞分化・活性を促進させ、骨吸収を増加、骨量を減少させることが明らかとなった。こ
れにより骨細胞ネットワークは、メカニカルストレスの感知・応答システムであることが証明
された。尾部懸垂により後肢を非荷重状態にした野生型マウスと BCL2 トランスジェニックマ
ウスをマイクロアレイ解析で比較、非荷重を感知した骨細胞ネットワークが、骨芽細胞および
骨細胞に Pdk4、Fkbp5 を発現誘導することを見いだした。Pdk4 ノックアウトマウスでは、非
荷重時の骨吸収の亢進による骨量減少が起こらなかった。Pdk4 は骨芽細胞で RANKL 発現を誘
導、破骨細胞形成、さらに骨吸収に導いていた。また、骨髄細胞も非荷重時に Pdk4 発現を上
昇させ、破骨細胞形成に関与していた。Fkbp5 のノックアウトマウスでは、非荷重時に野生型
マウスより強い骨量減少を認めた。また、Fkbp5 のノックアウトマウスは、グルココルチコイ
ドに高い感受性を示し、強い骨量減少を認めた。Fkbp5 はグルココルチコイドの作用を調節す
るだけでなく、非荷重時の骨量減少にも関与することが示唆された。 

 
A.研究目的 

骨形成と骨吸収はカップリングし、バラン
スが保たれているが、様々な非荷重状態で
は、骨形成は抑制され、骨吸収が亢進し、
骨量が減少する。骨細胞は骨の中でお互い
の突起および突起が通る骨細管で連絡して
いる。さらに骨細胞はその突起と骨細管を
介して骨表面の骨芽細胞と連絡し、骨全体
にネットワークを形成している。骨細胞ネ
ットワークは、その構造からメカニカルス
トレスを感知、骨芽細胞・破骨細胞にシグ

ナルを伝達し、骨量を調節していると推定
されている。しかし、骨細胞機能を解明す
るためのモデルマウスが存在せず、これま
で、その機能は証明されていない。今回、
骨細胞ネットワークが骨量調節を行ってい
ることを証明するとともに、その分子メカ
ニズムを明らかにすることを本研究目的と
した。 
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B.研究方法 
2.3 kb Col1a1 プロモーターを用いて BCL2
を骨芽細胞特異的に発現させたトランスジ
ェニックマウスを作製した。マイクロ CT で
骨量を野生型マウスと比較、骨組織形態計
測で、骨形成、骨吸収パラメーターを測定
した。銀染色で骨細管を観察するとともに、
透過型電子顕微鏡および走査型電子顕微鏡
で骨細胞の形態および突起構造を観察した。
骨芽細胞の増殖を BrdU ラベルで、骨細胞死
の頻度を TUNEL 染色で計測した。アポトー
シス関連遺伝子のmRNA発現をリアルタイム
RT-PCR 法で、蛋白レベルを Western blot
法で検討した。4 ヶ月齢の BCL2 トランスジ
ェニックマウスと野生型マウスで、１週間
の尾部懸垂により後肢に非荷重状態を作り、
骨量を比較するとともに、非荷重時に骨芽
細胞分画あるいは骨細胞分画に誘導される
遺伝子をマイクロアレイで比較した。野生
型マウスで誘導され、骨細胞ネットワーク
が破綻したマウスでは誘導されない遺伝子
を探索した。リアルタイム RT-PCR 法により
確認し、骨細胞ネットワークにより調節さ
れる遺伝子を同定した。さらに、同定した
Pdk4 および Fkbp5 のノックアウトマウスを
作製した。マイクロ CT、骨組織形態計測、
リアルタイムRT-PCRにてコントロール群と
非荷重群を野生型マウスとノックアウトマ
ウスで比較した。グルココルチコイド投与
実 験 は 、 1.25mg/kg/day あ る い は
3.2mg/kg/day 用量のプレドニゾロンペレッ
トを４週間皮下に植え込む方法、あるいは
デキサメタゾン（2mg/kg/day、5mg/kg/day、
10mg/kg/day）を１日１回４週間注射投与に
て行った。in vitro の破骨細胞形成実験は、
骨髄細胞を M-CSF と RANKL 存在下で培養す
る方法と、骨芽細胞と骨髄細胞の共培養の
２つの方法で行った。レポーターアッセイ
で RANKL promoter 活性を検討した。
Glucocorticoid receptor (GR)、Androgen 
receptor (AR)、Prolactin receptor (PR)、
estrogen receptor  (ER) 、 estrogen 

receptor  (ER)のレポーターベクターを
用い、野生型および Fkbp5 のノックアウト
マウスの初期培養骨芽細胞でレポーターア
ッセイを行った。初期培養骨芽細胞の骨芽
細胞分化をアルカリホスファターゼ染色で
比較するとともに real time RT-PCR で骨芽
細胞分化マーカー遺伝子の発現を検討した。 
C.研究結果 
 １０週齢のBCL2トランスジェニックマウ
スの骨量は野生型と差を認めなかった。
BCL2 トランスジェニックマウスと野生型マ
ウスの頭蓋冠由来細胞を用いて骨芽細胞分
化を比較したが、BCL2 トランスジェニック
マウス由来骨芽細胞で分化が遅れていた。
逆に Bcl2 ノックアウトマウスでは、in vivo、
in vitro ともに骨芽細胞分化が進んでいた。
また、BCL2 トランスジェニックマウスと野
生型マウスの頭蓋冠由来細胞と骨髄細胞を
共培養し、破骨細胞分化を比較したが、差
を認めなかった。したがって、BCL2 トラン
スジェニックマウスの骨芽細胞は、その分
化能においては軽度低下、破骨細胞支持能
においては野生型と同レベルであると考え
られた。トランスジーンの発現レベルは 2
週齢で最も高く、以後漸減、4ヶ月齢以降は
低いレベルで推移した。成長過程で BCL2 ト
ランスジェニックマウスの骨細胞は、アポ
トーシスで徐々に死滅していった。TUNEL
陽性細胞の頻度は、5-6 週齢で 20%、10 週齢
で 50%、4 ヶ月齢で 75%と最大に達し、8 ヶ
月齢では、リモデリングにより 50%に低下し
た。骨細管染色、透過型電子顕微鏡および
走査型電子顕微鏡観察で、骨細胞突起が著
減していた。骨細胞死は、この骨細胞突起
の減少に起因すると考えられた。4ヶ月齢で
は、完全に骨細胞ネットワークは破綻して
いた。マイクロ CT 解析で、BCL2 トランスジ
ェニックマウスの骨幹部皮質骨の厚さは、
10 週齢から 4ヶ月齢にかけて有意に上昇、4
ヶ月齢で骨形成率および血中オステオカル
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シンの上昇を見た。破骨細胞数は 2 週齢で
増加、6 週齢移行は低下しており、血中
TRAP5b も 4 ヶ月齢で低下していた。すなわ
ち、4 ヶ月齢の骨細胞ネットワークが破綻し
た BCL2 トランスジェニックマウスでは、骨
形成が増加、骨吸収が減少していた。すな
わち、骨細胞ネットワークは、これまで言
われてきたように骨形成を促進し、骨吸収
を抑制するのではなく、骨形成を抑制、骨
吸収を促進させる機能を持っていた。 
 さらに、骨細胞ネットワークが破綻した
マウスでは、野生型マウスで見られる非荷
重時の骨量減少が起こらなかった。野生型
マウスでは、非荷重時に主に破骨細胞形成
の促進により、一部骨芽細胞の機能低下に
より骨量が減少していたが、骨細胞ネット
ワークが破綻したマウスでは、破骨細胞形
成の促進も骨芽細胞の機能低下も認められ
なかった。非荷重時には、野生型マウスで
は、限局した部位で、骨細胞でのスクレロ
スチンの発現が増加していたが、骨細胞ネ
ットワークが破綻したマウスでは、認めら
れなかった。野生型マウスでは、非荷重時
に骨芽細胞に RANKL が発現誘導されていた
が、骨細胞ネットワークが破綻したマウス
では、その発現誘導が見られなかった。 
 野生型マウスで誘導され、骨細胞ネット
ワークが破綻したマウスでは誘導されない
遺伝子をマイクロアレイで探索、pyruvate 
dehydrogenase kinase 4 (Pdk4) お よ び
Fkbp5 を同定した。Pdk は Pdk1, 2, 3, 4 か
らなるが、Pdk4 のみが、非荷重時に骨芽細
胞、骨細胞、骨髄細胞に発現誘導された。
Pdk4 ノックアウトマウスは、生理的条件下
では異常を認めなかった。しかし、野生型
に見られる非荷重時の骨量減少がPdk4ノッ
クアウトマウスでは見られなかった。さら
に、野生型マウスに見られる非荷重時の破
骨細胞形成促進が、Pdk4 ノックアウトマウ

スでは見られなかった。in vitro の破骨細
胞形成実験では、Pdk4-/-骨髄細胞の破骨細
胞への分化が阻害されていた。また、
Pdk4-/-骨芽細胞と野生型骨髄細胞との共
培養での破骨細胞形成も阻害されていた。
さらに、Pdk4-/-骨芽細胞では RANKL 発現、
RANKL promoter 活性ともに低下していた。
Pdk4 の過剰発現は、Rankl 発現、RANKL 
promoter 活性、破骨細胞形成をともに促進
させた。 
 Fkbp5 ノックアウトマウスの骨量をマイ
クロ CT で比較したところ、雌での骨量低下
傾向を認めたが、有意な低下ではなかった。
尾部懸垂すると、Fkbp5 ノックアウトマウス
でより強い骨量減少を認めた。特に雌での
骨量減少が強かった。Fkbp5 は、グルココル
チコイドレセプターと結合し、グルココル
チコイドレセプターの核移行を抑制するこ
とが報告されている。高用量のプレドニゾ
ロンペレット（3.2mg/kg/day）では、全例
の Fkbp5 ノックアウトマウスが死亡した。
低 用 量 の プ レ ド ニ ゾ ロ ン ペ レ ッ ト
（1.25mg/kg/day）では、Fkbp5 ノックアウ
トマウスで、より強い骨量減少を認めた。
特に雌での骨量減少が強かった。デキサメ
タゾンの連日注射でも、高用量で、雌の
Fkbp5 ノックアウトマウスに多数の死亡例
が観察された。やはり、Fkbp5 ノックアウト
マウスで、より強い骨量減少を認め、特に
雌での骨量減少が強かった。また、野生型
マウスでは、グルココルチコイド投与早期
に、Fkbp5 mRNA の上昇を認めた。レポータ
ーアッセイでは、GR のレポーター活性が
Fkbp5 ノックアウトマウス由来骨芽細胞で
活性が上昇していた。Fkbp5 ノックアウトマ
ウス由来の骨芽細胞は、野生型マウス由来
の骨芽細胞と比較し、より低濃度のグルコ
コルチコイドで骨芽細胞分化が阻害された。 
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D.考察  
 BCL2 トランスジェニックマウスでは骨細
胞死を起こしても骨吸収の増加が認められ
ず、逆に低下していた。これは、骨細胞死
が必ず骨吸収を惹起するというこれまでの
観察に反していた。BCL2 トランスジェニッ
クマウスでは、骨細胞突起が減少し、骨細
胞突起が通る骨細管も当然減少していた。
骨細胞は骨基質内に存在するため、アポト
ーシスを起こしてもマクロファージによっ
て貪食されない。したがって、結局細胞膜
は破綻し二次性ネクローシスを起こす。ネ
クローシスを起こすと、骨細管を通って、
HMGB1, S100, HSP, ATP, 尿酸等の炎症惹起
分子は骨髄腔に排出されマクロファージを
活性化、TNF-, IL-6, IL1 等の破骨細胞分
化活性化因子が放出され、破骨細胞による
骨吸収が始まると考えられる。しかし、BCL2
トランスジェニックマウスでは、骨細管が
著明に減少していたため、二次性ネクロー
シスを起こしても炎症惹起分子は骨髄腔に
排出されず、破骨細胞分化の亢進及び骨吸
収が起こらなかったと考えられた。したが
って、これまで、骨細胞死によって骨吸収
が起きていた現象を、骨細胞が破骨細胞お
よび骨吸収を抑制しているためと考えられ
てきたが、これは誤りで、骨吸収は骨細胞
のネクローシスによって引き起こされてい
たと考えられる。骨細胞の機能としては、
これまでの考えと逆に、破骨細胞分化・活
性を刺激していると考えられる。骨形成に
関しても、これまでの考えと異なり、骨細
胞は骨芽細胞の活性を抑制、骨形成を抑制
していると考えられる。非荷重状態にする
と、破骨細胞数が増加、骨形成が低下する
が、骨細胞は、骨芽細胞での RANKL 発現を
誘導し破骨細胞分化・活性を増強、骨吸収
を促進させ、骨細胞におけるスクレロスチ
ンの発現を誘導、Wnt シグナルを阻害し骨芽

細胞の機能を低下させると考えられる。 
 Pdk4 は、PDC(pyruvate dehydrogenase 
complex)をリン酸化、PDC の機能を抑制し、
糖代謝でのエネルギー産生を抑制する酵素
である。飢餓状態で主に筋肉に発現誘導さ
れることが報告されてきた。我々は、非荷
重状態を骨細胞ネットワークが感知し、骨
細胞および骨芽細胞でPdk4を発現誘導する
ことを明らかにした。また、Pdk4 は RANKL
を骨芽細胞に発現誘導し、破骨細胞分化を
誘導することを明らかにした。しかし、Pdk4
に よ る PDC リ ン 酸 化 を 阻 害 す る
DCA(dichloroacetate)の添加や PDC を脱リ
ン酸化する Pdp1(pyruvate dehydrogenase 
phosphatase)の過剰発現は、破骨細胞形成
や Rankl 発現に影響しなかった。したがっ
て、Pdk4 は、PDC のリン酸化を介さずに、
破骨細胞形成や Rankl 発現を誘導すると考
えられた。骨細胞ネットワークが Pdk4 発現
を誘導する機序およびPdk4が RANKL発現を
誘導する機序は不明であり、今後明らかに
していかなければならない。 
 非荷重による骨量減少は、Fkbp5 ノックア
ウトマウスでより強く認められた。非荷重
ストレスは、血中コルチゾールを増加させ、
骨量減少を引き起こす可能性がある。しか
し、血中コルチゾールは、野生型マウスで
は非荷重時に増加したが、ノックアウトマ
ウスでは増加しなかった。したがって、
Fkbp5 ノックアウトマウスでは、非荷重時の
骨量減少の増強に、グルココルチコイドレ
セプターシグナル以外の経路が関与したと
考えられる。Fkbp5 ノックアウトマウスは、
グルココルチコイドに対する感受性が高く、
強い骨量減少を認めたが、特に雌で顕著で
あり、性差があることが示唆された。Fkbp5
ノックアウトマウスは、ステロイド性骨粗
鬆症の病態解明のモデルマウスとなると考
えられた。 
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E.結論 
これまで、骨細胞死によって骨吸収が惹起さ
れるのは、骨細胞が破骨細胞を抑制するため
と考えられてきたが、これは、骨細胞の二次
性ネクローシスによって起こることであり、
骨細胞は本来、破骨細胞を活性化、骨芽細胞
機能を抑制していることが明らかになった。
また、骨細胞ネットワークはメカニカルスト
レスを感受、応答するシステムであることが
証明された。さらに、骨細胞ネットワークの
機能は非荷重状態ではさらに増強され、骨芽
細胞における RANKL 誘導を介した破骨細胞
分化・活性化の促進、骨細胞におけるスクレ
ロスチン誘導による骨芽細胞機能の抑制に
より、骨量減少を引き起こすことが明らかと
なった。さらに、非荷重を感知した骨細胞ネ
ットワークは、骨芽細胞に Pdk4 を誘導、Pdk4
は RANKL 発現を誘導し、破骨細胞形成、さら
に骨吸収に導いていた。また、骨髄細胞も非
荷重時に Pdk4 発現を上昇させ、破骨細胞形
成に関与していた。また、Fkbp5 はグルココ
ルチコイドの作用を調節するだけでなく、非
荷重時の骨量減少にも関与することが示唆
された。 
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研究要旨 
関節リウマチにおいては、全身性の炎症と骨・軟骨の破壊を制御する必要がある。本研究で

は、骨における炎症応答低下、骨形成亢進を示す Fra-1 トランスジェニックマウス(Fra-1 マ
ウス)を材料に、間葉系細胞の活性化と破骨細胞の機能抑制を追究した。まず、骨芽細胞と肺
の間質における線維芽細胞に着目し、骨芽細胞増殖による過剰骨形成と、肺線維芽細胞増殖に
よる肺線維症との共通の分子機構があるのではないかという仮説を立て、Fra-1 マウスの骨芽
細胞と肺線維化を解析した。予期せぬことに、複数の EGFR 阻害剤のうち gefitinib について
は、Toll 様受容体リガンドと併用してマウスに投与すると、Fra-1 の転写を介して肺線維化が
急激に進むことが明らかとなった。つまり、骨芽細胞活性化因子として知られる転写因子
Fra-1 が、ケモカイン（MCP-1）を介して、単球・マクロファージを活性化することを見出し
た。一方、Fra-1 マウスでは、破骨細胞抑制因子である osteoprotegerin (OPG)の血中濃度が、
Toll様受容体リガンドの存在下で有意に増加したことから、「内在性OPGの産生誘導により骨
吸収を抑制する」方法を開発する基盤として、産生誘導因子の解析と、産生する臓器・組織を
探索した。 

 
A.研究目的 
関節リウマチは、炎症性の疾患であり、骨

芽細胞による骨形成は通常抑制され、破骨細
胞による骨・軟骨の破壊が亢進している。
Fra-1 は Fos ファミリーの転写因子であり、
Junファミリーの転写因子と２量体を形成し、
転写因子 AP-1 として、標的遺伝子の転写調
節領域に結合する。 
骨芽細胞の増生を特徴とする Fra-1 トラ

ンスジェニックマウス（以下、Fra-1 マウス）
では、炎症応答が抑制されている(Yamaguchi 
et al, 2009, J. Bone Miner. Res; Takada et 
al, 2010, J Immunol）。つまり、炎症と骨形
成とは逆相関の関係にあると考えられる。 
Fra-1 マウスでは、骨髄腔が埋まるほどの

骨形成亢進をきたすことが知られており、骨
髄における破骨細胞、骨芽細胞、血管内皮細

胞などの細胞間相互作用の異常が疑われる
ものの、骨の増生に関しては、その分子機構
が不明である。われわれは、Fra-1 マウスで
は、骨芽細胞増殖だけでなく、肺における線
維芽細胞の増殖が亢進していることを見出
した。そこで、「骨芽細胞増殖による骨形成
促進と、肺線維芽細胞増殖による肺線維症と
の共通の分子機構があるのではないか」とい
う仮説を立てた。その分子機構を明らかにす
ることを最初の目的とした。 
炎症性サイトカインの作用を抑制する生

物製剤が関節リウマチの治療に用いられて
いる一方、破骨細胞による骨吸収が起こらな
いマウスモデルでは、炎症存在下でも関節の
骨破壊が起こらないことが分かっている。つ
まりRANKL を標的とする治療法は有効である
と示唆される。関節リウマチでは、破骨細胞
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分化を抑制する osteoprotegerin（OPG）の発
現が低下し、TNF-などの破骨細胞分化を促
進する炎症性サイトカインの産生が上昇す
ると考えられている。我々は以前に、リポ多
糖体（LPS）などの Toll 様受容体のリガンド
をマウスの腹腔内に投与すると、炎症時に伴
いOPG分泌を高めるメカニズムが働き出すこ
とを報告した（Maruyama et al, 2006, J. 
Immunol.）。そこで、OPG 産生誘導のメカニズ
ムを理解し、骨破壊の抑制につなげることを
二番目の目標にした。 
 
B.研究方法 
Fra-1 マウスに Toll 様受容体リガンドと

してリポ多糖体（LPS）などを腹腔内投与し、
骨、肺を含む全身の臓器を組織学的に解析し
た。同様に、野生型マウスにも LPS などを腹
腔内に投与し肺の組織学的解析を行った。
gefitinib を経口で前投与した上で、LPS そ
の他の Toll 様受容体リガンド、特に内因性
リガンドを投与した。また、担癌マウスを作
製し、抗がん剤を投与した上で LPS を投与し
た。機能喪失実験には、Fra-1 コンディショ
ナルノックアウトマウスを用いた。肺組織に
おける、種々のサイトカインとケモカインの
発現を定量 RT-PCR で測定した。また、肺が
ん患者の肺胞洗浄液中のサイトカインやケ
モカインを ELISA 法により定量した。マウス
の骨髄細胞より調製したマクロファージ・コ
ロニー刺激因子依存的なマクロファージを、
gefitinib、erlotinib 、AG1517 のいずれか
と共に Toll 様受容体リガンドで刺激し、
Tnfa (TNF- α ), Ccl2 (MCP-1), Fosl1 
(Fra-1)の遺伝子発現を定量 PCR により比較
した。同様に、マウスにおける bleomycin 投
与による肺損傷のモデルにおいて、
gefitinib、erlotinib を投与し、肺におけ
る上記３遺伝子の発現を定量した。 
LPS（1 g/g 体重）を、野生型マウス

（C57BL/6J）の腹腔内に投与した。LPS 投与
後の OPG の産生臓器・細胞を特定するために、
LPS 曝露の有無で、OPG の血中濃度と様々な
臓器中のタンパク質濃度を ELISA キット 

(R&D)によって、遺伝子発現量は定量 RT-PCR
によって測定した。さらに、パラフィン切片
を用いて抗 OPG 抗体による免疫染色を行い、
OPG 産生細胞を検索した。 
 

（倫理面への配慮） 
臨床検体を用いた実験に関しては、学内の

委員会承認を得ておこなった。マウスを用い
た動物実験に関しては、慶應義塾動物実験委
員会の承認を得た動物実験計画に従って行
った（承認番号：09208、09221）。 
 
C.研究結果 
Fra-1を過剰に発現するFra-1マウスでは、

全身で TNF-αなどの炎症性サイトカインの
産生が低下していた。それにもかかわらず、
LPS 刺激後に、間質性肺炎を起こし、マクロ
ファージの集積が認められ、また肺線維芽細
胞の増殖も観察された。MCP-1(Ccl2)など、
いくつかのケモカインの発現が高かった。野
生型マウスに非小細胞肺癌の治療に用いら
れる上皮成長因子受容体（EGFR）の阻害剤
gefitinibを前投与した上でToll様受容体リ
ガンドを投与すると、転写因子 Fra-1 の発現
上昇を介して間質性肺炎が誘導された。つま
り、野生型マウスにおいても、LPS に加えて、
gefitinib の前投与により、間質性肺炎が引
き起こされ、それは Fra-1 を介していること
が、Fra-1 ノックアウトマウスでは間質性肺
炎が起こらないことから示された（Takada et 
al, 2011, Oncogene)。ヒトにおいても、
gefitinib が同じような Fra-1 を介した分子
機構で間質性肺炎を起こすかどうかは、明ら
かでない。 
さらに、この転写因子 Fra-1 がどのように

肺や骨において間葉系細胞の活性化を引き
起こしているのかを解明するために、非小細
胞肺癌の治療に用いられる複数の EGFR 阻害
剤について、Fra-1 とその標的遺伝子群であ
るサイトカインとケモカインの発現変動を
比較し、肺の線維化を亢進させるかどうかを
検討した。 
LPS は細菌の菌体成分であり、肺がん患者
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で細菌性の肺炎が起こることは例外的であ
ることから、LPS ではなく、内因性の Toll
様受容体リガンドが働くことが予測される。
実際、腫瘍細胞をマウスに移植し、抗がん剤
（ gemicitabine ）を投与したところ、
gefitinibとの組み合わせで間質性肺炎を増
悪することが分かった。 
また、肺がん患者の肺胞洗浄液に MCP-1 の量
が gefitinib 投与後に増加していた。 
マウス由来の細胞を用いた培養系において
調べた３つの EGFR 阻害剤のうち、Fra-1 の発
現を活性化したものは gefitinibだけであっ
た。TNF-αの発現抑制と MCP-1 の発現亢進も
gefitinib だけで認められた。bleomycin を
投与したマウスを用いた実験では、
gefitinib と erlotinib の両方が MCP-1 の発
現を誘導したが、Fra-1 の発現を誘導したの
は gefitinib だけであった。 
病原微生物（グラム陰性菌のサルモネラ、

グラム陽性菌のブドウ球菌、結核菌、インフ
ルエンザウイルス）を感染させたマウスで血
中の OPG 濃度が上昇すること、サルモネラワ
クチン株を感染させたマウスでは、OPG 濃度
上昇に伴い骨量が増加することを見出し、さ
らに樹状細胞、好中球、リンパ節の内皮細胞、
脂肪細胞なども LPS に応答して OPG を産生す
る細胞であることが示唆された。 
次に、自然免疫系の惹起によって OPG を内

分泌する臓器は不明のままであったので、マ
ウスに LPS を投与する実験系で、OPG 産生誘
導のメカニズムについて詳細に解析した。 
LPS 投与後に、血中 OPG 濃度が上昇するこ

とを確認した上で、以下の実験を行った。刺
激前のPBS投与の対照マウスでは、胸腺のOPG
（質量／組織総タンパク質量）が最も高かっ
た。LPS 投与・非投与の OPG 比が ELISA 法で
最も安定的に高かったのは肝臓で、臓器のサ
イズからも主要なOPG分泌臓器であると考え
られた。パラフィン切片の組織染色により、
LPS 投与後に、肝臓の中心静脈周囲が濃染し、
小葉間の「三つ組み」（動脈、肝門脈、胆管）
周囲は染色されなかった。OPG 欠損マウスの
対照では染色されず、PBS 投与でもきわめて

染色は薄かった。OPG 質量／組織総タンパク
質量が比較的高い、肺や甲状腺では、LPS に
よる明確で再現性のある発現上昇は観察さ
れていない。 
 
D.考察 
以上の結果は、転写因子 Fra-1 による活性

化機構が、骨芽細胞に限らず肺線維芽細胞に
おいても働くことを示している。Fra-1 マウ
スは骨折後や腸炎誘導後にも炎症が起こり
にくいことを以前に報告したが(Yamaguchi 
et al, 2009, J. Bone Miner. Res; Takada et 
al, 2010, J Immunol）、LPS 投与による肺損
傷においてもやはり、炎症性サイトカインの
産生が低かったことで、Fra-1 による炎症抑
制が臓器や細胞種を超えて本質的なもので
あることが明らかになってきた。 
ところが、本研究で初めて、Fra-1 は MCP-1

など、一部のケモカインの活性化を起こすこ
とが明らかになった。これは、間質性肺炎の
発症機序に一部を説明するものである。しか
も、本研究の結果は、これまで間質性肺炎や
肺線維症を起こす機序が不明であった
gefitinib の標的分子が、EGFR 以外のもので
あることを示唆している。gefitinib 特異的
な標的遺伝子がどのようにFra-1 を活性化す
るかは不明である。最近、
cyclin-G-associated kinase や heat shock 
protein 70 などが gefitinib の標的分子とし
て報告されたが、これらの分子に gefitinib
以外の EGFR 阻害剤が結合するかどうかは不
明である。 
骨における骨芽細胞増生の分子機構と肺に
おける線維芽細胞増殖の分子機構にどのよ
うな本質的な共通点があるかについては今
後の課題であるが、肺における間葉系細胞を
中心とする細胞間相互作用と、骨や骨髄にお
ける骨芽細胞を中心とする細胞間相互作用
とを比較していくことにより、これまで知ら
れていなかった骨・軟骨における間葉系幹細
胞の活性化機構が解明されていくものと期
待される。 
本研究で、自然免疫を活性化すると肝細胞
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での OPG 発現が上昇し、中心静脈へ分泌され
ることが示唆された。LPS により OPG が増加
しない臓器でも、増加分がすべて血中に放出
されている可能性は否定できない。また、肝
細胞における TLR の直接刺激により OPG が産
生されるのか、TNF-などの炎症性サイトカ
インによる間接的な刺激が肝細胞に入るの
かは不明である。 
肝実質細胞やクッパ―細胞は、自然免疫賦

活化により、血中 OPG 濃度を上昇させる主要
な細胞であることが示唆された。OPG の内分
泌を促進する分子機構の理解と制御により、
骨粗鬆症における骨量減少や、関節リウマチ
などの全身性の炎症疾患において骨破壊を
阻止できる可能性がある。 
 
E.結論 
転写因子 Fra-1 は、骨芽細胞だけでなく、

肺線維芽細胞のような、間葉系細胞の活性化
にも寄与していた。Fra-1 は、TNF-αなどの
炎症性サイトカインの産生を抑制するが、少
なくとも肺においては、MCP-1 などの一部の
ケモカインの発現を誘導してマクロファー
ジの遊走を促していた。Gefitinib は Fra-1
の転写を活性化する場合がある。また、破骨
細胞阻害因子 OPG は、病原体関連分子パタン
により発現誘導がかかり、血中濃度が上昇す
る。このメカニズムを利用して、OPG の誘導
法を開発できれば治療に結びつく可能性が
ある。 
 
F.健康危険情報 
gefitinib や erlotinib などの EGFR 阻害

剤のうち gefitinib は、EGFR 以外の標的に対
する「特異的なオフターゲット効果」によっ
て Fra-1 を活性化し、間質性肺炎や肺線維症
を引き起こしている可能性がある（Takada et 
al, 2011; Takada and Matsuo, 2012）。 
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破骨細胞における Stat5 の機能に関する研究 
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研究要旨 
破骨細胞分化・生存・機能における Stat5 の機能を in vivo、in vitro の両面から解析した。破

骨細胞特異的 Stat5 ノックアウトマウスは骨の粗鬆化を呈し、骨吸収の亢進を認めた。in vitro
の破骨細胞培養においては Stat5 のノックアウトにより破骨細胞の分化および生存に変化はみ
られなかったが、骨吸収活性の亢進がみられた。破骨細胞内の主要シグナルでは MAPK、中
でも特に Erk の活性が亢進していた。DNA microarray を行い、MAPK の活性を調節している
Stat5 の下流分子として Dusp1 および Dusp2 を同定した。さらに、破骨細胞において Stat5 の活
性化を誘導する因子として IL-3 を同定した。IL-3 刺激により Stat5 が活性化されて Dusp1 お
よび Dusp2 の発現が上昇し、これらによる MAPK、特に Erk 活性の抑制が破骨細胞の骨吸収
活性を負に制御している可能性が示唆された。さらに、破骨細胞を RANKL にて刺激すること
によって破骨細胞内における IL-3 の発現の誘導がみられ、IL-3 が RANKL による骨吸収活性
亢進に negative feedback をかけている可能性も考えられた。 

 
A.研究目的 
近年、日本では社会高齢化が急速に進行し

ており、平均寿命は世界でもトップクラスと
なっている。しかしそれに伴い、寝たきりな
どの要介護者の増加、およびそれに伴う医療
コストの増大が社会問題となっており、いか
に健康で自立した状態を保てるか、いわゆる
健康寿命を延ばすことが課題となっている。
骨折はこの寝たきりになる原因として上位
に挙げられるが、高齢者の骨折の多くが骨粗
鬆症を背景として軽微な外傷で生じるもの
である。それゆえ、骨粗鬆症の治療および骨
折予防は高齢化社会の一つの大きな課題と
考えられる。 
骨は主に破骨細胞が担う骨吸収と骨芽細

胞が担う骨形成を繰り返すこと、いわゆるリ
モデリングにより維持されている。この骨吸
収と骨形成のアンバランスが骨粗鬆症や大
理石骨病の原因となる。破骨細胞は生体内で

唯一の吸収能を有する多核巨細胞であり、単
球・マクロファージ系の前駆細胞にマクロフ
ァージコロニー刺激因子（macrophage 
colony-stimulating factor、M-CSF）および 
RANKL（receptor activator of NF-B ligand）
が作用することにより分化することが知ら
れている。近年、破骨細胞に関連する遺伝子
やサイトカインを標的とした研究や治療が
推し進められており、実際にこのような因子
が少しずつ同定されている。それらの中には
疾患治療の標的として臨床試験を行われて
いるものもあり、注目を集めている。しかし
ながら、いまだ破骨細胞の分化メカニズムに
も不明な部分は多く、活性化メカニズムに至
ってはほとんど解明されていないと言って
も過言ではない。 

Stat（Signal transducers and activators of 
transcription） は様々なサイトカインや成長
因子の刺激を細胞内に伝達し、下流分子の転
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写を促進あるいは抑制する転写因子である。
このStatの中でもStat5は体中の多くの組織で
発現し、非常に多彩なサイトカインや成長因
子によって活性化することが知られている。
特に血球系の細胞においてStat5 は様々な機
能を果たしていることが明らかになっている。例
えばStat5 のノックアウトマウスにおいては、T 
細胞、B 細胞、NK 細胞の分化に障害が起こ
ることが報告されている。また、古くはキメラ遺伝
子である BCR-ABL により発症する CML 
（慢性骨髄性白血病） においてStat5 が活性
化していることが知られていたが、最近では 
AML （急性骨髄性白血病）や ALL （急性リン
パ性白血病）患者の芽球においても活性化した 
Stat5 が見られたとの報告がある。しかし、血球
系の細胞である破骨細胞における機能につい
てはこれまでに報告がない。 
  本研究においては血球系由来の破骨細胞に
おいて Stat5 がその分化・生存・機能に関わって
いるのではないかと考え、破骨細胞における
Stat5 の機能についての解析を行うこととした。 
 
B.研究方法 

Stat5aおよびStat5bの遺伝子をloxP配列で
挟み込んだStat5fl/flマウスとCathepsin K のプ
ロモーター領域に Cre  リコンビナーゼ遺伝子
をノックインさせた Cathepsin K-Creノックインマ
ウスを交配させることにより、破骨細胞特異的 
Stat5 ノックアウトマウス（Stat5 cKO マウス）を作
成し、その表現型を解析した。具体的には画像
的にはX線写真や骨密度測定、マイクロCTの
撮影などを行い骨量の評価を行った。また、8 
週齢の Stat5fl/fl マウスと Stat5 cKO マウス
より採取した脛骨の非脱灰標本を作成して
骨形態計測を行った。静的パラメーターとし
て、BV / TV; Bone volume per tissue volume、
Tb.N; Trabecular number、Tb.Th; Trabecular 
thickness、Tb.Sp; Trabecular separation、ES / 
BS; Erosive surface per bone surface、OC.S / 
BS; Osteoclast surface per bone surface、N.Oc / 
B.Pm; Number of osteoclasts per 100 mm of 
bone perimeter、Ob.S / BS; Osteoblast surface 
per bone surfaceを計測した。また、骨形成の

動的パラメーターである BFR / BS; Bone 
formation rate per bone surface、MAR; Mineral 
apposition rateを計測した。マウスより採血を
行い、骨吸収マーカーである CTx-Iおよび骨
形成マーカーである Osteocalcinを測定した。 

in vitro においてはまず Stat5 のノックアウ
トが破骨細胞の分化に与える影響を調べる
ため、Stat5 ノックアウトマウスおよびコン
トロールマウスの長管骨から骨髄細胞を採
取し、M-CSF 100  ng/ml で 2 日間培養後、
M-CSF 10 ng/ml および RANKL 100 ng/ml 
の存在下に 2-4 日培養を行い成熟破骨細胞
へと分化させた。破骨細胞の生存および骨吸
収能を調べるためには、共存培養を行った。
マウスの長管骨より採取した骨髄細胞を、コ
ラーゲンゲルコートした培養ディッシュ上
でマウス初代骨芽細胞とともに培養するこ
とで破骨細胞へと分化を促し、破骨細胞が成
熟したのちにコラーゲンゲル基質を溶解さ
せることで破骨細胞を遊離して各々の実験
に用いる培養ディッシュに分注した。骨芽細
胞を除去した後に時間経過を追って生存率
を調べることにより、破骨細胞の生存能に対
する影響を調べた。また、象牙質切片上で
24 時間破骨細胞を培養の後、骨吸収窩を染
色することによって骨吸収の程度を評価し、
破骨細胞の骨吸収活性に与える影響を調べ
た。 

Stat5 が破骨細胞の骨吸収活性を調節する
メカニズムを調べるため、Stat5 ノックアウ
ト破骨細胞およびコントロール細胞より採
取したタンパクを用いてウエスタンブロッ
ティングを行い、破骨細胞内の主要シグナル
について、活性化の状態を調べた。さらに、
DNA microarray を用い、Stat5 のノックアウ
トにより発現に増減のある遺伝子を網羅的
に調べた。また、破骨細胞において Stat5 を
活性化させる因子を同定するため、他の細胞
で Stat5 を活性化させることが知られている
各種のサイトカインによる破骨細胞刺激後
の Stat5 リン酸化を調べた。 
（倫理面への配慮） 
全ての動物実験は「動物の保護及び管理に関
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する法律」、「実験動物の飼養及び保管等に
関する基準（総理府告示）」、「東京大学医学
部動物実験指針」に従って行った。 
 
C.研究結果 

1 年齢マウスの下肢および脊椎のレント
ゲン写真を比較すると、Stat5 cKO マウスで
は下肢の骨幹端部、脊椎において骨陰影の低
下がみられた。また、Stat5 cKO マウスでは 
Stat5fl/fl マウスと比較して脛骨近位、腰椎に
おいて有意に骨密度が低下していた。1 年齢
マウスの大腿骨遠位マイクロ CTにおいて
も、Stat5 cKO マウスでは著明に骨量が減少
していた。マイクロ CT 画像を定量的に解
析したところ、Stat5 cKO マウスにおいて単
位骨量（BV / TV）および骨梁数（Tb.N）が 
Stat5fl/fl マウスと比較して有意に減少、骨梁
間距離（Tb.Sp）は有意に増加していた。骨
梁幅（Tb.Th）に有意差はみられなかった。
これらは Stat5 cKO マウスにおける骨量の
減少を裏付ける結果であった。8 週齢マウス
の脛骨近位部組織の骨形態計測を行ったと
ころ、Stat5 cKO マウスにおいて単位骨量
（BV / TV）の減少、骨吸収の指標となる 
eroded surface / bone surface ratio （ES / BS）
の有意な増加がみられたが、破骨細胞数
（Oc.N / B.Pm）および破骨細胞面（Oc.S / BS）
に有意な差はみられなかった。骨形成パラメ
ーター（MAR、BFR / BS）についても有意な
差はみられなかった。CTx-I および骨形成マ
ーカーである osteocalcin の血清中濃度を測
定したところ、CTx-I は Stat5 cKO マウスに
おいて Stat5fl/fl マウスと比較して有意に濃
度が上昇していたが、osteocalcin 濃度には有
意差がみられなかった。これらの結果によ
り、Stat5 cKO マウスが破骨細胞の骨吸収活
性亢進によって骨量減少を示すことが明ら
かとなった。 

in vitroににて破骨細胞分化における Stat5 
の作用を明らかとするため、Stat5 cKO マウ
スおよびコントロールマウスより採取した
細胞に RANKL を添加して破骨細胞分化を
誘導し、TRAP 染色での破骨細胞のカウント

および破骨細胞分化マーカーの real-time 
PCR にて破骨細胞分化を評価したところ、
両者に差は見られなかった。また、Stat5 cKO 
マウスおよびコントロールマウスより採取
した骨髄細胞を用いて骨芽細胞との共存培
養を行い、破骨細胞に分化させた。これら破
骨細胞につき、骨芽細胞をはがした後に時間
経過を追って生存率を計測したところ、両者
に有意な差はみられなかった。以上より、
Stat5 は破骨細胞分化および生存能に対して
重要ではないと考えられた。Stat5fl/fl マウス
および Stat5 cKO マウスから採取した骨髄
細胞から共存培養により分化させた破骨細
胞の骨吸収活性を pit formation assay により
評価したところ、Stat5 ノックアウト破骨細
胞では骨吸収活性が有意に亢進していた。
Stat5 ノックアウト破骨細胞にアデノウイル
スベクターを用いて Stat5a および Stat5b 
を強制発現させたところ、Stat5 のノックア
ウトにより亢進した骨吸収活性は Stat5a お
よび Stat5b の導入により回復した。以上の
結果から in vitro において Stat5 が破骨細
胞の骨吸収活性を負に制御していることが
明らかとなった。 

Stat5 ノックアウト破骨細胞における骨吸
収活性亢進のメカニズムを調べるため、破骨
細胞内のシグナルの中でも活性化に関与す
ると考えられるシグナルであるMAPK 経
路、NFκB 経路、Akt 経路、Src 経路につき、
その活性化をウェスタンブロッティング法
によるリン酸化の検出により調べたところ、
Stat5 ノックアウト破骨細胞において 
MAPK、特に Erk の活性が亢進していた。
この結果より、破骨細胞において Stat5 は 
MAPK 、特に Erk の活性化を抑制する働き
をしていることが示唆された。Stat5 は転写
因子であることから、このような MAPK 活
性の変化は Stat5 が MAPK の活性に影響
を与える因子の転写を調節していることに
よるのではないかと考えた。そこで、 Stat5 
により転写調節を受けている下流分子を同
定するため、Stat5 ノックアウト破骨細胞と
コントロール破骨細胞より採取した RNA 
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から cDNA を作成して DNA マイクロア
レイに提出し、発現 profile の違いを解析し
た。Stat5 ノックアウト破骨細胞において発
現量がコントロール破骨細胞の 1/2 未満に
低下していた遺伝子群の中で MAPK のリ
ン酸化に関与する遺伝子を抽出したところ、
Dusp（Dual specificity phosphatase）2 が同定
された。Dusp とはチロシンおよびセリン／
スレオニンを脱リン酸化できる二重特異性
ホスファターゼであり、その約半数が MKP
（MAPK phosphatase）としての機能を持つ。
さらに詳細に Stat5 ノックアウト破骨細胞
における Dusp family の発現変化を調べる
ため、Stat5 ノックアウト破骨細胞およびコ
ントロール破骨細胞において real-time PCR 
を行い Dusp family 遺伝子の中でも MKP 
活性を持つものの発現を調べたところ、
Dusp1 および Dusp2 の発現が Stat5 ノッ
クアウト破骨細胞において有意に低下して
いた。Stat5 ノックアウト破骨細胞で亢進し
た骨吸収活性は、Dusp1 および Dusp2の導入
により低下した。ここまでの結果から、Stat5 
は破骨細胞において Dusp1および Dusp2 の
転写制御を介して MAPK の活性を抑制し
ていると考えられた。 
さらに、破骨細胞において Stat5 を活性化

させる因子を同定するため、Stat5 を活性化
することが知られている既知の因子である 
IL-2、IL-3、IL-5、GH、PRL、EGF  にて破
骨細胞を刺激したのちにタンパクを回収し
た。このタンパクを用いて Western ブロッ
ティングを行い、リン酸化 Stat5 の発現を調
べた。IL-3 刺激後 5 分より Stat5 のリン酸
化がみられ、この効果は 1 時間後まで持続
していた。その他の因子による刺激ではリン
酸化 Stat5 は検出されなかった。コントロー
ル破骨細胞においてはIL-3 刺激後 20 分で 
Dusp1、Dusp2 の発現が上昇したのに対し、
Stat5 ノックアウト破骨細胞ではこのような
発現の上昇がみられなかった。以上の結果よ
り、IL-3の刺激により早期に Dusp1、Dusp2 
の発現が誘導され、この経路にはStat5が関わ
っていることが示唆された。成熟破骨細胞を 

RANKL によって刺激し、時間経過を追って 
RNA を採取した。 IL-3 の発現量の変化を 
real-time PCR にて評価したところ、RANKL 
刺激後、1 時間、2 時間で IL-3 の発現が上
昇することが確認された。 

 
D.考察  

Stat5 cKO マウスは破骨細胞の骨吸収活性
上昇に基づく骨量減少を示したが、これは、
Stat5 が破骨細胞の骨吸収に対して抑制的に
働くことを示している。これまで報告された
Stat family の破骨細胞における機能としては、
Stat1 が β-interferon の刺激を受けて RANKL
による破骨細胞分化を抑制するとの報告や、
Stat6 が IL-4 のシグナルを受けて破骨細胞の
分化および骨吸収活性を負に調節している
との報告がある。本研究においても Stat5 が
破骨細胞に対して抑制的に作用するという
点ではこれらの報告と同様であった。しかし
今回の結果では、Stat1 や Stat6 とは違い、Stat5
は破骨細胞分化に対して重要ではないとい
う結果であった。同じ Stat family でも member
によってその機能は大きく異なること、時に
よっては他の member が代償的に働きことが
知られる。したがって、本研究結果のように
Stat5 が破骨細胞分化にとっては重要ではな
いが、成熟破骨細胞の活性化に対しては抑制
的な機能を有するという可能性は十分に考
えられた。Stat5 ノックアウト破骨細胞にお
いては MAPK 経路、中でも特に Erk の活性が
亢進していることが明らかとなった。Erk の
破骨細胞における機能については古くから
多くの報告がある。この中には Erk は破骨細
胞の生存に関与するが骨吸収活性には関与
しないとする報告や破骨細胞の骨吸収に必
須である波状縁の形成に必要であるとする
報告などがある。このように、Erk の破骨細
胞における機能についてのは報告により異
なるが、その原因として Erk が活性化持続時
間や細胞内での分布などによりその機能が
変化するということが一因と考えられる。例
えば、活性化の持続時間により Erk が全く正
反対の機能を示すとした報告もある。近年、
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Erk1 および Erk2 のノックアウトマウスを用
いた研究において、Erk1 が破骨細胞の分化お
よび骨吸収活性に対して重要であることが
明らかとなった。また、Erk ほどではないも
のの、Stat5 ノックアウト破骨細胞において
は JNK の活性化も軽度亢進していた。JNK 
も RANKL により活性化される MAPK で
あり、やはり破骨細胞の骨吸収活性に関与す
ると考えられている。これらのことから、
Stat5 ノックアウト破骨細胞において骨吸収
能が亢進している原因は Erk を中心とする 
MAPK の活性亢進にあると推察された。分化
に差が出なかった原因として、破骨細胞前駆
細胞においては Stat5 のノックアウトによっ
て Erk の活性化は変化せず、Stat5 は成熟破骨
細胞においてのみ Erk の活性化を調節するも
のと考えられた。さらに、転写因子である
Stat5 のノックアウトにより MAPK の活性が
亢進しているメカニズムとして、Stat5 が
MAPK のリン酸化に影響するような何らか
の分子の発現を制御しているとの仮説をた
て DNA microarray および real-time PCR を
行ったところ、Stat5 ノックアウト破骨細胞
において MAPK の脱リン酸化酵素である 
Dusp1 および Dusp2 の発現が有意に低下し
ていることが明らかとなった。これまでに
Dusp family の破骨細胞における機能につい
ては、Dusp1 のノックアウトマウスが破骨細
胞の骨吸収亢進によると考えられる骨密度
低下を示したとする報告がある。Dusp2 の破
骨細胞における機能についての報告はいま
だないが、Dusp2 を破骨細胞において強制発
現させると特に Erk の活性化が抑制されるこ
とから、Dusp2 も Dusp1 と同様、破骨細胞の
機能に対して抑制的に作用すると考えられ
る。さらに、破骨細胞において IL-3 が Stat5 の
リン酸化・核移行および Dusp1,  Dusp2 の発
現を誘導することが明らかになったが、これ
は IL-3 が破骨細胞による骨吸収の亢進が原
因となる疾患、例えば骨粗鬆症や関節リウマ
チにおける関節破壊の治療に応用できる可
能性を示唆している。 
 

E.結論 
破骨細胞特異的 Stat5 ノックアウトマウ

スの解析、および Stat5 ノックアウト破骨細
胞の解析により、転写因子 Stat5 が破骨細胞
において Dusp1 および Dusp2 の発現制御
を介して破骨細胞の骨吸収活性に対して抑
制的に作用することが示された。また、IL-3 
は破骨細胞において Stat5 による骨吸収活
性の抑制を誘導する因子の一つと考えられ
た。 
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関節リウマチにおける軟骨・滑膜の病態と細胞間相互作用の解析 

 
研究分担者 吉川秀樹   大阪大学大学院医学系研究科 教授 
研究協力者 中田 研   大阪大学大学院医学系研究科 教授 

 

研究要旨 
関節リウマチの罹患組織である関節を構成する骨・軟骨・滑膜の力学負荷に対する生体応答
を解明することは，RA における病態，治療ターゲットを考える上で重要と考える．本研究で
は，関節リウマチの罹患関節の構成体（骨・軟骨・滑膜）に対する力学負荷応答を解明し，
RA の病態，治療ターゲットを検討する目的で，関節組織由来細胞の三次元培養組織の力学負
荷細胞応答と，関節治療薬剤効果（ステロイド，NSAIDs, ヒアルロン酸）を検討し，さらに，
IL-6 抗体による IL-6 の意義につき，検討した．三次元力学刺激培養システムにて，ヒト滑
膜細胞より作成した三次元組織に，繰返し力学刺激（0.5Hz, 40kPa, 1 時間）を与えると，
IL-6, IL-8, PGE2，MMP-1, MMP-2, MMP-3，ADAMTS-4 のマトリックス分解酵素の遺伝子，蛋
白の発現亢進を認め，力学負荷による関節炎発症や関節破壊の病態が示された．三次元培養
組織への力学負荷は COX-2 を介した PGE2 産生を誘導し，ステロイド，NSAIDs により PGE2 産
生抑制がみられ，また，これら薬剤とヒアルロン酸は MMP-3，ADAMTS4 の力学負荷による発現
誘導を抑制する効果を示し，関節リウマチにおける関節破壊抑制の可能性を示した． 

 
A.研究目的 

 関節リウマチの罹患組織である関節を構

成する骨・軟骨・滑膜の力学負荷に対する

生体応答を解明することは，RA における病

態，治療ターゲットを考える上で重要と考

える．本研究では， RA 罹患関節である膝関

節滑膜組織由来の細胞より確立した三次元

培養組織に力学刺激環境下における細胞応

答を検討することを目的とした．さらに，

関節治療薬剤であるステロイド，NSAIDs, ヒ

アルロン酸の力学負荷応答に対する効果を

検討し，また，IL-6 抗体による力学負荷の

マトリックス分解酵素の遺伝子発現亢進に

対する効果につき検討した． 

B.研究方法 
 １．三次元力学刺激培養システムの構築 

 三次元培養組織を作製するための力学的

強度のある細胞担体をアテロコラーゲンを

凍結乾燥し，架橋構造を導入した連通孔を

もつ三次元コラーゲン細胞担体を作製し，

三次元力学刺激培養システム（3D dynamic 

culture system）を構築した．ヒト滑膜細

胞をアテロコラーゲンゲルと混和、コラー

ゲンスキャフォールドへ播種し三次元培養

組織を作製した。 

三次元培養組織を，繰返し力学刺激培養装

置（CLS-4J）を用いて，繰返し圧縮刺激に

よる力学刺激培養を行った． 

２．三次元力学刺激培養システムにおける

マトリックス分解酵素，サイトカインの遺

伝子，蛋白発現 
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三次元培養組織の力学刺激応答をマトリッ

クス分解酵素(MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, 

MMP-13, ADAM-TS-4, ADAM-TS-5)，炎症性サ

イトカイン(PGE2, IL-6, IL-8)の発現につ

き，解析した． 

３．三次元力学刺激における消炎鎮痛薬剤

の効果 

三次元培養組織へステロイド，NSAIDs, 

(COX-2 選択的阻害剤，および COX-2 非選択

的阻害剤)存在または非存在下に繰返し力

学刺激負荷(40kPa,0.5Hz,1 時間)を加え、負

荷 6 時間後の培養上清中 PGE2, IL-1β, 

TNF-α濃度, 組織内の p38 のリン酸化、

COX-2 タンパク発現を測定した。 

４．三次元力学刺激におけるヒアルロン酸

製剤の効果 

三次元培養組織へ分子量の異なるヒアルロ

ン酸存在または非存在下に繰返し力学刺激

負荷(40kPa,0.5Hz,1 時間)を加え、負荷 6

時間後の培養上清中 PGE2, IL-1β, TNF-α

濃度, 組織内の p38 のリン酸化、COX-2 タン

パク発現を測定した。 

 

５．三次元力学刺激における抗 IL-6 抗体ま

たは IL-1 レセプターアンタゴニスト

(IL-1Ra)の効果 

抗 IL-6 抗体または IL-1 レセプターアンタ

ゴニスト(IL-1Ra)存在下に繰返し力学刺激

負荷あるいは IL-1β(10ng/ml)投与をおこ

ない、刺激 6 時間後の PGE2 濃度，MMP-3 遺

伝子発現を測定した。 

（倫理面への配慮） 

 ヒト組織の採取にあたっては，院内倫理

委員会の承認のもと，患者より事前に説明

し，文書による同意を得て，研究を遂行し

た． 

 

C.研究結果 
１．三次元力学刺激培養システムにおける

マトリックス分解酵素，サイトカインの遺

伝子，蛋白発現 

三次元 24well, 96well での三次元培養組織

に繰返し周期，荷重量をコントロールして鉛

直荷重または専断応力を繰返し負荷できる

培養システムである 3D dynamic culture 

system を構築した．本システムを用いて，

0.1Hz-2Hz, 0-40kPa，ひずみ率 0-25%の繰返

し力学刺激培養を２８日間可能となった． 

 ヒト滑膜細胞，半月板細胞，骨芽細胞株

(MC3T3)，軟骨細胞株(ATDC5)からなる三次元

培養組織繰り返し力学負荷により IL-6, 

IL-8, PGE2 の発現上昇を認めた．力学負荷

により p38 リン酸化が亢進し，COX-2 タンパ

クの発現を認めた．また，力学負荷により

MMP-1, MMP-2, MMP-3，ADAMTS-4 のマトリッ

クス分解酵素の遺伝子発現の亢進を認めた． 
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２．三次元力学刺激における消炎鎮痛薬剤

の効果 

 COX-2 阻害剤(100nM 以上)存在下では力学

負荷による PGE2 濃度上昇は抑制された。 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
繰り返し力学負荷により PGE2 の有意な濃度
上昇を認めたが IL-1β, TNF-αは濃度上昇
を認めなかった。培養組織では力学負荷によ
り p38 のリン酸化を亢進、COX-2 タンパクの
発現がみられた。 
 

３．三次元力学刺激におけるヒアルロン酸

製剤の効果 

ヒアルロン酸添加（270 万 Da 以上）は PGE2
発現不変，MMP-3, ADAMTS4 遺伝子発現抑制
効果を認めた． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．三次元力学刺激における抗 IL-6 抗体ま

たは IL-1 レセプターアンタゴニスト

(IL-1Ra)の効果 

 IL-6抗体, IL-1Ra存在下(1mM)では力学負
荷誘導 PGE2 産生，MMP-3，ADAMTS4 遺伝子発
現を部分的に抑制した． 
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D.考察  
 関節組織を厚生する骨・軟骨・滑膜などの
細胞より三次元培養組織を作製し，力学刺激
培養をおこなうことで，生体内の力学負荷環
境を近似した培養を行うことが可能となっ
た．ヒト滑膜細胞由来三次元培養組織では，
繰返し力学負荷によりマトリックス分解，炎
症性サイトカイン発現など生体内細胞応答
を解析する培養システムが構築され，力学負
荷による発現遺伝子解析，メカノシグナルト
ランスダクションの解明が可能となった． 
三次元培養組織への力学負荷は COX-2 を介
した PGE2 産生を誘導したが、従来重要とさ
れた IL-1βや TNF-αの上昇を認めなかった。
さらにIL-1Ra存在下にPGE2の産生が抑制さ
れた事は、力学負荷によるシグナル伝達が、
リガンド非存在下に IL-1R シグナルを介す
る可能性を示唆している。 
 ステロイド，NSAIDs により PGE2 産生抑制

がみられ，また，これら薬剤とヒアルロン

酸は MMP-3，ADAMTS4 の力学負荷による発現

誘導を抑制する効果を持つものもあり，関

節リウマチにおける関節破壊抑制の効果の

可能性を示唆する． 

 また，抗 IL-6 抗体が，三次元滑膜由来培

養組織に対する繰返し力学刺激による PGE2

産生を部分的に抑制したことは，リウマチ

における運動時関節痛に対し，抗 IL-6 抗体

が鎮痛効果を持ちうる可能性を示唆するも

のとして意義が高い． 

 これらの結果は力学負荷による関節破壊

のメカニズムの解明につながると考えられ

る。 

 
E.結論 
三次元力学負荷は IL-6, IL-8 の発現，COX-2

を介した PGE2 産生を誘導し，さらにマトリ

ックス分解酵素(MMP-1, MMP-2, MMP-3, 

ADAMTS-4 など)の発現を誘導した．また，関

節疾患治療薬（ステロイド，NSAIDs, ヒア

ルロン酸，IL-6 抗体，IL-1ブロック）は，
力学負荷による MMP-3,ADAMTS4 発現を抑制

するものがあった．この三次元力学刺激培

養システムを用いた力学応答の分子レベル

での解析は，関節リウマチにおける運動負

荷下の関節炎，関節破壊のメカニズムの解

明，および，治療法の評価，開発の新たな

ツールとして新たな分子メカニズム，治療

法の解明となる． 

 
F.健康危険情報 
なし 

 
G.研究発表 
1.論文発表 
1. Tao H, Okamoto M, Nishikawa M, 
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protein-induced osteoclastogenesis and bone 
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2. Akamine Y, Muroi Y, Nakata K, Kakudo K. 
Cyclic mechanical loading to human synovial 
cells in three-dimensional cultured tissue 
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Maxillofac Surg. PMID:22264498. 2012. 

3. Matsuo T, Mae T, Kita K, Tachibana Y, 
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Knee Joints Knee Surg Sports Traumatol 
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4. 中田 研，前 達雄，米谷泰一，松尾 知
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樹  半月板バイオマテリアルの開発 
Clinical Calcium 23(12): 39-47. 2013. 
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H.知的財産権の出願・登録状況 
（予定を含む） 
1. 特許取得 
１）特許出願 「生体埋植用の強度のあるコ
ラーゲン」特願 2013-27905  
２）特許取得 「生体形状を含んだ三次元組
織の培養方法」特許第 4919296 号 2012.2.10 
３）特許取得 「細胞培養用担体」特許第
4915693 号 2012.2.3 
 
2. 実用新案登録 
なし 
 
3. その他 
なし



79 
 

厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業 
（免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業 免疫アレルギー研究分野） 

平成 23年度〜平成 25 年度 総合研究報告書 

 
関節リウマチの病態に対するアディポネクチンの作用 

 
研究分担者 下村伊一郎   大阪大学内分泌代謝内科学 （教授） 

 

研究要旨 
アディポネクチンは関節リウマチ患者では血中濃度が上昇することが報告されている。組換え蛋白を
用いた結合実験をおこなったところ、C1q とアディポネクチンは濃度依存性に結合した。また、ヒト血清
の解析によって、血中にアディポネクチンと C1q の複合体が存在することを見出した。さらに、両者の
抗体を用いた ELISA 測定系を構築することに成功した。本複合体は関節リウマチ患者の血清におい
て健常者と比較して有意に高値であり、関節リウマチ重症例では軽症例よりも高値であった。以上の
ことからアディポネクチンと C1q は、実際に血中で結合しており、関節リウマチの病態に関与する可能
性が示された。 

 
A.研究目的 
脂肪細胞由来分泌因子であるアディポネクチン
は C1q と構造的に相同性有しており、関節リウ
マチ患者では血中濃度が上昇する。そこで、ア
ディポネクチンと補体 C1q の結合を解析し、両
者の複合体の意義を明らかにする 
 
B.研究方法 
アディポネクチン組換え蛋白と血清を用いて、
C1q とアディポネクチンの結合を解析した。 
ヒト血液に対して、抗アディポネクチン抗体、抗
C１q 抗体を用いた免疫沈降を行った。沈降産
物に対してそれぞれの抗体を用いたウェスタン
ブロットを行った。 
抗アディポネクチン抗体をプレートに固層化し、
抗 C１q 抗体と標識 2 次抗体を用いた ELISA シ
ステムを構築した。本 ELISA を用いて健常者、
リウマチ患者における血中アディポネクチン-
補体 C1q 複合体を測定した。 
 
C.研究結果 
組換えアディポネクチン蛋白は、血清中の補
体C1qと濃度依存性に結合した。しかし、コント
ロールマウスとアディポネクチンＫＯマウスでは

補体活性に有意な差を示さなかった。 
生体内での両者の結合を明らかにするため

に、ヒト血清を用いて免疫沈降を行ったところ、
抗C1q抗体による免疫沈降によってアディポネ
クチンが共沈された。反対に抗アディポネクチ
ン抗体を用いた免疫沈降によって C1q が共沈
された。すなわち血中において両者は複合体
を形成していた。 

次に、抗アディポネクチン抗体をプレートに
固層化し、抗 C１q 抗体と標識 2 次抗体を用い
た ELISA システムを構築した。血液をゲル濾過
し、各フラクションにおける複合体濃度を測定
した。アディポネクチンは高分子、中分子、低
分子の 3 種の多量体を形成しており、血中で
は高分子が最も多いことがしられている。一方
で本複合体は中分子に多量に存在していた。 

本 ELISA を用いて健常者、リウマチ患者に
おける血中アディポネクチン-補体 C1q 複合体
を測定した。リウマチ患者では血中C1q濃度は
健常者と比較して差はなかったが、複合体濃
度はリウマチ患者で有意に増加していた。 

軽症リウマチ症例と重症症例で比較を行うと、
重症度に応じて血中複合体濃度が増加した。 
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D.考察  
アディポネクチンが補体活性に及ぼす作用は
認められなかったが、アディポネクチンと C1q
が結合することが示された。アディポネクチン-
補体Ｃ１ｑ複合体の血中濃度測定は、リウマチ
患者の重症度予測因子として有用である可能
性が示された。本複合体自体の作用は不明で
あるが、関節での炎症を惹起し、リウマチの病
態形成に関与する可能性がある。 
 
E.結論 
ヒト血中において、アディポネクチンは C1qと結
合しており、本複合体濃度は関節リウマチの重
症度と関連する。 
 
F.健康危険情報 
記載事項なし 
G.研究発表 
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578-585. 2013. 
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e14-17. 2013. 
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Nakagawa T, Funahashi T, Shimomura I. 
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C1q-binding adiponectin concentrations with 
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