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研究成果の概要（和文）：関節リウマチは、炎症性骨破壊を来す難治性の自己免疫疾患である。近年、様々な生
物学的製剤が関節リウマチ治療において臨床応用され、その骨破壊抑制効果が示されているが、生体内における
各種薬剤の作用機序の差異についてはよく分かっていない。本研究では、骨・関節破壊の現場をin vivoで可視
化する蛍光生体イメージング系を確立し、炎症性骨破壊における生きた細胞の動態を明らかにした。さらに、本
技術を用いて、各種生物学的製剤が炎症によって誘導された破骨細胞に及ぼす効果を解析し、薬剤間の薬効の差
異を解明した。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by 
synovial joint inflammation and progressive bone destruction. Arthritic bone destruction is 
considered to be mediated mainly by enhanced activation of osteoclasts at inflammatory sites. To 
prevent RA-associated bone destruction, it is important to understand the cellular dynamics in 
inflammatory bone destruction in vivo. In this study, we established an intravital imaging system 
for visualizing the in vivo behavior of bone-resorbing osteoclasts and their precursors during 
inflammatory bone destruction. By means of this system, we revealed that various biologics acted at 
specific therapeutic points during osteoclastic bone destruction, with different efficacies. These 
results enable us to grasp the real modes of action of drugs, optimizing the usage of drug regimens.
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチ（RA）は、炎症性骨破壊を来
す難治性の自己免疫疾患である。近年、生物
学的製剤の登場により、従来の治療法（メト
トレキサートなどの抗リウマチ薬や抗炎症
薬）では疾患活動性を十分にコントロールで
きなかった RA 症例においても、関節破壊の
進行を強力に阻止し、病状を寛解に持ち込む
ことが可能となった。現在、抗 TNFα 抗体、
抗 IL-6 受容体抗体、T 細胞選択的共刺激調節
剤（CTLA4-Ig）など様々な生物学的製剤が
本邦の RA 治療において臨床応用され、その
骨破壊抑制効果が示されている。RA 治療の
現場は、「早期の診断と治療介入により寛解
を目指す」というのが主な指針となっており、
開発中の製剤も含めて生物学的製剤の需要
は今後ますます広がると予想される。その一
方で、患者によって薬剤の効果にはばらつき
があり、「どの薬剤を選択して使えばいいの
か」を判断する明確な基準がない。また、生
体内に投与した生物学的製剤が実際に炎症
局所に運ばれて効いていることを確認した
報告はなく、「生物学的製剤が生体内でどの
ようにして効果を発揮するのか」、その薬理
作用の詳細についても未解明な点が多い。 

本研究者はこれまで、二光子励起顕微鏡を
活用して、動物個体を生かしたまま骨破壊が
起きている骨の表面部分を詳細に可視化す
る系を独自に開発してきた。その結果、生き
た破骨細胞による骨破壊過程をリアルタイ
ムで観察することに世界に先駆けて成功し、
成熟破骨細胞には骨吸収期だけでなく休止
期も存在し、両者を繰り返すこと、さらには
RA における骨破壊に深く関与していると示
唆されてきた Th17 細胞が休止期の破骨細胞
に直接作用して、骨吸収期へと移行させるこ
とにより、骨吸収を誘導することを発見した
（Kikuta, et al., J Clin Invest, 2013）。また
本技術を発展させ、臨床現場で汎用されてい
る各種骨粗鬆症治療薬（ビスホスホネート製
剤、活性型ビタミン D 製剤）が、生体内にお
いて異なる作用機序で破骨細胞の骨吸収を
制御していることを明らかにした（Kikuta, 

et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2013）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでノウハウを蓄積して
きた生体骨・関節の二光子励起イメージング
系を駆使して、関節リウマチの病態に関わる
炎症細胞の動態を解析する。さらに、生体二
光子励起イメージング系を薬効評価系とし
て活用し、現在 RA 治療の現場で使用されて
いる各種生物学的製剤が炎症によって誘導
された破骨細胞に及ぼす効果を解析し、薬剤
間の薬効の差異を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 生体関節イメージングによる炎症細胞の
動態解析 

 成熟破骨細胞および破骨前駆細胞を特異

的に蛍光標識したマウス（C57B6/J 背景）を、
関節炎に感受性が高いDBA/1Jと戻し交配し
た。これらの蛍光標識レポーターマウスにコ
ラーゲン誘導関節炎を作製した後、吸入麻酔
管理下で手指の関節内部を生体二光子励起
顕微鏡で経時的に観察し、細胞動態を解析し
た。 

 

(2) 生物学的製剤の in vivo 作用機序の解明 

成熟破骨細胞及び破骨前駆細胞を特異的
に蛍光標識したマウス頭頂骨の骨膜下に
LPS（20 mg/kg）を投与し、炎症性骨破壊を
誘導した。また、LPS 投与当日に、抗 TNFα

抗体（5 mg/kg）、抗 IL-6 受容体抗体（10 

mg/kg）、CTLA4-Ig（ 10 mg/kg）または
vehicle を腹腔内投与し、5 日後に生体骨組織
内を二光子励起顕微鏡で観察した。得られた
イメージング画像データは、画像解析ソフト
ウェアを用いて定量化し、細胞動態（細胞の
形態変化や移動速度）を統計学的に評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 生体関節イメージングによる炎症細胞の
動態解析 

 関節破壊の現場を in vivo で可視化するべ
く技術開発を行い、生きたままの状態のマウ
スの手指の関節内部をリアルタイムで可視
化するライブイメージング系を確立した。さ
らに、本技術を用いて、成熟破骨細胞を特異
的に蛍光標識したマウスの生体関節内部を
経時的に観察した。その結果、健常なマウス
では関節内に成熟破骨細胞が認められなか
ったのに対し、関節炎誘導 1 ヶ月後のマウス
では、関節腔の骨表面上にたくさんの破骨細
胞が認められ、そのほとんどが骨吸収期の細
胞であることが分かった。 

次に、破骨前駆細胞を特異的に蛍光標識し
たマウスを用いて、生体関節内部を経時的に
観察した。その結果、関節炎発症早期に、体
内を循環する破骨前駆細胞が関節内に遊走
してくることが明らかとなった。 

 

(2) 生物学的製剤の in vivo 作用機序の解明 

まず、成熟破骨細胞を特異的に蛍光標識し
たマウス頭頂骨の骨膜下に LPS を投与し、
炎症性骨破壊を誘導した。また、LPS 投与当
日に各種生物学的製剤を腹腔内投与し、5 日
後に生体骨組織内を二光子励起顕微鏡で観
察した。その結果、炎症性骨破壊を誘導した
群では、健常群と比較して、骨表面上にたく
さんの骨吸収期の成熟破骨細胞が認められ
た。さらに、抗 TNFα 抗体治療群および抗
IL-6 受容体抗体治療群では、成熟破骨細胞
の骨吸収能が低下し、休止期の成熟破骨細胞
が増加していることが分かった。一方、
CTLA4-Ig 治療群では成熟破骨細胞の骨吸収
活性に変化を認めなかった。 

次に、破骨前駆細胞を特異的に蛍光標識し
たマウスを用いて、生物学的製剤が破骨前駆
細胞に及ぼす効果を検討した。上記と同様に、



マウス頭頂骨の骨膜下に LPS を投与し、炎
症性骨破壊を誘導した後、各種生物学的製剤
を腹腔内投与し、5 日後に生体骨組織内を二
光子励起顕微鏡で観察した。その結果、炎症
性骨破壊を誘導した群では、健常群と比較し
て、破骨前駆細胞の運動能が低下し、骨表面
に留まっていた。一方、CTLA4-Ig 治療群で
は、抗 TNFα 抗体治療群や抗 IL-6 受容体抗
体治療群と比較して、破骨前駆細胞の運動能
が亢進し、骨髄腔から血中へ還流していく様
子が観察された。さらに、CTLA4-Ig の標的
分子 CD80/86 は、成熟破骨細胞よりも破骨
前駆細胞に強く発現していることが明らか
となった。 

以上の結果から、抗 TNFα 抗体および抗
IL-6 受容体抗体は主に成熟破骨細胞、
CTLA4-Ig は破骨前駆細胞に強く作用し、そ
れぞれ異なる作用機序で骨破壊を抑制して
いることが明らかとなった。 
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