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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては、関節リウマチの発症機序について小胞体機能の観点から解析
を行った。関節リウマチにおいては破骨細胞や樹状細胞の機能異常が報告されているため、破骨細胞および樹状
細胞に発現している小胞体膜局在転写因子Lumanが病態発症に関与しているかコンディショナルノックアウトマ
ウスによる関節リウマチモデルを用いて解析した。
残念ながらマウス個体レベルでは関節リウマチ発症に関して小胞体機能が関与しているか明確な答えを得ること
が出来なかったものの、細胞レベルにおいてはLumanが樹状細胞の抗原提示機能に重要な役割を果たしているこ
とを明らかにすることが出来た。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that dysfunction of osteoclasts and dendritic cells 
occurs in rheumatoid arthritis(RA). However, it remains unclear whether function of endoplasmic 
reticulum (ER) in osteoclasts and dendritic cells is involved in pathogenesis of RA. In this study, 
analysis of mouse model for RA using conditional knockout mouse of ER-resident transcription factor 
Luman has been performed. Although in vivo investigation by RA mouse model was not able to obtain a 
concrete answer, in vitro investigation has revealed that Luman deficient dendritic cells attenuate 
the antigen-presenting ability, compared with wild type dendritic cells.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチは罹患率が人口の約 1％近く
にものぼる、発症頻度の高い疾患である。自
己の免疫システムが正常に機能せず、自分自
身の細胞を攻撃してしまう自己免疫疾患の
一つと考えられており、その主な症状は、関
節の炎症と骨の破壊である。関節リウマチの
治療薬として TNF-α や IL-6 などの炎症性サ
イトカインを標的とした抗体による生物学
的製剤の開発がなされ、これまで難しかった
寛解の例が少なからず報告されるようにな
った。しかしながら疾患発症メカニズムにつ
いては未だ完全には明らかとなっていない。
関節リウマチは主症状として骨破壊が認め
られることから、破骨細胞の機能亢進が起こ
っていることが報告されている。破骨細胞は
機能的に骨吸収能を発揮するために、骨マト
リクスを分解する各種プロテアーゼの産生
亢進や骨吸収窩を酸性化するプロトンポン
プの機能亢進が起こる。この際、大量のタン
パク質合成を伴うことから、膜タンパク質及
び分泌タンパク質の成熟化の場として働く
小胞体の機能も亢進していると考えられる。
また、関節リウマチは自己免疫疾患であり、
自己を異物と認識して免疫反応を引き起こ
すことから、抗原提示のプロフェッショナル
細胞である樹状細胞の機能異常も報告され
ている。樹状細胞は抗原提示を行う際に、異
物を貪食し分解した後、小胞体において抗原
を MHC クラス I あるいは MHC クラス II 分
子に取り込み、細胞膜表面へこれらの複合体
を輸送し抗原提示を行う。このことからも分
かるように抗原提示の過程において小胞体
は重要な働きをしている。しかしながら、関
節リウマチにおける小胞体の役割や、小胞体
機能の観点から破骨細胞や樹状細胞の機能
について研究している例は少ない。 
 小胞体は膜結合型タンパク質あるいは分
泌型タンパク質が折りたたみや糖鎖付加な
ど種々の修飾を受けて成熟していく場とし
て機能する。ところが、細胞が栄養飢餓状態
やウィルス感染、細胞内カルシウム濃度の攪
乱といった細胞の恒常性維持に不利な刺激
を受けると、新たに合成されたタンパク質は
自身の折りたたみや修飾が正常に行われな
くなり、不良タンパク質として小胞体内腔に
蓄積していく。この状態を小胞体ストレスと
呼ぶ。細胞にとって小胞体機能異常は極めて
重篤な事態であるため、直ちにストレスから
回避するために小胞体膜上に存在する小胞
体ストレスセンサーを起点として不良タン
パク質を排除する防御システムを活性化さ
せる。この応答系を小胞体ストレス応答と呼
び、酵母から哺乳細胞に至るまで真核細胞に
広く保存されている。近年、小胞体ストレス
は糖尿病、虚血性疾患、アルツハイマー病や
パーキンソン病に代表される神経変性疾患、
慢性炎症、癌の発症に深く関与していること
が明らかとなっている。しかしながら、関節
リウマチにおける小胞体ストレス応答の役

割について研究している例は多くなく、疾患
発症と小胞体ストレスとの詳細な関連性は
不明である。 
  
２．研究の目的 
 関節リウマチの発症に小胞体機能が関与
するかどうか、特に関節リウマチにおける破
骨細胞および樹状細胞の機能に小胞体がど
のように関与するかを明らかにする目的で
研究を行う。 
 本研究では小胞体膜上に局在する膜貫通
型転写因子である Luman に焦点を当てて研
究する。研究代表者の先行研究によって、
Luman が破骨細胞の分化過程で重要な機能
を果たしていることを明らかにした。そこで
Luman ノックアウトマウスを作成し、当該マ
ウスを用いて関節リウマチモデルを作成す
る。作成した Luman ノックアウトマウス関節
リウマチモデルを用いて、個体レベルおよび
細胞レベルで関節リウマチ発症と小胞体機
能の関連性を解析する。 
 
３．研究の方法 
 コンディショナルノックアウトマウス作
成用のLuman floxマウスを既に作成済みであ
るので、Luman flox マウスと破骨細胞特異的
に Cre リコンビナーゼを発現する RANK-Cre
マウスを交配し、破骨細胞特異的 Luman ノッ
クアウトマウス(Luman flox/flox, RANK-Cre
マ ウ ス ) を 作 成 す る 。 Luman flox/flox, 
RANK-Cre マウスの関節領域に外来抗原を注
射することで関節リウマチ様症状を惹起す
るアジュバント関節炎（AIA）モデルを作成
し、マウス個体レベルで解析する。 
 細胞レベルでの解析には、マウス脛骨から
骨髄マクロファージを単離し、サイトカイン
を投与することで破骨細胞、あるいは樹状細
胞へ分化させ、解析に用いる。 
 
４．研究成果 
「実施内容」 
（１） 破骨細胞特異的 Luman コンディシ
ョナルノックアウトマウスの解析 
 研究代表者の先行研究から、Luman が破骨
細胞分化時の多核化に重要な役割を果たし
ていることが明らかになった。そこで、マウ
ス個体レベルでも Luman が同様な機能を有
するか検討するために破骨細胞特異的に
Luman をノックアウトしたコンディショナ
ルノックアウトマウスを作成した。破骨細胞
特異的 Luman ノックアウトマウスの骨組織
について組織解析するために、ヘマトキシリ
ン・エオジン染色および酒石酸抵抗性酸性フ
ォスファターゼ(TRAP)染色を行った。組織レ
ベルにおいてはコントロールマウスと比べ
て破骨細胞特異的 Luman ノックアウトマウ
スにおける骨形成に顕著な差を見出すこと
はできなかった。 
 
（２） 全身性 Luman ノックアウトマウス



の作成と関節リウマチモデル解析 
 破骨細胞特異的 Luman コンディショナル
ノックアウトマウスでは野生型との表現型
の顕著な違いを観察することが出来なかっ
たため、全身性に Luman を欠失するマウスの
作成に方針転換して解析を行うことにした。
全身性に Cre リコンビナーゼを発現する
CAG-Cre マウスと Luman flox マウスを交配
し、Luman flox/flox, CAG-Cre マウスを作成し
た。このマウスの各組織から RNA およびタ
ンパク質を抽出し、RT-PCR およびウェスタ
ンブロット解析を行った結果、解析した各組
織において RNA レベルおよびタンパク質レ
ベルで Luman がノックアウトされているこ
とを確認した。Luman flox/flox, CAG-Cre マウ
スはメンデルの法則に従い出生し、表現型に
関して幼若期においては野生型マウスと顕
著な差は見られなかった。 
 8週齢のLuman flox/flox, CAG-Creマウスと
同腹・同週齢の野生型マウスを用い、関節腔
内に外来抗原としてウシ血清アルブミンを
直接刺入投与により関節炎を惹起するアジ
ュバント関節炎（AIA）モデルを作成した。
モデル作成後、関節領域を摘出し組織観察を
行ったが、野生型と Luman flox/flox, CAG-Cre
マウスにおいて明確な違いを観察すること
はできなかった。 
 
（３） 破骨細胞および樹状細胞における
Luman の機能解析 
 関節リウマチでは破骨細胞や樹状細胞の
機能異常が起きていることが報告されてい
る。そこで、破骨細胞および樹状細胞の機能
における Luman の役割について細胞レベル
で解析した。 
 破骨細胞の解析については前研究課題に
おいて Luman ノックダウンによる機能欠失
によって破骨細胞の多核化が阻害されるこ
とを明らかにしたので、本研究課題では主に
樹状細胞における Luman の機能について解
析した。 
 4 週齢雄の野生型マウスの脛骨から骨髄マ
クロファージを単離した。単離した骨髄マク
ロファージに対しサイトカイン GM-CSF を
投与し、投与後 8－10 日間培養し樹状細胞へ
分化誘導し解析に用いた。GM-CSF 投与後の
Luman mRNA およびタンパク質の発現レベ
ルを RT-PCR およびウェスタンブロッティン
グによって経時的に解析したところ、Luman 
mRNAはGM-CSF投与後 4日目以降に発現が
誘導されることが分かった。Luman タンパク
質については、GM-CSF 投与後 6 日目以降に
タンパク質発現の誘導が認められた。また、
Luman がプロセシングを受け活性型フォー
ムとして検出されるのはGM-CSF投与 6日目
がピークであることが分かった(図１)。 
 樹状細胞における Luman の機能を検討す
るために、4 週齢雄の野生型あるいは Luman 
flox/flox, CAG-Cre マウスの脛骨から骨髄マ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
クロファージを単離した。GM-CSF を投与後
10 日間培養し、樹状細胞へ分化誘導した後に
野生型樹状細胞および Luman ノックアウト
樹状細胞の表面マーカーの発現を検討する
ために FACS 解析を行った。FACS 解析の結
果、樹状細胞マーカーである CD11c の発現量
は野生型と Luman ノックアウト樹状細胞間
で有意な差は認められなかったが、抗原提示
に関わる MHC クラス II 分子の細胞膜表面上
の発現量が Luman ノックアウト樹状細胞に
おいて亢進していた。 
 樹状細胞は免疫応答の際にT細胞へ抗原提
示を行い活性化させる抗原提示のプロフェ
ッショナル細胞である。Luman ノックアウト
樹状細胞で抗原提示に関与する MHC クラス
II 分子の発現が亢進していたことから、野生
型および Luman ノックアウト樹状細胞間で
抗原提示機能に差があるか検討してみた。樹
状細胞とT細胞の共培養による抗原提示アッ
セイを行ったところ、Luman ノックアウト樹
状細胞では MHC クラス II 分子の細胞膜上の
発現が上昇しているにも拘らず、抗原提示能
が野生型に比べて有意に低下していること
が分かった(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 本研究課題においては、関節リウマチの発

 
図１. Luman は樹状細胞の分化過程で発現誘導される。 
(A)樹状細胞分化時の RT-PCR 解析。野生型マウス脛骨から骨髄細胞を単離

し、サイトカイン GM-CSF を添加した培養液で培養後、Day0,1,2,3,4,5,6 の細胞

を回収し RT-PCR 解析を行った。樹状細胞のマーカーである DC-SIGN や

GM-CSFR の発現と同じタイミングで Luman mRNA の発現が誘導された。(B)

樹状細胞の分化時におけるウェスタンブロット(WB)解析。GM-CSF 添加後

Day0,2,4,6,8,9 の細胞を回収しウェスタンブロット解析を行った。Luman 全長型

の発現量が Day6 以降増加した。LumanN 末(活性型フォーム)は全長型と連動

し Day6 以降に検出された。 

図 2. Luman(-/-)樹状細胞において抗原提示能が低下する。 
WT の樹状細胞および Luman(-/-)の樹状細胞の抗原提示能を調べるために、T 

cell に対する活性化能を比較した。 野生型樹状細胞と Luman(-/-)樹状細胞に

対しオボアルブミン(OVA)で刺激した後、刺激した樹状細胞と共に OVA 抗原に

特異的に反応する T cell を共培養し、T cell の産生するインターロイキン 2(IL-2)

量をELISA法により測定した。Luman(-/-)樹状細胞では野生型に比べて抗原提

示能(T cell を活性化する能力)が低下した。 



症機序について小胞体機能の観点から解析
を行った。残念ながらマウス個体レベルでは
関節リウマチ発症に関して小胞体機能が関
与しているか明確な答えを得ることが出来
なかったものの、細胞レベルにおいては小胞
体膜局在転写因子 Luman が破骨細胞および
樹状細胞の機能に重要な機能を果たしてい
ることを明らかにすることが出来た。 
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