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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）の慢性炎症性滑膜炎の病因は未だ不明である。さらに、これまで
行われた関節炎動物モデルやヒト患者細胞などを用いた機能的解析は、滑膜組織の炎症病態を正確に再現できて
いない可能性がある。そこで本研究では、RA滑膜を組織片のまま気相と液相の境界に設置し培養する方法
（ALI）を開発した。滑膜組織片をALI培養した所、滑膜炎の組織学的構造や炎症性サイトカインであるIL-6や
IL-8産生が長期間維持し、これに抗TNF-a抗体を加えるとIL-6とIL-8の産生が減少した。この様にALI培養はRA滑
膜炎を長期間維持する事が可能であり、今後のRA病態解明の研究に大きく貢献する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of chronic and multiple synovitis in Rheumatoid arthritis 
(RA) is unclear until now. To investigate this question, many physicians had examined some arthritis
 mice models or cell analyses from RA patients. However, these models may not refract the actual 
pathological condition of RA synovium. Therefore, we developed the method of culturing RA synovial 
explants as it is. To culture the explants in vitro, we employed the air-liquid interface (ALI) 
which put it on the interface between gas phase and liquid phase. In the histopathological analysis,
 ALI culture kept the construction of inflamed synovium long time. Production of the inflammatory 
cytokine Interleukin(IL)-6 and IL-8 were also maintained in ALI culture at a later time, but 
decreased when anti-TNF-a antibodies were added into this culture medium. Thus, it was suggested 
that ALI culture of RA synovial explants was useful not only to study the pathogenesis of RA 
synovium but also to check the effect of new DMARDs.

研究分野：臨床免疫学、リウマチ病学
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１．研究開始当初の背景 

 関節リウマチ（RA）は原因不明の慢性滑
膜炎により、破壊性の多関節障害を来す疾
患である。近年、免疫抑制剤や生物学的製
剤による強力な治療で予後は劇的に改善し
たが、不応例も認め、また治癒に至る症例
は限られている。そのため、より疾患特異
性が高い治療法の開発が望まれているが、
これには RA のより詳細な病態理解と病因
解明が欠かせない。 
 ところで、近年の抗サイトカイン抗体な
ど生物学的製剤の導入は、RA の予後を変
えただけではなく、標的分子の関与の直接
的な証明でもあり、病態理解にも大きく貢
献している。ここで興味深いことに、RA
病態解析に用いられている関節炎動物モデ
ルとは、この点が一致しないことも少なく
ないことがわかってきた。例えば動物モデ
ルでは IL-1 を標的にする方が TNF-αより
治療効果が高いが（Joosten LA. et al, 
Arthritis Rheum, 1996）、ヒト RA では
IL-1 阻害療法はあまり効果がない（Nam 
JL et al, Ann Rheum Dis, 2010）。その他
の薬剤に関しても、非ステロイド性消炎鎮
痛剤は実験的関節炎の発症を抑制するが
（Anderson GD. et al, J Clin Invest, 
1996）、ヒト RA については、鎮痛作用こ
そあれ、関節炎抑制作用は期待されない。
これらはヒト RA とその動物モデルでは、
関節炎病態に少なからぬ相違が存在するこ
とを示唆するが、動物モデルは一般に大量
の自己抗原とアジュバントを投与すること
で誘導され、かつ急性発症であること等を
考えると驚くべきことではない。実際に
RA 患者の CD4T 細胞を解析した結果、ヒ
トと動物では関節炎発症に関わるT細胞サ
イトカインも異なる可能性を指摘する報告
もある（Yamada H. et al, J Inflam Res, 
2010）。 

 したがって、RA の病態理解には、やは
りヒト滑膜組織を用いた研究が欠かせず、
特に機能的な解析が重要である。最も一般
的な方法は、コラゲナーゼなどを用いて滑
膜組織を分解し、単離した構成細胞を培養
する方法と思われる。これは比較的簡便で
かつ、定量性にも優れており、またある程
度長期間培養する事も可能である。そのた
め薬剤の効果判定にも用いられており、初
の生物学的製剤となった抗 TNF-抗体も、
この解析系での結果を踏まえて、臨床試験
が開始された（Feldmann M. et al, Annu 
Rev Immnol. 1996）。ただし本来の滑膜構
築を必要とする、細胞間の空間的相互作用
は、正しく評価できていない可能性がある。 

 そのため滑膜を組織片の状態で培養する
事が最良と思われ、確かにそのまま液内で
培養を行っている報告もあるが、培養時間
は 24 時間程度と限られている（Fracer A. 
et al, Arthritis Rheum, 2001）。少し古い
論文を参照すると、培地中に高濃度酸素を

注入した培養法も試みられているが、特殊
な装置が必要な事もあり、一般化はされて
いない（Smiley JD. et al, J Clin Invest, 
1968）。 

 一方、最近はこれら in virto での培養法
より、Scid マウス等の免疫不全動物に滑膜
組織を移植する方法が用いられることが多
いようである。移植滑膜組織片では数カ月
にわたって炎症が持続しており、そこから
の自己抗体の産生も検出されている
（Iwaki-Egawa S. et al, Ann Rheum Dis, 
2005）。即ち RA の特徴である慢性炎症の
病態をも再現できる解析系と言える。しか
し、少ない実験誤差で定量性をもって解析
するには、多くのマウス個体に同時に移植
する必要がある。そのため多数の実験動物
を揃えておく必要があり、また実験手技的
にも簡便とはいえないなどの問題もある。 
 そこで、申請者は、より簡便で定量的に
解析できる新しい滑膜組織培養法の開発を
試みることとした。 
 

２．研究の目的 

 RA 滑膜組織片の新しい培養方法を確立
する。また、これまで確立されている培養
方法と比較を行い、その有用性を実証する。
さらに、現在臨床応用されている抗リウマ
チ薬を添加し、培養滑膜組織片が受ける影
響や変化について検討を行い、病態解明や
薬剤効果判定に有用な研究方法となる可能
性があるのか検証する。 
 

３．研究の方法 

 今研究で用いた滑膜組織検体は、アメリ
カリウマチ学会の 1987 年診断基準を満た
す RA 患者 10 症例から、関節手術を行っ
た際に採取したものである。 
 新しい RA 滑膜組織培養方法は、胎仔胸腺
器官培養を応用した気相液相界面（ALI: 
air-liquid interface）培養を採用した。胎
仔胸腺器官培養は、in vitro で胎仔胸腺を
組織のまま気相と液相の境界に設置し培養
する方法であるが、胎仔胸腺分化を再現し
ており、胸腺内の T 細胞分化のメカニズム
を解析できる優れた実験系である（Nitta T. 
et al, Methods Mol Biol, 2013）。実際の
ALI 培養の方法について簡便に述べると、
まず肉眼的に活動性滑膜炎を認めた部位を
3mm 径にカットし、無作為に 3 片ずつ選
択した。選択した組織片を 0.45mm 径の気
孔の cell culture insert （Millicell HA, 
Merck Millipore, Billerica, MA, USA）に
乗せ、気相と液相の間に位置する様に設置
し培養を行う（右下図）。培養液は 2 日目，
1 週目，2
週目，3 週
目に交換し
た。 
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 この新規培養方法を行った滑膜組織編片
を、これまで報告のあった培養液内で培養
を行ったもの（液内培養）や免疫不全マウ
スに移植したもの（Scid-Hu RAg）と比較
し、特に、病理組織学的特徴やサイトカイ
ン産生が長期間維持できているのか検討し
た 。 さ ら に 、 抗 TNF- 抗 体 で あ る
infliximab（田辺三菱製薬、日本）を培養
液内に添加して、サイトカイン産生が抑制
されるのか確認した。

 
４．研究成果 
 
① 病理学的評価 

 採取直後と３通りの培養を２週間行った
滑膜組織片の病理組織像を下図に示す。RA

滑膜炎の病理組織学的特徴は、採取直後の
組織で見られる様に、表層細胞の過形成、
実質への局所及びびまん性の細胞浸潤であ
る。採取直後と 2 週間培養した滑膜組織片
を比較したところ、ALI 培養では浸潤細胞
の膜表層重層化や滑膜内細胞集族が大部分
維持されていた。Scid-Hu RAg でも滑膜内
浸潤細胞は維持されていたが、膜表層はマ
ウス組織と癒着し重層化が消失していた。
しかし、液内培養では RA 滑膜炎の全ての
所見が消失していた。 

 

 

② 免疫組織学的評価 

 次に、同様の滑膜組織片を用いて、単核
細胞上の CD68、CD3、CD20 分子発現を
免疫染色で確認した（右上図）。採取直後に
認められるマクロファージ（CD68 陽性細
胞）で構成される表層過形成は、２週間培
養した滑膜組織片では ALI でのみ維持で
きていた。一方、実質内のマクロファージ
浸潤は、ALI および SCID-Hu RAg で同程
度維持できていた。また、採取直後の滑膜
組織片で CD3 陽性 T 細胞の集簇が認めら
れたが、RA 滑膜炎でしばしば見られる異
所性リンパ節形成は全症例で認めなかった。
CD20 陽性 B 細胞は常に CD3 陽性 T 細胞
に共局在化していた。これら CD3 陽性 T
細胞及び CD20 陽性 B 細胞の集簇は ALI
培養でよく維持されていた。 
 

 

 

 

 

 

③ 炎症性サイトカイン産生の維持 

 RA による慢性滑膜炎の特徴の一つに炎
症性サイトカインの産生がある。そこで、
採取した培養上清のインターロイキン-6
（IL-6）とインターロイキン-8（IL-8）の
濃度を継時的に測定したところ（下図：代
表的な 1 症例を示す）、ALI 培養された滑
膜片からは長期間 IL-6 産生が認められた。
IL-8 は検出されるものの時間と共に減少
していった。しかし，液内培養では両者共
に培養直後から著明に低下していた。 
 

 
 

 

 

④ 機能的解析の可否の検討 

 さらに、２週目で回収した培養上清の
IL-6 と IL-8 濃度について、全 10 症例を下
図に示す。ここでも、ALI 培養は液内培養
に比べ IL-6 と IL-8 の産生が有意に多いこ
とが明らかとなった。この ALI 培養液中に
抗 TNF-モノクローナル抗体である
infliximab を加えたところ、有意にこれら
炎症性サイトカイン産生が減少していた。
これは，ALI 培養した滑膜組織片には，関
節ウマチによる滑膜炎の炎症メカニズムが
保たれており、抗 TNF-αモノクローナル
抗体によりこの病的滑膜炎の一部が抑制さ
れたことが示唆されている。 
 

 

 

 

 この様に ALI は、滑膜組織片を長期間に
わたり培養することが可能である事に加え、
これまでの単離細胞培養や Scid マウスへ
の滑膜組織移植で克服することができなか
った問題点を補う、理想的な解析手法であ



る可能性が示唆された。また、今後さらな
る改良を加える必要があるものの、ALI は
滑膜組織の機能的解析や薬剤効果判定など
を行う上で、非常に有用な研究ツールとし
て確立されることが十分に期待できる。 
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