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研究成果の概要（和文）：本研究により、①滑膜線維芽細胞がIFN-γの存在下でMHC class IIおよび共刺激分子
を発現すること、②滑膜線維芽細胞内のシトルリン化ビメンチンが抗シトルリン化ペプチド抗体の対応抗原であ
ること、③シトルリン化ビメンチンがMHC class IIと結合していること、④シトルリン化ビメンチンがオートフ
ァジーの誘導、阻害によりそれぞれ増加、減少することが示された。これらの結果は、滑膜線維芽細胞がオート
ファジーを介し抗シトルリン化ペプチド抗体の産生に寄与していることを示唆し、関節リウマチの病態、特に自
己免疫形成における新たな知見である。

研究成果の概要（英文）：This study has clarified that (1) synovial fibroblasts express MHC class II 
and costimulatory molecules upon stimulation with IFN-gamma, (2) citrullinated vimentin in synovial 
fibroblasts is recognized by anti-citrullinated peptide antibodies from rheumatoid arthritis 
patients, (3) citrullinated vimentin binds to MHC class II, and (4) citrullinated vimentin is 
increased by the induction of autophagy while is decreased by autophagy inhibition. These results 
are novel findings in the pathogenesis of rheumatoid arthritis, particularly in its autoimmunity, 
and suggest a role of synovial fibroblasts in the production of anti-citrullinated peptide 
antibodies through autophagy.

研究分野： 膠原病・アレルギー内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 抗 シ ト ル リ ン 化 ペ プ チ ド 抗 体
(anti-citrullinated peptide antibody; 
ACPA)は関節リウマチにおいて特異的に検出
される自己抗体で、現在、関節リウマチの診
断に応用されている。ACPA は関節リウマチの
発症に先立って検出され、ACPA 陽性患者の関
節予後は不良である。故に、ACPA は診断応用
のみならず、病原性を有する自己抗体として、
新たな治療標的として近年注目を集めてい
る。喫煙、および HLA-DRB1 shared epitope
が ACPA の陽性率と関連することが示されて
いるものの、ACPA の産生機序は明らかになっ
ていない。 
 
(2) マクロオートファジー（以下、オートフ
ァジー）はリソソームを分解の場とする細胞
内の主要な分解システムである。オートファ
ジーは細胞内浄化や飢餓適応を主な役割と
しているが、細胞内タンパクから MHC class 
II 分子と結合するペプチドを生成し抗原提
示にも関与する。近年、オートファジーが細
胞内タンパク質のシトルリン化を促進する
ことが示された。すなわち、オートファジー
はシトルリン化、抗原提示と 2つの機序を介
しACPAの産生に関与している可能性がある。 
 
(3) 滑膜線維芽細胞は関節リウマチの病態
において中心的役割を担っている。活性化し
た滑膜線維芽細胞は大量の炎症性サイトカ
イン、マトリックス分解酵素を産生し、関節
の炎症、破壊に寄与する。近年我々は（Kato 
M, et al. Arthritis Rheumatol 2014）、関
節リウマチ患者の滑膜線維芽細胞において、
変形性関節症患者のそれと比較して、オート
ファジー活性が高いことを報告した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ACPA の産生機序を解明するこ

とを目的とした。背景の通り、近年明らかと
なった関節リウマチ滑膜線維芽細胞の高い
オートファジー活性、オートファジーによる
シトルリン化に注目し、活性化した滑膜線維
芽細胞がオートファジーを介してシトルリ
ン化ペプチドを抗原提示している可能性を
考え、検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) 滑膜線維芽細胞の分離、培養 
当施設の倫理委員会の承認（臨床研究番号

008-0103）ならびに対象患者から文書による
同意を得た上で、関節リウマチおよび変形性
関節症に対する人工膝関節置換術を施行さ
れた患者の滑膜を使用した。滑膜から結合組
織や脂肪を除去し、細かく切り刻み、type I
コラゲナーゼとインキュベートし、メッシュ
を通し遠心分離を行い、10%FBS、ペニシリ
ン・ストレプトマイシン含有 Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium を用い培養し、
4～8継代のものを使用した。 
 
(2) 血清抗シトルリン化ビメンチン抗体価
の測定 
上記患者の保存血清を用いて、代表的な

ACPA である抗シトルリン化ビメンチン抗体
の力価を ELISA 法（Anti-MCV ELISA kit, 
ORGENTEC, ORG548）で測定し、20 U/mL 以上
を陽性とした。 
 
(3) IFN-γによる MHC class II 分子、共刺
激分子の誘導 
滑膜線維芽細胞を IFN-γ（100 ng/mL)で

72 時間刺激し、細胞表面における MHC class 
II 分子および、T細胞の活性化に必要な共刺
激分子 B7 スーパーファミリーの発現を抗
HLA-DR 抗体、抗 B7-H1 抗体、抗 B7-H2 抗体、
抗 B7-H3 抗体、抗 B7-DC 抗体、抗 CD80 抗体、
抗 CD86 抗体を用いたフローサイトメトリ法
により評価した。 
 
(4) ACPA が認識する細胞内抗原の同定 
滑膜線維芽細胞内に ACPA の対応抗原が存

在することを確認するために、滑膜線維芽細
胞のライセートを抗ビメンチン抗体、抗シト
ルリン抗体、抗シトルリン化ビメンチン抗体
陽性患者血清を一次抗体として用いたウエ
スタンブロット法で評価した。さらに、この
タンパク質がシトルリン化ビメンチンであ
ることを確認するために、抗ビメンチン抗体
を用いて免疫沈降を行った。 
 
(5) オートファジーとシトルリン化ビメン
チンとの関連 
滑膜線維芽細胞をプロテアソーム阻害薬

MG132（0-10 μM）で 24 時間、または無血清
培地で 2時間刺激し、ライセートを抗 LC3 抗
体、抗ビメンチン抗体、抗シトルリン抗体、
抗 β-actin抗体を用いたウエスタンブロット
法で評価した。また、オートファジー阻害剤
3-メチルアデニン（3-MA）（5 mM）の添加に
よりオートファジー阻害の影響を検討した。 
 
(6) MHC class Ⅱとシトルリン化ビメンチ
ンとの結合の評価 
滑膜線維芽細胞を IFN-γ（100 ng/mL）で

72 時間刺激し、MHC class Ⅱの発現を誘導し
た状態で、抗 HLA-DR 抗体による免疫沈降を
行い、抗 HLA-DR 抗体、抗ビメンチン抗体、
抗シトルリン抗体を用いたウエスタンブロ
ット法でMHC class Ⅱとシトルリン化ビメン
チンの結合を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 8 名の関節リウマチ患者の滑膜線維線
維芽細胞を分離した。滑膜線維芽細胞を分離
した患者の患者背景は表 1に示す。 



 
(2) (1)における患者番号1-6の患者血清の
抗シトルリン化ビメンチン抗体価を測定し、
患者 1、2、3では抗シトルリン化ビメンチン

抗体が陽性であった（図 1）。 
 
 
 
 
(3) MHC class II、B7-H1、B7-DC の発現は
IFN-γの刺激により滑膜線維芽細胞表面に
誘導され（図 2）、 

 
 
B7-H3は IFN-γの刺激にかかわらず滑膜線維
芽細胞表面に発現していた。滑膜線維芽細が
MHC class II や共刺激分子を介して T細胞に
対し抗原提示細胞として機能している可能
性が示唆された。 
 
(4) 抗ビメンチン抗体、抗シトルリン抗体、
抗シトルリン化ビメンチン抗体陽性患者血
清はいずれも 54 kDa の滑膜線維芽細胞内タ
ンパク質を認識し、滑膜線維芽細胞内に ACPA
の対応抗原が存在することが示唆された（図
3）。 

 
 

抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降法によ
り、この 54 kDa のタンパク質がシトルリン
化ビメンチンであることを確認した（図 4）。 

 
 
(5) 10 μM の MG132 による刺激で、シトルリ
ン化ビメンチンおよびオートファジー活性
化のマーカーである LC3-II が滑膜線維芽細
胞において有意に増加した（図 5）。 
 

 
3-MA の添加によりオートファジーを阻害す
ると、ビメンチンのシトルリン化も阻害され



た（図 6）。 

 
さらに、2時間の飢餓刺激でも同様に LC3-II
およびシトルリン化ビメンチンが増加し（図
7）、 
 

 
3-MA によるオートファジー阻害でこの効果
は阻害された（図 8）。 

 
(6) 抗 HLA-DR抗体を用いた免疫沈降法によ
り、滑膜線維芽細胞内において HLA-DR がシ
トルリン化ビメンチンと結合していること
を確認した（図 9）。 
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