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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ (RA; rheumatoid arthritis)の慢性炎症を引き起こしている病因の一
つとして，RA滑膜組織において自然免疫反応のリガンドを認識するパターン認識受容体であるToll様受容体陽性
細胞が報告されていた。本研究の目的は，薬剤未投与の早期RA，薬剤投与後の晩期RAと特に薬剤抵抗性RA患者に
おける自然免疫系の関与を明らかにするため，Toll様受容体陽性細胞の局在とその役割を検討することであっ
た。
解析の結果、早期群では，自然免疫，獲得免疫が炎症度に応じて残存している症例が多くみられ，晩期群では，
T細胞，B細胞と比較し，多くのTLR陽性細胞が残存していたことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the immuneinflammatory cells, 
including Toll-like receptors (TLRs)- equipped cells, in synovial tissue and fluid samples from the 
patients with early and established rheumatoid arthritis (RA) with/without treatment of synthetic 
disease-modifying antirheumatic drug (sDMARD) including biologics. 
T and B cell counts were lower in the biologics than in the csDMARD group (p<0.05). In contrast, the
 C-reactive protein (CRP) and disease activity score DAS28-CRP did not show clear-cut correlations 
with the inflammatory grade of the synovitis. Similar numbers of cells immunoreactive for TLR-1 to 
TLR-9 were found in synovitis in both groups. 
Patients clinically responding to biologics might still have the potential of moderate/severe local 
joint inflammation, composed in particular of and possibly driven by the autoinflammatory TLR+ 
cells.

研究分野： 関節リウマチ　

キーワード： 関節リウマチ　　薬剤耐性　自然免疫　Toll様受容体　制御性免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチに対する適切な治療介入により，自然免疫，獲得免疫とも抑制され，制御性免疫細胞が増加する傾
向がみられたが，Toll様受容体陽性細胞を中心に，自然免疫系反応が残存しやすいことが示唆された。
今後，従来型の疾患修飾性抗リウマチ薬や生物学的製剤，分子標的型合成抗リウマチ薬を用いても症状の寛解が
得られない患者では，自然免疫系反応をターゲットとした治療が重要になると結論づけられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

免疫難病の一つである関節リウマチ (RA; rheumatoid arthritis)の慢性炎症を引き起こしてい

る病因として自然免疫と獲得免疫における細胞間相互作用の重要性が指摘され，RA 滑膜組織に

おいて自然免疫反応のリガンドを認識するパターン認識受容体である Toll 様受容体陽性細胞の

存在が報告されていた。従来，未知の自己抗原が提示され，T細胞，マクロファージなどが互

いに刺激し合いながら RAを発症すると考えられていたが，近年は，それぞれの炎症性細胞に発

現している Toll 様受容体を介した自然免疫反応も RA の病態形成に深く関与していると考えら

れていた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，薬剤未投与の早期 RA,薬剤投与後の晩期 RAと特に薬剤抵抗性 RA 患者の末梢

血と関節液，滑膜組織における自然免疫系の関与を明らかにするため，自然免疫反応に重要な

パターン認識受容体のひとつである，Toll 様受容体陽性細胞の局在とその役割を検討すること

であった。 

 

３．研究の方法 

 薬剤未投与の早期 RAと薬剤投与後の晩期 RAから得られた末梢血と滑膜組織，関節液の病理

組織学的検討により Toll 様受容体陽性細胞の局在部位を明らかにした。次に，Toll 様受容体 

1-9 の RNA を定性的，定量的に検出するため RT-PCR 法を行った。FACS aria により Toll 様受容

体陽性単球系血球細胞を分離し，抗 Toll 様受容体抗体を添加した系と RA患者から分離した微

小粒子と健常人単球系血球細胞を共培養し，そのサイトカイン産生や Toll 様受容体の発現を比

較，検討した。 

 

４．研究成果 

RAの発症早期と晩期RA患者，特に薬剤抵抗性RA患者と対照となる変形性関節症患者から手術

時に採取可能であったヒト滑膜組織を4%パラホルムアルデヒド固定し，パラフィン薄切切片，

凍結薄切切片を作製した。それぞれの患者から，十分な説明のもとインフォームドコンセント

を得た。 

組織学的局在分類のために滑膜組織をT細胞マーカーであるCD3を用いて5つの部位に分け，臨

床病理学的分類としてHarrisのステージ分類,炎症度評価としてKrenn のグレード分類を使用し

てそれぞれ評価した。組織学的局在，ステージ分類，グレード分類別に，TLRやNLR陽性細胞とT

細胞，B細胞，マクロファージ，樹状細胞の分布，比率，分化度，成熟度を検討した。Toll様受

容体は1-9，T細胞マーカーとしてCD3，B細胞マーカーとしてCD20，マクロファージマーカーと

してCD68，樹状細胞マーカーとしてDC-LAMP，DC-SIGN，CD123，BDCA2，線維芽細胞様細胞マー

カーとして5B5を用いた。対照として，変形性関節症群を用いた (図: CTLA4Ig製剤 (ABT)投与

例の滑膜組織像)。



 

Harrisのステージ分類，Krenn のグレード分類は，疾患活動性評価 disease activity score

と関連が見られなかったが，CD3陽性T細胞，CD20陽性B細胞，CD68陽性マクロファージ，5B5陽

性線維芽細胞様細胞と相関がみられた。Toll様受容体は，各炎症組織にその陽性像が見られた

が，特に，薬剤抵抗性関節リウマチにおける炎症の残存を示すグレード分類と相関がみられ

た。DC-LAMP陽性，DC-SIGN陽性の通常型樹状細胞は炎症度に比例していたが，CD123陽性，

BDCA2陽性形質細胞様樹状細胞は，比例していなかった。 

 前述の詳細な組織学的検討結果をもとに，蛍光二重染色法によるToll様受容体陽性細胞の同

定を行った。Toll様受容体1-9，T細胞マーカー（CD3），B細胞マーカー（CD20），マクロファ

ージマーカー（CD68），樹状細胞マーカー（DC-LAMP，CD123）の蛍光二重染色法により，共焦

点レーザ蛍光顕微鏡を用い，Toll様受容体陽性細胞を同定した。薬剤耐性RA群では，早期発症

RA群と比較してToll様受容体陽性細胞の割合が高く，特に，TLR-2，TLR-4，TLR-6，TLR-9の割

合が高かった。 

 次に，RT-PCR法によるToll様受容体陽性細胞の検出を行った。Toll様受容体1-9のRNAを定性

的，定量的に検出した。プライマーからリバーストランスクリプターゼ法によりcDNAを作製

し，cDNAをテンプレートとしてLight-Cyclerで定量的なPCRを行った。 

さらに，発症早期と薬剤耐性期のRA患者における末梢血と滑膜組織，関節液を用い，Toll様

受容体1-9，T細胞マーカー（CD3），B細胞マーカー（CD20），マクロファージマーカー

（CD68），樹状細胞マーカー（DC-LAMP，CD123）各細胞のFACS sortingを行い，その発現強

度，炎症性メディエーター (IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, TNF-α, INF-γ，

VEGF-A, EGF, VCAM-1, MMP-1, MMP-3)の発現を解析し，IL-6，TNF-α, INF-γなどの炎症性サ

イトカインの発現がそれぞれ増加していることを明らかにした。 

次に，早期群，晩期群において，FACS aria により Toll 様受容体陽性単球系血球細胞を分離

し，抗 Toll 様受容体抗体を添加した系と RA 患者から分離した微小粒子と健常人単球系血球細

胞を共培養し，そのサイトカイン産生や Toll 様受容体の発現を比較，検討した。また晩期群で



は，TNF 阻害薬，IL-6 受容体抗体製剤，CTLA-4Ig 製剤投与群に分け，それぞれの自然免疫系，

獲得免疫系の役割を明らかにした。 

早期群では，自然免疫，獲得免疫が炎症度に応じて残存している症例が多くみられ，晩期群

では，T細胞，B細胞と比較し，多くの TLR 陽性細胞が残存していた。 

一方，抗原提示細胞と T細胞の第 2シグナルを抑制する CTLA-4Ig 群では，リンパ球集簇にお

いて制御性 T細胞や制御性樹状細胞が増加していた。適切な治療介入により，自然免疫，獲得

免疫とも抑制され，制御性免疫細胞が増加する傾向がみられたが，Toll 様受容体陽性細胞を中

心に，自然免疫系反応が残存しやすいことが示唆された （表）。

 

今後，従来型の疾患修飾性抗リウマチ薬や生物学的製剤，分子標的型合成抗リウマチ薬を用

いても症状の寛解が得られない RA患者では，自然免疫系反応をターゲットとした治療が重要に

なると結論づけられた。 
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