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研究成果の概要（和文）：　グルタミン代謝阻害薬6-ジアゾ-5-オキソ-L-ノルロイシン（DON）およびmTOR阻害
薬ラパマイシンはT細胞の増殖を抑制した。また、両者の併用は単剤の場合と比較して有意に強い増殖抑制効果
を示した。DONおよびラパマイシンは、Th17細胞分化を抑制した。DONは骨髄細胞の樹状細胞およびマクロファー
ジへの分化を抑制し、骨髄由来抑制細胞（MDSC）への分化を促進した。
　さらに、両薬剤のマウス関節炎抑制効果について検討した。その結果、DONとラパマイシンの併用により、相
加的にマウス関節炎が抑制されることを証明した。その効果はリンパ球への影響が主体であった。

研究成果の概要（英文）：   The glutamine metabolism inhibitor 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DON) and 
the mTOR inhibitor rapamycin suppressed T cell proliferation. In addition, the combined use of both 
showed a significantly stronger growth inhibitory effect than the case of a single agent. DON and 
rapamycin suppressed Th17 cell differentiation. DON suppressed the differentiation of bone marrow 
cells into dendritic cells and macrophages and promoted the differentiation into bone marrow-derived
 inhibitory cells (MDSC).
   Furthermore, the effect of both drugs on suppressing mouse arthritis was examined. We 
demonstrated that combined treatment with rapamycin and DON additively ameliorated the arthritis in 
SKG mice, possibly by suppressing CD4+ T cell proliferation and Th17 differentiation.

研究分野：臨床免疫学

キーワード： 関節リウマチ　グルタミン代謝　オートファジー　クロロキン　マウス関節炎モデル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　関節リウマチの病態には細胞内代謝異常が関わっており、グルタミン代謝阻害薬とmTOR阻害薬の併用療法は関
節リウマチの新規治療法になり得ると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ（RA）は、関節滑膜の慢性炎症に特徴づけられる全身性自己免疫疾患である。

RA患者の滑膜細胞は、生体から取り出して in vitroで培養しても高い増殖能、遊走能、アポト
ーシス抵抗性といった“腫瘍様”形質を有しているが、その詳細なメカニズムは明らかではない。
申請者は RA滑膜細胞の腫瘍様形質から着想し、RA滑膜細胞が“グルタミノリシス（グルタミ
ン分解）の亢進”というがん細胞類似の代謝的特徴を有することを明らかにした 1)。また、ヒト
RA患者および RAモデルマウスの免疫担当細胞にも代謝異常が存在すること、そしてその是正
によりマウス関節炎が抑えられることを発見した 2)。その作用機序は Th17 細胞への分化抑制、
Treg細胞への分化促進、および樹状細胞の活性化抑制と考えられたため、RA以外の全身性自己
免疫疾患の治療への応用も可能ではないかと考えた。 
生物学的製剤の登場により革命的に変化した RA 治療であるが、治療目標である寛解に達し
ている患者は 5-6割程度にとどまっているのが現状である。また、RA以外の膠原病においても
難治性病態は数多く存在する。申請者らが行った実験でも、グルタミノリシス阻害薬 Compound 
968および解糖系阻害薬 3-ブロモピルビン酸 （BrPA）はマウス関節炎を強力に抑制したが、関
節炎を完全には抑制できなかった。免疫領域に先駆けて代謝研究が盛んとなったがん研究の領
域では、作用機序の異なる薬剤の併用療法が多くの成果をあげている。申請者は、将来作用機序
の異なる複数の薬剤を併用するマルチターゲット療法がヒト全身性自己免疫疾患の寛解を目指
す上で欠かせない治療となってゆくと予想している。したがって、本研究では、代謝酵素阻害薬
を中心としたマルチターゲット療法が膠原病治療に有効か否かについて検討を行いたいと考え
た。 
 
参考文献     
1) Takahashi S, Saegusa J et al. Arthritis Res Ther. 2017, 19(1):76,   
2) Okano T, Saegusa J et al. Sci Rep. 2017, 7:42412 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、細胞内代謝の鍵となる酵素をターゲットとした全身性自己免疫疾患の新規
治療法を開発することである。 

 
 
３．研究の方法 
 
Balb/c マウスの脾細胞から MACS で CD4+T 細胞を単離した。単離した CD4+T 細胞を CFSE 標識
し、DMSO, rapamycin, 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON), rapamycin＋DON の 4 群で投薬を行
い、抗 CD3, CD28 抗体刺激下で培養後 FACS により解析を行った。Th17 細胞分化条件として、抗
IFN-γ抗体、抗 IL-4 抗体、IL-6、TGF-β添加下で同様の 4群の投薬を行い、FACS により Th17 細
胞、Treg 細胞の解析を行った。また、各投薬条件での mTORC1, mTORC2 の活性化を調べるために
それぞれの下流にある S6K, Akt のリン酸化を Western blot で評価した。 
 Balb/c マウスの骨髄細胞を両大腿骨より採取し、DMSO, rapamycin, DON, rapamycin＋DON の
4 群で投薬を行い、GM-CSF 存在下で培養後に FACS で解析した。また、投薬下で産生された
granulocytic myeloid-derived suppressor cells (G-MDSCs)を MACS で単離し、CFSE 標識した
Balb/c マウスの CD4+T 細胞との共培養を行い免疫抑制能を評価した。 
 関節リウマチモデルマウスである SKG マウスに Zymosan A を腹腔内投与して関節炎を発症さ
せ、vehicle, rapamycin, DON, rapamycin＋DON を投与する 4群にランダムに振り分け、週 3回
の投薬を行い、臨床的な関節炎スコア、足関節病理組織における滑膜増生、骨破壊への影響を評
価した。そして、マウスから回収した脾細胞について、Th17 細胞、Treg 細胞、樹状細胞、マク
ロファージ、MDSCs を FACS により解析した。また、足関節病理組織について、T細胞、骨髄系細
胞、滑膜細胞を免疫染色し、細胞種別の効果を評価した。 
 
 

４．研究成果 

 
(1) ラパマイシンおよび DON は CD4+T 細胞の増殖および Th17 細胞分化を阻害した。 



まず、T細胞増殖に対する mTOR 阻害薬ラパマイ
シンとグルタミン代謝阻害薬（6-diazo-5-oxo-
L-norleucine; DON）の影響を解析した。マウス
から単離した CD4+T 細胞を、DMSO（コントロー
ル）、ラパマイシン、DON、またはラパマイシン
＋DON を添加して培養したところ、ラパマイシ
ンと DON はそれぞれ CD4+T 細胞の増殖を有意に
抑制した。さらに、ラパマイシンと DON を併用
した治療は、いずれかの薬剤単独よりも CD4+T
細胞の増殖を強く抑制することを発見した（図
１ A, B）。 
 続いて、ラパマイシンと DON の T 細胞分化に
対する影響について解析した。Th17 細胞分化促
進条件下でこれらの薬剤を添加して調べたとこ
ろ、ラパマイシンまたは DON による治療は、Ror+Th17 細胞の分化を有意に阻害した。また、
Foxp3+Treg 細胞の割合は、他と比較して、ラパマイシンを含むレジメンで処理された細胞で有
意に高かった（図１ C, D）。これらの結果は、Th17/Treg の分化制御においては、mTOR シグナル
がグルタミン代謝に dominant であることを示唆していた。 
 
（2）ラパマイシンと DON は、骨髄細胞の DC とマクロファージへの分化を阻害し、G-MDSC の増
殖を促進した。 

次に、ラパマイシンと DON が in vitro で骨
髄細胞の分化にどのように影響するかを調べ
た。リンパ球の実験で使用したのと同じ 4 つ
のレジメンで GM-CSF で刺激した骨髄細胞を処
理した。GM-CSF で培養すると、骨髄細胞は樹
状細胞（DC）、マクロファージ、および骨髄由
来免疫抑制細胞（MDSC）に分化した。DON は、
DC の分化を抑制し、MDSC の増殖を促進した。
ラパマイシンと DON の併用は、ラパマイシン
または DON 単独よりもマクロファージの分化
をより強く阻害する傾向を認めた（図2 A, B）。
ラパマイシンと DON はどちらも Monocytic 
MDSC の分化を阻害する一方で、Granulocytic 
MDSC の増殖を促進した（図 2 C, D）。これらの
結果より、DC、マクロファージ、および M-MDSC の分化を抑制して G-MDSC の増殖を促進する上
で、DON がラパマイシンよりも強い効果を持っていることが示唆された。 
 
（3）ラパマイシンと DON の組み合わせは、in vivo でそれぞれの単剤療法よりも SKG マウス関
節炎を有意に抑制した。 

最後に、関節炎モデルマウスに対するラパマ
イシンと DON の治療効果について解析した。臨床
関節炎スコアで評価すると、ラパマイシンと DON
の両方が SKG マウスの関節炎を有意に抑制し、ラ
パマイシンと DON による治療は、ラパマイシンま
たは DON 単独よりも強く関節炎を抑制した（図 3 
A）。4つのレジメンのうち、組織学的スコアは、
ラパマイシンと DON の組み合わせで治療したグ
ループが最も低かった （図 3 B, C）。 
また、関節炎マウスの免疫担当細胞の解析か
ら、ラパマイシンと DON が in vivo で CD4+T 細胞
の増殖と Th17 の分化を抑制することによって関
節炎を相加的に改善したことが示された。 
以上の結果より、ラパマイシンと DON の併用療
法は RAの新規治療法となり得ると考えられた。 
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