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研究成果の概要（和文）：関節リウマチの治療は飛躍的に発展し、関節の破壊が全く進行しない寛解状態に導入
することが可能となったが、未だ十分な治療効果が得られない症例も多い。本研究では、単球に発現し関節リウ
マチの疾患活動性と相関する細胞表面分子MS4A4Aに着目した。MS4A4Aの機能は未知であり、単球系細胞株での
MS4A4A発現誘導につき検討を行い、抗炎症作用を有するM2マクロファージでの発現亢進が明らかとなった。ま
た、今後の生体内における機能を明らかとするためにMS4A4Aflox/floxマウスを作成した。

研究成果の概要（英文）：The treatment of rheumatoid arthritis (RA) has made great progression, and 
it is now possible to achieve a state of remission in which the destruction of joints does not 
progress, but there are still many cases in which the treatment is not sufficiently effective. In 
this study, we focused on the cell surface molecule MS4A4A, which is expressed on monocytes and 
correlates with RA disease activity. We investigated the induction of MS4A4A expression in monocytic
 cell lines and found that MS4A4A is upregulated in M2 macrophages, which have an anti-inflammatory 
effect. In order to clarify the function of MS4A4A in vivo, we generated MS4A4Aflox/flox mice.

研究分野：リウマチ学、膠原病学、免疫学

キーワード： 関節リウマチ　MS4A4A　単球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で着目したMS4A4Aは単球に発現しており、関節リウマチの活動性と相関することからその機能を明らかに
することで、新たな治療戦略の開発を可能とする研究である。本研究結果は、抗炎症作用にMS4A4Aが関与するこ
とを示唆している。コンディショナルノックアウトマウス作成に向けたfloxマウスを作成できたことから、生体
内でのMS4A4Aの機能解析が可能となった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ (Rheumatoid Arthritis: RA) は、自己免疫学的機序により関節破壊を来たす難治性

疾患である。炎症性サイトカインである TNF-や IL-6 をターゲットとした生物学的製剤により

治療は飛躍的に進歩し、病気の進行のない状態である寛解に 30~50%で導入可能となっている。

しかし、生物学的製剤が導入されている RA患者は全体の 30~50%であり、生物学的製剤を必要

とする病態を有し、十分に疾患活動性を制御可能となっているのは未だ一部にとどまると言え

る。また、寛解状態を維持した後に薬剤投与を中止することで 50~80%で病態が再燃することか

ら、未だ RAの治癒は望むべくもなくアンメットニーズが存在する。その原因の１つとして分子

レベルでの病態理解が不十分であるため適切な治療を適切な患者に届けられていないことが挙

げられる。 

既存の生物学的製剤の多くがサイトカインや獲得免疫を担う細胞に発現する分子を標的とし、

先述のように投与中止が RAの再燃を招くことから申請者らは、自然免疫へのアプローチを行う

手段が必要と考えてきた。事実、RAの活動性と相関する末梢血単球サブセットも多く報告され

ている。そこで、以前に行った約 600名の生物学的製剤導入 RA患者末梢血の網羅的遺伝子発現

解析により RAの活動性指標として一般的にもちいられている DAS28と相関する遺伝子群に着

目した。その中から、新規病態責任分子候補として疾患活動性に伴って単球サブセットで高発現

する機能未知の分子MS4A4A (membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4)を同定

した。事前に行った検討では、健常者だけでなく RA同様に高度の炎症病態をきたす血管炎や成

人発症スチル病患者末梢血での発現と比較して RA では高いことが明らかとなり疾患特異性も

示唆された。末梢血単球分画の検討では、RA の活動性との関連が報告されている

CD14+CD16+intermediate単球での発現が亢進していた。また、RAモデル動物として一般的に用

いられているコラーゲン誘導関節炎マウスの滑膜と末梢血においても野生型と比較して高発現

していることが確認できた。Intermediate 単球は炎症環境下での破骨細胞分化に関与することが

報告されており、マウス骨髄細胞を用いた破骨細胞分化過程では MS4A4A 遺伝子の発現誘導が

みられたことから、MS4A4A が RA 患者の骨破壊と連動した病態分子である可能性を示唆して

いると考えた。そこで、本研究課題では免疫反応の根幹に関わる単球で発現するMS4A4Aの RA

病態形成への寄与に着目し、その発現メカニズムの基礎的検討から病態への関与について、臨床

検体と動物モデルを用いて細胞レベルから生体レベルまでの検討を行ない、RA治療における治

療標的またはバイオマーカーとしての有用性を明らかにすることを目的とする。 
 
 
 
２．研究の目的 
MS4A4Aの RA病態下での単球における機能を明らかにする 
 
 
 
３．研究の方法 
①MS4A4A発現とRA疾患活動性の関与解明 

疾患活動性とMS4A4A遺伝子発現量の相関をタンパクレベルで確認する。MS4A4A同定過程で

単球での発現分子に絞り込み、RA 患者検体でも単球サブセットでの MS4A4A 発現を確認でき

たため、疾患活動性等との関連を解析することで臨床情報に基づいた病態への関与を明らかに

する。また、MS4A4A 同定に用いた検体由来の患者データとの相関解析を行い、DAS28 以外の



疾患活動性や炎症との関連解析を行った。 

②ヒト破骨細胞分化におけるMS4A4A発現解析 

ヒトにおける挙動を明らかにする。健常者末梢血単球より MCSF と RANKL により破骨細胞を

分化誘導し、MS4A4Aの遺伝子およびタンパクレベルでの発現を確認する。 

③関節炎モデルマウスにおけるMS4A4A発現解析、ノックダウン実験 

コラーゲン誘導関節炎モデルマウスの免疫関連組織 (血液、関節、脾臓、リンパ節) における

MS4A4Aの発現を確認する。血液、脾臓に関しては単球サブセット詳細について確認する。 

④ヒト関節滑膜におけるMS4A4A発現解析 

RAの炎症局所である滑膜におけるMS4A4Aの発現と発現細胞を特定する。 

⑤細胞株を用いたMS4A4Aノックダウン実験 (In Vitro)  

THP-1、U937、RAW264.7などの単球系細胞株または健常者より分離した単球で siRNAを用いて

MS4A4A発現抑制し、サイトカイン発現・応答、破骨細胞分化への影響を検討する。また、ノッ

クダウンの有無による遺伝子発現の変化を網羅的に検索することで MS4A4A が制御する因子を

同定し、炎症病態に関与するメカニズムを明らかにする。 

 

４．研究成果 

RAの炎症局所である滑膜におけるMS4A4Aの発現と発現細胞を特定する。 

①MS4A4A発現と RA疾患活動性の関与解明 

研究期間中に十分な検体収集が困難な状況となり（研究責任者所属変更、緊急事態宣言等）、対

照疾患を含めてフローサイトメトリーでのデータは予備実験に追加しての新規情報は得られて

いない。RA患者の各種臨床データとMS4A4A遺伝子発現解析を行い、疾患活動性との相関は確

認できているが、CRP や赤血球沈降速度などの生化学データとの明らかな相関はみられなかっ

た。 

②ヒト破骨細胞分化におけるMS4A4A発現解析 

MCSFとRANKLによる破骨細胞分化過程でのMS4A4A遺伝子発現解析を行ったが、発現誘導はみ

られず、マウスとの結果には乖離がみられた。 

③関節炎モデルマウスにおけるMS4A4A発現解析、ノックダウン実験 

In vivoでのノックダウン実験が困難と判断し、コンディショナルノックアウトマウスの作成に

変更した。マウス Ms4a4a領域に flox領域を遺伝子挿入したマウス（Ms4a4a floxマウス）の

遺伝子操作デザインの再検討を繰り返し、Ms4a4a floxマウスの作成に成功した。現在、交配を

繰り返して純化を進めている。 

関節炎モデルマウスでの発現解析に向けてマウスMS4A4Aに対するポリクローナル抗体を作成

し、ウエスタンブロット法で抗体の特異性を検討中である。マウス脾臓細胞、マウス骨髄細胞、

マウス単球系細胞株 RAW264.7について、Ms4a4a mRNAの発現を qPCRで発現を確認した。

さらに脾臓細胞、骨髄細胞を用いてウエスタンブロットを行い、マウスMS4A4A分子量である

25kDでのバンドを確認した。 

④ヒト関節滑膜におけるMS4A4A発現解析 

すでに手術検体確保に向けた体制整備は行ったが、研究期間中に十分な検体収集が困難な状況

となり（研究責任者所属変更、緊急事態宣言等）、十分な情報は得られなかった。 

⑤細胞株を用いたMS4A4Aノックダウン実験 (In Vitro)  

各種細胞株での MS4A4A 発現を確認し U937での分化・分極過程における MS4A4Aの発現を

調査した。U937を PMAで処理してマクロファージへ分化させた過程で、Ms4a4a mRNA発現



は時間経過に応じて増加した。しかし、PMA処理 72時間時点での細胞表面のMS4A4A蛋白発

現をフローサイトメトリー（FCM）で確認したところ、その発現は認められなかった。この条

件でのU937由来マクロファージの細胞特性を調べるため、M1マクロファージマーカーCD86、

M2マクロファージマーカーCD163の発現を FCMで確認したところ、CD86の発現を認める一

方で CD163の発現は認めなかった。 
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U937を PMAで処理した後にリコンビナントヒト（rh）IL-4で処理を行い、M2マクロファー

ジへ分極させた。この条件では、FCMを用いてM2マクロファージマーカーCD163の発現を認

めた。同時に、細胞表面MS4A4A蛋白発現を FCMで確認したところ、その発現も認めた。 

 

MS4A4Aは U937のM2マクロファージへの分化条件下にて発現が誘導されることが明らかと

なった。 

 

本研究期間において様々な要因により当初計画していた内容が十分に履行できなかったが、ヒ

ト単球での発現とM2マクロファージでの発現誘導が確認されたことから、抗炎症における

MS4A4Aの機能が示唆される。本研究での最大の収穫はコンディショナルノックアウトマウス作

出であり、今後in vivo/in vitroでMS4A4A機能を明確にすることが可能となった。 
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