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研究成果の概要（和文）：関節リウマチの病態に腸内細菌叢の不均衡（dysbiosis）による腸管免疫異常の関与
が推定されている．本研究は，マウスのNcx遺伝子の欠損により腸管で一酸化窒素の産生神経細胞の増加に伴う
dysbiosisの存在に注目し，Ncx-KOマウスと自己免疫疾患モデルであるSKGマウスを用いて自己免疫性関節炎にお
けるNcx遺伝子の役割を解析した．予想に反して，Ncx欠損によりSKG-マウスの関節炎は軽症化した．本研究より
Ncx遺伝子はdysbiosis以外に自己免疫性関節炎の病態の制御に関与することが示唆された．しかしそのメカニズ
ムはまだ十分解明されていないため，さらなる研究が現在も継続進行中である．

研究成果の概要（英文）：It has been presumed that intestinal immune abnormalities caused by changes 
in the intestinal microbiota (dysbiosis) are involved in the pathogenesis of rheumatoid arthritis. 
In this study, we analyzed the role of the Ncx gene in autoimmune arthritis using Ncx-KO mice and 
SKG mice, a model of autoimmune disease, focusing on the presence of dysbiosis in the intestinal 
tract with increased nitric oxide production in mice due to Ncx gene deletion. Contrary to 
expectations, Ncx deficiency resulted in milder arthritis in SKG-mice. This study suggests that the 
Ncx gene is involved in the regulation of the pathogenesis of autoimmune arthritis in addition to 
dysbiosis. However, the mechanism is still not fully understood, and further studies are ongoing.

研究分野： 自己免疫疾患　リウマチ性疾患　膠原病

キーワード： 関節リウマチ　腸管神経　腸管免疫　NCX

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において，マウスの関節炎モデルの解析により腸管の一酸化窒素産生神経細胞の増加が関節リウマチ様関
節炎の重症度に関与することや，腸内の環境変化が過剰免疫システムの誘導に関与すること可能性が示唆され
た．今までに，関節リウマチの発症について腸内細菌叢と一酸化窒素の腸内産生を関連付けて着目した研究は国
内外において報告されていない．一酸化窒素の産生の機能調節が新規の治療開発につながる可能性に着目した本
研究の成果は，関節リウマチなど自己免疫性関節炎の新規治療法の開発に大いに貢献し，さらに様々な免疫性疾
患の病態の分子メカニズムの解明や新規分子標的治療法の開発へとつながることが期待される．

※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 
（１）自己免疫疾患の病態には正常な免疫系が持つ自己抗原に対する免疫トレランスの破綻が
深く関わると考えられるが，その病態は十分に理解されていない．膠原病の中でもっとも罹患頻
度の高い関節リウマチ（RA）の治療は免疫機構修飾を目的とした新たな治療戦略として生物製剤
などの導入により大きく進歩したが，いまだ根治的治療法は存在しないことから，その病態の解
明と新規の根治的治療の開発が必要とされている． RA の発症や病態の維持において環境要因は
極めて重要であると考えられ，その中で特に腸内細菌叢の変化が最近注目されている．近年，腸
内細菌叢の変化が様々な疾患の発症・進行に関連していることが示唆されている．RA において
も腸内細菌叢の不均衡（dysbiosis）による免疫機構の異常が深く関与することが考えられるよ
うになってきた．しかし，その病理的意義は十分に明らかでない．    
 
（２）腸管免疫系においてパイエル板・孤立リンパ小節などの消化管関連リンパ組織の免疫系細
胞が中心となって形成される自然・獲得免疫ネットワークは，腸管組織における病原性微生物に
対する生体防御と非病原性微生物との共生による恒常性の維持に極めて重要な役割を果たして
いる．そして，ある種の遺伝的因子や dysbiosis などの環境因子の作用により腸管免疫の生体防
御機構やトレランスが破綻すると腸管免疫異常が生じ，さらに全身性免疫の異常へ進展するこ
とにより RA の発症に繋がると考えられている．最近，伊藤能永博士（京都大学）らによって自
己免疫性関節炎モデルである SKG マウスから関節炎をひき起こす T 細胞受容体が遺伝子クロー
ニングされ，その T細胞受容体が認識する自己抗原が特定された．そのうちのひとつは全身に発
現するタンパク質 RPL23A で，RA 患者において RPL23A に反応する T 細胞および自己抗体が検出
された．さらに，前田悠一博士（大阪大学）らは RA 患者で認められる dysbiosis が自己反応性
T 細胞の活性化を介して関節炎の発症に関与することを RA 患者の糞便を定着させた SKG マウス
の解析から明らかにしている．またdysbiosisで認められる腸内細菌叢の中でPrevotella copri
の増加が RA 発症に関与することを示唆している． 
 
（３）研究分担者の幡野は神経堤細胞に特異的に発現しているホメオボックス遺伝子 Ncx を同
定し，腸管で神経型一酸化窒素合成酵素（nNOS）の増加と NO 産生神経細胞が増加することを報
告している．最近，幡野や研究分担者の有馬らは Ncx-ノックアウト（KO）マウスにおいて
dysbiosis を認め，NO の無毒化酵素 Nitric Oxide reductase flavorubredoxin をコードする
遺伝子 NorV 陽性の腸内細菌の優勢を認めた．また，Ncx-KO マウスは，通常の生殖可能で寿命も
野生型と変わりがないが，デキストラン硫酸(DSS)腸炎発症の感受性が増加することを観察して
いる（投稿中）．そこで， 神経堤細胞に特異的に発現する遺伝子 Ncx-KO マウスの腸管における
NO 産生神経細胞の増加に伴う腸内細菌叢の dysbiosis および炎症性腸疾患が誘導されることに
注目し，Ncx-KO マウスの関節炎モデルを解析することによって，RA および自己免疫機構が関連
すると考えられる関節炎の発症・維持機構における腸管の神経・免疫系制御機構や NO の役割を
解明する研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，Ncx-KO マウスの関節炎モデルの解析により RA を代表とする自己免疫性関節炎の病
態基盤である全身免疫系に対する腸管神経系と粘膜免疫系の相互作用や，NO 合成酵素異常を介
した粘膜免疫系機能および腸内細菌叢の dysbiosis の病理的意義を明らかにする．そして自己
免疫疾患の病態制御機構に対する腸管粘膜免疫系の役割の解明を目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１）本研究で使用する SKG マウス（BALB/c）は，T 細胞受容体刺激伝達分子 ZAP-70 の点変異
により，潜在的に自己反応性 T細胞を有する．無菌環境下では正常であるが，真菌成分であるマ
ンナンの投与により関節炎が惹起される．関節炎の発症には自然免疫系の活性化により，関節炎
惹起性 T 細胞（Th17 細胞）が誘導され，滑膜増殖や炎症細胞浸潤を認め，リウマトイド因子，
抗核抗体，抗シトルリン化ペプチド抗体などが血清中に検出される(J Exp Med．2010;207:1135-
1143)．本研究では SKG マウス由来ナイーブ CD4＋T 細胞を養子免疫細胞移入した Ncx-KO マウス
(BALB/c)と Ncx-WT（野生型）マウス(BALB/c)，また，SKG マウスと Ncx-KO マウスを交配して作
成した SKG-Ncx-KOマウスとSKG-Ncx-Het(ヘテロ)マウスおよびSKG-Ncx-WTマウスについてSPF
環境下で解析を行った．そして自己免疫性関節炎発症および進行に対する NO 産生腸管神経の増
加の影響について検討した． 

 
（２）関節炎関連免疫ネットワークに対する腸管神経系の機能的役割を明らかにするため，各マ
ウスに β-D グルカンの腹腔内投与前および投与後の関節炎発症時期に以下の解析を行った．① 
関節炎の解析：臨床的評価は関節炎スコアで定量化した．足関節の病理学的解析は炎症スコア
(膜増生，線維化，血管増生，炎症細胞浸潤)と軟骨傷害スコアで定量化して継時的に評価した． 



② 免疫組織学的解析：腸管粘膜免疫系として孤立リンパ濾胞，パイエル板，上皮細胞間リンパ
球，粘膜固有層リンパ球，全身免疫系として脾臓の胚中 GC-B 細胞，制御性 T細胞(Treg)，各自
然リンパ球，タイプ別マクロファージおよび樹状細胞の出現について免疫組織化学的検討を行
った．③ 免疫学的解析：自己抗体産生を解析するために血清中のリウマトイド因子や抗核抗体
を ELISA で測定した．④ 関節炎に対する腸内細菌叢-粘膜系-全身系免疫ネットワークに対する
神経型 nNOS の機能を明らかにするため， NOS 阻害剤 L-NAME を前投与して関節炎について解析
し，NO 合成制御の臨床的意義を検討した． 
 
４．研究成果 
（１）SKG マウス由来脾臓 CD4＋細胞の養子移入 NCX-WT/KO マウスにおけるマンナン誘導関節炎  

SKG マウス脾臓由来ナイーブ CD4＋細胞を SPF 環境で Ncx-WT と Ncx-KO マウスに移入し，0 週
及び 8 週後にマンナン 20mg を腹腔内注射した．Ncx-WT マウスと Ncx-KO マウス，いずれにおい
てもマンナン初回投与 1週間後から多関節炎の発症を認め，その後軽減したが，2回目のマンナ
ン投与後に関節炎の増強を認めた．関節炎スコアは，手（両側 2か所）と手指（両側 8か所），
足（両側 2か所）と足趾（両側１０か所）について点数化して評価した（Sakaguchi N, et al. 

Nature. 2003 Nov 27;426(6965):454-60)．
マンナン投与後の 18 週の観察期間中に
Ncx-WT マウスの関節炎スコア値と比べ
Ncx-KO マウスの関節炎スコア値は有意に
低値であり，関節炎の軽症化を認めた（図
１）．次に，関節炎誘導 3週後の SKG マウス
の脾臓由来 CD4＋細胞を Ncx-WT マウスと
Ncx-KO マウスに養子移入して関節炎の誘
導を行なった．SKG マウスのナイーブ CD4＋

細胞の移入実験と同様に関節炎発症 SKG マ
ウス由来のCD4＋T細胞を養子移入したNcx-
KO マウスの関節炎スコア値は，Ncx-WT マウ
スに比べて低値の傾向を示した（図２）． 

 
（２）SKG-Ncx-KO マウスと SKG-Ncx-WT マ
ウスにおけるマンナン誘導関節炎 
以上の細胞移入する非生理的な実験系に

加え，同一生体内由来 CD4T＋細胞の存在下
で SPF 環境にて，SKG-Ncx-KO マウスと SKG-
Ncx-Het(ヘテロ)マウスおよび SKG-Ncx-WT
マウスのマンナンによる関節炎誘導につい
て解析を行なった．Ncx-KO の関節炎スコア
値は，関節炎誘導後は常に Ncx-WT よりも有
意に低値であった．また，Ncx-Het の関節ス
コア値は，Ncx-WT と Ncx-KO の中間にあっ
た．以上の結果より，NCX 欠損は，その遺伝
子発現量に依存して病原性 CD4T＋細胞依存
的に発症する関節炎を軽減することが明ら
かになった（図３）．  
 

（３）マウスのマンナン投与後誘導関節炎
の病理学的解析 
SPF 環境下で SKG-Ncx-WT マウスと SKG-

Ncx-KOマウスのマンナン誘導関節炎の病理
組織学的評価を HE 染色標本で行った．関節
病理スコアは，Rooney スコアを改変し，各
項目と軟骨傷害の総スコアを調べた
(Rooney M, et al. Arthritis Rheum. 1988 
Aug;31(8):956-63.)．関節炎誘導 2 週間お
よび 12 週間後のスコアは SKG-Ncx-WT マウ
スに比べて SKG-Ncx-KO マウスにおいて有
意に低値（2週後）または低値の傾向（12 週
後）であった（図４，図５）． 

 
（４）SKG-Ncx-WT マウスと SKG-Ncx-KO マウスのリンパ組織の細胞分画の解析 
SPF 環境下で未処置の SKG-Ncx-WT マウスと SKG-Ncx-KO マウスの胸腺，脾臓および小腸について
比較した(各 n=3)．胸腺総細胞数は，Ncx-WT と Ncx-KO 間で有意な差異を認めなかった（図６）．
また，胸腺における T細胞分化（CD4-CD8-，CD4＋CD8＋，CD4＋，CD8＋）も Ncx-WT と Ncx-KO 間で有

 



意な差異を認めなかった．脾臓において，脾臓総細胞数は Ncx-WT と Ncx-KO 間で有意な差異を認
めなかった．脾臓 CD4T＋細胞，Tfh 細胞，CD8＋細胞，B 細胞，形質細胞・形質芽細胞，cDC・pDC

の割合は，Ncx-WT と Ncx-KO 間で有意な差異を認
めなかったが，M1 マクロファージ(CD11c+ 
F4/80+)の分画は軽度であるが Ncx-WT と比較し
て Ncx-KO で 有 意 な 増 加 を 認 め た
(p<0.05(Student t-test))．小腸組織において，
全小腸リンパ組織(クリプトパッチ，孤立性リン
パ小節，パイエル板)の個数は，Ncx-WT と Ncx-
KO で有意な差異を認めなかった.   
 
（５）マンナン誘導後の自己抗体（RF-IgM）産生 

SKG-Ncx-KO マウスと SKG-Ncx-WT マウスにお
ける血清リウマチ因子を比較した(各 n=4)．血清
RF-IgM 抗体価は，SKG-Ncx-KO マウスと SKG-Ncx-
WT マウスで有意な差異を認めなかった（図７）． 
 
（６）マンナン誘導関節炎に対する一酸化窒素
合成酵素（NOS）の関与についての検討 
 Ncx-KO マウスの腸管において NO 産生神経細
胞の増加や dysbiosis が認められることからマ
ンナン誘導関節炎に対する NOS の役割を検討す
るために，SPF 環境下の SKG-Ncx-KO マウスと
SKG-Ncx-WT マウス(WT;n=8, KO;n=5)に対して非
選択的 NOS 阻害薬(L-NAME)の経口投与を 1 週間
行い，その 1週間後にマンナン 20mg を腹腔内注
射し，さらに 2 週間後の関節炎の病理学的評価
を行った．その結果，NOS 阻害薬を内服した SKG-
Ncx-KO/WT ともに病理学的評価において，いずれ
のマウスも NOS 阻害薬の内服により関節炎が軽
減し，Ncx-KO マウスは Ncx-WT マウスと比較して
病理学的関節炎スコアがさらに改善した． 
 RA の病態に環境要因の重要性が考えられ，そ
の中で特に腸内細菌叢の変化が最近注目されて
いる．自己免疫性関節炎の発症は，感染や炎症な
ど何らかの要因で誘導された dysbiosis による
腸管免疫異常から全身性免疫系異常を介して関
節滑膜の局所免疫過剰応答に進展し発症する病
態が推定されている．Ncx-KO マウスの腸管で NO
産生神経細胞が増加し，非病原性常在菌の減少
および病原性細菌が増加による dysbiosis が存
在し，NO の無毒化酵素である flavorubredoxin
をコードする遺伝子 NorV陽性の腸内細菌の優勢
を認めている．一方，RA 患者にみられる
dysbiosis で 観 察 さ れ た Prevotella 属 は
flavorubredoxin 様蛋白を発現しており，NO 抵
抗性であることが推測される．また腸内細菌叢
を介して病態悪化に関与すると報告されている
ことから，本研究の解析開始当初，我々は NO 抵
抗性の病原性腸内細菌が自己免疫性関節炎の病
態に深く関与すると推測した．また，NO は炎症
性疾患の病態を制御して炎症性腸疾患やRA滑膜
炎に関与すると考えられておりSKG-Ncx-KOマウ
スの関節炎増悪を予想した．しかし，予想に反し
てSKG-Ncx-WTマウスの関節炎と比較して軽症化
を認めた．本研究によって，初めて腸管の nNOS
および NO の産生亢進が RA 様関節炎の重症度に
関与すること，および腸内の環境変化が過剰免
疫システムの誘導に関与することが示されたが，
そのメカニズムはまだ十分解明されていないた
め，さらなる研究が現在も継続進行中である． 
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