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研究成果の概要（和文）： 

我々は，関節炎モデル動物とヒト関節リウマチ(RA)症例における関節局所浸潤 T細胞のサイ

トカインプロファイルを経時的に解析した．まず RAの代表的なマウスモデルであるコラーゲン

誘導関節炎モデルでは，IFN-gamma 産生細胞は存在せず，ほぼすべてが IL-17 産生細胞であり，

しかもその大部分が gamma/delta T 細胞であった．しかし SKG マウスでは，IL-17 産生

gamma/delta T 細胞は全く存在せず，純粋な Th17 細胞で占められていた．次に RA 手術症例で

同様の解析を行ったが，IL-17 産生 T 細胞は極尐数しか存在せず，大部分は IFN-gamma 産生 T

細胞であり，マウス関節炎モデルとはかなり異なるプロファイルであることが分かった． 

 
研究成果の概要（英文）： 

Although interleukin-17 (IL-17)-producing T cells were reported to play pathogenic 
roles in murine autoimmune disease models, there are few information about it in 
human autoimmune diseases. One of the aims of this study was to analyze which are 
the predominant cells, IL-17 producing T cells or IFN-gamma producing T cells in 
murine arthritis models as well as rheumatoid arthritis. 

IL-17 producing T cells were predominant population in both collagen-induced 
arthritis (CIA) in mice and SKG mice in affected joints. In CIA mice, the majority of 
IL-17 producing T cells were not alpha/beta T cells but gamma/delta T cells, in contrast, 
IL-17 producing T cells were not gamma/delta T cells but alpha/beta T cells in affected 
joints of SKG mice. Furthermore, IFN-gamma producing T cells were predominant in 
the joints of RA. These results demonstrate that there were significant differences in 
the cytokine profile of T cells in the arthritic joints of two murine models and human 
RA.  
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１．研究開始当初の背景 
これまでの全身性自己免疫疾患に対する

治療法は，副腎皮質ホルモン剤や免疫抑制剤
投与という疾患非特異的な手法に半世紀以
上も終始してきたため，重篤な感染症や骨・
代謝性疾患の悪化を招いてきた．次善の策と
して，より疾患特異的な分子を標的にすると
いう戦略が考えられ，関節リウマチ(RA)に対
する抗 TNF-alpha製剤を初めとする生物学的
製剤が登場し効果を上げている．しかしこれ
らの製剤によってもコントロールできない
症例があること，感染症・悪性腫瘍という副
作用問題が存在すること，コスト面などまだ
まだ理想的な治療法とは言えず，より疾患特
異的な治療法の確立が急務となっている． 
 
２．研究の目的 
近年，RAに対して抗 TNF-alpha 製剤を初め

とする生物学的製剤が次々と開発・臨床応用
され大きな成功を収めている．しかしこれら
の製剤によってもコントロールできない症
例があることや，感染症・悪性腫瘍という副
作用問題が存在すること，またコストが非常
に高い点などまだまだ理想的な治療法とは
言えない．最近，IL-17 を産生する Th17細胞
の膠原病への関係が示唆され注目を集めて
いる．しかし，これまでのデータの多くはモ
デル動物から得られたものであり，ヒトにお
けるデータはまだ尐ない．例えば関節炎モデ
ルマウスにおける IL-17産生細胞の病態への
関与は，様々な実験結果より明らかであるが，
RA 症例を用いた解析では否定的な報告もあ
り，まだ結論が出ていない． 
そこで我々は，関節炎モデルとしてコラー

ゲン誘導関節炎（CIA）および SKG マウスと
いう２つの関節炎モデルと，RAにおける罹患
関節病変局所における侵潤細胞動態を詳細
に解析し，IL-17 がヒト RAの治療ターゲット
に成り得るのか検証することにした．  
 
３．研究の方法 
動物モデルを用いたこれまでの解析は，そ

の手技の困難さから腫脹関節局所から直接
浸潤炎症細胞を分離し，発症前から終息期に
至るまで経時的に観察した報告が存在しな
かった．このことが過去の報告に様々な乖離
を生じる原因となっている可能性があると
考えた．我々は，骨髄細胞のコンタミネーシ
ョンなしにマウス手・足関節局所からリンパ
球を分離する技術を確立した．この技術を用
いて CIAおよび SKGマウスにおける関節局所
浸潤細胞を分離し，表面マーカーとともにサ
イトカインプロファイルを細胞内サイトカ
イン染色で経時的に解析した．また RA 患者
からも関節液および手術時に得られる滑膜
組織中の単核細胞も分離し，同様の解析を行

った． 
 

４．研究成果 
我々はまず，CIA マウス罹患関節局所浸潤

T 細胞の解析を行った．ウシ CII を DBA1/J
マウスに免疫する通常のCIAマウスを用いた
が，工夫した点として通常は尾根部に免疫す
るところを，片方の後肢 foot pad に免疫し，
免疫局所の関節炎の変化（アジュバント効果
を含む関節炎，（immunized joint）とそれ以外
の四肢に生じてくる関節炎（真の CIA と考え
られる，swollen joint）を別個に解析すること
にした．関節からのリンパ球回収は注意深く
表皮を剥離し，長幹骨は intact のまま抜き取
り，残る手・足関節周囲組織を出発材料にコ
ラゲネース処置，次いでフィコール分離を行
い，皮内および骨髄細胞の混入を避け，また
CD19 染色にてもこれらの細胞の混入のない
ことを確認しながら行われた．IL-17A 産生細
胞は反応性に腫脹した関節局所から数多く
検出されたが，驚くべきことにその大部分は
CD4 を発現しておらず，CD8, DX5 も陰性で
あり，その後の解析で gamma/delta T 細胞で
あることが判明した．さらに驚いたことに
CIA 発症前から終末期までどのポイントでも
IFN- 産生細胞（Th1 細胞）の局所への浸潤は
極尐数でありピークを形成しなかった．我々
は前述のようにまずTh1細胞が先行浸潤し初
期炎症巣を形成し，次に Th17 がリクルート
され炎症が慢性化するものと予想していた
ので本結果は全く予想外であった．尐なくと
も本結果を見る限りTh1細胞がCIAの誘導に
も維持にも重要でないことを示唆する所見
であった．実際，IFN-gamma ノックアウトマ
ウスにCIAを誘導するとワイルドタイプのマ
ウスより激しい関節炎を引き起こすことは
以前から知られており， CIA の発症に
IFN-gamma が不要であることは周知の事実
であったが，正常マウスにおける CIA におい
てもTh1型反応の寄与が無いと考えられたこ
とは大きな発見であった．一方免疫した側の
関節では明らかなTh1型反応が誘導されてお
り，Th1/Th17 混合タイプの炎症であること
が分かった．これはアジュバント中に含まれ
る結核菌死菌成分であるHSPが強くTh1誘導
作用を有することを考えると当然の結果と
も言えるが，逆に強い Th1 アジュバントが局
所に影響してもなお Th17 反応がドミナント
であるということは，マウスが，あるいは齧
歯類が，あるいは DBA1/J の遺伝子背景が
元々Th17 型反応に傾いていることを示唆し
ている可能性が考えられた．次に IL-17A 産
生 gamma/delta T 細胞の CIA における機能を
解析するために，その抗原特異性とサイトカ
イン要求性を解析した．その結果 IL-17A 産
生 gamma/delta T 細胞は gamma/delta TCR の



クロスリンクや CII にはほとんど反応せず，
IL-1beta+IL-23 で相乗的に，あるいは IL-23
単独でも増殖が維持された．一方 CD4+であ
るTh17細胞は確かにCII刺激に反応し，IL-23
単独刺激には gamma/delta T 細胞ほどではな
かったが反応を示した．さらに IL-17A 産生
gamma/delta T 細胞の in-vivo における機能を
解析するため，腫脹関節所属リンパ節より本
細胞を sorting し，非免疫および CIA 誘導途
中の DBA1/J マウス足関節に直接マイクロシ
リンジで移入し関節炎スコアの変化を観察
した．すると非免疫マウスでは炎症を引き起
こすことは出来なかったが，CIA 誘導途中の
マウスにおいては関節炎の増悪を認め，
IL-17A 産生 gamma/delta T 細胞は CIA の発症
には寄与しないが病態増悪に寄与している
ことを証明した．以上の結果は CIA において
はまず抗原特異的な Th17 細胞が局所に浸潤
し初期炎症を惹起し，その後炎症性サイトカ
インによって呼び集められた IL-17A 産生
gamma/delta T 細胞が，抗原非特異的に増殖
し病態が悪化・維持されていることが分かっ
た． 
次に我々は全く同様の手技で SKG マウス

罹患関節を解析した．SKG マウスは当初 RA
に酷似した関節炎を自然発症するマウスと
して坂口らによって報告された．その後の研
究でその原因がT細胞シグナル伝達に重要な
分子（ZAP70）の point mutation によるシグナ
ル減弱による胸腺内セレクション機構異常
と，それに続く自己応答性 T 細胞の増加によ
るものであることが証明された．本マウスは
コンベンショナルな飼育環境や真菌性分に
よる刺激により関節炎が誘導できる．我々は
本マウスに真菌成分である Zymosanを前もっ
て腹腔内投与し 7 週に腫脹関節を解析した．
するとやはり IL-17A 産生細胞が IFN-gamma
産生細胞に比べ約 10 倍ドミナントであった
がCIAと比較するとTh1細胞集団も認められ
た．さらに驚くべきことに CIA ではドミナン
トであった IL-17A産生 gamma/delta T細胞は
SKG 関節炎局所にはほとんど存在せず，いわ
ゆる Th17 細胞で占められていることが分か
った．またこの差異は DBA1/J と BALB/c と
いうマウスの種差によるものではなく SKG
マウス関節炎特有の現象である可能性が考
えられたが，その機序については現在解析中
である．このようにマウス関節炎モデル間で
も関節局所侵潤細胞のレパートワーが大き
く異なることが分かった. 

我々が本解析を行っている同時期に，山田
らにより RA 症例における末梢血および関節
液中のT細胞サイトカインプロファイルの解
析データが報告された．この報告では変形性
関節症症例を対照として，RA 症例において
IL-17A 産生細胞の増加は明らかではなく，む
しろドミナントなのは IFN-gamma 産生細胞

であったということで，マウス関節炎モデル
の知見とは異なると結論されていた．我々は
本知見を再検し，さらに関節液のみならず手
術症例に限られるが滑膜組織も入手し，マウ
ス同様組織内侵潤細胞を解析することとし
た．その結果，山田らの報告と同様に関節
液・滑膜組織に拘わらず浸潤 T 細胞の主たる
Th 細胞フェノタイプは Th1 であり Th17 細胞
の割合は 1%未満と極めてマイナーと言わざ
るを得ない結果であった．さらには RA にお
いても IL-17Aを産生する gamma/delta T細胞
はほとんど存在しないと言って良いくらい
尐 数 で あ り ， IFN-gamma を 産 生 す る
gamma/delta T 細胞が 0.1-2.5%程度存在する
に過ぎなかった．実は，関節液解析症例の中
にはたった一例ではあるが急性発症かつ未
治療の症例も含まれていたが，そのような症
例においても，Th17も IL-17産生 gamma/delta 
T 細胞も他の症例同様尐数であった．このよ
うなマウスとヒトの差異が種差に起因する
のか，観察している関節炎の違いによるもの
なのか，あるいは各種治療薬による修飾効果
なのか現段階で結論づけることは困難であ
り，これらの因子を加味した解析が今後必要
となると考えられた． 
（結論） 
CIA においては IL-17 産生 gamma/delta T

細胞が，また SKG マウス関節炎では Th17 細
胞が，病態の中心であり Th1 の関与は示され
なかった．しかしヒト RA症例では，IL-17産
生 gamma/delta T細胞は存在しないばかりか
Th17細胞もごく尐数しか存在せず，Th1 細胞
が主要な浸潤細胞であった．RAとそのモデル
動物の病態がかなり異なる可能性と共に，各
モデル動物間においても病態が異なること
が判明した． 
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