
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 4 月 27 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：滑膜細胞と免疫担当細胞における CaMKII・PADIs・シトルリン化・細胞
機能異常と関節リウマチ（RA）の病態の関わりを解析した。RA 滑膜組織での PADIs 発現には一
定の報告がない。今回の実験からは滑膜細胞（滑膜線維芽細胞）にはシトルリン化ペプチド基質
はあるも PADIs 発現は弱く、周囲の免疫担当細胞との相互作用で in vivo では滑膜細胞由来の
蛋白（ペプチド）がシトルリン化される可能性が考えられた。このシトルリン化されたペプチドが環
状シトルリン化ペプチド抗体（抗 CCP 抗体）産生のソースである可能性も考えられた。免疫担当細
胞として重要な制御性 T 細胞機能の低下は RA の病勢悪化を誘導することも示唆された。しかし
ながら、この事象が primary か（原因）？secondary か（結果）？に関しては今後の検討が必要であ
る。また、制御性 T 細胞機能と CaMKII や PADIs の発現および活性化との関連も今後の研究課
題である。臨床的には早期 RA における MRI 骨髄浮腫と抗 CCP 抗体の相関を明らかとした。現
状では検出が困難なシトルリン化ペプチドに関してはイムノコンプレキソーム解析の手法でアプロ
ーチを開始した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have examined the relationship between the pathogenesis of 
rheumatoid arthritis (RA) and CaMKII/PADIs/peptide citrullination/cellular abnormality of 
synovial cells and immune competent cells. Expression of PADIs in the rheumatoid synovial tissues 
remains to be clarified at present. According to our data, the expression of PADIs was weak 
whereas that of PADIs substrates were present in rheumatoid synovial cells. PADIs substrates in 
rheumatoid synovial cells could be citrullinated by interaction with neighboring immune competent 
cells, resulting in stimulation of anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (anti-CCP antibodies) in 
patients with RA. Our present data also suggested that the function of regulatory T cells (Treg cells), 
a major immune competent cell population, is down-regulated in patients with RA that may 
associate with perpetuation of the disease’s process. However, further investigation is necessary to 
identify whether these phenomena are primary events or secondary results. In addition, the 
investigations regarding to the association of Treg cells with CaMKII/PADIs are also be necessary. 
In clinical study, we have identified a close association of MRI-proven bone edema with anti-CCP 
antibodies. At present, a detection of peptide citrullination is very difficult. Therefore, we are also 
going to solve this problem by immune complexsome analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
滑膜細胞と免疫担当細胞はヒト関節リウマ

チ（RA）の病態を形成する代表的な細胞群で
ある。私たちはCaMKII/AktはRAの新しい治
療ターゲット分子に成りうることを発表してきた
が、CaMKII/Akt の下流に位置する機能分子
およびそれに依存性する細胞反応には不明
な点が多い。CaMKII にはα、β、γ、δのアイソ
フォームがある。CaMKII は Ca influx で活性
化されるがCa influxで活性化される酵素群に
は peptidylarginine deiminase（PADIs）もあり、
後者の酵素群は RA 疾患特異的自己抗体の
抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗 CCP 抗
体）産生誘導の key enzyme として注目されて
いる。そこで今回の研究計画では滑膜細胞お
よび免疫担当細胞の活性化・CaMKII 活性化
シグナルカスケード・ペプチドシトルリン化・抗
CCP抗体産生の関連性を in vitroと in vivoの
両面から解析し、RA の新たな治療法の開発
に繋げる研究を目標とした。 
 
２．研究の目的 
培養細胞［滑膜細胞（FLS）、末梢血単核球

（PBMC）、ヒト細胞株］を用いて CaMKII、
PADIs は、如何なるシグナル伝達経路（キナ
ーゼ経路、転写因子経路）を用いて、これら細
胞の分化、活性化およびアポトーシスを制御
するか？これらと RA の疾患活動性には相関
性を認めるか？エフェクターT 細胞に加え制
御性 T細胞との相関性はあるか？を主な研究
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞における CaMKII、Akt、PADIs

の発現と活性化は RT-PCR、ウエスタンブ
ロット（WB）、酵素活性測定で評価した。
アポトーシスは感受性の定量およびカス
パーゼの活性化で評価した。 

(2) 制御性 T 細胞は FACS での多重染色で
同 定 し た
(CD4+CD25++Foxp3++CD127low/-)。RA の
疾患活動性は DAS28 と炎症反応で評価
した。 

(3) 新たな方法でシトルリン化蛋白およびそ
れを認識する自己抗体の同定を試み
た。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト FLS とヒト PBMC における

CaMKII、Akt、PADIs 発現の検討 
FLS は CaMKII δアイソフォームを発

現し、アポトーシス刺激である TRAIL
により Akt の迅速なリン酸化が誘導さ
れた。しかしながらこれらアポトーシ
ス刺激を含む広範な刺激条件を用いて
も FLS にはシトルリン化ペプチドを
WB では検出できなかった。ヒト細胞
株や PBMC では培養条件次第でシト
ルリン化ペプチドをWBで検出可能で
あった。しかしながら FLS からの抽出
蛋白質を用い、無細胞系でリコンビナ
ント PADI2 と PADI4 で in vitro シトル
リン化を試みると、FLS 由来の抽出蛋
白質にはシトルリン化ペプチドが WB
で確認された。シトルリン化ペプチド
は抗 CCP 抗体産生に非常に重要と考
えられる。今回の結果からは FLS 自身
は自己のペプチドをシトルリン化する
酵素活性は（極めて）低いがパラクラ
イン効果でFLSのペプチドはシトルリ
ン化され、このシトルリン化されたペ
プチドが RA の自己抗原になる可能性
が示唆された。表 1 にこれら結果を概
説する。 
今後は RA 滑膜組織における PADIs ア

イソフォームの発現や FLS に PADIs
を強制発現させた場合のこれら蛋白の
局在やFLS細胞機能変化などに実験系
を展開すべきと考えた（表 2 に今後の
課題）。 

(2) 制御性 T 細胞と RA 



WB では無刺激 PBMC にはシトルリン
化ペプチドは検出できなかった（in 
vitro で活性化すると検出可能）。また、
RA 患者血清の PADIs の測定も困難で
あった。実臨床ではリアルタイムな解
析が要求されるので、今回は FACS 解
析を優先し制御性 T細胞分画に注目し
た 。 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 で
CD4+CD25++CD127low/-細胞は Foxp3++

であり、この細胞分画を制御性 T 細胞
とした。この分画を各個人で正確に同
定するために CD127 発現を各個人で
5% を カ ッ ト オ フ と し 、
CD4+CD25++CD127low/-細胞を同定した
（図 1）。 
13 名の疾患修飾性抗リウマチ薬

（DMARDs）ナイーブ症例、19 名の活
動性 RA 症例（14 名が DMARDs 治療
中で 5 名が DMARDs 治療既往）、16 名
の臨床的寛解 RA 症例（DMARDs 治療
中 ） を 対 象 と し た 。
CD4+CD25++CD127low/-細胞率は健常人
＞臨床的寛解 RA 症例＞活動性 RA 症
例の順であり、かつ、DAS28-ESR、CRP、
ESR と CD4+CD25++CD127low/-細胞率は
逆相関を示した（図 2）。 
これら結果より CD4+CD25++CD127low/-

細胞は RA 疾患活動性をモニタリング
する免疫マーカーとなる可能性が考え
られた。この変動が RA の疾患活動性
に関連する二次性変化か否かの解析が
今後の課題と考えた。血清 PADIs やそ
の酵素活性の測定が可能となればより

直接的な関連解析が可能になると思わ
れた。 

(3) シトルリン化蛋白およびそれを認識す
る自己抗体の同定 
臨床的な解析から MRI 骨髄浮腫が認
められる早期RA患者では抗CCP抗体
価が高く、かつ、骨破壊が進展しやす
いことが私たちの解析で明らかとなっ
た（表 3）。 
しかしながら現状の方法では PADIsや

シトルリン化ペプチドの検出は困難な
場合が多い。そこで新たな方法を試み
た。血清で検出される免疫複合体は特
異的な抗原抗体反応の結果として形成
される。この免疫複合体の抗原を網羅
的に解析するイムノコンプレキソーム
解析では RA に特異的に検出される候
補分子が検出された。今後はこの詳細
と RA における関わりを解析予定であ
る。この方向から CaMKII や PADIs の
本質に迫れる可能性が考えられた。 
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