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研究成果の概要（和文）：サイトカイン LECT2 の関節リウマチにおける抑制作用を解析した。

関節炎に関与し LECT2 受容体を発現する細胞を同定した。滑膜細胞は LECT2 受容体を発現

していた。そこで、滑膜細胞の増殖、関節炎に関与する炎症性サイトカイン等各種遺伝子発現

について LECT2 添加による影響を調べた。LECT2 遺伝子欠損マウスを用いたマウス関節炎モ

デルにおいて、主要に働く炎症性サイトカインに支配される遺伝子を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the repressive mechanism by LECT2 in rheumatoid 
arthritis. First, we have identified a LECT2 receptor-expressing cell type related in 
rheumatoid arthritis, and showed the possibility that human synoviocytes expressed the 
receptor of LECT2. Using those cells, we studied LECT2 effect on the proliferation of 
the cells, and expression of proinflammatory cytokines and several genes related to 
rheumatoid arthritis. We identified many genes controlled by main proinflammatory 
cytokines in a mouse model of rheumatoid arthritis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) LECT2 は好中球走化性活性を持つ蛋白質
として、ヒト T細胞系白血病由来培養細胞の
培養上清から精製・同定された。研究代表者
はアミノ酸配列を決定し、それに基づき cDNA
と遺伝子クローニングを行った。LECT2 は肝
臓で特異的に発現され、血中に分泌される蛋
白質である。様々な生物のゲノムの解析によ
り、この蛋白質は脊椎動物において高度に保
存されており、しかもファミリー等も見出さ

れていないことから重要な働きをしている
と考えられている。さらに、これまでの国内
外の研究者により、この蛋白質は多機能蛋白
質であることが示唆されている。 
 研究代表者らは、LECT2 の機能解析するた
めに遺伝子欠損マウスを作製した。さらに、
マウス LECT2 遺伝子を強制的に発現するトラ
ンスジェニックマウスも作製して解析を行
っている。 
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(2) ヒト LECT2 には、58 番目のアミノ酸にバ
リン(Val)またはイソロイシン(Ile)となる
遺伝子多型が存在する。日本人の健常人では、
Val/Val が 47％を占め、Ile/Ile が 16％で残
りはヘテロ Val/Ile であった。一方、関節リ
ウマチ患者を解析したところ、Ile型の LECT2
を持つ患者では、関節リウマチの増悪度が高
いことが明らかとなった。また、発症の頻度
も、Ile 型を持つ患者で高い傾向が見られた。
このように、LECT2 が関節リウマチに関与す
ることが明らかとなったことから、LECT2 遺
伝子欠損マウスを用いて関節炎モデルにお
ける LECT2 の役割について調べた。 
 
(3) 抗コラーゲン抗体誘導関節炎は, ヒト
のリウマチ性関節炎のモデルとして知られ
ている。このモデルにおいて、LECT2 遺伝子
欠損マウスは関節炎が増悪することが判明
した。その病理像から、関節炎全体の炎症反
応が亢進していることが明らかとなった。関
節炎に関与する炎症性サイトカインを調べ
た結果、IL-1β、IL-6およびケモカイン MCP-1、
MIP-1、MIP-2 の発現の上昇が観察された。
LECT2 が関節炎を抑制することを強く示唆し
たため、LECT2 遺伝子を LECT2 遺伝子欠損マ
ウスの肝臓に導入し発現させたところ、関節
炎の症状が改善することが明らかとなった。
サイトカインの動態を調べたところ、IL-1β、
IL-6、MCP-1、MIP-1、MIP-2 の発現量が低下
していた。以上のことから LECT2 は関節リウ
マチモデルにおいて抑制的に作用すること
が明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
マウス関節炎モデルでの LECT2の抑制メカ

ニズムを調べる。 
 
(1) 抑制メカニズムを解析するために、関節
炎に関与する細胞のなかで LECT2 の標的細胞
を同定する。 
 
(2) 同定した候補細胞を使い in vitro で
LECT2 を作用させ、増殖、サイトカインをは
じめとした各種遺伝子発現について調べる。 
 

３．研究の方法 

(1) LECT2-Fc 融合蛋白質の作製 
 マウス LECT2 の下流にヒト IgG1 の Fc領域
を連結し、発現プラスミド pCXN2 を用いてマ
ウス LECT2-Fc 発現プラスミドを構築した。
それを CHO 細胞に導入し、いくつかの G418
耐性の細胞クローンを得、その中から
LECT2-Fc 蛋白質高発現細胞クローンを得た。 
 
(2) その細胞を用い数リッターの大量培養
を行い、細胞上清から、protein A セファロ
ースを用いたアフィニティクロマトグラム

による精製を行い、90%以上の標品を得た。 
 
(3) LECT2-Fcを関節炎に関与すると考えられ
る各種細胞に作用させ、PBS で洗浄した後、
PE 標識抗マウス IgG 抗体を加え洗浄の後、フ
ローサイトメトリーにて、LECT2-Fc を結合す
る細胞を同定した。 
 
(4) 東洋紡社ヒト滑膜細胞を培養し、それ
に対してヒトLECT2を in vitroで作用させ
た。 
 
(5) ヒト LECT2 は、すでに樹立しているヒ
トLECT2産生CHO細胞を数リッター培養し、
その細胞上清を CM-セファロースによるバ
ッチ法で濃縮し、その後 CM-セファロース、
DEAE-セファロース、MonoQ カラムにより
95%以上の精製品を得て、実験に供した。 
 
(6) LECT2 の滑膜細胞の増殖に対する作用
を調べた。96 穴プレートで培養した滑膜細
胞を各濃度の LECT2 で処理し、1 日後、2
日後 MTT アッセイした。 
 
(7) LECT2 の滑膜細胞の遺伝子発現に対す
る作用を調べた。6 穴で培養した滑膜細胞
に TNF-αあるいは IL-1βを加え、各濃度の
LECT2 で処理し、数時間後に mRNA を調整し
た。RT-PCR で IL-1β、IL-6, MMP-1, MMP-3, 
MMP-9, TGF-β、GAPDH の各種遺伝子発現を
調べた。 
 
(8) 滑膜細胞と血液から精製したヒトモノ
サイトを共培養した後、IL-1β処理をした
実験区、しない実験区、それぞれに対して
各濃度の LECT2 を加え、12 時間後に培地を
回収しIL-6の濃度をELISA法にて測定した。 
 
(9) 滑膜細胞を 100 mm ディシュで培養し、
LECT2 を 100 ng/ml の濃度で処理した。6
時 間 後 に mRNA を 回 収 し Agilent 
Technologies 社マイクロアレイ 4×44K フ
ォーマットを用い 2色法にて網羅的に遺伝
子の発現を調べた。コントロールとして無
処理の滑膜細胞の mRNA を用いた。遺伝子発
現のデータ解析は GeneSpring 9 で行い、変
動した遺伝子の生理機能解析およびネット
ワーク解析は Ingenuity Pathway Analysis 
Software で行った。 
 
(10) 抗コラーゲン抗体導入後 5 日目の関節
炎を発症した BALB/cAJJcl および LECT2 遺伝
子欠損マウスの関節部分から mRNAを調整し、
滑膜細胞と同様にマイクロアレイによる網
羅的に遺伝子発現を解析した。 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1) LECT2 受容体の滑膜細胞における発現 
 関節炎に関与すると考えられる滑膜細胞、
血球細胞に LECT2受容体が発現するかどうか
調べた。その結果、図１のように滑膜細胞に
LECT2 受容体が存在することが分かった。正
常な細胞でも、リウマチ患者由来でも同様に
検出出来た。  

図 1. フローサイトメトリーによる滑膜細 
胞に対する mLECT2-Fc の特異的結合 
 
(2) LECT2 の滑膜細胞の増殖に対する作用 
 96 穴プレートで培養した滑膜細胞を各
濃度の LECT2 で処理し、1日後、2日後 MTT
アッセイしたが、LECT2 の濃度に依存した
作用は観察されなかった。また、IL-1β、
TNF-αの処理を併用しても細胞増殖に対す
る LECT2 の影響は観察されなかった。 
 
(3) LECT2 の滑膜細胞遺伝子発現に対する
作用 
 6 穴で培養した滑膜細胞を TNF-αあるい
は IL-1β処理し、それぞれの実験区に対し
て各濃度の LECT2 を加え、様々な時間で
mRNA を調整し、RT-PCR で IL-1β、IL-6, 
MMP-1, MMP-3, MMP-9, TGF-β、GAPDH の各
種遺伝子発現を調べた。GAPDH をコントロ
ールに用い、各遺伝子の発現を検討したが、
いずれも LECT2 の発現への影響は観察され
なかった。 
 
 (4) 滑膜細胞とモノサイトの共培養にお
ける LECT2 の作用 

滑膜細胞と血液から調整したヒトモノサ
イトを混ぜたのち、IL-1β処理をした実験
区、しない実験区のそれぞれに対して、各
濃度の LECT2 を加え、12時間後に培地を回
収し IL-6 濃度を ELISA 法にて測定した。い
ずれの実験区でも LECT2 の作用が観察され
なかった。 
 
(5) マイクロアレイによる網羅的遺伝子発
現による解析 

抗コラーゲン抗体導入後 5日目の関節炎を

発症した BALB/cAJJcl および LECT2 遺伝子欠
損マウスの関節部分から mRNA を調整し、
Agilent Technologies 社マイクロアレイ 4
×44K フォーマットを用いて 2 色法にて網
羅的に遺伝子の発現を調べた。コントロー
ルとして野生型 BALB/cAJJclのmRNAを用い
た。ネットワーク解析により IL-βと IL-6
の上昇に伴う一連の遺伝子の発現上昇が明
らかとなった（図 2）。LECT2 遺伝子欠損マ
ウスの関節炎の増悪において、2 つの主要
なサイトカインにより発現上昇すると推定
される遺伝子が同定された。これまでわか
っていたケモカインの遺伝子以外に、多数
の遺伝子の変化が明らかとなった。さらに、
滑膜細胞に対して、LECT2 を 100 ng/ml の
濃度で処理し、6時間後に mRNA を回収し同
様のマイクロアレイによる網羅的遺伝子解
析を行った。その結果、新たにいくつかの
炎症性サイトカインの抑制が観察された。
また、細胞運動機能に関係するいくつかの
遺伝子が上昇することも明らかとなった。 
 

 
図 2. 抗コラーゲン抗体誘導関節炎の関節局
所におけるマイクロアレイによる網羅的遺
伝子発現解析 
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