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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者の糞便から単離したP. copri(RA-P. copri)が、健常人由来P. 
copri (HC-P. copri)より重篤な関節炎マウスモデルで惹起した。RA-P. copriは樹状細胞を強く活性化しTh17細
胞を多く誘導したwhole genome sequenceを実施し、RA-P. copri株には、約100 kbのゲノム領域が挿入されてい
ることが明らかになった。このゲノム領域は、ドランスポゾンに特有の配列を有していた。これらの結果から、
RA-P. copriは、水平伝播により本領域を獲得していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We found that a P. copri strain isolated from the faeces of rheumatoid 
arthritis patients (RA-P. copri) induced more severe arthritis than P. copri from healthy 
individuals (HC-P. copri) in two different mouse arthritis models. As a molecular mechanism, we 
found that RA-P. copri strongly activated dendritic cells and induced more Th17 cells. Furthermore, 
whole genome sequencing of RA-P. copri and HC-P. copri was performed, which revealed that a genomic 
region of approximately 100 kb was inserted in the RA-P. copri strain. This genomic region had 
sequences specific to the transposon. These results indicate that RA-P. copri acquired this region 
by horizontal gene transfer. The absence of this region in HC-P. copri suggests that it may be 
responsible for pathogenicity.

研究分野：免疫学

キーワード： 関節リウマチ　腸内細菌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、関節リウマチ患者には、関節炎を強く誘導するP. copri(RA-P. copri)が腸管内に多く定着して
いること、RA-P. copriには、健常人のP. copri (HC-P. copri)にはないゲノム領域が挿入されていることを見
出した。本領域はHC-P. copriには存在しないことから、病原性を担っていることが示唆された。以上の結果
は、関節リウマチが病原性を有するプレボテラ菌の腸管内定着（感染）により発症することを示しており、今
後、本病原性プレボテラ菌を標的とした関節リウマチの治療、予防法の開発につながるものと考えられ、その学
術的、社会的意義は大きいものと考えられる。

※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 
関節リウマチ（RA）の発症には、遺伝要因と環境因子の双方の関与が示唆されている。環境要
因の中では、喫煙、歯周病、性ホルモンとの関連が示唆されている。古くより、ミノサイクリン
などの抗菌薬が抗リウマチ薬として使用されていること、サラゾスルファピリジンなどの抗菌
作用を持つ薬剤が抗リウマチ薬として使用されていることから、RAの病態に腸内細菌を含む微
生物の感染が関与していると考えられている。我々は、これまでの研究で関節リウマチ患者の腸
内細菌叢で Prevotella copri菌が増加していることを発見し、無菌マウスにヒト腸内細菌叢を再
現することにより、関節リウマチ患者由来の Prevotella copri 菌が関節炎の発症に関与すること
を示した（Maeda Y et al. Arthritis Rheumatol. 2016; 68:2646-2661.）。しかし、世界に目を向けると、
穀物を主体とする地域では、健常者でも P. copri菌が腸内細菌の半分を超えるほどに増加してい
ることが報告されている。さらに、最近の報告では、同じ P. copriでも性質が株により異なるこ
とが報告されている（Cell Host Microbe. 2019 ;25:444-453.e3.）。これらのことから、健常者は宿主
に有益な P. copri菌を持っているが、関節炎惹起能の高い病原性の P. copri菌が感染し腸内で増
殖すると RAを発症するという仮説が考えられた。 
 
２．研究の目的 
Helicobacter pylori の感染が胃潰瘍の原因となるのと同じように、病原性 Prevotella copri 菌の感
染が関節リウマチの発症の原因となる、すなわち、関節リウマチが感染症により発症しうる、と
いう仮説のもと、同菌による関節炎誘導の分子機構を明らかにすることを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Prevotella copri菌の単離 
はじめに、関節リウマチ（RA）患者及び健常者の便から嫌気培養法にて Prevotella copri菌を単
離する。具体的には、RA患者及び健常者の便を嫌気下で研究室まで輸送し、段階希釈液を作製
し、血液寒天培地で培養する。得られたコロニーを Prevotella 属の primer で PCR を行い、PCR
産物を電気泳動し、増幅産物が得られていることを確認する。増幅産物を精製し、シークエンス
PCRを行い、シークエンサーにて 16S rRNA 配列を解析する。データベースサーチにより、菌種
を同定し、P. copri菌であることを確認する。 
(2) 関節炎モデルマウスへの P. copri菌の移入実験 
単離した RA患者由来の P. copri（以下 RA-P. copri）と健常者由来の P. copri（以下 HC-P. copri） 
を嫌気下で培養し、保存する。それぞれを関節炎モデルマウスに投与し感受性を評価する。具体
的には、DBA/1 マウスに 4 種類の抗生剤を 5 日間投与し腸内細菌を死滅させた後に、培養した
RA-P. copriと HC-P. copriを 5日間連続で経口投与する。糞便を回収し、それぞれの P. copriがマ
ウスに定着しているのを確認するとともに、Ⅱ型コラーゲンとアジュバントの混合したエマル
ジョンを DBA/1 マウスに皮内投与する。3 週間後にブースターとして、Ⅱ型コラーゲンとアジ
ュバントの混合したエマルジョンを再投与してマウスの関節炎のスコアを経時的に評価する。
また、異なる関節炎モデルマウスでも解析する。SKG マウスを完全無菌化し、培養した RA-P. 
copriと HC-P. copriをそれぞれ経口投与する。糞便を回収し、それぞれの P. copriがマウスに定
着しているのを確認する。ザイモザンを投与し、関節炎を誘発し、マウスの関節炎のスコアを経
時的に評価する。 
(3) RA-P. copriの関節炎重症発症機構の解析 
上記の計画で実施するコラーゲン誘導性関節炎、SKGマウスとも関節炎の発症に Th17細胞が関
与することが知られている。そこで、RA-P. copriと HC-P. copriの Th17細胞誘導能を比較解析す
る。骨髄由来樹状細胞を RA-P. copriと HC-P. copriの死菌で刺激し、Th17細胞誘導に関わるサイ
トカイン IL-6, IL-23の産生能を比較解析する。RA-P. copriと HC-P. copriの死菌で刺激した樹状
細胞とナイーブ CD4陽性 T細胞を共培養し、IL-17産生性 T細胞誘導能を比較解析する。 
(4) P. copri菌のwhole genome sequence解析 
RA-P. copriHC-P. copriのwhole genome sequence解析を行う。RA-P. coprとHC-P. copriのゲノム配列
の比較解析を行い、RA-P. copri特異的なゲノム配列を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) Prevotella copri菌の単離 
関節リウマチが、病原性 Previotella copri の感染により発症することを証明するため、 健常人、
関節リウマチ患者の糞便よりそれぞれ P. copri株を単離した。5名の関節リウマチ患者より 12株
P. copri（RA-P. copri）を単離した。また、5名の健常人より 16株の P. copri（HC-P. copri）を単
離した。これらの単離株と購入した reference株を whole genome sequence解析した。その結果、
複数種の P. copriは同株であることが判明し、RA-P. copriは 5種の異なる株、HC-P. copriは 8種
の異なる株であった。 
(2) 関節炎モデルマウスへの P. copri菌の移入実験 



DBA/1 マウスに 4 種類の抗生剤を 5 日間
投与し腸内細菌を死滅させた後に、培養し
た RA-P. copriと HC-P. copriを 5日間連続
で経口投与した。糞便を回収し、それぞれ
の P. copriがマウスに定着しているのを確
認した後、Ⅱ型コラーゲンとアジュバント
の混合したエマルジョンを DBA/1 マウス
に皮内投与し、3週間後にブースターとし
て、Ⅱ型コラーゲンとアジュバントの混合
したエマルジョンを再投与してマウスの
関節炎のスコアを経時的に評価した。その
結果、2回目の投与後 5-8週後において、
RA-P. copri を投与したマウスは HC-P. 
copri を投与したマウスと比較して、重篤
な関節炎を認めた（図 1）。 
さらに、異なる関節炎モデル(SKG マウス
モデル)を用いて検証した。完全無菌の
SKGマウスに、RA-P. copri、HC-P. copriを
それぞれ定着させることができた。関節炎
の重篤度を観察すると RA-P. copri を定着
させた SKG マウスがより重篤な関節炎を
発症した（図 2）。 
以上の結果から、RA-P. copriは、関節炎発
症という観点から病原性の高い腸管定着
性の細菌であることが明らかになった。 
(3) RA-P. copriの関節炎重症発症機構の解
析 
次に、RA-P. copriによる関節炎重篤化のメカニズムを解析した。RA-P. copri、HC-P. copriを定着
させた SKGマウスの大腸、所属リンパ節、関節から T細胞を回収し、IFN-gamma, IL-17を指標
に Th1/Th17応答をフローサイトメトリーにて解析した。その結果、RA-P. copriを定着させたマ
ウスで、Th17 細胞が増加することを見出した。骨髄由来樹状細胞を RA-P. copri および HC-P. 
copriの死菌で刺激すると、RA-P. copriで刺激した樹状細胞が、Th17関連サイトカインである IL-
6, IL-23を高産生した。また、RA-P. copriで刺激した樹状細胞をナイーブ CD4陽性 T細胞と共
培養すると、Th17細胞への分化が強く誘導された。以上の結果から、RA-P. copriは、腸管に定
着すると自然免疫細胞を強く活性化し、Th17応答を強く惹起することが明らかになった。 
(4) P. copri菌のwhole genome sequence解析 
P. copri 菌の whole 
genome sequenceの結
果を詳細に解析し
た。その結果、RA-P. 
copri には、5 種の菌
株に共通して約 100 
kb のゲノム領域が挿
入されていることを
見出した（図 3）。こ
のゲノム領域は、ド
ランスポゾンに特有
の配列を有してい
た。これらの結果か
ら、RA-P. copriは、水
平伝播により本領域
を獲得していること
が明らかになった。
本領域は、HC-P. copri
には存在しないこと
から、病原性を担っ
ている可能性が示唆
された。 
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図 3 

RA-P.copri (P. copriRA)には、HC-P. copri (P. copriHC-ind, P. copriHC)にな
いゲノム領域(P. copriRA-specific genomic region)が存在する 
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