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研究成果の概要（和文）： 
NK4遺伝子を、RAモデルマウス（SKGマウス）に導入すると関節炎抑制効果が認められた。関節組

織の病理組織学的検査では、滑膜組織の血管新生、炎症細胞浸潤が著明に減少し、骨X線検査で

も骨破壊が抑制され、滑膜組織のIL-1、IL-6、TNF-αなどの炎症性サイトカインや破骨細胞分化

誘導に密接に関与するRANKLの発現も抑制された。NK4は新規関節リウマチの治療薬として期待で

きる。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Intravenous injection of AdCMV.NK4 into SKG mice suppressed the progression of 
ß-glucan induced arthritis. Bone destructions were also inhibited by NK4 treatment. 
Histopathological findings of the foot joints revealed that angiogenesis, inflammatory 
cytokines, and RANKL expressions in synovial tissues were significantly inhibited by NK4 
treatment. Molecular targeting of HGF by NK4 can therefore be potentially applied as a 
novel therapeutic approach for the treatment of RA.  
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞増殖因子（HGF）は強力な組織再生・

血管新生作用を持ち、劇症肝炎や閉塞性動脈

硬化症の治療に応用されている。NK4 は HGF

の分子中の N末端ヘアピンとそれに続く 4コ

のクリングルドメインを持つ分子内断片で、
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HGFレセプター (c-Met) に結合しHGF受容体

アンタゴニストとして働くのみならず、VEGF

や bFGF の作用も抑制し、血管新生を強力に

阻害する。我々はマウス移植片対宿主病

（GVHD）に対する HGF を用いた遺伝子治療を

確立し、HGF の組織再生作用により急性 GVHD

が防御され（J Clin Invest 107, 2001）、移

植片対白血病（GVL）効果が維持され、T細胞

免疫能の回復が促進されること（Blood 104, 

2004）、HGF の免疫制御作用・抗線維化作用に

より SLE モデルマウス・強皮症モデルマウス

の臓器障害や皮膚硬化が改善することを明

らかにしてきた（Arthritis Res Ther 8, 

2006）。また、HGF 受容体アンタゴニスト、NK4

をマウス腫瘍モデルに投与すると腫瘍血管

新生が抑制され、抗腫瘍効果が認められるこ

とも明らかにしてきた (J Hepatol 45, 2006)。

関節リウマチは増殖した滑膜が関節を破壊

する自己免疫疾患である。滑膜組織には新生

血管が豊富に存在し、滑膜の増殖に血管新生

が重要な役割を果たしていることが推測さ

れる。また、滑膜組織に HGF や VEGF などの

血管新生因子が強発現していることも明ら

かになっている (Arthritis Rheum 39, 1996; 

J Exp Med 180, 1994)。これらの研究結果か

ら、HGF 受容体アンタゴニスト、NK4 が滑膜

組織の血管新生を抑制し、滑膜増殖を制御で

きる可能性が示唆される。今回は、血管新生

因子受容体シグナルを NK4 を用いて遮断し、

滑膜の増殖を制御する新しい関節リウマチ

の治療法を確立し、将来の臨床応用への可能

性を検証する。 

 
２．研究の目的 

研究目的達成のため、関節炎モデルを作成し、

NK4 遺伝子の治療効果を検討する。 

（１）関節炎モデルは自然発症型関節リウマ

チモデル・SKG マウス（Nature 426, 2003）

を用いる。 

（２）NK4 遺伝子導入の方法はアデノウイル

スベクターを用い、マウスに静脈内投与する。

現在この方法により、ラットおよびマウス腫

瘍モデルで恒常的にNK4蛋白の血中濃度が維

持でき、抗腫瘍効果も確認されている（J 

Hepatol 45, 2006）。 

（３）治療効果は関節腫脹、病理組織学的解

析、サイトカイン発現の解析を用いて判定す

る。 

 
３．研究の方法 
自然発症型関節炎モデル動物の作成（岩崎・

佐野）: SKGマウスはconventionalな環境下に

おいて生後8週齢ごろから関節炎を発症する

自然発症型関節炎モデルマウスである (Natu

re 426, 2003)。SKGマウスはSPF環境下で関節

炎を発症しないため、β-グルカンを投与し関

節炎を誘発し、治療効果を検討する。現在SK

GマウスをSPF環境下で飼育し、生後8週でβ-

グルカンを投与し、均一な関節炎誘発を確認

している。 

NK4の投与（藤元・松本）:NK4遺伝子をアデノ

ウイルスベクターを用いて導入する。遺伝子

導入方法は静脈内投与および関節内投与を用

いて行う。現在我々は静脈内投与で高濃度のN

K4蛋白が血中に認められること、また腫瘍内

局所投与においても抗腫瘍効果が認められる

ことを確認している (J Hepatol. 45, 2006)。

アデノウイルスベクターを用いたNK4遺伝子

導入は、現在NK4の開発者である金沢大学松本

邦夫博士との共同研究により肝癌に対する治

療のための基礎的研究を行っている。 

 

効果判定（岩崎・佐野）：関節炎モデルにお

いて、１）非治療群、２）NK4遺伝子治療（静

脈内投与）群、の２群に分けて関節炎抑制効



果を判定する。効果の判定は、１）関節腫脹

スコア、２）関節腫脹容積の測定、３）病理

組織学的解析、４）組織サイトカイン遺伝子

発現の解析にて判定する。これまで我々はラ

ット関節炎モデルを用いて、種々の関節炎抑

制物質の効果を検討してきた。そして、関節

腫脹スコアや腫脹関節容積を定量的に解析す

ることにより、より客観的・評価してきた。 

 

４．研究成果 

AdCMV.NK4 による NK4 タンパク発現 

SKG マウスに AdCMV.NK4 (1 x 109 pfu) 静脈

注射 1日後の血中 NK4 濃度と肝臓組織におけ

る NK4タンパクの発現を解析した。その結果、

肝臓組織に NK4 タンパクが発現され、高濃度

の NK4 タンパクが血中に検出された。 

 

AdCMV.NK4 による関節炎抑制効果 

SKG マウスに β-glucan laminarin (45 mg)

を腹腔内投与し、関節炎を誘導した。

β-glucan laminarin 投与と同時期に、

AdCMV.NK4 (1 x 109 pfu)、コントロール処置

として、AdCMV.LacZ (1 x 109 pfu)、経静脈

投与し、 関節炎スコア（0, 腫脹なし; 0.1, 

１足指関節腫脹; 0.5, 軽度の膝関節腫脹、 

1.0, 高度の膝関節腫脹）と膝関節腫脹容積

の測定を施行した。その結果、AdCMV.NK4 投

与により、有意に関節炎が抑制されることが

明らかになった。 

 

AdCMV.NK4 による関節組織への効果 

関節炎誘導後 60 日の非治療 SKG マウスの関

節組織は、マクロファージや好中球などの炎

症性細胞浸潤と滑膜細胞増殖を認めたが、

NK4 治療 SKG マウスの関節組織は、これらの

病理組織学的変化は抑制されていた。関節炎

誘導後 60 日の非治療 SKG マウスの関節Ｘ線

所見では、骨破壊が顕著に認められたが、NK4

治療 SKG マウスでは、これらの変化は抑制さ

れていた。これらの SKG マウス関節炎所見は

NK4 投与により、有意に抑制されていること

が明らかになった。 

 

AdCMV.NK4 による関節組織の炎症性細胞浸潤、

炎症性サイトカイン発現、RANKL 発現の抑制

効果 

関節炎誘導後 60日の非治療 SKG マウスでは、

関節組織の IL-1、IL-6、 TNF-α、 CD31、IL-17、 

RANKL が強発現していたが、NK4 治療 SKG マ

ウスでは、これらの発現が抑制されていた。 

以上の実験結果より、NK4 は炎症性サイトカ

イン、血管新生、そして破骨細胞分化因子で

ある RANKL発現を抑制することが明らかにな

った。 

 

NK4、HGFのCD4+ T 細胞のIFN-γ、IL-4、 IL-17 

産生への効果 

マウス脾臓 CD4+ T 細胞(4×106/ml/well) を

20 Gy 照射 C57/BL6 (H-2b) マウス脾細胞

(1×106/ml/well)で 72 時間培養後、抗 CD3 

mAb (5 μg/ml) で刺激し、 IFN-γ、IL-4、

IL-17 の産生能を測定した。その結果、HGF、

NK4 共存下でこれらのサイトカイン産生が抑

制されることが明らかになった。 

 

NK4、HGF の滑膜細胞の IL-6、VEGF、 bFGF 産

生への効果 

滑膜細胞株、MH7A 細胞 (2 x 104) を 100 
ng/ml TNF-α存在下で 72 h 培養し、VEGF、 

bFGF、 IL-6 の産生能を測定した。その結

果、NK4 は VEGF、 bFGF の産生を有意に

抑制することが明らかになった。 

 

NK4、HGF の骨芽細胞分化への効果 

筋芽細胞株、C2C12 細胞  (2 x 104) を
BMP-2 存在下で 5 日間 培養し、培養上清中



のオステオカルシンを測定し、骨芽細胞分化

における HGF、NK4 の効果を検討した。そ

の結果、NK4 は骨芽細胞分化を有意に促進す

ることが明らかになった。 
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