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研究成果の概要（和文）：関節リウマチは患者数が最も多い自己免疫疾患のひとつであるが、その病態形成の全
貌は明らかになっていない。近年、シングルセルRNA-seqによって関節リウマチの滑膜に集簇する多彩な細胞集
団の知見が得られるようになった。しかし、関節リウマチの患者背景は多様であり、個々のデータベースは検体
数が少ないため、統合・再構築することで真の病原性細胞を同定することが可能となる。本研究では、複数のデ
ータベースを統合して遺伝子を抽出し、それらの遺伝子のノックアウトマウスに関節炎を誘導することで、関節
リウマチの新たな病原性遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is considered one of the most prevalent autoimmune
 diseases; however, a comprehensive understanding of its pathogenesis remains elusive. Recent 
studies have provided insights into the diverse populations of cells clustering in the synovium of 
RA through the utilization of single-cell RNA sequencing. Nevertheless, the backgrounds of RA 
patients exhibit substantial diversity, and individual databases suffer from limitations in sample 
sizes. Consequently, the integration and reconstruction of these databases offer the potential to 
identify true pathogenic cells. In this study, we integrated multiple databases to extract genes and
 identified novel pathogenic genes of RA by inducing arthritis in knockout mice of those genes. The 
findings of this research provide valuable insights into novel subsets of pathogenic cells in RA.

研究分野：整形外科学

キーワード： 関節リウマチ　シングルセル解析　遺伝子改変マウス　自己免疫性関節炎　病原性細胞サブセット
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチは、生物学的製剤やJAK阻害剤など近年の薬物療法の進歩によって、臨床的寛解も達成できるよう
になってきたが、未だに治療困難例が存在する。また、病態形成や治療抵抗性に関わる遺伝子の全貌は明らかに
なっていない。本研究では、複数のデータベースを統合して関節リウマチの病原性遺伝子の候補群を抽出し、そ
れらの遺伝子のノックアウトマウスに関節炎を誘導することで、当該遺伝子の自己免疫性関節炎における役割を
検討した。本研究は関節リウマチの病原性遺伝子と病原性細胞サブセットの一部を明らかにすることで、関節リ
ウマチの新規治療の開発につながることが期待される。

※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 
関節リウマチは罹患率が人口の約 1%と比較的頻度の高い自己免疫疾患である。滑膜炎による関
節破壊が進行し、不可逆的な身体機能障害に至る。メトトレキサート、生物学的製剤、JAK 阻
害剤などの導入によって臨床的寛解も得られるようになってきたが、治療不応例の予後は依然
として不良であり、画期的な治療法の確立が喫緊の課題である。 
 近年、シングルセル RNA-seqによって関節リウマチの滑膜に集簇する細胞の多彩なクラスタ
ーが認識されるようになってきた。しかし、個々のデータベースは検体数が少なく、病原性遺伝
子、病原性細胞サブセットの探索にはそれらの統合、再構築が必要である。また、遺伝子改変マ
ウスを用いて生体レベルでの自己免疫性関節炎への寄与を証明することで、真の病原性遺伝子
を同定することが出来る。 
 
２．研究の目的 
関節リウマチ滑膜のバルク RNA-seq とシングルセル RNA-seq のデータを比較・統合し、新規
遺伝子改変マウスで機能評価を行うことによって、関節リウマチの発症や治療抵抗性に寄与す
る新規病原性遺伝子や病原性細胞サブセットを解明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究は、①関節リウマチ滑膜のバルク RNA-seq で病原性遺伝子の候補群をスクリーニングし、
②独自データベースのシングルセル RNA-seq で病原性遺伝子と病原性細胞を同定し、③遺伝子
改変マウスで関節炎における役割を検討して、関節リウマチの発症や治療抵抗性のメカニズム
に関わる遺伝子や細胞サブセットを解明する 
 
４．研究成果 
2021 年度は、公共データベースや既報論文から取得した関節リウマチ滑膜のバルク RNA-seq デ
ータとシングルセル RNA-seq データを統合し、申請者独自の RNA-seq データベースを確立した。
発症早期無治療および発症早期で治療介入した関節リウマチ群と非リウマチ群の滑膜を比較し、
バルク RNA-seq で早期関節リウマチにおいて発現上昇し、薬剤投与で発現低下した遺伝子群を
選定した。さらに、シングルセル RNA-seq で関節リウマチの滑膜に集簇する細胞のクラスター解
析を行なった。T細胞、B細胞、骨髄系細胞・単球、滑膜線維芽細胞のクラスターで特異的に上
昇している遺伝子を抽出し、それらをバルク RNA-seq で選定した遺伝子群と比較して、それぞれ
の細胞種別の病原性遺伝子の候補としてリストアップした。この中から、現時点で免疫系での機
能が明らかになっていない濾胞性
ヘルパーT 細胞サブセットの遺伝
子 X、形質細胞サブセットの遺伝子
Y、滑膜線維芽細胞サブセットの遺
伝子 Zに着目し、CRISPR-Cas9 法で
それぞれのノックアウトマウスを
コラーゲン誘導性関節炎感受性の
DBA1/J 系統で作製した。このうち
遺伝子 X のノックアウトマウスに
コラーゲン誘導性関節炎を誘導す
ると、関節炎と骨破壊が顕著に抑
制された(図 1)。形質細胞サブセッ
トの遺伝子 Y と滑膜線維芽細胞の遺伝子 Z に関してはそれぞれのノックアウトマウスにコラー
ゲン誘導性関節炎を導入しても関節炎や骨破壊の程度は野生型と差はなく、その他の遺伝子と
の協調が多く、単一遺伝子の欠損では自己免疫性関節炎の病態に影響を及ぼさないものと考え
られた。 
 
2022 年度は、遺伝子 X のノックアウトマウス
で自己免疫性関節炎が抑制される機序を解析
した。遺伝子 Xのノックアウトマウスは、野生
型マウスと比較して、胎性致死はなく、発育は
正常であった。また、骨髄、脾臓、リンパ節、
胸腺などの免疫器官の発達に差はなかった。一
方で、コラーゲン誘導性関節炎環境下では、所
属リンパ節と滑膜の濾胞性 T 細胞の細胞数が
著明に減少していた(図 2)。 
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また、それと同時に胚中心の B細
胞も著名に減少し、それぞれのサ
ブクラスの自己抗体(2 型コラー
ゲン抗体)の産生も低下していた
(図 3)。 
 
続いて、遺伝子 Xのノックアウト
マウスの濾胞性ヘルパーT 細胞へ
の分化誘導能を確認した。フロー
サイトメーターを用いて遺伝子 X
のノックアウトマウスからナイ
ーブ T細胞を単離し、濾胞性 T細
胞への分化条件(IL-6と IL-21)で
刺激した。遺伝子 Xのノックアウトマウスは、
野生型と比較して濾胞性ヘルパーT 細胞への
分化能が著明に低下していた(図 4)。 
以上から、遺伝子 Xは生理的環境下では明らか
な影響はないが、関節炎環境下で濾胞性 T細胞
への分化を制御しており、それによって遺伝子
X のノックアウトマウスでは関節炎や骨破壊
が抑制されると考えられた。 
 
近年、ヒトの関節リウマチ滑膜では末梢性ヘルパーT細胞が重要な役割を果たしているとされて
いるが、従来の濾胞性ヘルパーT細胞と遺伝子発現や機能の共有が多い。また、現時点ではマウ
ス関節炎における末梢性ヘルパーT細胞は明らかにされていない。そのため、本研究では濾胞性
ヘルパーT細胞を中心に解析して関節炎への影響を検討しているが、マウスの自己免疫性関節炎
における末梢性ヘルパーT細胞の観点からは検証が充分でない。濾胞性 T細胞と末梢性 T細胞を
それぞれ明確に定義し区別した上で関節炎への寄与を解析することで、より自己免疫性の炎症
や、局所でのシグナル伝達の重要性が明らかになると考えられる。今後は、マウスの末梢性ヘル
パーT細胞を同定し、濾胞性ヘルパーT細胞と遺伝子Xを含む遺伝子発現の相違を評価すること、
ヒトのデータベースを再解析し、遺伝子 Xが治療標的となっていることを示すことで、遺伝子 X
と末梢性ヘルパーT 細胞もしくは濾胞性 T 細胞に着目した新規治療法の開発につながることが
期待される。 
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