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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)滑膜組織におけるToll様受容体(TLR)の免疫組織学的検討ではTLR-2,-4の
発現を認めたが、TLR-3, -7, -8, -9の明らかな発現は認められなかった。このためTLRシグナルによっても誘導される
血中酸化ストレス(ROM)とRAの臨床検査パラメーターとの関連を検討した。RAおよび糖尿病(DM)患者の血中ROMの平均値
はそれぞれ455.9, 390.7 U.CARR（正常値＜300 U.CARR）であり、RAにおいて有意に高かった(P＜0.001)。多変量解析
の結果、血中ROM値はCRP, DAS28-ESRと関連することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Immunohistochemical analyses using synovial tissues from patients with rheumatoid 
arthritis (RA) demonstrated that Toll-like receptor (TLR)-2 and -4 but not TLR-3, -7, -8, -9 were expresse
d in the RA synovium. Then, correlation between TLR signal-induced oxidative stress (ROM) and clinical par
ameters associated with RA were analyzed. The mean value of serum ROM in RA and diabetes mellitus (DM) pat
ients was 455.9 and 390.7 U.CARR (normal values <300), respectively, and there was significant differences
 between the groups (P<0.001). The multivariate analyses concluded that serum ROM values were significantl
y correlated with CRP and DAS28-ESR among the clinical parameters associated with RA.
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(Rheumatoid arthritis, RA)

は原因不明の炎症性疾患であり、罹病率は世
界総人口の約 0.5-1%といわれている。RA の
特徴は進行性の四肢関節破壊であり、ひとた
び関節破壊がおこると修復は困難であるこ
とから、病態の解明が急務である。RA の病因
は、炎症の首座である滑膜組織にリンパ球（T, 
B 細胞）が多数浸潤していることから獲得免
疫系の活性化と考えられている。中でも Th1, 
Th17などのヘルパーT細胞を介した炎症誘発
機序が現在有力であるが、いずれも病態を十
分に説明しうるものではない。 
一方、自然免疫は獲得免疫とは異なり、Toll

様受容体(Toll-like receptor; TLR)を介し
て病原体に特異的な構成成分を認識し、炎症
反応を制御している。自然免疫はマクロファ
ージを中心とした免疫機構であり、リンパ球
を中心とした獲得免疫とともに生体の感染
防御機構に重要な役割を果たしている。TLR
は病原体（細菌、ウイルス）由来の菌体膜成
分や核酸などの外因性リガンド（非自己）を
認識する他、細胞外基質の破綻によって生じ
るヒアルロン酸、ファイブロネクチン断片な
どの内因性リガンド（自己）をも認識する。
リガンド結合によって活性化されたTLRの下
流 で は NF-κB, interferon regulatory 
factor (IRF), caspase-1 が活性化され、炎
症性サイトカインの発現誘導、抗ウイルス反
応が惹起される。近年 TLR ファミリーは、細
菌などの病原体以外に細胞外基質やアポト
ーシスに陥った細胞由来の核酸を認識して、
炎症に関わる遺伝子発現を誘導することが
明らかとなり、自己免疫疾患の新たな炎症メ
カニズムとして注目を浴びている。 
現在、関節リウマチの治療では炎症性サイ

トカイン(TNF-α, IL-6など)を標的とした生
物学的製剤による関節破壊抑制を目指す治
療が中心になりつつある。生物学的製剤の使
用によってこれまでコントロール不良であ
った RA 患者のタイトコントロールが可能に
なってきたことは疑う余地も無い。しかしな
がら、生物学的製剤でコントロール良好とさ
れても関節破壊が進行し、数年以内に手術に
至る症例が少なからず存在するのが現状で
ある。このことから、RA における関節破壊機
序には獲得免疫系以外の免疫異常の可能性
を考える必要があるのではないか？という
疑問が生じ、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では RA 患者の関節手術時に得られ

る滑膜、関節軟骨、軟骨下骨を用いて、TLR
シグナルの活性化による炎症誘発、骨軟骨破
壊のメカニズムを組織、細胞レベルで解明し、
RAに対してTLRを標的にした分子治療へと展
開するための研究基盤を確立することを目
的とした。 
また本研究を進めていく過程で、TLR シグ

ナルが酸化ストレスを誘導し、炎症性サイト

カインと抗炎症性サイトカインのアン
バランスを生じるという興味深い知見
が幾つか発表されたため、RA 患者の血中
酸化ストレスを測定し、患者背景、臨床
データのどの項目と関連があるのかを
明らかにすることを新たに研究目的に
加えた。 
 
３．研究の方法 
(1) RA 滑膜、関節軟骨および軟骨下骨に
おける Toll-like receptor (TLR)の発現
と局在 
人工膝関節置換術時の手術標本（滑膜、

関節軟骨、軟骨下骨）を固定、脱灰後、
パラフィン切片を作成し、免疫組織学的
に TLR-2, -3, -4, -7, -8,-9 の局在を
検討した。 
 

(2)RA 滑膜線維芽細胞における TLR を介
した関節破壊機序の検討 
TLR-2, -4 の合成リガンドであるペプ

チドグリカン(PGN)とリポポリサッカラ
イド(LPS)で刺激し、細胞内シグナル伝
達系の活性化をウェスタンブロットに
て検討した。また TNF-α, IL-1, IL-1, 
IL-17, IFN-γなどの炎症性サイトカイ
ンにて同様の刺激を行い、培養上清中の
MMP3 濃度を測定した。 
 
(3)RA 患者における血中酸化ストレスと
関連する臨床的パラメーターの同定 
2011年 3月以降東邦大学医療センター

佐倉病院受診歴のある関節リウマチ
(RA)患者 152 名と糖尿病(DM)患者 80 名
を対象とした。 
各患者の血液サンプルを一度だけ用い

て、血中酸化代謝産物の総称である ROM 
(reactive oxygen metabolities)を測定
する d-ROM テスト（フリーラジカル解析
装置, FRAS4, ウィスマー社）により解
析した。血中 ROM 値と年齢、性別、体重、
BMI、罹病期間、病期、リウマトイド因
子、CRP、MMP3、eGFR（推定腎糸球体濾
過量）、DAS28(ESR)、SDAI、CDAI、HAQ、
MTX 用量、PSL 用量につき統計学的解析
を行い、関連のある因子を同定した。 
 
４．研究成果 

(1) 滑膜組織における TLR の免疫組織学
的検討ではTLR-2,-4の発現を認めたが、
TLR-3, -7, -8, -9 の明らかな発現は認
められなかった。これはウェスタンブロ
ッ ト で も 同 様 の 結 果 で あ っ た 。 

RA 患者由来の滑膜線維芽細胞からの
MMP3 産生は IL-17 (100 ng/mL)単独によ
る刺激では変化がなかったが、IFN-γ (1 
ng/mL)との共刺激によって有意に増加
した。一方、TNF-α (10 ng/mL)単独刺
激では MMP3 産生は有意に増加したが、
IFN-γ との共刺激によってその増加は



キャンセルされた。IL-1 (10 ng/mL)単独刺
激では MMP3 は最も増加したが、TNF-αと異
なり、IFN-γとの共刺激による増加のキャン
セル効果は認められなかった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 RA 滑膜線維芽細胞からの MMP3 産生 
 

 
 (2) RA および DM 患者の血中 ROM の平均値は
それぞれ 455.9, 390.7 U.CARR（正常値＜300 
U.CARR）であり、RA において有意に高かった
(P＜0.001)。 

血中ROM値は単変量解析においてCRP (r = 
0.598), DAS28(ESR)(r = 0.553), CDAI (r = 
0.412)と有意な相関を認めた(P＜0.01)（図
2 ）。 さらに 多 変量解 析 の結果 、 CRP, 
DAS28(ESR)が ROMと関連する因子として抽出
され、重回帰式は、 
ROM = 290.58 (定数) + 26.09 x CRP + 48.44 
x DAS28(ESR) 
となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 血中 ROM と CRP, DAS28(ESR)との相関 
 
 
(3)RA 滑膜組織において TLR-2, -4 の発現を
認めたが他のTLRファミリーの明らかな発現
が認められなかったことから研究の方向性
を修正した。滑膜線維芽細胞を用いた培養実
験において IFN-γが MMP3 産生に及ぼす効果
がTNF-αとIL-17に追加添加した場合とで異
なっていた。このことは関節内において TNF-
α優位またはIL-17優位の環境では他のサイ
トカインが関節破壊または保護の相反する
作用を示すことを示唆しており、炎症性サイ
トカインによる関節破壊制御機構を理解す

る上で非常に興味深い。患者から得られ
た組織を用いたこのような研究は国内
外においても珍しく、今後 T細胞あるい
はマクロファージ由来のサイトカイン
に分類して関節破壊機序を明らかにし
たいと考えている。 
 
(4) RA 患者の血中酸化ストレスは CRP、
DAS28(ESR)と強く相関することが分か
った。関節リウマチの実臨床において炎
症、関節破壊のパラメーターに使用され
るものは CRP, MMP3 であるが、CRP は非
特異的な炎症反応を検出すること、MMP3
はステロイドや腎機能の影響を受けや
すいことが問題点として指摘されてい
た。データは示していないが、血中 ROM
は MMP3、eGFR と有意な相関を認めず、
この点において ROM は RA の炎症、疾患
活動性評価に有用なパラメーターにな
ると考えられる。血中酸化ストレスと疾
患活動性との関連を指摘する報告は国
内外でもまだそれほど多くはない。今後
は治療経過における ROM 値の推移、治療
薬による違いについても検討を加えて
いきたいと考えている。 

また、酸化ストレスが関節内で発生
しているのかを確認するために、滑膜線
維芽細胞を用いて炎症性サイトカイン
による刺激で細胞内に活性酸素種(ROS, 
reactive oxygen species)を発生させる
培養実験を考えている。現在 RA の治療
薬として使用される頻度が多くなって
いる生物学的製剤によって滑膜線維芽
細胞内に発生するROSが低下するかを検
討する予定である。 
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