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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)滑膜におけるIL-17陽性細胞の割合は患者の疾患活動性に依らず、IL-17を
Th17細胞のマーカーであるCCR6，CD3で共染色したところIL-17+CCR6+細胞，IL-17+CD3+細胞の割合は数%程度にすぎな
かった。RA滑膜におけるTNF-α, IFN-γ, IL-17の関連を検討するためにリアルタイムPCRにより遺伝子発現を解析した
。TNF-αの発現量はIFN-γと強い相関を示したが、TNF-αとIL-17の発現量には有意な相関を認めなかった。同様にIFN
-γとIL-17の発現量に関しても解析を行ったが有意な相関を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：To determine the percentage of IL-17-positeive cells and IL-17-expressing cell typ
es in the rheumatoid synovium, immunohistochemical staining for IL-17 and its cell markers such as CCR6 or
 CD3 was performed. The ratio of IL-17-positive cells was independent of disease activity, and the percent
age of IL-17+CCR6+- and IL-17+CD3+- cells was less than 10%. Then, we explored correlation between relativ
e expression levels of TNF-alpha, IFN-gamma, and IL-17 mRNA. TNF-alpha expression levels were strongly cor
related with IFN-gamma; however, no significant correlation was detected between TNF-alpha and IL-17. Corr
elation between IFN-gamma and IL-17 expression levels was also explored, but no significant correlation wa
s detected.
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(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、ひとたび関節の破壊がおこると重
度の機能障害を残すことから病態の解明が
急務な疾患である。RA の関節破壊については、
これまで免疫学的なアプローチから多くの
研究がなされてきたが、申請者らが臨床面で
常に疑問に感じているのは「何故、同じ患者
の中でも薬物治療に反応する関節と抵抗す
る関節が存在するのか？」ということであっ
た。実際に RA 患者では血液検査上の炎症反
応はほとんどなくても、ある関節では関節腫
脹が持続し骨破壊が進行することをしばし
ば経験する。 
RA の病態は免疫学的には Th1 型自己免疫疾

患と長らく考えられてきた。しかし、その一
方で関節局所では TNF-αなどの単球/マクロ
ファージ由来サイトカインに比べて、IFN-γ
などのT細胞由来のサイトカインレベルは著
しく低いなどの矛盾点は未解決のままであ
った。このような状況の中、RA 関節で T細胞
由来のサイトカインであるIL-17が報告され
た。その後、関節炎を含めた各種自己免疫動
物モデルでも Th1 ではなく、IL-17 とそれを
産生する新たなヘルパーT 細胞サブセットで
ある Th17 細胞が疾患発症に重要な役割を果
たしていることが明らかとなり、近年、RA は
Th17 型自己免疫疾患という考え方が広く受
け入れられるようになってきた。 
一方、2003年に本邦で初めて抗TNF製剤であ

るインフリキシマブ（IFX）がRAに使用でき
るようになったことは、RA治療にパラダイム
シフトをもたらした。その後も同様に抗TNF
製剤であるエタネルセプト（ETN）やアダリ
ムマブ（ADA）、本邦で開発されたIL-6受容
体抗体であるトシリズマブ（TCZ）が次々と
RA治療に認可され、これらの生物学的製剤を
使用することによって、RA病勢のタイトコン
トロールが可能になってきた。しかしながら、
生物学的製剤を使用し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。 
以上より、RA では全身には共通でない部位

特異的な関節破壊機序が存在し、生物学的製
剤治療に抵抗する関節では特にIL-17が重要
な役割を果たしているのではないか？と考
え、本研究を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、RA 患者の関節手術時に得

られる滑膜組織、関節液由来の単核球を用い
て、部位特異的な関節破壊のメカニズムと、
Th17およびIL-17を軸とした炎症カスケード
の RA 関節破壊への関与を明らかにすること
である。 
 
３．研究の方法 
実験には RA 患者 20 例（10 例: TNF 阻害薬

使用、10 例: 生物学的製剤非使用）20 関節
から手術時に採取した滑膜を用いた。組織学
的評価のために滑膜をホルマリン固定した
後、パラフィン包埋し、IL-17, CD3, CCR6, 
mast cell tryptase (MCT), CD68 に対する抗
体を用いて免疫染色を行った。一方、遺伝子
発現の検討のために滑膜から total RNA を抽
出後 cDNA を作成し、IL-17, IFN-γ, TNF-α
に対する TaqMan probe を用いてリアルタイ
ム PCR を行った。各遺伝子の発現量はβ
-actin の発現量で除した値を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)RA滑膜におけるTh17細胞分画とIL-17の
発現 
抗 IL-17 抗体を用いた免疫染色によって，

一視野内の全細胞に対するIL-17陽性細胞の
割合を算出した。疾患活動性の高低に関わら
ず、IL-17 陽性細胞の割合は変わらなかった。
しかしながら，疾患活動性が高くなるにつれ
て浸潤する炎症性細胞数は多くなるため，
IL-17 陽性細胞数は増加する傾向を認めた
（図１）。 
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図 1. RA 滑膜における IL-17 の発現（免疫染
色） 
 
次に、滑膜組織中の IL-17 産生細胞を同定

するために，細胞マーカーとなるタンパク質
との二重染色を行った（CCR6: Th17細胞，CD3: 
T 細胞，MCT: 肥満細胞，CD68: マクロファー
ジ）。IL-17+CCR6+細胞，IL-17+CD3+細胞の割合
は数%程度にすぎなかった。興味深いことに，
肥満細胞（MCT+細胞）にも IL-17 の局在が認
められた。予想に反して，マクロファージ
（CD68+細胞）は IL-17 の主要なソースではな
かった（図 2）。 

 

図 2.IL-17 と細胞マーカーの 2重染色（免疫
染色）．矢印は共染色陽性細胞を示す。a: 
IL-17 + CCR6, b: IL-17 + CD3, c: IL-17 + 
MCT, d: IL-17 + CD68 



 
(2)RA 滑膜における TNF-α, IFN-γ, IL-17
の発現 
①リアルタイム PCR による各遺伝子の発現 
TNF 阻害薬の使用・非使用に関わらず TNF-

αの発現は 20例中 14例(70%)に認められた。
IL-17と TNF-αの発現は興味深い発現パター
ンを示した。症例 3, 5, 10, 14 のように IL-17
の発現が寛解例（症例 1）の 5 倍以上高い場
合には、TNF-αの発現は検出されなかった。
さらに、症例 3, 14 にように IL-17 の発現が
寛解例の 20 倍以上高い場合には TNF-αだけ
でなく IFN-γの発現も検出されなかった。一
方、症例 7, 7, 9, 11, 18-20 のように IFN-
γの発現が寛解例の10倍以上高い場合、TNF-
αの発現は増加したがIL-17はほとんど検出
されなかった（図 3）。 

 
図 3. RA 滑膜における IL-17, IFN-γ, TNF-

αの発現．左 Case 1-10: TNF 阻害薬群，右
Case 1-10: 生物学的製剤非使用群．左 Case 1
は寛解(REM)症例． 
 
②TNF 阻害薬使用・生物学的製剤非使用患者

間における TNF-α, IFN-γ, IL-17 の発現量
の比較 
TNF 阻害薬使用群、生物学的製剤非使用群

における TNF-αの相対的発現量の中央値は
それぞれ 0.231, 0.232 であり、両群間に有
意差は認めなかった。同様に IFN-γ, IL-17
に関しても同様の比較を行ったが、両群間に
有意差は認めなかった。 
 
③RA 滑膜における TNF-α, IFN-γ, IL-17

の発現量の相関 
TNF-αの発現量は IFN-γの発現量と強い相

関を示したが（r = 0.659, p = 0.002）、TNF-
αと IL-17の発現量には有意な相関を認めな
かった（r = -0.304, p = 0.192）。同様に IFN-
γと IL-17の発現量に関しても解析を行った
が有意な相関を認めなかった（r = -0.297, p 
= 0.204）。 
本研究の結果、RA 滑膜における TNF-α と

IFN-γ の発現量は強い相関を示すことが分
かった。これは、Th1 由来の IFN-γが滑膜中
のマクロファージを刺激し TNF-α を誘導す
るという病態を反映していると考えられる。
しかしながら IL-17 は TNF-α, IFN-γ とは

相関せず、IL-17 の発現が有意な関節では
Th17-IL-17 を軸とした異なる炎症カスケー
ドが存在することを示唆する。また、興味深
いことに TNF 阻害薬は遺伝子レベルでは
IL-17, IFN-γ の発現に影響を及ぼさないこ
とが示された。このことから、将来的に TNF
阻害薬無効・効果減弱例での IL-17 阻害剤の
有効性が期待される。 
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