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研究成果の概要（和文）： 

シクロフィリン A（CypA）は、細胞質に存在するイムノフィリンファミリーのひとつであるが、
炎症病態時には細胞外へ遊離される。この細胞外 Cyp A の受容体が CD147 であり、細胞外マト
リックスメタロプロテアーゼ誘導因子として知られている。関節リウマチにおいても CypA と
CD147 の発現上昇が報告されているが、病態の発症・進展におけるこれらの役割について、そ
の詳細は不明である。我々は、関節リウマチのモデル動物であるコラーゲン誘導関節炎（CIA）
マウスを使用し、パンヌスにおける CypAと CD147 の発現と局在の変動について検討を行った。
CypAと CD147 の発現は、対照群と比較して CIAマウスにおいて有意に増加していた。また発現
増加した CD147 はマクロファージに局在していることが明らかとなった。さらに CIAマウスよ
り単離した滑膜繊維芽細胞の培養上清中において CypA が検出され、CypA が増殖した滑膜繊維
芽細胞から遊離されていることが判った。以上、関節リウマチ病態下で発現増加する CypAが細
胞外に遊離し、マクロファージに発現増加する CD147 を介してその浸潤・遊走を誘発する過程
が、関節リウマチ病態の進展・悪化に寄与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cyclophilin A (CypA), a member of the immunophilin family, is a ubiquitously distributed intracellular 

protein. Recent studies have shown that CypA is secreted by cells in response to inflammatory stimuli. 

Elevated levels of extracellular CypA and its receptor, CD147 have been detected in the synovium of 

patients with RA. However, the precise process of interaction between CypA and CD147 in the 

development of RA remains unclear. This study aimed to investigate CypA secretion from fibroblast-like 

synoviocytes (FLS) isolated from mice with collagen-induced arthritis (CIA) and CypA-induced CD147 

expression in mouse macrophages. Both CypA and CD147 were highly expressed in the joints of CIA 

mice. CD147 was expressed in the infiltrated macrophages in the synovium of CIA mice. In vitro, 

spontaneous CypA secretion from FLS was detected and this secretion was increased by stimulation 

with LPS. CypA markedly increased CD147 levels in macrophages. These findings suggest that an 

interaction in the synovial joints between extracellular CypA and CD147 expressed by macrophages 

forms one of the critical mechanisms underlying RA pathogenesis. 
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１． 研究開始当初の背景 

関節リウマチは関節炎を病変の主座とし、
骨・軟骨破壊を必発する自己免疫疾患である。
関節リウマチの治療において、生物学的製剤
による分子標的治療の導入は、疾患活動性と
関節破壊の制御を可能とし、治療目標を「痛
みの制御」から「寛解導入」へとシフトさせ、
関節リウマチ治療に新展開をもたらした。し
かし、生物学的製剤は、その優れた有効性の
反面、安全性や投与経路の問題ならびに高額
な治療費のため寛解導入率は 3割にすぎない。
そのため、生物学的製剤と同等の有効性を示
し、経口投与可能かつ安価な新規抗リウマチ
薬の開発が重要課題となっている。 

関節リウマチにおいて、滑膜は毛細血管か
ら浸潤したマクロファージなど炎症性細胞
に富んだ肉芽組織であるパンヌスを形成す
る。パンヌスにおいて浸潤・遊走した単球は
滑膜細胞からの M-CSF（マクロファージコロ
ニー刺激因子）と RANKL(NF-B 活性化受容体
リガンド)により破骨細胞に分化し、関節局
所の骨が破壊される。関節炎症の持続は早期
より小関節の骨破壊をきたし、荷重関節など
の大関節まで及ぶと、ADL に著しい障害をき
たすようになる。本研究では、関節リウマチ
の炎症・骨破壊進展における CypA‐CD147 シ
グナルの分子病態機構を明らかにすること
により、本症の治療戦略ならびに抗リウマチ
薬の創薬標的に新たな活路を開く実験証拠
を提示する。 

 
２．研究の目的 

CypA はイムノフィリンファミリーのひと
つで、シクロスポリン A（免疫抑制薬）の結
合タンパク質である。CypAは細胞質に存在す
るタンパク質であるが、炎症病態時には細胞
外へ遊離される。この細胞外 CypA の受容体
として同定された分子が CD147 であり、
EMMPRIN（細胞外マトリックスメタロプロテ
アーゼ誘導因子）としても知られ、がん細胞
の浸潤転移の大役を担っている。これまでの
研究により、CypAと CD147 は、マトリックス
メタロプロテアーゼの誘導だけでなく、血管
新生、細胞の接着や遊走など多面的機能を有
することが示唆されている。関節リウマチに
おいても細胞外 CypA と CD147 の発現上昇が
認められ、CD147 は主に単球や好中球に発現
することが報告されている。しかし、関節リ
ウマチにおける細胞外 CypA ならびに CD147
の役割についてその詳細は不明である。本研
究では、関節リウマチのモデル動物としてコ
ラーゲン誘導関節炎マウス（CIA）マウスを
使用し、パンヌスにおける CypA と CD147 の
発現と局在の変動について検討を行った。さ
らに、ヒト滑膜血管内皮細胞（HSMEC）を用
い、細胞外 CypA による、細胞接着分子の発

現変化ならびに単球の接着について検討し
た。 

 

３．研究の方法 

（１）コラーゲン誘導関節炎（CIA） 
 CIA は、Ⅱ型コラーゲンと完全フロイント
アジュバントを 1:1に混ぜ安定なエマルジョ
ンとし、その 0.1mL をマウスの尾の付け根に
皮内注射した。Ⅱ型コラーゲンを免疫しない
マウスを対照群として使用した。Ⅱ型コラー
ゲン免疫後 21日目から 2日おきに四肢の関
節炎症を評価した。関節炎症は 0から 4の 5
段階でスコア化し、四肢の関節炎スコアを合
計したトータル関節炎スコアで評価した。 
 
（２）免疫染色 

CIA マウスを 4％パラホルムアルデヒドで
全身を灌流固定した。凍結矢状切片（厚さ 6 

μm）はクリオスタットで作製し、スライドガ
ラスに貼付した。試料切片を乾燥後、1 次抗
体（抗 CypA 抗体，抗 CD147 抗体，抗 CD11b
抗体，）を 4℃で一晩処理した。1 次抗体処理
後、2 次抗体を室温で 1時間処理した。 
 
（３）マウス滑膜線維芽細胞 
CIAマウスをペントバルビタール麻酔下、

断頭することで安楽死させ、肢関節を遠位脛
骨の関節と足根中足関節に離断した。この関
節組織を DNase、4型コラゲナーゼを含む DMEM
で、37℃, 2 時間振とうし、細胞を分散させ、
培養した。3 回以上 9回未満継代を行った細
胞を実験に使用した。 
 
（４）マウス骨髄由来マクロファージ 
C57BL マウスをペントバルビタール麻酔下、

断頭することで安楽死させ、大腿骨と脛骨か
ら骨髄細胞を採取した。採取した骨髄細胞は
M-CSF（20ng/mL）を含む培養液で 5 日間培養
し、実験に使用した。 
 
（５）ウエスタンブロッティング 
サンプルは、還元条件化にて SDS-PAGE を

行なった。泳動後、分離したタンパク質を
PVDFメンブレンに転写した後、ブロッキング
し、1 次抗体(抗 CypA 抗体, 抗 CD147 抗体，
抗 GAPDH 抗体，抗 ICAM-1抗体，抗 VCAM-1 抗
体)を処理した。ペルオキシダーゼ標識 2 次
抗体処理後、ECL法により可視化した。 
 
（６）単球の滑膜血管内皮細胞への接着 
ヒト滑膜血管内皮細胞（HSMEC）（DS PHARMA 

BIOMEDICAL より購入）を培養プレートに播種
し、2 日間単層になるまで培養した。その上
にカルセイン AM で蛍光標識したヒト単球
（THP-1）（DS PHARMA BIOMEDICAL より購入）、



を播種し、24 時間後に蛍光強度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）CIA マウスの肢関節における CypAなら
びに CD147 の発現変化 

CIA マウスを作製し、その肢関節における
Cyp A と CD147 の発現変化をウエスタンブロ
ッティングならびに免疫染色にて検討した。
Cyp A と CD147 の発現は、対照群と比較して
CIA マウスにおいて著明に増加していた（図
１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また発現増加した CD147はマクロファージ

（CD11b 陽性細胞）に局在していることが明
らかとなった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）滑膜線維芽細胞から CypAの遊離 
CIA マウスより滑膜線維芽細胞を単離、培

養し、その培養上清を用いて Cyp Aの細胞外
遊離について検討した。CIA マウスより単離
した滑膜線維芽細胞の培養上清中において
Cyp A が検出され、Cyp A が増殖した滑膜線
維芽細胞から遊離されていることが判った。
また、この滑膜線維芽細胞からの CypA の遊
離は LPS刺激により有意に増加した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）単球の滑膜血管内皮細胞への接着に

おける CypA の影響 
HSMEC を用い、細胞外 CypA による細胞接着

分子（ICAM-1 ならびに VCAM-1）の発現変化
について検討した。HSMEC における ICAM-1と
VCAM-1 の発現は CypA 刺激により増加した。
また、CypA 刺激により HSMEC へのヒト単球
（THP-1）の接着が増加した。この CypAによ
る ICAM-1 と VCAM-1 の発現増加ならびに
THP-1 の血管内皮細胞への接着増加はシクロ
スポリン A（CsA）により抑制された。さらに、
抗 CD147抗体により HSMECの CD147を刺激し
たところ、ICAM-1 ならびに VCAM-1 の発現は
増加し、THP-1 の HSMEC への接着も増加した
（図４, ５）。細胞外 CypAは、滑膜血管内皮
細胞の CD147 に作用し、ICAM-1 ならびに
VCAM-1 の発現を増大させ単球やマクロファ
ージの接着・浸潤を誘発することが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）CypAによるマクロファージの CD147

発現増加 
C57BL マウスの骨髄由来マクロファージを

用いて、細胞外 CypA による CD147 の発現変
化について検討した。CypA刺激によりマクロ
ファージにおける CD147の発現が有意に増加
した（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上、関節リウマチ病態下において発現増
加する CypA は、増殖した滑膜線維芽細胞か
ら遊離され、TLR-4 刺激によりその遊離が増
大することが示唆された。細胞外に遊離され
た CypA は、滑膜血管内皮細胞の CD147 に作
用し、ICAM-1 ならびに VCAM-1 の発現を増大
させ単球やマクロファージの接着・浸潤を誘
発することが示された。また浸潤したマクロ
ファージの CD147 発現は、細胞外 CypA によ
り増大することが明らかになった。現在、骨
破壊における CypA－CD147シグナルの役割に
ついて検討中である。以上、関節リウマチの
炎症・骨破壊進展における CypA‐CD147 シグ
ナルの分子病態機構を明らかにすることに
より、本症の治療戦略ならびに抗リウマチ薬
の開発に寄与できるものと期待している。 
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