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研究成果の概要（和文）：RA炎症性骨破壊に果たすTh17細胞およびIL-17 familyの役割を明らかにする目的で、in vit
roで滑膜細胞から破骨細胞に分化し骨吸収する過程におけるTh17細胞が産生するサイトカインやTh17細胞の分化・生存
･増殖、活性化に必須なサイトカインの変動を多項目同時解析手法で解析し、変形性関節症（OA）滑膜細胞培養におけ
るサイトカインの変動と比較した。
その結果、RA滑膜炎組織では、IL-17 familyの直接作用ではなく，Th17細胞を誘導し，RANKL/RANK系を介して過剰な破
骨細胞の形成が引き起こされている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： To clarify the role of Th17 cells and IL-17 family in the bone destruction by 
the rheumatoid synovium, we analyzed the cytokines that are produced by Th17 cells and that regulating 
the differentiation, survive, and activation of Th17 cells by multiple analyte profiling in the culture 
of the synovial tissues derived from patients with rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA).
These results indicate that an excessive formation of osteoclast in the culture of rheumatoid synovium 
might be caused through the activation of RANKL/RANK system in connection with the induction of Th17 
cells.

研究分野：リウマチ膠原病・骨代謝
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチ(RA)では慢性増殖性滑膜炎
により骨・軟骨破壊が起こり、高度の関節変
形をきたす。近年、RA 滑膜炎による骨破壊に
破骨細胞の関与が明らかになっている。RA 滑
膜炎による骨破壊部には，破骨細胞の集積が
図右のようにみられるが，破骨細胞の分化/
活性化機序は明らかでない。 
 申請者は RA 滑膜組織を無刺激に培養する
ことにより破骨細胞を誘導し,骨吸収がみら
れる in vitro 骨破壊モデルを確立し
(Rheumatology,2000;40:673), 本培養モデ
ルを用いて滑膜マクロファージが破骨細胞
へ分化し骨破壊を起こす過程を明らかにし
てきた。 
 正常骨組織では前駆細胞であるマクロフ
ァージ系細胞が増殖し，前破骨細胞にコミッ
トし、破骨細胞へ分化・活性化するには
receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)
と MCSF が必須である。一方、炎症性骨破壊
では, TNFα,IL-1,IL-6 などの RANKL 非依存
的シグナルも重要と考えられている。臨床的
には TNF 阻害薬、IL-6 阻害薬の骨破壊抑制作
用が明らかになっている。また、RA 滑膜組織
培養由来破骨細胞では；①カルシトニンレセ
プターの発現が低く、カルシトニンによる形
態学的変化が起きない②象牙片上で細胞同
士が接着し巣状の細胞集団を形成し非常に
深い吸収窩をつくるなど、骨組織の破骨細胞
による骨吸収過程とは質的に異なることを
見いだした。そして、包括的変動蛋白解析を
行うことによって, in vitro 骨破壊モデル
では炎症性サイトカイン(IL-1, TNFα, IL-6) 遺
伝子の発現は培養初期に高く，漸減し、RANKL
遺伝子は培養全期をと通して発現することを明
らかにしてきた（科学研究費補助金[H20〜22 年
度]：課題番号 20591176）。従って,炎症性骨破
壊のメカニズムには正常骨組織と異なる
RANKL/RANK 系とは異なる系の関与が示唆さ
れる。 
 IL-17は分子量20-30kDのペプチドからなる
ホモダイマーの糖蛋白質であり、現在、
IL-17Aと呼ばれるが、相同性を持つ 6個のフ
ァミリー分子(IL-17A、IL-17B、IL-17C、IL-17D、
IL-25（IL-17E）、IL-17F)からなることが明ら
かになった。IL-17 は Th17 細胞で産生され、
繊維芽細胞や上皮細胞、血管内皮細胞、マク
ロファージなど種々の細胞に作用して、炎症
性サイトカインやケモカイン、細胞接着因子
など、種々の因子を誘導して炎症を誘導する
ことが知られている。最近、RA 病態におけ
る IL-17 の重要性を示唆する報告が集積され
ている； IL-17 投与による関節炎の惹起
(Lubberts E, Cytokine 2008), RA滑膜組織にお
ける IL-17, IL-17R の発現（Chaboaud M. 
Arthritis Res 2001,Honoratic MC, 
Rheumatology:2001）。一方、Th17細胞が活性
化されると IL-17とともに IL-10 familyである
IL-22や IL-6, TNFも産生され、IL-17とこれ
らのサイトカインとの協調作用も報告され

ている。このような Th17 細胞の分化、生存
や増殖、サイトカインの産生に必須な因子の
一つとして IL-21,23 や TGFβが注目されて
いる。実際、実験的関節炎モデルでは IL-23 の
関節炎部位での発現が報告されている
(Paradowska-Gorycka A, Scand J Rheumatol: 
2009) 
 そこで、炎症性骨破壊における Th17 細胞
経路活性化の役割を明らかにする目的で､RA
滑膜細胞を用いた in vitro 骨破壊モデルを
用いて、Th17 細胞由来の IL-17 family, TNF 
IL-6, IL-22 や Th17細胞の分化誘導に関わる
IL-23,IL-21,TGFの変動を包括的変動蛋白
解析と遺伝子発現解析解析､RT-PCR により解
析する。さらに、これらのサイトカインの骨
髄細胞からの破骨細胞誘導への影響や活性
抑制による破骨細胞形成制御を行い、検証し
てゆく 
 
２．研究の目的 
RA 滑膜細胞を用いた in vitro 骨破壊モデル
を用いて、RA炎症性骨破壊における Th17 細
胞経路活性化に果たす役割と炎症性サイト
カインや RANKL/RANK 系との相互作用を明ら
かにすることを目的にする。具体的には Th17
細胞が産生するサイトカイン(IL-17A, 
IL-17F, TNF IL-6, IL-22)や Th17 細胞の分
化 , 生 存 、 増 殖 や 活 性 化 に 関 わ る
IL-23,IL-21,TGFの変動を包括的変動蛋白
解析により解析する。さらに、破骨細胞の分
化活性化に essential な RANKL/RANKL 系、
M-CSF や RANKL 非依存的に破骨細胞の分化誘
導に関わる炎症性サイトカインとの相互作
用を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(１)ヒト滑膜細胞培養と破骨細胞様細胞の
形成：  
 ＲＡ患者の滑膜組織を手術時に採取し，顕
微鏡下で表層細胞を含む小組織片に細切す
る。滑膜の研究利用に関しては、術前に文書
で同意が得られた場合に限る。既に発表した
方法により小組織片をcoatingしたチャンバ
ースライドと象牙片あるいは hydroxy- 
apatite-coated well 上で培養培養する
(Rheumatology,2000;40:673)。同様に細切し
た組織片を 6-well 培養ウェル内で培養し、
組織片より出てきた細胞を回収し、チャンバ
ースライド内で培養する 
(２)破骨細胞,Th17 細胞の同定 
 破骨細胞細胞数は TRAP（酒石酸抵抗性酸ホ
スファターゼ）活性陽性の３核以上の多核細
胞を顕微鏡下で算定する。Th17 細胞の同定は、
IL-17A,IL-17F の免疫組織染色で行った。 
 
(３)In vitro 骨破壊モデルにおける Th17 活
性化経路の解析 
 多 項 目 同 時 解 析 (Multiple Analyte 
Profiling:MAP)を用いて Th17 細胞関連サイ
トカインを測定した。 



 滑膜細胞培養開始時から継時的にの培養
上清を回収する。回収時には同時に TRAP 染
色を行い、各培養時期の破骨細胞の形成状態
を確認する。培養上清 50μlを用いて、生理
活性物質を multiple bead array assay にて
測定した。測定は Capture antibody を結合
させた beads とサンプルを array 内で反応さ
せ、サンドイッチ法イムノアッセイで以下の
サイトカインを同時に定量する。 
① Th17 細胞由来サイトカイン： 
IL-17A, IL-17F, IL-22 
② Th17 細胞の分化、生存、活性化に関わる 
 サイトカイン：IL-21, IL-23, TGFβ 
③炎症性サイトカイン：IL-1, IL-6, TNFα、 
 TNFβ 
④破骨細胞の分化･活性化：RANKL, OPG,M-CSF, 
VEGF 
⑤Th1,Th2 関連サイトカイン：IL-4, IFNγ 
 
 
４．研究成果 
(1)滑膜組織培養における破骨細胞の形成： 
 RA 患者由来滑膜組織培養では培養 7〜10
日目で､TRAP陽性多核細胞 106〜1549(平均
592±169)/ wellが形成されたが､OA患者由
来滑膜組織培養では、0〜1011(平均 137± 
124)/wellと少なかった(図 1)。 
(2)Th17 細胞の形成 
 RA 滑膜炎組織由来の細胞培養では，破
骨細胞の形成が始まる培養 6 日の免疫組
織染色ではIL-17A, IL-17F陽性細胞がみ
られた.変形性関節症滑膜由来の細胞培
養ではリンパ球は非常に少なく，IL-17 A, 
IL-17F 陽性細胞は少数であった 
 
 
(3) In vitro 骨破壊モデルにおける Th17 活
性化経路の解析： 
 RA 患者 8 例，OA 患者 8 例由来の滑膜組織
培養上清のTh17細胞由来サイトカイン、Th17
細胞の分化･生存･活性化関連サイトカイン、
炎症性サイトカイン，Th1/Th2 サイトカイン、
の変動を同時測定した。 
 
 
① 炎症性サイトカイン 
 炎症性サイトカインは，やや RA 滑膜で
産生が多い傾向であったが、RA 滑膜及び
OA 滑膜ともに培養全期にわたって多量の
IL-6 を産生しており有意差はなかった. 
炎症性サイトカインでは、IL-1β、TNF
αの産生は RA 群、OA 群で差はなかっ
たが、TNFβは RA 滑膜細胞培養で産生

が多かった(195.7±115 vs57.9±36.7 
pg/ml)(図 1)。 
 

 
 
図 1 RA および OA 滑膜細胞培養における破 
 骨細胞の形成と炎症性サイトカイン産生 
 
 
② 破骨細胞の分化･活性化に関わる因子 
sRANKL，M-CSF は RA 滑膜細胞培養では
OA滑膜細胞培養に比して産生が多かっ
た(26.1±5.9 vs 11.0±2.6, 805.0±
123.3 vs 515.3±147.2 pg/ml)。VEGF
産生は両群で有意差はなかった。（図 2） 
 
 
 

図 2  RA および OA 滑膜細胞培養における 
  RANKL, M-CSF, VEGF の産生 
 
③Th17 細胞由来サイトカイン： 
 IL−17A, 17F, IL-22 は RA 滑膜細胞培養
に比べて OA 滑膜細胞培養の方が産生が多
く、IL-22 は有意差を認めた(12.4±2.7 vs 
260.4±86.9 pg/ml)(図 3) 
 



 
図３ RA および OA 滑膜細胞培養における 
 IL-17A, IL-17F,IL-22 の産生 
 
④ Th17 細胞の分化、生存、活性化に関わる 
 サイトカイン：  
Th17 細胞の分化、生存にかかわる IL-21,23
は、RA 滑膜細胞培養では OA 滑膜細胞培養に
比べて産生が多く(38.2±16.7 vs 22.3±8.5 
pg/ml)また TGFβは RA 滑膜細胞培養では
75.7±17.5pg/ml と OA(19.8±4.6)に比して
有意に高かった(図４)。 

 
図 4 RA および OA 滑膜細胞培養における 
  IL-21, IL-23, TGFβの産生 
 
⑤ Th1,Th2 関連サイトカイン 
 RA 滑膜細胞培養では OA 滑膜細胞培養に比
べてやや IFNγと IL-4 の産生は多かったが,
有意差を認めなかった。 
 今回の検討では，RA 滑膜細胞培養にお
いて無刺激の状態で多数の破骨細胞形成
がみられた。Th17 細胞の分化、生存にか
かわる IL-21,23,TGFβは RA 群で高かっ
たが，Th17 細胞が産生する IL-17A, 17F, 
IL-22 はむしろ OA 群で高値を示した. 
 一方、RA 滑膜細胞培養では破骨細胞の
分化にかかわる sRANKL, M-CSF の産生が
高く、RANKL の細胞内刺激伝達系に作用
し破骨細胞形成を促進する TGFβも高か

った。 
以上より RA 滑膜炎組織では、IL-17 
family の直接作用ではなく，Th17 細胞を
誘導し，RANKL/RANK 系を介して過剰な破
骨細胞の形成を引き起こしている可能性
が示唆された。 
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