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研究成果の概要（和文）：慢性関節リウマチ（RA）の新しい治療薬としてのリポソーム化ラクトフェリン（L-LF）の有
効性を明らかにすることを目的とし、以下の結果を得た。
1．RA発症モデルマウスで観察される関節の破壊は、L-LFを前投与した群で有意に減少した。2．LFはTNF-aによってヒ
ト滑膜細胞とマクロファージに誘導される炎症性サイトカインの発現をNFκB ならびにMAP kinase経路の抑制を介して
抑制した。３．L-LFの経口投与によって、Tregが増加しTh17か減少するとともに、血清中のIL-17が減少することが明
らかとなった。以上の結果から、L-LFは関節リウマチの新しい治療薬となる可能性が示された。 

研究成果の概要（英文）：Aim of the study was to clarify the effectiveness of liposomalized lactoferrin (L-
Lf) as a new therapeutic agent of rheumatoid arthritis (RA). The following results were obtained. 
1. Administration of L-Lf significantly reduced the joint destruction observed in RA model mice. 2. Lf inh
ibited expression of inflammatory cytokines induced in human macrophages and synovial cells by TNF-a. Thro
ugh inhibition of the map kinase and NFkb pathways 3. By oral administration of L-Lf decreased Th17 and in
creased Treg populations, and reduced IL-17 level in serum.  
These results show that l-lf could be used as a new therapeutic agent for RA.
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１．研究開始当初の背景 
1 研究の学術的背景 
ラクトフェリン(LF)は、抗菌作用,免疫賦活作
用,抗腫瘍作用、抗炎症作用などの多彩な機能
を有し、種々の疾患に対して投与が試みられ
ている。近年、リポソーム化により胃での消
化を抑え、小腸での吸収率を高めたリポソー
ム化 LFを 1週間経口投与したマウス単球の 
LPS 刺激による TNF-α産生量が激減する
ことが報告された。そこで、我々はリポソー
ム化 LF をリポポリサッカライド（LPS）誘
導歯周組織破壊モデルラットに 経口投与す
ることにより、LPSの誘導する歯周組織での
TNF-α異常産生や歯槽骨破壊が著しく抑制
されることを報告した (Lab Invest. 2010)。
また、歯周炎患者にリポソーム化 LFを経口
投与することによって歯周組織破壊の有意
な改善がみられることも報告した (Biol 
Pharm Bull. 2010)。さらに、LFの抗炎症効
果が様々な炎症性刺激の伝達に必須のタン
パク質である TRAF6 の抑制を介しているこ
とを明らかにした (J Biol Chem. 2012)。 一
方、TNF-αの異常産生は歯周病と同様に軟
組織の炎症とそれに近接する骨組織の破壊
を特徴とする慢性関節リウマチでも症・進行
のメカニズムとして注目されている。そこで、
本研究では、LF が慢性関節リウマチの発
症・増悪を TNF-α産生抑制を介して抑制す
ることで、予防・治療薬として用いことがで
きるのではないかという着想に到った. 
 
２．研究の目的 
本研究では、1）慢性関節リウマチ自然発症
マウスモデル(SKG マウス)を用い、LF 経口
投与が慢性関節リウマチの発症・進行に及ぼ
す影響 ２）T細胞や滑膜細胞に対する LFの
影響について詳細に検討し、予防・治療薬と
しての LFの応用の可能性について明らかに
し、前臨床的なデータとすることを目的に以
下の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
I.関節リウマチ自然発症モデルマウス(SKG 
マウス)を用いた実験病理学的検討 
1．関節リウマチの作成 
SKG マウスは関節リウマチ自然発症モデルマ
ウスでの腹腔内に Mannan を投与することに
よって関節リウマチを誘発した。 
2.関節の臨床的評価 
１）関節の炎症を坂口らの方法 (J Clin 
Invest 114:582-588,2004) に従って関節炎
誘導開始時(0週)から20週まで週 1 回,経時
的にスコア化し、比較検討した。 
２）関節の骨破壊を 20 週経過の時点でマイ
クロ CT にて評価する。3D-CT 像を作成し、
骨密度、皮質骨、海面骨量を算出各群で比較
検討した。 
３）組織学的および免疫組織化学的評価 
関節炎誘導後 5、10、20 週経過時の関節組
織における炎症の程度、破骨細胞数や骨破壊

の程度を組織計測学的に評価するとともに
サイトカイン発現を免疫組織化学的染色で
比較検討した。 
平成 25 年度 
Ⅱ.リポソーム化LFの慢性関節リウマチの発
症・進行 に対する抑制効果の実験病理学的
検討 
実験群にはリポソーム化 LF を 500、100、10 
mg/kg/day となるように飲料水に混和し、関
節炎誘導1週間前から経口投与し(LF-RA群)、
LF 非投与リウマチ群(RA 群)、対照群(Cont 
群)と比較検討した。比較項目は、平成 24 年
度の実験 I.と同様とした。さらに、in vivo 
における LF の体内動態を免疫組織化学的に
検討した。 
Ⅲ.滑膜細胞株ならびにマクロファージを用
いた LF 作用メカニズムの解明  
1. LF 受容体の同定: 滑膜細胞およびマクロ
ファージにおける LF 受容体を、LF 受容体候
補の LRP-1、LRP-2、CD14 などを対象に検討
した。 
2. LF の細胞内動態: 細胞内に取り込まれた 
LF の示す動態について免疫染色ならびにウ
ェスタンブロッティング法にて経時的に明
らかにした。 
3. LF の抗炎症メカニズムの検討: LF の抗炎
症メカニズムとしての LF と TRAF6 との結合
についてウェスタンブロッティング法にて
調べるとともに、転写因子である NFκB活性
を ELISA 法にて定量することで、抗炎症作用
について明らかにした。 
 
４．研究成果 
上記のように、慢性関節リウマチモデルマウ
ス（SKG マウス）を用いた in vivo の検討な
らびに滑膜細胞やマクロファージなどを用
いた in vitro の系で検討し、以下の結果を
得た。1．リウマチ発症モテルマウスで観察
される関節の腫脹ならびに関節の破壊は、
L-LF を前投与した群では有意に減少するこ
とを肉眼的(リウマチスコア)、画像的 
(microCT)ならびに病理組織学的に確認した。
2．経口投与した L-LF は小腸から吸収され血
行性に全身に分布することを確認した。3．
ヒト滑膜細胞株を用いた検討の結果、LF は
TNF-a の刺激によって滑膜細胞に誘導される
炎症性サイトカインの発現を抑制すること
が明らかとなった。4．ヒト滑膜細胞に対す
る LF の効果は LF のレセプターである LRP-1
を介したものであることが明らかになると
ともに、NFκB ならびに MAP kinase 経路の
活性化の抑制を介して抑制することか明ら
かとなった。5．ヒトマクロファーシを用い
た検討においても、LFは TNF-a の刺激でマク
ロファーシに誘導される炎症性サイトカイ
ンの発現を、NFκB ならびに MAP kinase 経
路の活性化の抑制を介して抑制することが
明らかとなった。6．いずれの細胞において
も、LF は細胞内に取り込まれ、TRAF6 に結合
することで、NFκB ならびに MAP kinase 経



路の活性化の抑制することが明らかとなっ
た。７．L-LF の経口投与によって、Treg が
増加し Th17 か減少するとともに、血清中の
IL-17 が減少することが明らかとなった。 
 以上の結果から、L-LF は関節リウマチの発
症・ 進行を抑制する新しい治療薬として用
いられる可能性が示された。 
 なお、ヒト滑膜細胞が入手でき、マウスよ
り良い in vitro の系として位置づけること
ができたので、当初計画したマウス由来の細
胞の不死化は実施しなかった。また、マウス
の関節滑液中のサイトカインの ELISA によ
る解析は、繰り返し試みたが、関節液量が解
析に足るだけ十分量採取することができず、
意味のあるデータを集めることができなか
った。 
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