
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７６０１

若手研究(B)

2016～2014

治療抵抗性関節リウマチ患者におけるHTLV-1感染の影響

The impact of HTLV-1 infection in inflammatory response of rheumatoid arthritis

２０５０６０８４研究者番号：

梅北　邦彦（Umekita, Kunihiko）

宮崎大学・医学部・講師

研究期間：

２６８６０７５４

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではHTLV-1感染が関節リウマチ（RA）の病態へ与える影響について臨床的研究
および基礎的研究を進め，下記１～３の成果を得た．１．HTLV-1陽性RA患者は，陰性RA患者に比べ血漿IL-6や
CCL20濃度が高い傾向である．２．HTLV-1感染細胞との共培養によってRA滑膜細胞におけるIL-6，CCL20やMMP-3
などの産生，およびパターン認識受容体（PRRs）の発現が亢進する．３．HTLV-1感染細胞が産生するエクソソー
ムはRA滑膜細胞を活性化し，その活性化機構にPRRsが重要である．HTLV-1感染がRA病態を修飾するメカニズムは
複雑であり，今後も詳細な検討が必要と考えられた．

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to investigate the impact of HTLV-1 infection in 
worsening mechanisms of rheumatoid arthritis (RA). At first, we evaluated cytokine profiles in 
HTLV-1 positive RA patients and negative RA patients. The level of IL-6 and CCL20 was higher in 
HTLV-1 positive RA patients than in negative RA patients. Next, to clarify the interaction between 
HTLV-1 infected cells and RA synovial fibroblasts (RASF), HTLV-1 infected or non-infected cell-lines
 were co-cultured with RASF. The expression of IL-6, CCL20, and MMP-3 mRNA in RASF was increased by 
co-cultured with HTLV-1 infected cells. We focused on exosomes derived from HTLV-1 infected cells as
 inflammatory mediator. HTLV-1 infected cell derived exosomes were added to RASF, increase 
expression of IL-6 and CXCL10 mRNA was observed, indicating inflammatory change. Finally, we 
revealed that pattern recognition receptor plays an important role in exosome induced inflammatory 
change of RASF.

研究分野： 膠原病リウマチ学

キーワード： 関節リウマチ　HTLV-1
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１．研究開始当初の背景 

我々は関節リウマチ（RA）患者の病状を悪

化させ，抗サイトカイン療法に対して治療抵

抗性を示す一つの要因としてヒトTリンパ向

性ウイルス１型（HTLV-1）感染を報告した（引

用文献１）． しかしながら，HTLV-1 感染が

RA の病態へ与える影響に関する検討は，国

内・外を通じて乏しいのが現状である． 

 
２．研究の目的 

本研究では，HTLV-1 感染が RA の病態を修

飾する分子生物学的機序を探索し，HTLV-1 感

染が原因と考えられる自己免疫疾患の発症

機構や新規治療標的分子の解明を発展的に

遂行することが目的である． 

 
３．研究の方法 

HTLV-1 陽性 RA 患者を対象とした臨床的解

析および基礎的解析を行った．宮崎大学医学

部膠原病感染症内科とその関連病院である

市民の森病院を受診した RA 患者のうち，研

究同意が得られ，TNF 阻害療法を導入された

RA 患者を対象とした．これら患者の診療録を

後方視的に解析し，以下の臨床的検討①を行

った．また，基礎的検討②においては，HTLV-1

感染細胞株と関節リウマチ線維芽細胞様滑

膜細胞（RASF）を共培養する HTLV-1 陽性 RA

モデル実験系を確立し，分子生物学的な検討

を行った．  

①臨床的検討 

a. HTLV-1陽性RA患者における末梢血サイ

トカインプロファイルの解析：TNF阻害剤の

導入が必要であったHTLV-1陽性RA 8例と

HTLV-1陰性RA 16例における治療前の血漿中

サイトカインプロファイルを網羅的に解析

した．25項目のサイトカインをサイトカイン

多項目同時測定機（Multi Cytokine assay 

MAGPIX, Luminex社）で測定した． 

b. TNF阻害療法治療抵抗性HTLV-1RA患者に

おけるセカンドバイオの有効性：TNF阻害療法

が導入された10例中6例で，効果不十分などの

理由で同製剤が中止されていた．さらに，こ

の6例中5例がIL-6阻害療法（Tocilizumab: 

TCZ）へ変更されており，ヨーロッパリウマチ

学会（EULAR）改善基準によるTCZの有効性を

検討した． 

②基礎的検討 

a. HTLV-1感染細胞株（MT2B, MT2J, Hut102）

および非感染細胞株（Jurkat）とRASFを72時

間培養後，RASFにおける炎症性サイトカイン，

マトリクスメタロプロテイナーゼ遺伝子の発

現を定量PCR法で検討した．さらにRASFにおけ

るパターン認識受容体の発現についてイムノ

ブロッティング法で検討した．  

b. HTLV-1感染細胞株と共培養したRASFにお

けるHTLV-1感染の可能性について検討した．

RASFにおけるHTLV-1プロウイルスの検出，Tax

やHBZなどのHTLV-1関連タンパク質の遺伝子

発現の評価を行った． 

c. HTLV-1感染細胞株が産生する細胞外小胞

（microvesicles: MVs）の精製およびMV中の

mRNAの解析を行った． 

d. HTLV-1感染細胞由来MVsの炎症性メディエ

ータとしての機能解析を行った．HTLV-1感染

細胞株培養上清より精製したMVsをRAFSと共

培養し，RASFにおけるIL-6やCXCL10遺伝子の

発現を測定した． 

 
４．研究成果 

①-a.について～ HTLV-1陽性RA患者の血漿

IL-6やCCL20が高い傾向であった．血漿IL-6

濃度の高値は，RAにおけるTNF阻害療法治療

抵抗性の一因である可能性が報告されてい

る（引用文献２）．HTLV-1陽性RA患者におけ

る血漿IL-6高値が，TNF阻害療法に対する治

療抵抗性に影響している可能性が考えられ

た． 



①-b.について～HTLV-1陽性RA患者のうち，

TNF阻害療法に治療抵抗性のためIL-6阻害療

法（トシリズマブ）へ変更されていた5症例に

ついて診療録の後方視的検討を行った．治療

導入3ヶ月後のEULAR改善基準による臨床効果

判定においてもgood response 3/5例（60%），

moderate response 2/5例（40%）であり，IL-6

阻害剤の高い有効性が認められた．EULAR改善

基準による疾患活動性の推移では，12ヵ月後

の寛解と低疾患活動性で6割を占め，高疾患活

動性の関節リウマチ患者は認められなかった． 

②-a.について～ HTLV-1感染細胞株および

RASFの共培養実験系を確立し基礎的検討を

進めた（図１）． 

 

 

 

HTLV-1感染細胞株と共培養したRASFにお

いて，RA滑膜細胞のp38MAPKのリン酸化やNF-

ｋB経路の活性化が強く誘導されており，

IL-6，CCL20，VEGF，MMP-3，MMP-1など炎症

性サイトカイン，ケモカイン，マトリクスメ

タロプロテイナーゼの遺伝子発現の亢進を

認めた（図２）． 

 

 

②-b.について～ HTLV-1感染細胞株と共培

養したRASFにHTLV-1が感染しているのか検

証を行った．共培養後のRASFにおいて，

nested PCRでHTLV-1 pX領域を検出した．さ

らにHTLV-1関連タンパク質であるTaxやHBZ

のmRNAも定量PCRで検出することができた．

HTLV-1がRASFに感染しRASFゲノムにHTLV-1

プロウイルスとして組み込まれていること

を確認するために，共培養後のRASFを長期間

継続培養した（14日間）．その結果，培養後

3日目以降のRASFにはHTLV-1プロウイルスが

検出されなかった．これらの結果から，本実

験では，RASFにHTLV-1感染は成立しておらず，

HTLV-1感染によるRASFの活性化の可能性は

低いと考えられた．RASFにおいてHTLV-1関連

遺伝子が検出された原因として，HTLV-1感染

細胞株から伝播した核酸（DNAやRNA）がRASF

で検出された可能性が考えられ，そのメカニ

ズムの検討を続けた． 

②-c.について～②-bの結果から，HTLV-1感

染細胞株から核酸を伝播するメカニズムと

して細胞外小胞（Microvesicles: MVs）に注

目した．HTLV-1感染細胞株の上清を回収し，

フィルターを用いた死細胞，アポトーシス小

体の除去を行い，さらに濾過後の培養上清を

高速遠心法とエクソソーム分離試薬（Exo 

Quick）で処理し，エクソソーム分画を回収

した．エクソソームはMVsの１つであり，RNA

などの核酸を内包することが報告されてい

る．本実験で得られたエクソソーム分画には，

HTLV-1 pX領域のDNAやTax, HBZ mRNAが存在

することが明らかとなった（図３）．実際に，

精製エクソソーム分画を混和した培養液で

RASFを培養すると，RASFよりHTLV-1 pX領域

のDNAやTax, HBZ mRNAが検出された．②-bの

現象は，HTLV-1感染細胞株由来エクソソーム

がRASFに核酸を伝播することによって生じ

た現象であることが明らかとなった． 

図１．HTLV-1 陽性 RA モデル実験系．HTLV-1 感染細
胞と RASF の直接接触による反応を除外するために，
トランスウェルチャンバーを利用した． 

図２．HTLV-1 感染細胞と共培養後の RASF では，サイ
トカインなどの産生が亢進する 



 

 

 

②-dについて～HTLV-1感染細胞由来エクソ

ソームの炎症性メディエータとしての機能

を検討した．精製エクソソームと共培養した

RASFにおいてIL-6, CXCL10 mRNA発現の亢進

を認めた．HTLV-1関連慢性炎症性疾患である

HTLV-1関連脊髄症やぶどう膜炎ではINFγが

病態に関与していること，HTLV-1感染Tリン

パ球ではIFNγの産生亢進が認められること

が報告されている．そこで我々は，IFNγで

前刺激したRASFの精製エクソソームによる

追加刺激を行った．精製エクソソームはIFN

γで誘導されるCXCL10 mRNAの発現を強力に

増幅することが見出された（図４）． 

 

 

さらに，RASFにおけるエクソソーム認識機構

の探索の中で，IFNγはRASFにおけるToll様

受容体（Toll-like receptor; TLR）やRIG-I

な ど pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs) や damage-associated 

molecular patterns (DAMPs)を認識する受容

体の発現を誘導することが明らかとなった．

TLRやRIG-Iは外来核酸抗原の認識に重要な

パターン認識受容体（Pattern recognition 

receptors: PRRs）であり，自然免疫におい

て重要や役割を担っている．我々は，この

PRRsがエクソソームに含有される核酸の認

識に重要であるか検討を行った．その結果，

RNA干渉によってRIG-Iの発現を抑制した

RASFでは，IFNγとエクソソームで増幅され

たCXCL10 mRNAの発現が抑制することが見出

された．よって，主に外来RNA抗原を認識す

るRIG-Iが，エクソソーム中のRNA認識に重要

な役割を担っている可能性が示唆された（図

５）． 

 

 

 

研究総括：臨床的解析では，HTLV-1陽性RA

は陰性RAに比べ炎症状態が強く，血清IL-6濃

度が高値であった．基礎的検討ではHTLV-1感

染細胞がRA滑膜細胞を活性化することが示

唆され，特にHTLV-1感染細胞株由来エクソソ

ームがRASFの活性化を誘導する要因である

図３．HTLV-1 感染細胞由来エクソソーム中の pX 領
域 DNA および Tax, HBZ mRNA． 

図４．HTLV-1 感染細胞由来エクソソームは IFNγで
誘導されるRASFの CXCL10 mRNAの発現を増幅する． 

図５．RNA 干渉による RIG-I の発現抑制は，HTLV-1
感染細胞由来エクソソームと IFNγで誘導される
RASF の CXCL10 mRNA の発現を抑制する． 



ことが見出された．エクソソームはウイルス

感染細胞やガン細胞など様々な細胞から分

泌されるナノ粒子（直径20～100nm）であり，

その生物学的役割は多岐にわたる．RAにおけ

るエクソソームの生物学的意義については

国内外を含め報告に乏しく，HTLV-1感染細胞

由来のエクソソームがRASFを活性化するメ

カニズムは不明である．さらに本研究では

RASFにおけるエクソソーム認識機構の一つ

として，PRRsが重要な役割を担う可能性を見

出すことができた． 
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