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研究成果の概要（和文）：ACPA陽性RA患者末梢血単球はM1サブセット優位で破骨細胞分化も活性化し、
CTLA-4-Ig刺激はこれを抑制し関連する遺伝子発現パターンを示した。コラーゲン誘発関節炎の破骨細胞活性化
はCaMK4のchemical inhibitorにより顕著に抑制され、これはRA末梢血単球由来破骨細胞分化でも示され、
CTLA-4-Ig、CaMK4、ACPAのシグナルクロストークが示唆された。アバタセプト治療では、早期のACPA titerの低
下と12ヶ月における治療反応に有意な正の相関を認めた。サイトカインを加味して総合的に解釈し、CTLA-4-Ig
に特徴的なシグナルから、次世代の治療標的の探索に繋げる。

研究成果の概要（英文）：Peripheral blood (PB) CD14+ monocytes from ACPA-positive RA patients were M1
 phenotype-dominant and osteoclastic differentiation was also facilitated. CTLA-4-Ig inhibited the 
process and the related gene expression patterns were observed. Activation of osteoclastic 
differentiation in collagen-induced arthritis was significantly inhibited by chemical inhibitor of 
CaMK4, and these processes were also found in PB CD14+ monocytes from RA patients. These data 
indicate the existence of cross-talk among CTLA-4-Ig, CaMK4 and ACPA. In human sera study, we have 
focused on the ACPA titer change in abatacept-treated RA patients and found that early reduction 
ACPA titer reflects the efficacy at 12 months. The changes of serum biomarkers are different among 
RA patients treated by abatacept, TNF inhibitor and IL-6 inhibitor, thus, we have been investigating
 the next-stage therapeutic targets through search of integrated analysis including 
CTLA-4-Ig-specific pathways.

研究分野： リウマチ・膠原病学

キーワード： 関節リウマチ　CTLA-4-Ig　バイオマーカー　単球　M1・M2　破骨細胞　骨破壊　ACPA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CTLA-4-Igの作用機序とkey moleculesをin vitro細胞培養研究、疾患モデル動物研究、ヒトRA検体を用いた研究
から解析し、抗CCP抗体（ACPA）陽性患者におけるM1単球分化異常、CTLA-4-Ig、ACPA、CaMK4の相互作用が強く
示唆されることを明らかとした。RA血清検体ではCTLA-4-Ig、TNF阻害、IL-6阻害において、特に前2者ではACPA
を軸とした評価で反応が異なることを示し、CTLA-4-Igに特徴的なシグナルの解析は次世代の治療標的の探索に
繋がることを示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）を対象とした CTLA-4-Ig(CTLA-4-Immunoglobulin：ｱﾊﾞﾀｾﾌﾟﾄ)と TNF 阻害剤と
の head-to-head の臨床治験により、その関節破壊抑制効果は TNF 阻害剤と全く遜色ないことが
明らかとなった。このことにより、”CTLA-4-Ig には RA の病態において induction phase（抗原提示
細胞による T 細胞活性化）以外にも作用する新たなメカニズムがあるのではないか?”、また、そう
であれば、”この新たな作用メカニズムを解析し、次世代の治療標的を探索できないか?”の
clinical question（CQ）の着想に至った。一方、理論的に induction phase に作用する CTLA-4-Ig
であるが、それがヒト RA において T-B 細胞相互作用に影響するか否かの情報はきわめて乏しい。
それに加え、CTLA-4-Ig のこれら免疫担当細胞への影響が他の mode of action（MOA）の薬剤
（TNF 阻害剤や IL-6 阻害剤など）と異なるか否かの情報もきわめて乏しい。そこで以下の研究を
計画し、CTLA-4-Ig の細胞生物学的評価およびヒト RA 検体を用いた臨床的評価を組み合わせ
た研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
CTLA-Ig を中心におき、in vitro 細胞培養での解析、疾患モデル動物での解析、ヒト RA 検体で
の解析を連動させ、CTLA-4-Ig の作用機序-坑リウマチ効果-の特徴を明らかにし、得られた成果
から次世代の治療標的を探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）In vitro 細胞培養研究 
・ヒト末梢血から CD14+単球を単離し M1 および M2 サブセットをフローサイトメトリー法で、また、
M-CSF+RANKL での破骨細胞への分化を評価した。 
・ヒト RA 関節手術検体から滑膜線維芽細胞を単離し、骨芽細胞培養メディウムで骨芽細胞に分
化誘導し、その過程における遺伝子発現を解析し、滑膜線維芽細胞から骨芽細胞に分化する
key regulator を、マイクロ RNA（miRNA）を中心に評価した。 
（2）疾患モデル動物研究 
・Th17 がその発症に重要とされるコラーゲン誘発関節炎を用い、Th17 の分化・活性化に重要な
regulator である calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV（CaMK4）とコラーゲン誘発関節
炎における骨破壊を評価した。 
（3）ヒト RA 検体を用いた研究 
・ 活 動 性 RA を 対 象 と し た 九 州 地 区 多 施 設 共 同 前 向 き RA 超 音 波 コ ホ ー ト 研 究
（UMIN000012524）に登録された検体を用い、アバタセプト（CTLA-4-Ig）および TNF 阻害剤、
IL-6 阻害剤の治療経過における免疫系ならびに骨代謝系に関連する分子の発現変動を ELISA
やマルチサスペンションアレイなどで評価した。また、その中でアバタセプト（CTLA-4-Ig）と TNF
阻害剤の二つの異なる MOA に着目し、ACPA と臨床評価との関連性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）In vitro 細胞培養研究 
RA 末梢血 CD14+単球のサブセット解析では抗 CCP 抗体（ACPA）陽性患者においては M1 サブ
セットが優位であり、 in vitro の細胞培養系 [ヒト末梢血 CD14+単球由来破骨細胞分化
（M-CSF+RANKL で誘導）]において、破骨細胞分化も活性化していた。培養上清の IL-6 などの
産生も高い傾向を認めた。この細胞培養系において CTLA-4-Ig は破骨細胞分化を抑制し、それ
に関連する遺伝子発現パターンをマイクロアレイで認めた（図 1：論文未発表データ）。 
後 述 の 2. に 述 べ る よ う に 、
CTLA-4-Ig の治療効果と ACPA に
は深い相関があることが示された。
そこで ACPA による in vitro 機能変
化も、CD14+単球由来破骨細胞分
化（M-CSF+RANKL で誘導）]を中
心に解析中である。ヒト滑膜線維芽
細胞は骨形成系の骨芽細胞に分化
し、その過程における miRNA を介
する標的分子の発現変動の重要性
を明らかとしたが、この系と単球から
破骨細胞分化系との比較検討も重
要と考えている。カロリンスカ大学か
らの報告では、ACPA によるヒト滑膜
線維芽細胞の機能修飾の報告もあ
り、シグナル伝達系を含めた複合解
析が重要と思われる。 
（2）疾患モデル動物研究 
コラーゲン誘発関節炎における骨破壊も破骨細胞活性化に起因するものである。Th17 細胞分化
を正に制御する calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV（CaMK4）であるが、CaMK4 の



chemical inhibitor により、コラーゲン誘発関節炎は顕著に抑制された（図 2：論文未発表データ）。 
また、この CaMK4 阻害は、ヒト RA 末梢血 CD14+単球由来破骨細胞分化を顕著に抑制した（図
3：論文未発表データ）。このことから、CTLA-4-Ig、CaMK4、ACPA のシグナルクロストークが示唆
されるものである。 
（3）ヒト RA 検体を用いた研究 
ヒト RA 血清検体では、活動性 RA を
対象とした九州地区多施設共同前向
き RA 超 音 波 コ ホ ー ト 研 究
（UMIN000012524）において、アバタ
セプト（CTLA-4-Ig）加療症例を評価し、
免疫系ならびに骨代謝系に関連する
分子の発現変動が有意に検出された
[IP-10 低下、sRANKL 低下、OPG 上
昇、TRACP-5b 上昇など]。より広い治
療標的と炎症性サイトカイン・ケモカイ
ンを評価したが、CTLA-4-Ig、TNF 阻
害、IL-6 阻害では変動するバイオマー
カーが異なることが明らかとなり、細胞
間相互作用中心の CTLA-4-Ig と液
性因子中心の TNF 阻害/IL-6 阻害
の差異に着目し、基礎的ならびに臨
床的に解析することの重要性が示
唆 さ れ た 。 そ こ で ア バ タ セ プ ト
（CTLA-4-Ig）と TNF 阻害剤に着目
し、ACPA に焦点を絞って解析した。
それでは表 1 に示すように、アバタ
セプト（CTLA-4-Ig）においては、導
入 3 ヶ月における早期の ACPA titer
の低下と 12 ヶ月における治療反応
に有意な正の相関が多変量解析で
明らかとなった。しかしながら、TNF
阻害剤治療ではそのような傾向は
示されず、CTLA-4-Ig に特異的な反
応 と 考 え ら れ る 。 現 時 点 で は
ACPA の CD14+単球由来破骨細
胞分化への作用に関しては確定
的なデータは出せていないが、上
述の RA 超音波コホート研究の血
清検体を用いて、分子標的治療
における ACPA、抗カルバミル化
タンパク抗体（CarP）、リウマトイド
因子、イムノグロブリン（IgA、IgG、
IgM のサブクラス別の解析、ライ
デン大学との共同研究）を測定し
た。これらを総合的に解釈し、
CTLA-4-Ig と炎症性サイトカイン
阻害との差異を見出し、次世代の
治療標的の探索に繋げる。 
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