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研究成果の概要（和文）：　関節リウマチ（RA）モデルマウスであるCIAマウスの関節では、滑膜線維芽細胞や
破骨細胞の両者においてセリンスレオニンキナーゼであるTAK1が活性化していた。TAK1阻害剤であるLLZ1640-2
は、CIAマウスにおける関節炎の程度、出現頻度をともに顕著に抑制したのに加え、関節破壊（骨破壊）も抑制
した。また、炎症性サイトカインであるIL-1βの分泌もLLZ投与により抑制された。さらにLLZは滑膜線維芽細胞
においてIL-1βによって誘導されるRANKL発現を抑制し、滑膜線維芽細胞と破骨前駆細胞との共培養系における
破骨細胞分化を抑制した。加えて、LLZはRANKLによる破骨細胞分化も抑制した。

研究成果の概要（英文）：TGF-β activated kinase-1 (TAK1) was phosphorylated in synovial cells and 
osteoclasts in CIA mouse which are generally accepted as a RA animal mode. TAK1 inhibitor, LLZ 
1640-2 improved arthritis severity and the incidence of arthritis as well as bone destruction in CIA
 mouse. In addition, IL-1β secretion in sera were upregulated in CIA mice, however LLZ reduced IL-1
β levels in sera of CIA mice.
Addition of IL-1β induced RANKL mRNA expression in synovial fibroblasts isolated from CIA mice, and
 the synovial fibroblasts were able to induce osteoclastogenesis from pre-osteoclasts in the 
presence of IL-1β. However, LLZ suppressed RANKL expression and the enhancement of 
osteoclastogenesis by synovial fibroblasts. Moreover, LLZ inhibited RANKL induced osteoclast 
differentiation. 

研究分野： 骨代謝

キーワード： 炎症性疾患　TAK1　破骨細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　慢性関節リウマチ（RA）は、近年様々な生物学的製剤が臨床応用され治療成績は向上しているものの、依然と
して2～3割の症例では寛解せず、過剰な炎症反応と骨・軟骨破壊が著しい疼痛や運動障害を惹起し、ADLやQOLを
著しく低下させる。RA病変部においては滑膜細胞や免疫系細胞による炎症と破骨細胞による骨破壊が起こってお
り、炎症と骨破壊を制御する新規標的分子の探索とその分子を標的とした治療法の開発が急務である。本研究に
よってTAK1がRAの炎症と骨破壊の双方を効率的に抑制し得ることが示唆され、本研究結果は今後のRAの新規治療
法開発に寄与できるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
従来の RA 治療薬に加え、近年、抗 TNF-α抗体や抗 RANKL 抗体などの RAの疾患特異的な生物

学的製剤が開発され、治療成績は飛躍的に改善した。しかしながら、炎症と骨破壊という複雑な

病態を示すことから、こうした治療法によっても完治はいまだに困難であり、病態機序の解明に

よる更なる分子標的の探索と薬剤の開発は喫緊の課題である。さらに現在、RA 治療に用いられ

ている薬剤効果は、そのほとんどが抗炎症もしくは骨破壊抑制のいずれかである。このような RA

薬とは対照的に、TAK1 阻害薬は抗炎症作用を有する上に骨破壊抑制作用を併せ持つという新規

性と優位性がある。また、RA の病態における TAK1 の役割については報告がなく、本研究は、RA

における TAK1 の役割を明らかにするという学術的な意義があることに加え、TAK1 阻害薬の開発

につながることが予想される。しかしながら、既存の TAK1 阻害剤としては本研究で用いる(5Z)-

7-oxozeaenol 以外の報告がほとんどなく、RA に対する分子標的薬としての TAK1 阻害薬の開発

はこれから発展する領域と思われる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では TAK1 の破骨細胞分化・活性化のみならず炎症の発症と進行におけるその役割を明

らかにし、TAK1 経路を標的とした新規の機序による抗炎症および骨破壊制御法を動物モデルで

実証し開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

 本研究では RA における破骨細胞分化・活性化のみならず炎症の発症・進行における TAK1 の

重要性を明らかにし、TAK1 経路を標的とした新規の機序による抗炎症・骨破壊制御法を動物モ

デルで実証し新規治療法の開発を目的とする。具体的には次の事柄を行う。 

(1) RA 病変局所における TAK1 の発現と局在 

予備実験にて RA 滑膜や破骨細胞に TAK1 の活性化（リン酸化）が認められたが、具体的に

滑膜組織のどのような細胞に TAK1 が活性化しているか、免疫組織学的解析により明らかに

する。さらに、炎症や骨破壊に重要な分子（NLRP3、ASC、caspase-1 などインフラマソーム

形成に関連する分子、TRAIL、IL-1β、IL-6、TNF-αや RANKL）の発現と TAK1 の活性化との

関連も解析する。 

(2) TAK1 の破骨細胞分化における分子生物学的役割の解明 

単離マウス骨髄細胞を用い、可溶性 RANKL や TNF-α の添加による破骨細胞分化における

TAK1 の発現と、TAK1 阻害薬の破骨細胞分化の主要なシグナル経路に及ぼす影響をウエスタ

ンブロッティング法にて明らかにする。破骨細胞への分化は、c-fos、カテプシン Kなどの

遺伝子発現、酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ染色を指標に評価する。 

(3) TAK1 の滑膜細胞の機能における分子生物学的役割の解明 

RA モデルマウスより採取した滑膜細胞に TAK1 阻害剤処理および TAK1 特異的 siRNA を導入

し、これらの因子の発現を RT-PCR やウエスタンブロッティング法にて解析し、TAK1 のこれ

ら因子への発現の役割を明らかにする。さらに、上記滑膜細胞とマウス破骨細胞前駆細胞

とを共存培養を行い、破骨細胞の形成を TRAP 染色にて確認する。また、近年、過剰なイン

フラマソーム形成が RA などの難治性自己炎症性疾患の発症と進行に重要な役割を果たし



ていることがわかってきたが、TAK1 との関連は不明である。そこで、RAモデルマウスより

採取した滑膜細胞に TAK1 阻害剤処理および TAK1 特異的 siRNA を導入し、インフラマソー

ム形成を NLRP3、ASC、Caspase-1 や IL-1βの発現を指標に検討する。 

(4) TAK1 阻害薬による RA治療効果の詳細な検討 

RA マウスモデルを用いた予備実験にて TAK1 阻害薬が炎症や骨破壊も抑制していることが

明らかになった。さらに詳細な解析を行うため、血中 TNF-αなどの炎症マーカーや骨代謝

マーカー（TRAP5b およびオステオカルシン）を測定し、さらに病理組織、骨形態計測を行

い、TAK1 阻害剤の抗炎症および骨破壊抑制活性を実証する。 

 

４．研究成果 

 

 本研究においては、RA の動物モデルとして CIA マ

ウスを用いた。CIA マウスでは炎症を惹起する刺激を

与えた後、約 1週間で関節の炎症が生じ始める。予備

実験により滑膜組織および骨破壊部位にて TAK1の活

性化が認められていたことから、TAK1 阻害剤である

LLZ1640-2 を炎症惹起と同時に投与すると、図 1に示

す様に炎症の程度（Arthritis score）が顕著に抑制

された。組織学的に見ても、滑膜組織の肥厚や軟骨層

の破壊、骨破壊が LLZ 投与により抑制されており、

TAK1 阻害が炎症および骨破壊を抑制できることが示された。 

 IL-1βは RAを含む炎症性疾患の主要なメディエーターであるが、IL-1βの産生や IL-1β誘導

性のシグナル伝達を抑制することは困難である。CIA マウスの血清中では IL-1βの発現が上昇

していたが、LLZ は IL-1βの発現を抑制した。IL-1βが分泌される際には NLRP3 インフラマソー

ムという免疫機構が関与していることが知られているが、連続組織切片の免疫染色にて CIA マ

ウスの滑膜組織において TAK1 の活性化と一致して NLRP3 の発現が上昇していること、LLZ の投

与により NLRP3 の発現が抑制されることが明らかとなった。また、免疫染色にて CIA マウスの滑

膜組織において破骨細胞分化に必須の因子である RANKL および軟骨破壊因子である MMP3 の発現

が上昇していたが、LLZ はそれら因子の発現も抑制していた。 

 炎症と骨破壊の関連を調べるため、CIA マウスより滑膜線維芽細胞を単離し実験を行った。IL-

1β刺激により、滑膜線維芽細胞において RANKL の発現が上昇したが、LLZ 添加により RANKL の

発現誘導が抑制された。さらに、滑膜線維芽細胞と破骨前駆細胞との共培養系に IL-1βを添加

すると破骨細胞分化が誘導されたが、LLZ によりその破骨細胞分化が抑制された。さらに、LLZ

を添加すると RANKL 刺激による破骨細胞分化も抑制されることが判り、LLZ は滑膜線維芽細胞に

おける RANKL 発現の抑制および RANKL のシグナル伝達阻害両方の機序で破骨細胞分化を抑制す

ることが明らかとなった。 

 これらの結果より、TAK1 阻害は炎症と骨破壊の双方を効果的に抑制できることが示され、RA

に対する新規治療法となり得ることが示唆された。 

 

図 1 CIA マウスにおける TAK1 阻害の効果 
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