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研究成果の概要（和文）： 
 関節リウマチ(RA)滑膜炎による関節破壊の分子メカニズムを明らかにする目的で、RA 及び変形性

関節症（OA）患者より手術時に採取した滑膜組織を培養し，破骨細胞形成過程に変動するバイオマ

ーカーを包括的遺伝子発現解析および多項目同時解析手法を用いた変動蛋白解析により検討した。

RA 滑膜組織培養では培養 2 日目より ACP5 遺伝子の発現が上昇し、OA に比べて多数の破骨細胞

が形成された.Gene chip 解析では, 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して発現がみられ，RA と OA で差はなかっ

た.Pathway 解析ではNFκ-B, p38 Mark signaling 等炎症、免疫系のシグナル伝達経路に変動遺伝子

の集積がみられた。培養上清中のバイオマーカーの多項目同時解析では、RA 滑膜組織培養におい

て TNFβ、IL-17F の増加がみられ、その他の炎症性サイトカイン、破骨細胞分化誘導因子などの変

化は RA, OA で差はなかった。RA 滑膜組織由来破骨細胞による骨破壊には炎症性サイトカインや T 

細胞サイトカインが関与している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  To clarify the molecular mechanism(s) of bone destruction by rheumatoid synovium, we analyzed the 

expression profile of gene and molecular markers including cytokines, growth factors, adhesion 

molecules, protein kinase, and transcription factors by comprehensive gene expression analysis and 

multiple analyte profiling in the culture of the synovial tissues derived from patients with rheumatoid 

arthritis (RA) and osteoarthritis (OA). The higher number of osteoclasts was formed in the culture of 

rheumatoid synovium compared to the culture of OA synovium. In the culture of rheumatoid synovium, 

the increased gene expression of proinflammatory cytokines and IL-17F was observed and the pathway 

analysis showed the activation of NFκ-B and p38 Mark signaling. The increased production of TNF

βand IL-17F by the cultured rheumatoid synovium was confirmed using multiplex cytokine profiling. 

The results indicate that the proinflammatory and T cell cytokine profiles differ in the culture of 

synovial tissues between RA and OA and this may contribute the excessive formation of osteoclasts in 

RA joints. 
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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。関節の機能障害はRA患者のADL

に重大な支障を来たし，生命予後まで不良に

する。従って，骨破壊の抑制は患者のADLや

生命予後の改善に大いに貢献できる。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。申請者はRA 滑膜細胞

より誘導因子，支持細胞非存在下で破骨細胞

様細胞を誘導し,6ヶ月以上の長期に渡り培

養維持できるin vitro骨破壊モデルを確立し

た(Rheumatology,2000;40:673)。本培養モデ

ルでは，滑膜マクロファージ、線維芽細胞、

リンパ球の増殖がみられRA滑膜炎組織をin 

vitroで 再現できると同時に、滑膜マクロフ

ァージが破骨細胞へ分化し，形成された破骨

細胞により骨破壊が起こる。 
  正常骨組織における破骨細胞の分化過
程はかなり詳細に明らかになってきている
(図)。破骨細胞の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commitす
る に は 骨 芽 細 胞 に 発 現 す る receptor 
activator of NF-kB ligand (RANKL)とマク
ロファージ系細胞のRANKの結合と骨芽細胞
が産生するMCSFが必須である。また，転写因
子としては前駆細胞の初期の分化に関わる
PU.1やRANKLの細胞内シグナル伝達に関わる
TRAF6の重要性が指摘されている。さらに
TRAF6の下流で活性化される分子として 
NF-kB TAK1, JNK, p38MAPK, ERK, PI3K/Akt
などが知られているがﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの実験で必
須であるのは NF-kBだけである (EMBO J 
20:1271,2001)。一方RANKLは転写因子複合体
であるAP-1の構成分子であるc-fosを誘導し
AP-1を活性化することが証明され、これも破
骨細胞の分化には必須である。最近、 NFATc1
が破骨細胞の分化におけるマスター転写因
子として注目されている。これらのRANKLを
介したシグナルに加え、カルシウムシグナリ
ングの重要性が明らかになりCAMK-IIの阻害
は破骨細胞形成を抑制する事も明らかにな
った(Zhang L, Crit Rev Eukaryot Gene Expr 
15:1-13,2005)。通常骨組織における破骨細
胞の分化シグナルに加え，炎症性骨破壊では
TNFa,IL-1の様なRANKL非依存的シグナルも
関与している可能性が指摘されている。TNF

αはRANKL非依存的に単独で破骨細胞を分化
誘導するかは疑問視されているが，RANKLの
発現が極少量あればTNFαが破骨細胞を分化
誘導する事が報告されている(J Clin Invest 
106: 1481, 2000) 
 In vitro 滑膜炎・骨破壊モデルでは滑膜
マクロファージ、滑膜線維芽細胞、リンパ球、
樹状細胞など複数の細胞がパンヌス様組織
を形成し、破骨細胞の分化・活性化に関わる
IL-1, TNFα,IL-6+sIL-6R 等の炎症性サイト
カ イ ン 、 commitment factor で あ る
M-CSF,VEGF の産生、T 細胞や線維芽細胞の
RANKL 発現が確認されている。さらに、RANKL, 
TNF, VEGF の阻害は破骨細胞細胞の形成を低
下させることが明らかとなった(Itoh G et al 
Clin Rheumatol,16;11:2004). し か し ，
RANKL- RNAK 系の阻害では破骨細胞の形成は
十分抑制されないことから，炎症性骨破壊に
は RANKL-RANK 系以外の複数の因子が複雑に
関与している可能性がある。以上より，RANKL
の発現は、許容作用として破骨細胞の分化誘
導には必要であるが、炎症性骨破壊部位では、
正常骨組織には存在しない多因子の役割を
明らかにしなければならない。 
 
２．研究の目的 
 滑膜マクロファージの増殖，破骨細胞への
分化誘導に促進的あるいは抑制的に関わる
サイトカイン、成長因子などの液性因子、
cell-to-cell contactに関わる接着分子その
後の破骨細胞形成に関わる細胞内シグナル
を転写因子やリン酸化酵素を蛋白質レベル
と遺伝子レベルの両者で包括的に解析し、関
節リウマチ滑膜組織由来の破骨細胞が骨破
壊を来す分子メカニズムを明らかにして，新
規治療法を開発する。 
 
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)破骨細胞の同定と骨吸収活性の評価 
 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。骨吸収能は培養細
胞の cell lysate の TRAP 活性，ハドロキシ
アパタイトあるいは象牙片上の骨吸収窩面
積，数で評価する。骨吸収窩面積は MacScope 
ver II を用いて画像解析で測定する 
(3)In vitro 骨破壊モデルにおける破骨細胞
形成に関わる蛋白、リン酸化酵素、転写因子
の包括的探索 
① 包括的変動蛋白解析：多項目同時解析手

法(Multiple Analyte Profiling:MAP)に
よる解析 

 滑膜細胞培養開始時から 1,3,6,10,13日目
の培養細胞及び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。培養上清の
生理活性物質および細胞内リン酸化蛋白は
multiple bead array assay にて行う。50μl
の培養上清あるいは cell lysate を用いて以
下の項目を測定する。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
アッセイで多種類の蛋白を同時に定量する 
1)サイトカイン ,成長因子群： IL-1〜
17,IL-1ra, TNF, TNFR,VEGF, MCP-1,bFGF,MMP, 
TIMP,RANTES, RNAKL, OPG,ICAM-1 
2)リン酸化酵素：Akt, p38,JNK1/2 etc 
3)Trasciption factors: Ap-2, CREB, EGR, 
HIF, NF-1, NFAT, NF-kB, PPAR, SRE etc 
 
② 包括的遺伝子発現解析(ジーンチップ解

析)  
1) Affymetrix 社 製 GeneChip Expression 
Analysis により行う。回収した細胞より
RNeasy Mini kit ( QUIAGEN)を用いて, 
RNase-free DNase 存在下 total RNA を抽出
する。約 100 ng の total RNA を用いて実
験を行う 

2) cDNA 合成とラベリング：Two-cycle Target 
Labelling and control reagents 
(Affymetrix),MEGAscriptT7 kit( Ambion)
を用いて、cDNA 合成、増幅、ラベリングを
行う。 

3) ハイブリダイゼーション、スキャン：ラベ
ルされた cDNAをマイクロアレイにのせて、
GeneChip hybridization Oven 640 を用い
てハイブリダイゼーションを行う。使用す
るマイクロアレイは Human Genome U133 
Plus 2.0 Arrayで１枚のアレイに約 47,000
の転写産物/54,000 のプローブセットが搭
載されている。サイトカイン・サイトカイ
ン受容体関連遺伝子群，成長因子関連遺伝

子群，アポトーシス関連遺伝子群，骨芽細
胞/破骨細胞関連遺伝子群，細胞外マトリ
ックス関連遺伝子群，転写調節因子関連遺
伝子群，細胞周期関連遺伝子群，細胞表面
蛋白関連遺伝子群, カルシウムシグナリ
ング-Kinase 関連遺伝子はマイクロアレイ
に全て網羅されている。ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞｰｼｮﾝ後、
Fluidics station 450 および GeneChip 
Scanner 3000 7G(Affymetrix)を用いて、
アレイの染色、スキャンをおこなう 

4) デ ー タ 解 析 ： GeneChip operating 
software(GCOS)を用いて遺伝子の発現を
解析する。全ﾌﾟﾛｰﾌﾞより相同性の低いもの、
発現(-),低値のものを除き主成分分析
(PCA)を行う。培養後有意かつ２倍以上の
変動を示した遺伝子群の同定を行う。 

 
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10〜14
日目で､TRAP 陽性多核細胞 275〜418/ well
が形成されたが､OA 患者由来滑膜組織培養
では、43〜76/well と少なかった。 
(2) 包括的遺伝子発現解析 
RA 患者 2 例の滑膜組織培養において、破骨
細胞形過程における変動遺伝子を解析した 
①破骨細胞関連遺伝子：培養 2 日目より破骨
細胞特異的マーカーである ACP5(TRAP5B)遺
伝子の発現が上昇し，12 日目まで続いた。ま
た、M-CSF 受容体の遺伝子 Catepsin K 遺伝子
MMP9 遺伝子も検出された 
②サイトカイン遺伝子：IL-1β、TNFα、IL-6
は培養初期に発現が高かったが，4 日目以降
減少した.1 例で IL-17F の遺伝子発現増加が
みられた。RANKL 遺伝子の発現は培養 4−6 日
目がピークであった。 
③血管新生関連遺伝子： VEGF-A, VEGF-C 遺
伝子の発現は培養後期に増加した。VEGF-B 遺
伝子は培養 2 日目から高い発現がみられた 
④リンパ球関連遺伝子:T 細胞表面マーカー
だる CD3, CD4、CD5 の各遺伝子が検出された 
⑤ Pathway 解 析 ： Acute phase response 
signaling, NFκ -B signaling, Toll-like 
receptor signaling, p38 Mark signaling, 
Chemokine signaling, など炎症、免疫系の
多くのシグナル伝達経路に変動遺伝子の集
積がみられた。 
 
(3) 多項目同時解析手法(Multiple Analyte 
Profiling:MAP)を用いた変動蛋白解析： 
 RA 患者 6 例，OA 患者 5 例由来の滑膜組織
培養上清の炎症性サイトカイン，T cell サイ
トカイン、モノカインおよび破骨細胞誘導因
子の計 16項目の蛋白の変動を同時測定した。 
 炎症性サイトカインでは，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.また、RA，
OA 滑膜とも培養全期に渡り 20-30pg/ml 程度
の持続的な TNFαの産生がみられた。IL-1β
は培養初期の数日間で産生が多くその後、漸
減した（RA 滑膜培養上清中 30-60pg/ml vs OA
滑膜 18−38pg/ml）。TNFβは OA 滑膜培養では
ほとんど産生がなかったが、RA 滑膜では培
養開始２〜6 日目まで、100 pg/ml 以上の TNF
βが産生された。 
 T 細胞サイトカインでは、IL-4, IL-10, IFN 
γの産生は RA ，OA 滑膜培養で差はなかった。
IL-17は RA, OA滑膜とも培養全期にわたって，
培養上清中に 20pg/ml 前後の IL-17A が測定
され，両者の間には差はなかったが、RA 滑膜
培養では培養後の 1 週間にわたり，OA 滑膜培
養に比べて薬 20倍量の IL-17Fの産生がみら
れた。 
 ケモカイン（MIP-1α、β、MCP-1）の産生
は RA, OA 滑膜で差はなかった。 
 破骨細胞の分化調節因子である RANKL, 
M-CSF, VEGF は培養全期にわたって産生がみ
られたが，RA, OA 滑膜で差はなかった 
 今回の検討で、主要な炎症性サイトカイン
や T 細胞サイトカイン、破骨細胞分化誘導因
子の産生に大きな差はみられなかったが，OA
滑膜に比べて RA 滑膜では有意に高用量の
TNFβ、IL-17F の産生がみられ、滑膜組織か
らの破骨細胞の分化、活性化に関わる役割が
注目される。 
 今回は，リン酸化酵素や transcription 
factor の解析は十分出来なかったが，これら
の変動を解析することにより，今後、滑膜細
胞から破骨細胞への分化シグナルを明らか
にしてゆきたい 
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