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研究成果の概要（和文）：本研究では、関節リウマチの病態生理を解明するために、生体多光子励起顕微鏡を駆使して
関節炎・関節破壊の現場をin vivoで可視化するライブイメージング系を確立し、炎症関節内における生きた破骨細胞
の動態を明らかにした。さらに、関節リウマチ治療において臨床応用されている分子標的治療薬が破骨細胞の骨吸収に
及ぼす効果をin vivoで明らかにした。本研究で確立した生体イメージング技術は、今後、関節リウマチの発症メカニ
ズムの解明だけでなく、新たな関節リウマチ治療薬の開発においても強力な手段となることが強く期待される。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by 
synovial joint inflammation and progressive cartilage/bone destruction. Arthritic bone destruction is 
considered to be mediated mainly by enhanced activation of osteoclasts at inflammatory sites. In this 
study, I established the advanced imaging system to visualize the cellular dynamics in arthritic joints 
with intravital multiphoton microscopy. By means of this system, I succeeded in visualization of 
abnormally activated osteoclasts in arthritic inflammation and bone destruction. Furthermore I revealed 
the in vivo effects of biologic agents on osteoclast function. This imaging approach would be beneficial 
for studying the pathophysiology of RA in vivo and would thus be useful for evaluating novel 
anti-rheumatic drugs.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチは、日本の人口の約 0.5%の
患者を有する最も頻度の高い自己免疫疾患
の一つであり、滑膜の炎症に伴う進行性の骨
破壊を生じるため、患者の運動機能が著しく
制限される。そのため、骨破壊による関節機
能障害の制御が、リウマチ治療の最大の課題
である。 

関節リウマチにおける関節破壊は、関節を
包む滑膜の炎症から始まる。炎症の進行に伴
い滑膜は異常に増殖し、パンヌスが形成され
る。パンヌスには T 細胞、滑膜線維芽細胞、
滑膜マクロファージなど多彩な細胞が存在
し、炎症性サイトカインや関節組織を破壊す
る蛋白質分解酵素が大量に産生され、骨・軟
骨が破壊される。また、活性化した滑膜細胞
の増殖と過剰な炎症性サイトカインが、破骨
細胞を誘導・活性化し、骨破壊の基礎的病態
を形成する。 

このように、関節リウマチの病態には多彩
な細胞の関与が報告されている。しかしなが
ら、従来の研究で用いられている in vitro 培
養系や摘出して固定した関節の組織解析で
は、関節内に存在する細胞の種類や機能をあ
る程度解析することはできたが、個々の細胞
の“動き”の情報を得ることはできなかった。
「炎症細胞が、いつ関節内に遊走し、どのよ
うにして関節炎に関わるのか」という時空間
的な挙動を明らかにするためには、“生きた”

組織の中で“生きた”細胞を観察する必要があ
る。 

研究代表者はこれまで、低侵襲で組織深部
の観察が可能な“多光子励起顕微鏡”を駆使す
ることにより、動物生体内で骨破壊が起きて
いる骨の表面部分を詳細に可視化する系を
独自に開発した。その結果、骨表面上での“生
きた”破骨細胞による骨破壊過程をリアルタ
イムで観察することに成功し、成熟破骨細胞
が骨吸収期と休止期を繰り返すこと、さらに
は関節リウマチの病因に関わる Th17 細胞が
休止期の破骨細胞に直接作用して、骨吸収期
へと移行させることにより、骨吸収を誘導す
ることを発見した（Kikuta J, J Clin Invest, 
2013）。 

本研究では、研究代表者がこれまで行って
きた骨の生体多光子励起イメージング技術
を応用することにより、従来の研究手法では
観察が困難であった、関節リウマチの病態に
関わる細胞動態の可視化を行い、関節リウマ
チの発症メカニズムの解明に取り組んだ。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、“生きた”関節内における“生き
た”細胞動態を経時的に観察する生体イメー
ジング系を確立する。また、確立したイメー
ジング技術を用いて、関節炎・関節破壊に関
わる炎症細胞の動態を可視化することによ
り、関節リウマチの病態生理を明らかにする。 

現在、様々な分子標的治療薬が開発され臨
床現場で汎用されているが、薬剤が生体組織

内で実際にどのような効果を示すのか、生体
内における薬理作用を細胞レベルで解析し
た報告は少ない。本研究では、分子標的治療
薬が生体内において標的細胞に及ぼす効果
や薬効発現の機序を実体的に解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 関節炎モデルマウスの作成 

本研究では、成熟破骨細胞を特異的に蛍光
標識したマウス（a3-GFP マウス）を使用し
た。また、病態モデルとして、Ⅱ型コラーゲ
ンを免疫することによって誘導される関節
炎(collagen-induced arthritis, CIA)を使用
した。具体的には、a3-GFP マウス（8～12

週齢の雄）の尾の根元部分に、完全フロイト
アジュバントでエマルジョン化したⅡ型コ
ラーゲンを皮内注射した。3 週間後に同様の
追加免疫を行い、関節炎を誘導した。免疫化
1 ヶ月後にライブイメージング実験を行った。 

 

(2) 関節炎のライブイメージング系の確立 

本研究では、生きたままの状態のマウスの
炎症関節内部をリアルタイムで観察するラ
イブイメージング系を確立した。具体的には、
CIA を誘導したマウスを吸入麻酔下（イソフ
ルラン）で管理しながら、マウスの足の皮膚
を切開し、炎症関節を手術的に露出させた。
その後、本研究用に開発した自作の固定台上
にマウスを移動させ、足関節を固定した。炎
症関節内部を生体多光子励起顕微鏡で観察
し、関節炎における生きた細胞の挙動を可視
化した。得られたイメージング画像データは、
画像解析ソフトウェアを用いて定量化を行
い、細胞動態を統計学的に評価した。 

 

(3) 分子標的治療薬の薬効評価 

本研究では、既存の分子標的治療薬の中で、
炎症性サイトカインである IL-6 を標的とし
た抗 IL-6 受容体抗体に注目し、生体イメー
ジングによる薬効評価を行った。具体的には、
成熟破骨細胞を特異的に蛍光標識したマウ
スに、LPS(5 mg/kg)を骨膜下に投与し炎症性
骨破壊を誘導した。また、LPS 投与当日に、
抗マウス IL-6 受容体抗体(10 mg/kg)または
vehicle(PBS)を腹腔内投与した。薬剤投与 5

日後に、マウスの骨組織内を生体多光子励起
顕微鏡で観察し、生体内において薬剤が破骨
細胞に及ぼす効果を in vivo で検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 炎症関節内における破骨細胞の動態の可
視化 

関節炎・関節破壊の現場を in vivo で可視
化するべく技術開発を行い、生きたままの状
態のマウスの足関節内部を観察し、“生きた”

関節内における“生きた”細胞動態をリアルタ
イムで可視化するライブイメージング系を
確立した。さらに、確立したイメージング技
術を用いて、a3-GFP マウスの生体関節内部
を経時的に観察した。その結果、健常なマウ



スでは関節内に破骨細胞がほとんど認めら
れなかったのに対し、CIA 誘導 1 ヶ月後のマ
ウスでは、骨表面上にたくさんの破骨細胞が
認められた。さらに、画像解析ソフトウェア
を用いて定量化を行った結果、誘導された破
骨細胞のほとんどが骨吸収期であることが
明らかとなった。 

 

(2) 分子標的治療薬の薬効評価 

 炎症性骨破壊モデルマウスに、抗 IL-6 受
容体抗体(10 mg/kg)または vehicle(PBS)を腹
腔内投与し、5 日後にマウスの骨組織内を生
体多光子励起顕微鏡で観察した。その結果、
vehicle 投与群では、骨表面上にたくさんの
骨吸収期の破骨細胞が認められたのに対し、
抗 IL-6 受容体抗体投与群では、休止期の破
骨細胞が増加していることが分かった。この
ことから、生体内において抗 IL-6 受容体抗
体が、炎症によって誘導された破骨細胞の骨
吸収を抑制し得ることが明らかとなった。 

 

多光子励起顕微鏡を駆使した生体イメー
ジング技術は、骨・関節内における様々な細
胞の遊走動態をリアルタイムで観察するこ
とができるため、関節炎・関節破壊に関わる
細胞動態の解明だけでなく、既存の薬剤の薬
効評価も経時的に行うことができる。今後は、
関節リウマチの発症機序を“細胞遊走”の視点
から明らかにし、関節リウマチの病態生理の
統合的な解明を行うとともに、本研究で確立
した生体イメージング系を新たな薬効評価
系として活用して、“細胞遊走”を標的とした
新規 RA 治療薬のスクリーニング・開発を目
指す 
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