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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者 (RA) の関節液で14-3-3ηが検出され、患部組織に炎症をもたら
す。RA滑膜組織標本を用いて、免疫染色法によりマクロファージ(MΦ)が14-3-3ηの産生源であることを突き止
めた。電子顕微鏡を用いた観察により、炎症性サイトカインTNF-αの刺激を受けたMΦは細胞膨張による特徴的
な細胞死を示す。その後、ウェスタンブロッティング法により、14-3-3ηが細胞外に放出される新規メカニズム
を見出した。

研究成果の概要（英文）：Previous study shows that 14-3-3η is detected in the joint fluid of 
patients with rheumatoid arthritis, and induces inflammation. In this study, we found that 
macrophage (MΦ) is a main source of extracellular 14-3-3η. Further, TNF-α induced MΦ to suffer 
from cell death like necropthosis characterized by expanded cell organelles and destroyed cell 
membranes. As a result, 14-3-3η was secreted into extracellular space. We found the novel mechanism
 in the affected tissues of patients with RA.

研究分野： リウマチ学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　14-3-3ηは生理的状況下で細胞内に局在するが、病的状況下で細胞外でも検出される。TNF-αによる刺激を受
けると、MΦがネクロプトーシスを誘導し、細胞外に14-3-3ηを放出する新規メカニズムの解明が、学術的意義
である。
　RAは働き盛りの年代において発症するが、必ずしも生物学的製剤が奏功するわけではない。本研究により見出
されたメカニズムを介して細胞外に放出された14-3-3ηは炎症惹起を齎すので、14-3-3ηを標的にした薬剤の開
発により治療応用へ展開する可能性があり、社会的意義が大きいと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（1）代表的な自己免疫疾患である関節リウマチ(RA)は免疫異常に起因する滑膜炎症と関節破
壊を主病態とする。近年、RA 患者の関節液において 14-3-3の産生が高いこと、さらにそれは
RA 患者の疾患活動性と相関することが報告されている。 
 
（2）14-3-3で刺激した単球は IL-6、IL-1および TNF-等、炎症性サイトカインの産生増加
により炎症作用、および RANKL 発現誘導により破骨細胞分化を介した骨破壊を齎す可能性に
ついてそれぞれ報告されている。しかしながら、14-3-3が RA 病態と関連する他の細胞種に及
ぼす影響、および 14-3-3の産生源となる細胞種は依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
（1）①14-3-3が線維芽細胞様滑膜細胞 (FLSs) に及ぼす、サイトカイン様の役割について検
討する。②14-3-3が間葉系幹細胞 (MSCs) 骨芽細胞分化を制御する可能性について検討する。
③14-3-3が単球破骨細胞分化を制御する可能性について検討する。 
 
（2）①14-3-3の産生源（ソース）となる細胞種を探索する。②14-3-3が細胞外に放出され
る機構を見出す。 
 
３．研究の方法 
（1）①RA 患者の関節置換術により採取した滑膜から FLSs を準備する。つぎに、Vehicle、
TNF-、14-3-3組み換え体(1、10 ng/ml)でそれぞれ刺激する。そして 24 時間後総 RNA を抽
出し、qPCR 法により IL-6 mRNA を定量する。②Lonza 社から骨髄由来 MSCs を購入する。
つぎに Vehicle、TNF-または 14-3-3組み換え体(1、10 ng/ml)による各刺激のもと、骨芽細
胞分化誘導培地 (OIM) で 10 日または 21 日培養する。その後、アリザリンレッド染色により
骨芽細胞分化について評価する。③ヒト末梢血単核球(PBMCs)由来単球を準備する。つぎに、
Vehicle、TNF-または 14-3-3組み換え体(1、10 ng/ml)による各刺激のもと、M-CSF 単独刺
激 3 日、さらに M-CSF と可溶性 RNAKL (sRANKL)の共刺激で 9 日培養する。そして、M-CSF
による刺激 10 日後、TRAP 染色により破骨細胞分化について評価する。 
 
（2）①まず RA および変形性膝関節症（OA）患者の滑膜標本を用いて、免疫組織化学（IHC）
により 14-3-3を検出する。つぎに、RA 滑膜組織標本を用いて 14-3-3と CD4（T 細胞マーカ
ー）、CD68（マクロファージマーカー）または CD55（FLSs マーカー）の蛍光二重免疫染色
を行う。そして 14-3-3のソースを決定する。②健常人 PBMCs 由来単球を準備し、M-CSF に
よる単独刺激 6日でマクロファージへ分化させる。その後、マクロファージおよび RA 患者由
来 FLSs を Diamide（グルタチオン阻害剤; ネクロプトーシス誘導剤）、IL-1、IL-21、TNF-
で 24 時間刺激後、透過型電子顕微鏡を用いて細胞小器官、細胞膜を含む細胞内構造を観察する。
③健常人由来のマクロファージを Diamide、IL-1、IL-21、TNF-（1, 10 ng/ml）で 24 時間
刺激後、培養上清を Microcon を用いた遠心で濃縮後、SDS-PAGE で展開し、抗 14-3-3抗体
を用いてウェスタンブロッティング（WB）法にて 14-3-3を検出する。 
 
４．研究成果 
（1）RA の病態形成に重要な一連の細胞に対して、14-3-3がサイトカイン様の作用を齎す可
能性について検討する。Vehicle に比して TNF-にて刺激を受けた FLSs は IL-6 mRNA を発
現誘導した。一方、濃度 (1、10 ng/ml) と刺激時間 (24、48 時間) に関係なく 14-3-3にて刺
激を受けた FLSs は IL-6 および TNF-mRNA を発現誘導しなかった。以上より、細胞外の
14-3-3は FLSs の機能・活性を制御しないと考えられる。 
 
（2）骨髄由来 MSCs を IL-1で刺激後、OIM で 10 日間培養した。Vehicle に比して IL-1刺
激 MSCs はアリザリンレッド染色強陽性を示した。一方、MSCs を 14-3-3で刺激後、で
日および日培養した。その結果、14-3-3にて刺激した MSCs は、Vehicle の場合と同様に
アリザリンレッド染色陰性日および陽性日をそれぞれ示した。しかしながら、両群の
染色強度において優位な差は示唆されなかった。以上より、14-3-3は MSCs 骨芽細胞分化を
制御しないことが明らかにされた。
 
（3）ヒト健常人由来単球を TNF-存在下、3 日間 M-CSF 単独刺激後、さらに M-CSF と
sRANKL にて共刺激を行い 9 日間培養した。Vehicle の場合と比較し、TNF-にて刺激した単
球は TRAP 陽性細胞を示した。一方、14-3-3存在下、同様に破骨細胞分化誘導を行い 12 日間
培養した。その結果、Vehicle の場合と同様に 14-3-3にて刺激した単球は TRAP 陽性細胞を
示した。しかしながら、両群の TRAP 陽性細胞数において有意な差は示唆されなかった。以上
より、14-3-3は単球破骨細胞分化を制御しないことを明らかにした。
 
（4）IHC にて、14-3-3は OA 滑膜組織表層でのみ検出されるのに対し、RA 標本では表層に



加え内部でも検出された。つぎに 14-3-3と共局在する細胞種を蛍光二重免疫染色にて検討し
た。RA 滑膜にて CD4 陽性細胞が検出されたが、14-3-3と共局在を示唆しなかった。一方、
CD68 陽性細胞にて 14-3-3が検出された。同様に、CD55 陽性細胞にて 14-3-3が検出された。
以上より、マクロファージおよび FLSs にて 14-3-3は内在性に発現する。しかし RA 患者の
関節液と血液で検出される 14-3-3のソースはいずれであるのか明らかではない。 
 
（5）FLSs またはマクロファージの細胞死後、
細胞内の 14-3-3が細胞外に放出される可能性
について仮説を立てた。RA 病態形成に重要な
TNFは細胞種に応じてアポトーシス、ネクロ
ーシス、ネクロプトーシスを誘導する。そこで
我々は TNFに着目した。透過型電子顕微鏡
で無刺激のマクロファージを観察すると、多く
のひだを有する細胞膜が観察された。つぎにネ
クロプトーシス誘導因子 Diamide でマクロフ
ァージを刺激すると膨張した細胞小器官と歪な
細胞膜が観察された。TNFで刺激すると、同
様な細胞形態が観察された図。対照的に IL-1および IL-21 で刺激しても、無刺激のマクロ
ファージと同じような細胞小器官と細胞膜が観察された。FLSs に上述の Diamide およびサイ
トカインで刺激しても無刺激の場合と類似した細胞小器官と細胞膜を示した。以上よりTNF
はマクロファージに作用してネクロプトーシスを誘導することが明らかにされた。 
 
（6）無刺激の健常人 PBMCs 由来マク
ロファージの培養上清に 14-3-3は全く
検出されなかった。一方、Diamide でマ
クロファージを刺激すると、培養上清に
14-3-3が高濃度に検出された。さらに
TNFで刺激しても同様に検出された
図。しかしながら、IL-1、IL-6/sIL-6R、
IL-21 で刺激しても濃度に関係なく
14-3-3は全く検出されなかった。以上
より、TNFによる刺激を受けたマクロ
ファージはネクロプトーシスを受けて
細胞外に 14-3-3を放出したと考えらえ
た。我々は RA 患者の関節液、血液に 14-3-3が検出される重要なメカニズムを見出した。

（）まとめ；マクロファージが 14-3-3の主な産生細胞である。炎症性サイトカイン TNF-α
の慢性刺激を受ける病的状況下において、マクロファージはネクロプトーシスという特徴的な
細胞死を誘導し、細胞外に 14-3-3を放出する。我々は RA 患者の関節液で検出される 14-3-3
の産生機構を解明した。 
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