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研究成果の概要（和文）：本研究ではHLA B27陽性の強直性脊椎炎患者3名からのiPS細胞の樹立に成功した。さ
らにHLA B27の病的意義を解析するため、CRISPR-Cas9を用いて遺伝子編集を行い、2例の疾患特異的iPS細胞から
HLA B27の発現を欠くiPS細胞の樹立に成功した。現在HLA B27が骨・軟骨分化維持機構を修飾する機構について
投稿準備中である。さらにT細胞が慢性炎症病態に及ぼす影響を解析し、血清反応陰性関節炎の対照疾患として
の血清反応陽性関節炎である関節リウマチ検体においてCD4陽性T細胞からCXCL13産生を誘導する新たな転写因子
としてSox4が病態に関わることを示した。

研究成果の概要（英文）：During this project, we established iPSCs from three patients with 
ankylosing spondylitis, a seronegative spondyloarthritis. To address pathogenic function of HLA B27,
 we also successfully established HLA B27 deficient iPSCs from two patients using CRISPR/Cas9 
genome-editing. Furthermore, we investigated the role of T cells in human chronic inflammatory 
diseases, because HLA is most contributing factor to human autoimmune arthritis; and showed that in 
synovium of rheumatoid arthritis a contrast disease of seronegative spondyloarthritis, transcription
 factor Sox4 contributes to the pathogenesis of chronic inflammation by CXCL13 production from CD4+ 
T cells.

研究分野： リウマチ学、遺伝子編集
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性関節炎には、リウマチ因子が陽

性の関節リウマチを始めとする血清反応陽
性関節炎とリウマチ因子が陰性の血清反応
陰性脊椎関節炎が存在する。血清反応陰性脊
椎関節炎は強直性脊椎炎をはじめとした乾
癬性関節炎、腸疾患関連関節炎などを含む関
節炎疾患群で、脊椎や体幹に近い関節に骨髄
の炎症や腱付着部炎を生じ骨新生に至る疾
患である。生物学的製剤の登場は関節リウマ
チの治療を劇的に改善し大部分の患者で良
好な治療効果が得られているが、生物学的製
剤不応患者もいまだ一定数存在し、また血清
反応陰性脊椎関節炎に対しては、抗 TNF 療
法は病状の進行を防止せず、さらなる病態解
明が求められている（ ArthritisRheum.  
2005;52 (2) :582-591）。強直性脊椎炎の発症
は遺伝因子が 90%を説明するとされ、その中
でも最も病態に関与する HLA-B27 によるい
くつかの病態が提唱されている(Nature Rev 
Rheum, 2010;6: 399-405)が明らかにすべ
き点が多く残されている。この不十分な解析
の原因の一つは患者由来の細胞を十分に用
いた解析が困難であること、さらには病因に
関連する遺伝子を欠損する細胞等を用いた
研究がヒトの場合には難しいことが挙げら
れる。 
また、血清反応陽性関節炎ならびに血清反

応陰性脊椎関節炎には HLA が関連すること
からT細胞の病態への関与が想定されている
がその病態機構の詳細に関しても不明な点
が多く残されている。 

2006 年に確立されたヒトでの iPS 細胞樹
立技術はヒト疾患研究を大きく前進させた。
すなわち、無限の増殖能と人体を構成するす
べての細胞への分化能を利用することで、こ
れまで十分に病態解析に使用することが困
難であった患者由来の疾患に関連する細胞
を用いることができるようになった。さらに、
遺伝子編集技術の進歩により任意の遺伝子
を欠損させることも可能になった。この意味
において、強直性脊椎炎患者からの iPS 細胞
の樹立、ならびに最も疾患に関連する遺伝子
である HLA-B27 を欠損した疾患特異的 iPS
細胞の樹立は強直性脊椎炎研究において重
要な意義を持つ。 
さらに、申請者はヒト CD4 陽性 T 細胞が

炎症環境下においてPD-1hiCXCR5-CD4陽性
T (perhipheral helper T: Tph)細胞の病態機
構の発現に重要な転写因子 Sox4 を同定して
いたが、自己免疫性関節炎である血清反応陰
性関節炎や対照疾患である血清反応陽性の
関節リウマチなどにおける関与についての
解析が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
血清反応陰性脊椎関節炎は、リウマチ因子

が陰性で HLA-B27 に関連を持つ靭帯付着部
炎での骨新生を主体とした関節炎疾患群で、
治療法は確立されておらず病態機序のさら

なる解明が求められる。本課題では、「特定
の個人由来の様々な分化細胞を解析できる」
iPS 細胞技術を応用して、血清反応陰性脊椎
関節炎を in vitro で再現するために、①血清
反応陽性関節炎より iPS細胞を樹立すること、
②樹立した強直性脊椎炎患者 iPS 細胞から、
疾患に最も関与する遺伝子である HLA-B27
を欠損させた強直性 iPS細胞を作成すること
を目的とした。さらに、③ヒト T 細胞の炎症
病態に関与する可能性のある転写因子 Sox4
が、血清反応陰性脊椎関節炎やその対照疾患
である血清反応陽性関節炎などヒトの自己
免疫性関節炎に実際に関与するかの解析を
行った。 

 
３．研究の方法 
 京都大学整形外科外来にて血清反応陰性
脊椎関節炎に罹患する患者に対して研究の
説明を行い、同意を得られた患者より末梢血
を採取する。末梢血より分離した単核球に対
して、山中 4 因子をエピゾーマル法にて導入
し iPS 細胞を樹立し、各初期化マーカーなど
の発現を確認する。また各 iPS 細胞の HLA 型
をフローサイトメトリー法にて解析し、HLA 
B27 を有する細胞に対しては遺伝子編集技術
を用いて HLA B27 の発現欠損株の作成を行い、
HLA B27 の欠損をフローサイトメトリー法に
て確認する。さらに血清反応陽性関節炎また
は血清反応陰性脊椎関節炎患者より関節液
穿刺や炎症部位の整形外科手術など診療の
過程で炎症局所検体を得る機会がある場合
に、同意を得て解析を行った。 
 
４．研究成果 
 京都大学整形外科外来に通院する強直性
脊椎炎患者3名より同意を得て末梢血を取得
し、iPS 細胞を樹立し、初期化マーカーなど
の発現より iPS 細胞の品質を確認した。3 名
の強直性脊椎炎患者はすべてが HLA B27 を有
していたため、これらの疾患特異的 iPS 細胞
に対して遺伝子編集による HLA B27 の発現欠
損株の取得を試みた。 
 遺伝子編集には CRISPR/Cas9 とともに
Puromycin 耐性遺伝子を発言する px459 ベク
ターを使用した。HLA B27 を遺伝子編集する
ために必要な CRISPR/Cas9 の標的となる
HLA-B27 特異的な標的配列を 3 箇所に設計し
た。各 HLA は共通する配列を共有することか
ら、遺伝子編集を行う iPS細胞の HLA A, B, C, 
DR, DQ の型を確認し、その HLA 型には HLA B27
の遺伝子編集に用いる標的配列と同一の配
列が存在しないことを確認した。その結果、
HLA B27 の Exson2 に 1箇所 Exon3 に 2箇所の
特異的な CRISPR/Cas9標的配列をデザイン可
能であった。また、健常 iPS 細胞として使用
している iPS 細胞にも HLA B27 を有するもの
が合ったため、実験対照として HLA B27 陽性
健常iPS細胞に対しても遺伝子編集を行った。 
 iPS 細胞に対してエレクトロポレーション
法にて CRISPR/Cas9 ベクターを導入した。ま



た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 直 後 に
Puromaycin を短時間加えることでベクター
の導入効率が良い細胞を選択肢高い遺伝子
編集効率を得ることができた。iPS細胞は HLA 
Class I を発現していないため、IFN-γを培
地に加え、HLA Class I の発現を誘導する。
この HLA Class I の発現を誘導した iPS 細胞
に対して臨床グレードの HLA B27 抗体を用い
てフローサイトメトリーを行い、HLA B27 陰
性分画をソートすることで HLA B27 の発現を
欠く iPS 細胞を濃縮した。ソート後の細胞を
シングルセルクローニングを行い、再度 HLA 
B27 の発現を解析することで、HLA B27 欠損
を確認した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、強直性脊椎症患者２名の iPS 細胞
からはそれぞれ２クローン、健常 iPS 細胞か
らは４クローンの HLA B27 欠損株が樹立可能
であった。 
 次に自己免疫性関節炎における T細胞の炎
症病態の解析を行った。強直性脊椎炎を始め
とする血清反応陰性脊椎関節炎患者の炎症
局所検体を臨床上得る機会がなかったが、血
清反応陽性関節炎である関節リウマチ患者
からは、関節液や滑膜の採取が可能であった。
これらの炎症局所の CD4陽性 T細胞と同一患
者の末梢血中のCD４陽性T細胞を採取し比較
したところ、炎症局所に存在する CD４陽性 T
細胞においてリンパ濾胞の誘導に重要なケ
モカイン CXCL13 と、in vitro の解析から慢
性炎症病態への関与が予想された転写因子
Sox4 の有意に高い発現を認めた。また滑膜組
織の免疫多重染色においても滑膜に形成さ
れているリンパ濾胞中の T 細胞が CXCL13 と
転写因子 Sox4 を高度に発現しており、また
滑膜組織におけるリンパ濾胞形成と Sox4 の
発現が有意に相関していたことから、実際の
疾患において Sox4 が Tph 細胞の慢性炎症病
態に関与していることが示された。 
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