
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 4 月 15 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：関節リウマチ（RA）患者由来の滑膜細胞が増殖因子刺激により腫瘍様増殖を

示す点に注目し、生理的条件に近いコラーゲンゲルを用いた3次元培養系を確立した。RA滑膜細

胞は無刺激では球形に近い形態をとるが、増殖因子刺激によりシグナル分子の活性化とアクチ

ン再構成を介して突起の著明な伸長を示して増殖し、それらは増殖因子受容体阻害薬イマチニ

ブで阻害された。また、滑膜細胞の増殖はTリンパ球との共培養で促進された。以上より、RA

の病態における増殖因子とリンパ球浸潤の役割、ならびにイマチニブのRA新規治療薬としての

有用性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

 関節リウマチ（RA）患者滑膜の特徴は、血

管新生、炎症細胞浸潤、および滑膜細胞の異

常増殖である。この滑膜細胞の異常増殖は培

養系に移しても認められ、さらに SCID

（severe combined immunodeficient）マウ

スに RA 患者滑膜組織を移植しても、移植組

織が軟骨の浸潤を示すことから、RA において

滑膜細胞は単なる活性化ではなく、腫瘍様の

transformation を生じていると考えられて

いる。近年、このことを支持する知見として、

RA 滑膜細胞の細胞形態学的変化、血小板由来

増殖因子（platelet-derived growth factor; 

PDGF）の存在下での anchorage 非依存性の増
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殖や接触阻止（contact inhibition）喪失、

oncogene の活性化、monoclonal あるいは

oligoclonal な増殖などの報告が蓄積されて

いる。かかる細胞の transformation 過程に

おいては、増殖因子刺激の伝達経路における

異常が重要なステップとして位置づけられ

ている。 

 アダプター蛋白は細胞内シグナル伝達を

円滑で効率的に行うのに必須な分子群であ

り、腫瘍性疾患においては増殖因子受容体な

どの増殖シグナル分子の量的・質的発現異常

が数多く報告されている。しかしながら、ア

ダプター蛋白の発現異常に関してはこれま

で検討されていなかった。 

 さらに、従来の 2次元培養では細胞のシグ

ナルが生体内とは異なる可能性が考えられ

ていた。 

 
２．研究の目的 

 RA滑膜細胞がanchorage非依存性の腫瘍様

増殖を示す点に注目し、滑膜細胞の 3次元培

養系を確立し、RA における滑膜細胞の増殖異

常を in vivo に近い in vitro の培養条件下

で詳細に解析する事とした。この 3次元培養

により、従来の平面培養では困難であった正

常滑膜細胞との差別化が容易となり、RA滑膜

細胞に内在する異常が浮き彫りとなる。この

系において、RA 滑膜細胞を特徴づける

anchorage 非依存性増殖に関与する増殖刺激

因子の同定、およびその増殖因子受容体の下

流に存在する刺激伝達系のどこに正常滑膜

細胞との相違が認められるかを検討する。RA

の滑膜には T細胞の浸潤が特徴の 1つとして

認められることから、T 細胞が滑膜細胞の増

殖に及ぼす影響も検討する。 

 また、本研究では RA 滑膜細胞におけるア

ダプター蛋白の発現や機能を調べることで、

RA 滑膜細胞が増殖異常を生じている分子メ

カニズムを解明することも目的とした。 

さらにこの 3次元培養系により、これまでに

作用機序の不明であった RA 治療薬の作用機

序の検討、ならびに新たな治療薬のスクリー

ニングも行う。 

 さらに我々は低分子化合物の先駆的分子

標的薬である imatinib mesylate の RA に対

する治療応用を考え、3 次元培養における基

礎的な検討も行う。従来の 2次元培養では in 

vitro と in vivo の作用にしばしば乖離が生

じていたが、3 次元培養により一致性を高め

ることが期待できる。 

 こうした滑膜細胞の 3次元培養を用いた多

面的な研究により、RA の病態解明および新規

治療スクリーニングに大きく貢献すること

を、本研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 滑膜細胞の採取 

 施設の倫理委員会の承認を得て、RA その他

の患者から文書同意を取得して人工関節置

換術施行時に採取された滑膜をコラゲナー

ゼ処理することで、滑膜細胞を得た。2-5 継

代での培養細胞を以下の実験に用いた。 

 

(2) 滑膜細胞におけるアダプター蛋白の発

現と、その活性化における役割 

 滑膜線維芽細胞を PDGF で刺激し、細胞の

融解液を免疫沈降法と蛋白ブロット法を用

いて、アダプター蛋白の発現とチロシンリン

酸化を検討した。PDGF 刺激は 10 ng/ml で行

い、imatinib は 0.3-10 μM、メトトレキサ

ートは 0.1-10 μM、タクロリムスは 0.1-10 

nM でそれぞれ用いた。 

 

(3) 滑膜細胞と T細胞のコラーゲンゲル中で

の 3 次元共培養 24 穴プレートのコラーゲン

ゲル中で RA 滑膜線維芽細胞を 4 × 104 



 

 

cells/ml にて 10-14 日間培養した。一部の

well では T 細胞株である Loucy 細胞を 2 × 

105 cells/ml で共培養した。 

 
(4) 滑膜細胞のアクチン骨格の変化 

 4%パラホルムアルデヒドで固定、0.5% 

triton X-100 で細胞膜を透過性とした後に、

rhodamine-phalloidin によるアクチンの染

色を行い、薄く切り出したゲルをプレパラー

トにのせ、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

(5) 滑膜細胞の増殖定量 

 コラーゲンゲル中で RA 滑膜線維芽細胞を

培養し、コラゲナーゼ処理でゲルを可溶化し

て細胞を回収、抗 CD90 抗体を用いた FACS で

細胞数を定量した。 

 
４．研究成果 

(1) RA と外傷あるいは変形性関節症（OA）の

滑膜細胞の相違 

 外傷あるいは OA のために膝関節置換術を

施行された患者から滑膜を採取し、2-5 継代

培養した得られた滑膜線維芽細胞は、コラー

ゲンゲル中でも軟寒天ゲル中と同様に球形

をしめす細胞が多く、一部が軽度紡錘状の伸

長を示した。しかしながら、手術時に関節炎

の活動性が残存していた RA 患者由来の滑膜

線維芽細胞は、軟寒天ゲル中では球形であっ

たがコラーゲンゲル中では 0.5%と低濃度の

血清中においても紡錘状の形態を示すもの

が多く見られた。プレートにおける 2次元培

養ではいずれも紡錘状の形態となるため、コ

ラーゲンゲルによる 3次元培養だけが形態学

的に滑膜線維芽細胞が RA 由来か否かをある

程度鑑別しうる方法であり、RA の病態を解析

する上で有用な細胞培養法であると考えら

れた。 

(2) 3 次元培養において RA滑膜細胞の増殖を

制御する因子の検討 

 まず、2次元培養および軟寒天ゲルにおけ

る 3次元培養において、PDGF 10 μg/ml 刺激

において増殖促進効果が確認され、特に 3次

元培養においては 20%の血清刺激に匹敵した

（Kameda H, et al. Clin Exp Immunol 2006）。

そして、コラーゲンゲルによる 3次元培養下

では、PDGF 刺激により RA 由来滑膜線維芽細

胞はさらに著明な紡錘状の形態伸長と突起

の伸長を示した。そしてコラゲナーゼ処理に

よりゲルを融解し、回収した細胞を洗浄して

抗CD90抗体を用いたluorescence-activated 

cell sorting（FACS）解析により細胞数を測

定したところ、PDGF 刺激によるコラーゲンゲ

ル中での滑膜線維芽細胞の増殖促進が確認

された。この効果は外傷や OA 患者由来の滑

膜線維芽細胞においても認められた。 

 次に、RA の滑膜においては特に病初期に T

細胞の浸潤が認められることから、T 細胞株

Loucy 細胞との共培養をコラーゲンゲル中で

行った。Loucy 細胞の共存により由来を問わ

ず滑膜線維芽細胞の増殖は促進され、しかも

この効果は PDGF 刺激の効果と相加または相

乗的であったことから、PDGF 以外のサイトカ

インを介するものと考えられた。インターロ

イキン（IL）-17 には滑膜線維芽細胞の増殖

促進効果が認められなかったことから、他の

サイトカインあるいは直接的な細胞接着が

必要な可能性が示唆された。 

 

(3) RA滑膜線維芽細胞の増殖異常におけるア

ダプター蛋白の役割 

 RA 滑膜線維芽細胞の腫瘍様増殖は PDGF 刺

激において顕著となるため、PDGF 受容体の下

流に見られるアダプター蛋白の発現スクリ

ーニングを行った。RA 滑膜細胞には Gab1、

Gab2、Nck、Shc のアダプター蛋白の発現が見

られた。7例の RA 患者における検討では、明

らかな発現異常は見いだされなかった。 



 

 

しかし、いずれのアダプター蛋白も PDGF-BB 

10 ng/ml 刺激後 1分以内にチロシンリン酸化

され、この反応は抗 PDGF-BB 抗体あるいは

imatinib mesylate 1μM の前投与によりほぼ

完全に抑制されたことから、PDGF 刺激による

細胞の活性化に関与していることが示唆さ

れた。アダプター蛋白のリン酸化を PDGF 刺

激と上皮増殖因子（EGF）刺激とで比較した

ところ、前者でより強い作用を示し、増殖促

進効果に合致していた（Kameda H, et al. 

Clin Exp Immunol 2006）。 

 

(4) 3 次元培養系における既存抗リウマチ薬

の作用検討 

 既存の抗リウマチ薬の中で有効性が特に

高いとされている MTX と、中等度とされるタ

クロリムス（T 細胞のカルシニューリンの活

性を阻害することが主な作用）とを、コラー

ゲンゲルにおける滑膜線維芽細胞の増殖抑

制効果において比較した。すると、MTX は用

量依存性に増殖を抑制し、既知の活性化 T細

胞の抑制作用以外に、部分的には滑膜細胞の

増殖抑制作用も有効性に関与していること

が明らかとなった。一方、タクロリムスには

明らかな抑制作用を認めなかった。従って、

このコラーゲンゲルによる 3次元培養の系は、

抗リウマチ薬の新たなスクリーニングに有

用である可能性が示唆された。 

 

(5) imatinib mesylate の滑膜細胞増殖に対

する抑制効果の検討 

 新たなカテゴリーの抗リウマチ薬として

期待されているのが、免疫系への最小限の関

与で滑膜細胞の増殖を阻害する薬剤である。

imatinib mesylate はすでに保険適応を有す

る慢性骨髄性白血病を合併した RA 患者にお

ける投与で、関節炎に対して有効であったこ

とが複数報告されている。また、関節炎の動

物モデルにおける有効性も報告された。我々

も、2 次元培養、および軟寒天ゲルにおける

3次元培養で imatinib が PDGF 刺激による RA

滑膜線維芽細胞の増殖を比較的低用量で、用

量依存性に抑制することを見いだした

（Kameda H, et al. Clin Exp Immunol 2006）。

その後、コラーゲンゲルにおける 3次元培養

でも、imtainib が用量依存性に PDGF 刺激に

よる RA 滑膜線維芽細胞の増殖を抑制するこ

とを明らかにした。imatinib は T 細胞株の共

存による滑膜線維芽細胞の増殖には影響を

及ぼさなかったため、その効果は非特異的な

細胞毒性ではないことが確認された。また、

imatinibは PDGF刺激によるRA滑膜線維芽細

胞の紡錘状の形態変化もほぼ完全に阻害し

たことから、その作用機序として細胞骨格蛋

白 へ の 寄 与 が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で

rhodamine-phalloidin 染色によるアクチン

の変化を検討したところ、PDGF 刺激によるア

クチンの再構成が imatinib により完全に阻

害され、このことが形態変化や増殖に対する

影響に関連していると考えられた。 
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