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研究成果の概要： 本研究は、以前に見出した関節リウマチ（RA）の新たな自己抗体である抗

カルパスタチン抗体と抗 FRP 抗体の対応抗原がいずれも関節炎抑制作用を示したことから、こ

れらの自己抗体が RA の発症と増悪に関与する病原性自己抗体ではないかと考え、これら自己

抗原および自己抗体の制御によって関節炎を治療できる可能性を追求した。カルパイン（カル

シウム依存性中性プロテアーゼ）の特異的インヒビターであるカルパスタチンは線維芽細胞の

IL-6 産生を抑制するだけでなく、T 細胞分化にも影響することが判明した。関節炎モデルにお

いてはカルパスタチンは炎症を抑制しカルパインは増強した。フォリスタチン関連蛋白（FRP）
はヒトとマウスで炎症の制御に関して異なる働きを有する可能性が示唆され、マウス関節炎に

対してヒト FRP は抑制したが逆にマウス FRP は増強した。これらの炎症制御蛋白の解析によ

り関節炎病態の理解と新たな治療法開発の可能性が示唆される。 
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１．研究開始当初の背景 
 膠原病は原因不明の多臓器を障害する全身炎

症性疾患で、多彩な自己免疫現象を伴う自己免

疫疾患である。膠原病の一種である関節リウマ

チ（Rheumatoid Arthitis: RA）は骨破壊性の多発

関節炎を主症状とし、全身の様々な臓器障害を

伴う原因不明の全身性炎症疾患で、我が国の患

者数は約70万人と推定されている。関節の痛み
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とともに関節の変形・拘縮が進行して機能障害

を残し、日常生活・QOLが大きく制限される。 

 RAはリウマトイド因子（IgGに対する自己抗

体）の存在より自己免疫疾患と考えられるにも

関わらず、他の膠原病のような疾患特異的標識

抗体の報告は少ないのが現状であった。我々は

RA特異的自己抗体の検出をめざして、RA患者

血清と反応する自己抗原をコードするcDNAを

分離・解析したところ、そのうちの１つがカル

シウム依存性システインプロテアーゼ（カルパ

イン）の特異的内在性阻害因子であるカルパス

タチンと判明した。抗カルパスタチン抗体はRA

での陽性率が81%と高く、RA以外のリウマチ性

疾患よりも有意に高頻度であることが確認され

た。カルパインは炎症に関与する様々な因子の

活性化を司り（プロテインキナーゼC活性化、

IL-1 活性化、IκB分解によるNF-κB活性化、白

血球遊走因子生成など）、また軟骨基質のプロ

テオグリカンを分解することが報告されており、

RA患者の滑膜や関節液内ではカルパインが増

加していることから、カルパインがRAの病態と

も関与する可能性が指摘されていた。我々はRA

患者の抗カルパスタチン抗体陽性血清中のIgG

分画がin vitroでカルパスタチンの機能を抑制し

てカルパイン活性を上昇させることを確認して

おり、かかる成績は抗カルパスタチン抗体がRA

の新しい診断マーカーとして有用なばかりでな

く、同抗体がRAの組織破壊や炎症の惹起に重要

な役割を果たしている可能性を示唆する。さら

に、カルパイン阻害物質E-64-dを抗コラーゲン

抗体誘発関節炎マウスに投与すると関節炎の発

症が有意に抑制されることを見いだし、カルパ

イン活性の抑制がヒトRAの治療に応用できる

可能性を示唆した。 

 
２．研究の目的 
 申請者らはRAで見出された自己抗体の臨床

的意義および病因的意義を追求するとともに、

その自己抗原となるカルパイン・カルパスタチ

ン系のRA関節骨破壊における役割を追究し、

RAの新たな治療戦略の確立を目指している。か

かる背景と成績をもとに、これまでの成果をさ

らに発展させて膠原病・リウマチ性疾患患者の

カルパイン活性を制御し、また病原性自己抗体

産生を制御することによって、膠原病・リウマ

チ性疾患の新しい治療戦略をめざす。このため

には、入念な基礎的･動物実験が必要であるため、

本研究では、1)滑膜細胞のサイトカイン産生に

おけるカルパイン・カルパスタチン系の関与、

2)T細胞分化におけるカルパイン・カルパスタ

チン系の関与、3)カルパスタチン遺伝子導入に

よる遺伝子治療の試み、を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) カルパスタチン遺伝子導入による線維芽

細胞およびT細胞機能修飾効果の解析 

①T細胞におけるカルパインとカルパスタチン

発現： BALB/c 脾細胞より磁気ビーズ法で

CD4+CD62+T細胞を分離し、Neutral condition（サ

イトカイン無添加）、Th1 condition (IL-12を5 

ng/ml添加)、Th2 condition (IL-4を20 ng/ml添加）

で培養し、経時的に細胞抽出物中のカルパイン

およびカルパスタチン量をウェスタンブロット

で検出した。 

②カルパスタチン遺伝子レトロウイルスベク

ターの作成と感染： IRES (internal ribosome 

entry site)とGreen fluorescent protein (GFP)遺伝

子を組み込んだレトロウイルスベクター

（pBMN-IRES-GFP）にヒトカルパスタチン全長

cDNA、またはカルパスタチンのドメインIおよ

びドメインIVにおけるサブドメインA、B、Cを

カバーするcDNA（d1ABCおよびd4ABC）、サ

ブドメインA、BのみをカバーするcDNA（d1AB

およびd4AB）を組み込んで、カルパスタチンと

GFPを共発現するレトロウイルスDNAを作成

した。これをPhoenix 293T細胞に遺伝子導入す

ることにより、カルパスタチン発現レトロウイ

ルスを作成した。この培養上製をBalb/cマウス



 

 

脾細胞のナイーブCD4+CD62+T細胞、および

NIH-3T3線維芽細胞に感染させた。感染細胞中

のカルパスタチンの発現はマウス抗カルパスタ

チン抗体(Santa Cruz Biotechnology, TAKARA)

を一次抗体、ペルオキシダーゼ標識抗マウス

IgG抗体を二次抗体に用いたウェスタンブロッ

トで確認した。全長カルパスタチンおよびカル

パスタチン各機能ドメインを強制発現させた

3T3細胞抽出物中のカルパスタチン活性を、カ

ゼインを基質としたカルパインの蛋白分解作用

に対する阻害活性を測定することによって検討

した。 

③カルパスタチン過剰発現線維芽細胞におけ

るサイトカイン産生の解析： NIH-3T3細胞に

カルパスタチンドメイン発現レトロウイルスを

感染させて培養し、day7～9に5×105 /wellを撒き、

LPS 1μg/mlを添加した。これをさらに30時間培

養し、上清中のIL-6、TNFα、IL-1βをELISAによ

り測定した。 

④カルパスタチン過剰発現CD4+T 細胞におけ

るサイトカイン産生の解析： Balb/c 脾細胞よ

り磁気ビーズ法で分離したCD4+CD62+T細胞5

×105 /wellを撒き、Neutral condition（サイトカイ

ン無添加）、Th1 condition (IL-12を5 ng/ml添加)、

Th2 condition (IL-4を20 ng/ml添加）で培養し、

翌日カルパスタチンドメイン発現レトロウイル

スを感染させた。day4にPMA/Ionomycinで刺激

し、IINF-γ、IL-4、およびIL-6のサイトカイン産

生能をFACSで解析した。 

⑤ カルパスタチン発現T細胞移入による関節

炎抑制の検討 

 II型コラーゲン（CII）および完全フロイント

アジュバント（CFA）で免疫したDBJ/1Jマウス

より免疫後9日目にドレナージリンパ節および

脾臓よりCD4+T細胞を分離し、カルパインおよ

びカルパスタチンドメインIV cDNA組み換えレ

トロウイルスを感染させた。これを7日間培養し、

CII＋CFAで免疫したDBJ/1Jマウスに免疫後7日

目に1x106個を移入し、その後の関節炎発症にお

ける影響を検討した。 

 
４．研究成果 

(1) カルパスタチン遺伝子導入による線維芽

細胞およびT細胞機能修飾効果の解析 

①CD4+T細胞におけるカルパスタチン発現の

経時的変化： Th1条件ではカルパイン発現が

ほとんど変化なかったのに対して、5日目以後の

カルパスタチン発現は著明に減少していた。こ

れに対して、Th2条件では培養7日目のカルパイ

ン発現に減少傾向が認められたが、カルパスタ

チンの発現にはほとんど変化がなかった（図１）。 

 

 

②レトロウイルス感染CD4+T細胞におけるカ

ルパスタチン発現の確認と活性の測定： 

Balb/cの脾臓から磁気ビーズを用いて

CD4+CD62+T細胞をSortし、カルパスタチン発

現レトロウイルスを感染させた。全長カルパス

タチン感染T細胞ではカルパスタチン発現率が

経時的に速やかに減少した。このため解析は困

難と判断して、最小機能ドメインをクローニン

グすることとした。カルパスタチンの最小機

能ドメインのいずれを用いても、カルパスタ

チン発現率は60-80%以上に保たれており、カ

ルパスタチン高発現T細胞の維持が可能とな

った。 

 カルパスタチン発現レトロウイルスを

Phoenix 293T細胞にtransfectionさせ、Day3に

Lysateを作成、SDS-PAGE後にウェスタンブロッ

トを行ったところ、カルパスタチン各機能ドメ

図１ 



 

 

インの発現が確認された。また全長カルパスタ

チン、カルパスタチンドメインを強制発現させ

た3T3細胞抽出物中のカルパスタチン活性を、

カゼインを基質としたカルパインの蛋白分解作

用に対する阻害活性を測定し、いずれもMock

に比して有意のカルパスタチン活性を認めた。

（図省略） 

③カルパスタチン過剰発現線維芽細胞におけ

るサイトカイン産生の解析： NIH-3T3細胞に

カルパスタチンドメイン発現レトロウイルスを

感染させて培養し、LPS刺激後の上清中のサイ

トカイン発現を測定した。カルパスタチンおよ

びカルパスタチン機能ドメインいずれを感染さ

せたNIH-3T3細胞においてもIL-6産生の有意な

抑制が認められ、カルパインにより著明なIL-6

再生増加が認められた(図２)。IL-1βとTNFαの

測定も同時に行ったがいずれも感度以下で検出

できなかった。 

 

 

 

④カルパスタチン過剰発現CD4+T 細胞におけ

るサイトカイン産生の解析： Balb/c 脾細胞よ

り分離したCD4+CD62+T細胞をNeutral condition

（サイトカイン無添加）、Th1 condition (IL-12

添加)、Th2 condition (IL-4添加）で培養し、カ

ルパスタチンドメイン発現レトロウイルスを感

染後、PMA＋Ionomycinで刺激し、種々のサイト

カイン産生能をFACS解析した。Neutral condition

およびTh1 conditionではカルパスタチン産生細

胞においてINF-γの有意な低下が認められたが、

Th2 conditionではIL-4産生に有意の変化はなか

った（図３）。 

 

同様にIL-6産生能をFACSで解析したところ、

Th1およびTh2 conditionのいずれにおいてもカ

ルパスタチン発現によりIL-6産生の抑制がみら

れ、Th17条件下でのIL-17産生はカルパスタチン

発現により減少が認められた（図４）。 

 

⑤カルパインおよびカルパスタチンの関節炎

に及ぼす影響： カルパスタチン活性ドメイン

過剰発現T細胞を移入したマウスでは関節炎の

発現が有意に抑制された。これに対して、カル

パイン過剰発現T細胞を移入したマウスでは関

節炎発現が有意に増強された（図５）。 

 

 

 

考 察 

 我々は以前にRA患者より新たな自己抗体で

ある抗カルパスタチン抗体と抗FRP抗体を見出

図２ 

図３ 

図４ 

図５ 



 

 

し、それらの対応抗原がいずれも関節炎抑制作

用を発揮することから、これらの自己抗体がRA

の発症と増悪に関与する病原性自己抗体ではな

いかと考えた。そこで、これらの自己抗原およ

び自己抗体の制御によって関節炎を制御するこ

とが可能ではないかと考え本研究を遂行した。 

 レトロウイルスベクターにカルパスタチンお

よびその機能ドメイン遺伝子を組み込むことに

よって、マウスの線維芽細胞とCD4+T細胞にカ

ルパスタチンを強制的に過剰発現させることに

成功した。全長cDNAよりもむしろ低分子であ

る機能ドメインの導入によって効率良い発現と

有意のカルパインの抑制作用が確認された。 

 このシステムにより線維芽細胞（NIH-3T3細

胞）にカルパスタチン活性を過剰発現させるこ

とにより、IL-6産生の有意な抑制効果が認めら

れた。これは、以前に報告した、カルパイン阻

害薬であるE-64-dが滑膜細胞のIL-6産生を抑制

して関節炎の発症を抑制する成績4)を、カルパ

インの特異的阻害蛋白であるカルパスタチンに

よって裏付けるものであり、カルパイン自身の

阻害が直接これらの事象に関わることが証明さ

れた。さらに、マウスCD4+T細胞にカルパスタ

チン活性を過剰発現させることにより、IFN-γ、

IL-6、IL-17の有意な産生の減少がみられた。こ

のように、カルパスタチンは線維芽細胞のみな

らず、CD4+T細胞においてもサイトカイン産生

抑制効果を示し、カルパインはT細胞の分化や

活性化に影響を及ぼしていることが確認された。

RAにおいてカルパスタチンに対する自己抗体

が存在することは、カルパインによる関節破壊

や炎症惹起に直接関与するのみでなく、ナイー

ブT細胞からエフェクターT細胞への分化を誘

導することにより、関節炎悪化に関与している

可能性が考えられた。 

 CIAモデルにレトロウイルスを感染させた

CD4+T細胞を移入する系において、カルパイン

の過剰発現は関節炎を有意に増悪させ、カルパ

スタチン（活性化ドメイン）は関節炎を抑制す

ることが確認され、カルパインの制御がヒトRA

の新たな治療戦略の可能性を示唆した。 
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