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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）および末梢型脊椎関節炎（SpA）患者計100名に詳細な関節エコー
を実施し、血液中の自然リンパ球（ILC）とその分画をフローサイトメトリーで同定し、また末梢血サイトカイ
ン濃度を測定した。その結果、関節エコーにより患者が滑膜炎優位群と非優位群の2パターンに分かれることが
分かった。末梢血ILC数は、滑膜炎非優位群で有意に高かったが、血清サイトカインと関節エコー所見との関連
は低かった。滑膜炎優位群であることはメトトレキサートに対する治療反応性の強い予測因子であった。以上よ
り、ILCが滑膜炎以外の病変と関連し、メトトレキサートは滑膜炎に対して特に有効であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：We recruited patients with rheumatoid arthritis (RA) and peripheral 
spondyloarthritis (SpA) and performed detailed musculoskeletal ultrasound, identified innate 
lymphoid cells in the peripheral blood, and measured serum cytokine levels. We found that patients 
were divided into 2 groups, synovitis-dominant group and synovitis-nondominant group. Peripheral ILC
 counts were significantly higher in the synovitis non-dominant group, while the correlations 
between serum cytokines and ILC counts were weak. Synovitis-dominant group is the strongest 
predictor of treatment response to methotrexate. Our data demonstrate that ILCs are associated with 
non-synovitis lesions in RA and SpA and confirms that methotrexate is preferentially effective for 
synovitis.

研究分野：膠原病・リウマチ学

キーワード： 関節リウマチ　脊椎関節炎　滑膜炎　付着部炎　自然リンパ球　サイトカイン・ケモカイン　関節エコ
ー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、RA・SpA両疾患においてILCが滑膜炎以外の病態とより関連していることが明らかとなった。また
同じく両疾患において、メトトレキサートが滑膜炎に対して特に有効であることが確認された。これにより、診
断名よりも局所病態の把握が、病態の把握と治療反応性の予測に役立つことが示唆され、今後のプレシジョンメ
ディスンに繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチ（rheumatoid arthritis, RA）は滑膜炎とびらん性関節破壊を特徴とする自己免疫性

疾患であり、ヘルパーT細胞の活性化と自己抗体産生に代表される獲得免疫異常、ならびにサイ

トカインの過剰産生が病態の中心と考えられている。主に TNF, IL-6シグナル, T/B細胞を標的

とする分子標的薬の臨床応用により RAの予後は改善したが、依然難治例も存在する。 

 一方、脊椎関節炎（spondyloarthritis, SpA）は体軸あるいは末梢関節の腱靱帯付着部の炎症と骨

形成を特徴とする自己免疫性疾患である。近年 SpAにおいて TNFに加えて IL-23/IL-17経路の

阻害薬の有用性が示され、さらに付着部組織において IL-23に反応し IL-17を産生する細胞集団

として、マウスでは RORt+CD3+CD4-CD8-細胞（Sherlock JP et al. Nat Med 2012;18:1069）あるい

はT細胞（Reinhardt A, et al. Arthritis Rheumatol 2016;68:2476）、ヒトでは innate lymphoid cell 3 

(ILC3)（Cuthbert RJ, et al. Arthritis Rheumatol 2017;69:1816）が同定された。RAでは IL-23/IL-17経

路の阻害薬の有効性は低く、これらは SpA の付着部炎の病態を特徴づける細胞集団であること

が示唆された。 

 他方、高感度画像診断である関節エコーや核磁気共鳴画像（magnetic resonance imaging, MRI）

を用いた検討では、RAにおいても一定の頻度で付着部炎の所見が認められ（Mera-Varela A, et al. 

PLoS One 2013;8:e58616）、また SpA においても高頻度で滑膜炎の所見が認められる（Bakewell 

CJ, et al. J Rheumatol 2013;40:1951）。つまり同一の疾患カテゴリーでも患者により異なる炎症性

病態が混在しており、最適な治療標的分子経路が異なる可能性が示唆される。しかし同一個体に

おける滑膜炎と付着部炎の分子病態を解析した検討はこれまでなかった。 

 Innate lymphoid cell (ILC)は、リンパ球様の形態を示すも既存の系列マーカーが陰性であり、特

定のサイトカインを大量に産生する自然免疫細胞の総称である。ILCには、ウイルスの排除に重

要な役割を果たすと考えられている ILC1、気管支喘息やアトピー性皮膚炎などにおけるアレル

ギー性炎症の誘導や寄生虫排除に関与すると考えられている ILC2、二次リンパ組織の形成誘導、

及び消化管粘膜における生体防御に関与すると考えられている ILC3が存在する。前述のヒト付

着部組織における存在に加え、ILC3 は SpA 患者の血液中（Ciccia F, et al. Ann Rheum Dis 

2015;74:1739）や滑液中（Leijten EF, et al. Arthritis Rheumatol 2015;67:2673）で増加していること

が報告されている。また、興味深いことに RA患者では、末梢血の ILCが増加しており（Bekiaris 

V, et al. J Immunol 2013;191:4611）、その一方で ILC2の産生する IL-9が制御性 T細胞を介して炎

症を抑制することが示されている（Rauber S, et al. Nat Med 2017;23:938）。以上より、ILCは炎症

性関節炎の増悪および制御に関わっていることが示唆されるが、そのサブタイプと炎症の局在

（滑膜炎または付着部炎）の関連、詳細な分子細胞機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、滑膜炎と付着部炎の両者を発症することが明らかとなっているモデルマウスで

ある抗コラーゲン抗体誘導性関節炎において、ILCを含む各細胞群を単離し経時的・包括的なト

ランスクリプトーム・エピゲノム解析を行うことにより、滑膜炎と付着部炎の分子細胞病態なら

びに両者の関連を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 滑膜ならびに付着部における細胞分画の同定 

B10.RIIIマウスに抗コラーゲン抗体誘導性関節炎（collagen antibody-induced arthritis, CAIA）を



誘導し、ベースライン/day3/day8の足部の軟部組織ならびにアキレス腱付着部における血球細胞

を単離、フローサイトメトリーで免疫細胞の比率を同定する。特に ILCならびにT細胞に注目

し、ILC1/2/3分画およびT細胞の比率を同定する。 

(2) 滑膜ならびに付着部細胞のトランスクリプトーム・エピゲノム解析 

 CAIA を誘導し、ベースライン/day3/day8 の足部の軟部組織ならびにアキレス腱付着部におけ

る滑膜線維芽細胞、マクロファージ、CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞、B細胞、腱細胞、軟

骨細胞、ILCs、T細胞を単離する。1) RNAシークエンスによりトランスクリプトーム、2) ChIP

シークエンスによりヘテロクロマチン領域（H3K4me3）と活性化プロモーター/エンハンサー領

域（H3K27ac）、3) ATACシークエンスによりオープンクロマチン領域を解析する。それぞれのデ

ータを統合し、それぞれの細胞において発現誘導される分子の経時的変化と発現制御機構を解

析する。この解析により、滑膜炎形成における新規分子細胞経路、付着部炎形成における新規分

子経路、さらに滑膜炎と付着部炎のそれぞれへの移行を示す分子経路を同定する。 

(3) 滑膜ならびに付着部細胞のシグナル伝達分子活性化と転写因子発現の包括的解析 

 研究計画 1-2で同定された滑膜炎/付着部炎における主要な機能細胞において、CAIA誘導時の

単細胞レベルでの 35種類以上の蛋白の発現を、mass cytometry (CyTOF)を用いて解析する。本研

究により細胞のサブタイプごとの細胞内シグナル伝達分子と転写因子の発現・活性化レベルが

包括的に明らかとなる。 

(4) 滑膜ならびに付着部細胞のトランスクリプトーム・エピゲノム解析 

 研究計画 2-3で同定された候補分子経路につき、遺伝子改変マウスを用いることにより、CAIA

の滑膜炎と付着部炎それぞれに対する影響を解析する。先行研究より、滑膜線維芽細胞あるいは

マクロファージの産生する IL-33が ST2シグナルを介して ILC2を活性化することが滑膜炎の悪

化に関与し、また IL-23刺激による ILC3またはT細胞の IL-17/IL-22産生が付着部炎の発症に

関与していることが示唆されている。これらの分子経路が研究計画 2.で同定される場合には、例

えば IL-33レポーターマウス/IL-33欠損マウス（Dr Zeigler研究室より導入手続き済み）に CAIA

を誘導し、局所における IL-33発現や炎症の重症度を評価する。必要に応じて候補分子の欠損マ

ウス、floxedマウス、あるいはレポーターマウスを作成、解析することにより、滑膜炎/付着部炎

発症の新規分子細胞メカニズムを明らかとする。 

(5) RAおよび SpA患者における ILCおよび機能分子の発現 

 未治療の RA および SpA 患者に関節エコーを実施し、40 関節の滑膜炎ならびに 32 部位の付

着部炎の半定量評価を実施する。また、末梢血および滑液での ILC、T細胞、ならびに研究計

画 1-3で同定された機能細胞の分画をフローサイトメトリーで測定する。さらに、血清および滑

液中の分泌蛋白を測定し、画像所見、細胞分画、ならびに分泌蛋白の関連を解析する。 
 
４．研究成果 

 研究計画 (1)-(4)の前提となる、マウスにおける抗コラーゲン抗体誘導性関節炎（CAIA）では、

条件を繰り返し調整するものの、足部の軟部組織並びにアキレス腱付着部の炎症は時折惹起さ

れるものの、再現性は低く、既報より程度も弱かった。炎症が惹起された個体においてフローサ

イトメトリーを実施したが、主要な目的である ILCやガンマデルタ T細胞がほぼ同定されず、

CAIAによる解析は断念した。 

 研究計画 (5)に従い、関節リウマチ（RA）および末梢型脊椎関節炎（SpA）患者計 100 名に

関節エコーを実施し、40関節の滑膜炎、並びに 32部位の付着部炎の半定量評価を実施した。そ

の結果、RA・SpA共に広く滑膜炎、腱鞘滑膜炎、付着部炎所見を認めた（Figure 1）。 



 

 

関節エコー所見は、滑膜炎優位群と非優位群の 2パターンに分かれた（Figure 2A-2F）。 

 

 末梢血 ILC数、特に ILC3数は、滑膜炎非優位群で有意に高かった（Figure 2G, 2H, Figure 

3B）。 



 

 一方、血清サイトカインと関節エコー所見との関連は低かった（Figure 4）。しかし beta-

defensinは SpAおよび乾癬の皮疹と強く相関した（data not shown）。 

 
 滑膜炎優位群であることはメトトレキサートに対する治療反応性の最も強い予測因子であっ

た（Figure 2I）。 

 以上より、RA/SpA両者において、ILCが滑膜炎以外の病変と関連し、メトトレキサートは滑

膜炎に対して有効であることが示唆された。 
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