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研究成果の概要（和文）：炎症を収束させる好中球への誘導刺激を選定し、TGF-βとPPAR gamma agonistによる
刺激を受けた好中球が炎症反応によって生じる軟骨細胞の異化因子の発現を抑制することを示した。また、これ
らの炎症収束型好中球が炎症環境下の軟骨細胞に与える影響に炎症収束型好中球由来の細胞外小胞が寄与してい
ることを示した。炎症収束型好中球由来の。この分子機序として細胞外小胞が軟骨細胞中の炎症シグナルを制御
することで、軟骨異化因子放出を減弱させ、軟骨基質の分解を抑制することで、軟骨変性を抑制する可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：I found TGF-β and PPAR gamma agonist as the stimulation for neutrophils to 
convergence the phenotype of neutrophil toward resolving. I showed that these neutrophils inhibit 
the release of chondrocyte catabolic factors produced by the inflammatory response ,and 
extracellular vesicles are involved in this response. The molecular mechanism of this process seemed
 to be extracellular vesicles regulate inflammatory signaling in chondrocytes, suppress the 
catabolic process and prevent cartilage degeneration.

研究分野： 関節リウマチ

キーワード： 好中球　細胞外小胞　軟骨

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性関節炎の発症は、炎症が適切に収束されない点にある。これまでは、関節炎の活性化メカニズムに着目した
研究が大多数であり、炎症収束メカニズムに着目した研究は少なく、関節内の貪食細胞が担う炎症収束メカニズ
ムを解明した研究はない。本研究では炎症収束型好中球は、炎症反応によって生じる軟骨細胞の異化因子放出を
抑制しており、この反応に細胞外小胞が関与していることが示された。その分子機序として軟骨細胞中の炎症シ
グナルを制御することで、軟骨異化因子放出を減弱させ、軟骨変性を抑制する可能性を示した。関節炎の炎症収
束に関わるメカニズムを解明したことで、病態の解明や、新たな治療戦略の開発につながる可能性がある。

※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 
関節リウマチをはじめとする関節炎疾患患者は、炎症による軟骨変性・関節破壊によって関節

痛および関節可動域制限を生じ、日常生活レベルが低下する。近年の炎症誘導メカニズムの解析
により、多くの抗炎症治療薬が開発され、その有益な治療効果により患者満足度は向上してきた。
その一方、これらの治療のみでは、軟骨変性や関節破壊が進む症例が少なからず存在しており、
それに伴う ADL 障害に苦しむ患者も散見される。また、現行の治療では、過度な免疫抑制が生
じ、感染症などの副作用により ADL 低下を来す症例もみられる。 
本来炎症反応は、生体防御において重要な
生理機能である。有害刺激に対し、免疫細
胞が炎症を誘導し、起炎物質を排除するが、
同時に周囲の組織障害を引き起こす。その
ため、好中球やマクロファージや好中球な
どの貪食細胞が、形質転換することで、炎
症を収束させ、これらの細胞が放出する因
子が、損傷組織の修復に寄与する（図 1）。
一方で、この収束機構が破綻すると、慢性
炎症や組織障害を伴う病態へと発展する。
すなわち、炎症の慢性化とそれに伴う組織
障害には、炎症収束に働く貪食細胞（炎症収
束型貪食細胞）の機能障害が関与している
（図２）。 
この概念は関節炎疾患にも当てはまるが、

これまでの研究は炎症誘導機構の解明が主
体であり、炎症収束機構に焦点をあてた研究
はみられなかった。そこで、申請者は、関節
炎疾患における炎症収束機構に着目し、機能
障害を生じた炎症収束性貪食細胞が放出す
る因子の関節内投与が、関節炎の収束と炎症
による組織障害を低減することが可能とな
ると着想した。 
貪食細胞の放出因子として、「細胞外小胞」

に着目した。細胞外小胞は、内包される核酸やタンパク質、脂質などの複数因子を他の細胞に伝
達する。すでに、心筋梗塞や脳梗塞などの疾患において、貪食細胞由来細胞外小胞が組織修復に
寄与することが、報告されているが、これらは、炎症収束性貪食細胞由来のものではない。細胞
外小胞は、放出される細胞の特性を反映することから、炎症収束性貪食細胞が放出する細胞外小
胞は、他の貪食細胞由来のものよりも有益な治療効果を示す可能性がある。そこで、炎症収束型
貪食細胞由来の細胞外小胞は関節炎を収束させ、副次的に生じる関節構成体の組織障害を減弱
させると仮説をたて、関節炎における炎症収束機構の障害に着目した本研究提案に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、炎症収束型貪食細胞由来細胞外小胞が、炎症反応により副次的に生じた関節

組織の障害を修復できるかを検討し、その分子生物学的メカニズムを解明することである。具体
的には、以下の 3点を明らかにすることを目的とした。 
 目的１：炎症収束型貪食細胞由来の細胞外小胞が、炎症反応によって生じた関節構成体の機能
障害から回復させることができるか調査する。 
 目的２：炎症収束型貪食細胞由来の細胞外小胞に内包される因子を網羅的に解析し、その分子
生物学的機序を明らかにする。 
 目的３：炎症収束に関わる因子を同定し、関節炎の疾患進行を制御できるか検証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)予備実験：炎症収束型貪食細胞が関節構成体に及ぼす影響の解明 
まず予備実験として、炎症収束型貪食細胞が関節構成体に及ぼす影響を in vitro で調査した。

貪食細胞として好中球を用いた。ヒト血液およびマウス骨髄細胞から単離した好中球に対して、
各種刺激を添加した後に、その培養培地を回収した。続いて、炎症環境を模倣するため、軟骨細
胞に IL-1β刺激を添加した後に、上記培養培地を用いて軟骨細胞培養を行った。培養後に、軟
骨細胞を回収し、遺伝子発現解析及びタンパク量の定量評価を行った。 
 



(2)本実験１：炎症収束型好中球由来細胞外小胞の単離と、関節構成体へ及ぼす影響の調査 
続いて、予備実験より同定した炎症収束型好中球を用いて、同細胞由来の細胞外小胞を単離し、

関節構成体に及ぼす影響を調査した。予備実験と同様の方法で、好中球を刺激培養し、得られた
培養培地より超遠心法を用いて細胞外小胞を単離した。単離した好中球由来細胞外小胞を用い
て、IL-1β刺激軟骨細胞および軟骨組織に添加・培養した。培養後、得られた軟骨細胞および軟
骨組織を回収し、各種評価を行った。 
 
(3)本実験２：炎症収束型好中球由来細胞外小胞による関節炎収束機序解明 
炎症収束型好中球由来の細胞外小胞の軟骨細胞に対する作用機序解明のため、網羅的解析を

行った。実験１の In vitro の手法を用いて、炎症収束型好中球由来細胞外小胞の軟骨細胞刺激
を行い、培養後得られた軟骨細胞に対して網羅的遺伝子解析を行った。また、炎症収束型好中球
由来細胞外小胞の内包因子を同定するために、同細胞外小胞内に含まれるタンパク質のプロテ
オーム解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 予備実験：炎症収束型貪食細胞が関節構成体に
及ぼす影響の解明 
はじめに、予備実験として各種刺激を加え形質変

化させた好中球が IL-1β刺激軟骨細胞に及ぼす影響
を調査した。その結果、TGF-β刺激好中球群は、非
投与群と比較し、IL-1β刺激軟骨細胞で見られる
MMP-13 および IL-6 などの異化因子発現を最も抑制
した(図 3)。この結果から、好中球の形質によって、
軟骨細胞に及ぼす影響は異なり、TGF-β刺激による
炎症収束型好中球が軟骨細胞異化因子放出を抑制す
る効果が大きい傾向があることが示された。 
 
(2) 本実験１: 炎症収束型好中球由来細胞外小胞の単離と、関節構成体へ及ぼす影響の調査 
続いて、炎症収束型好中球から単離した細胞外小胞

を、IL-1β刺激軟骨細胞に添加・培養し、その影響を
in vitro で調査した。予備実験の結果から、炎症収束
刺激として TGF-βを使用した。また、TGF-βに加え炎
症収束誘導因子の一つである PPAR gamma agonist を
添加し、TGF-βのみの刺激好中球と、TGF-β+PPAR 
gamma agonist 刺激好中球それぞれから細胞外小胞を
単離し軟骨細胞への影響を比較した。遺伝子発現解析
の結果から、TGF-β+PPAR gamma agonist 刺激好中球
由来の細胞外小胞を投与群は、TGF-β刺激好中球由来
の細胞外小胞群と比較し、IL-1β 刺激軟骨細胞でみられる MMP-13 および IL-6 等の軟骨細胞異
化因子の放出をより抑制する傾向にあった (図 4)。 
この結果より、以後の実験では TGF-β+PPAR gamma agonist 刺激を炎症収束型好中球への誘

導刺激として採用した。 
 
続いて、ex vivo で上記細胞外小胞を軟骨組織に添

加・培養した。結果、細胞外小胞投与群において軟骨
基質の基質分解が抑制される傾向にあった。(図 5) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(3) 本実験２：炎症収束型好中球由来細胞外小胞による関節炎収束機序解明 
 炎症収束型好中球由来細胞外小胞による軟骨保護作用および炎症収束機序を解明するために、
各種網羅的解析を行った。 
 
① 炎症収束型好中球由来の細胞外小胞内包因子の同定 
まず、炎症収束型好中球由来の細胞外

小胞に内包されるタンパクを、網羅的に
解析した。プロテオーム解析の結果、無刺
激好中球由来の細胞外小胞には 530 種の
タンパク質が含まれている一方、炎症収
束型好中球由来の細胞外小胞においては
249 種類のタンパク質が含まれており、炎
症収束型好中球由来の細胞外小胞に内包
される特異的タンパク質が 37種同定され
た(図 6)。これら 37 種の特異的タンパク
のエンリッチメント解析を行ったとこ
ろ、細胞周期や細胞成長、恒常性維持に関
連する因子が多く含まれていることを確
認した。 
 
② 炎症収束型好中球由来の細胞外小胞による軟骨保護機序解明 
さらに、炎症収束型好中球由来細胞外小胞による軟骨保護作用の機序解明のため、実験１の in 

vitroで得られた軟骨細胞に対して、網羅
的遺伝子解析を行った。 
網羅的遺伝子解析から、IL-1β刺激軟

骨細胞中の発現上昇遺伝子には、IL-17 
signaling や NOD-like receptor 
signaling などの炎症シグナルに関連し
た遺伝子群が多く見られることがわかっ
た。これらの炎症シグナルに関わる遺伝
子を個別に調査したところ、炎症収束型
好中球由来の細胞外小胞添加群では、IL-
1β 刺激軟骨細胞でみられた炎症シグナ
ル関連遺伝子群の発現量減少がみられ
た。(図 7) 
 
 
 
 
結果をまとめると、炎症収束型好中球は、炎症反応によって生じる軟骨細胞の異化因子放出を

抑制しており、この反応に細胞外小胞が関与していることが示された。その分子機序として炎症
収束型好中球由来の細胞外小胞が軟骨細胞中の炎症シグナルを制御することで、軟骨異化因子
放出を減弱させ、軟骨基質の分解を抑制することで、軟骨変性を抑制する可能性を示した。 
今後、本実験 2で得られた網羅的解析の結果を用いて、以下の検証実験を計画している。 
・ 炎症収束型好中球由来細胞外小胞特異的に含まれる炎症収束因子の軟骨変性抑制効果を

検証する。 
・ 炎症収束型好中球由来細胞外小胞刺激によって生じた軟骨細胞の遺伝子変化より軟骨細

胞保護因子を絞り込み、その効果を検証する。 
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