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研究成果の概要（和文）：最終的に4年間で治療抵抗性RA 6例に加え、典型的なRA3例（予定では10例、定義：未
治療、抗CCP抗体陽性例）をコントロール群とし、その他の関節炎合わせて、計18名程度をリクルートし、超音
波ガイド下滑膜生検法により新鮮な滑膜を採取し、一般的な病理学的解析、免疫組織学的解析に加え、解析途中
ではあるがCyTOFシステムを用いたマスサイトメトリーによる詳細な細胞サブセット解析、シングルセルのRNAシ
ーケンシングによる遺伝子発現の網羅的解析を行った、現時点では解析の途中段階であるものの、治療抵抗性関
節リウマチ患者や、高齢発症関節リウマチの症例に特徴的な滑膜浸潤細胞サブセットが見出された。

研究成果の概要（英文）：We recruited a total of 18 patients with arthritis including, 6 patients 
with difficult to treat rheumatoid arthritis (D2T-RA), 3 patients with typical RA (defined as 
untreated, anti-CCP antibody-positive) and other arthritis as a control group.  In addition to 
general histopathological and immunohistological analysis, detailed cell subset analysis by mass 
cytometry using the CyTOF system and comprehensive analysis of gene expression by single-cell RNA 
sequencing were performed, although the analysis is still in progress at this point. We identified 
that specific subsets of synovial infiltrating cells obtained from D2T-RA and elderly-onset 
rheumatoid arthritis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では超音波ガイド下低滑膜生検法を用いることで、ヒト関節リウマチの病変滑膜を直接採取することが特
徴の1つであった。採取した滑膜組織は、手術による生検組織に比べて、十分な組織量が採取できないことが問
題点であったが、実際に今回得られた滑膜からフローサイトメトリー、CyTOFシステムを用いたマスサイトメト
リーや、単一細胞（シングルセル）解析を行い、疾患特異的な新規細胞集団と考えられる分画が見いだせた点が
本研究の学術的意義であったと考えられる。今後、治療抵抗性RAに対する薬剤反応性や副作用などの予後予測へ
の応用が期待され、個別化医療の実現に繋がる端緒となりうることが社会的意義と考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(Rheumatoid Arthritis: RA)の治療は、TNF-αおよびIL-6などのサイトカイン、
T 細胞や B 細胞の表面蛋白を標的とした生物学的製剤の登場により、大きな変革がもたらされ
た。一方で、多剤を用いても疾患活動性が持続する治療抵抗性 RA（Difficult to treat RA; DTRA）
が 10-15％ほど存在しており、臨床上重要な問題点となっている。この治療抵抗性 RA が、通常
の RA と病態学的に何が異なっているかは十分に明らかになっていない。また、現在もそうした
難治例を早期に予測することは困難であり、個々の RA 治療を最適化するための研究は未だ不十
分であると言える。 
 
これまで我々はヒト RA の末梢血、関節液を対象としたトランスクリプトーム解析、RA の病態
および薬剤反応性に関わる分子群の同定、予後予測のアルゴリズムの検討等を行ってきた。
(Rheumatology (Oxford) 2008, Arthritis Rheum.2008, Biochem Biophys Res Commun.2009 等) 
特に、RA 末梢血の多層オミックス解析により得られた様々な分子の発現量のデータを、健常人
と比較することで RA の分子的な寛解を定義し、これを報告した。(Nat Commun. 2018 Jul 
16;9(1):2755.)  
近年、RA の主病変である滑膜の詳細な解析により、RA に特徴的な滑膜固有マクロファージや線
維芽細胞の存在、新規の T細胞分画（Tph 細胞）の存在が証明された。これまで我々が末梢血細
胞に主に用いてきた解析手法を、治療抵抗性 RA の滑膜細胞を直接採取し応用することで、分子
細胞生物学的に通常の RA との違いを明確にできることに加え、活性化しているサイトカインカ
スケードや蛋白相互作用を明確にすることで、より特異的な治療選択肢を示せる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
典型的な RA 患者および、治療抵抗性 RA から得られた滑膜組織検体の病理学的検討に加え、滑
膜細胞を抽出し、CyTOFⓇシステムを用いたマスサイトメトリーなどの解析手法に加え、滑膜浸
潤細胞の単一細胞 RNA シーケンシングを行う。同様の解析は対応する末梢血細胞についても施
行する。典型的な RA と比較し、末梢血・滑膜細胞に分布している細胞サブセットの特徴、遺伝
子発現、分子シグネチャーを比較し、治療抵抗性 RA の詳細な病態解析を行う。臨床情報などの
患者データと統合することで、最終的に治療アルゴリズムを新たに確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
治療抵抗性 RA の病変関節から、超音波ガイド下滑膜生検法により採取した滑膜組織由来の細
胞、もしくは末梢血細胞を CyTOFⓇシステムを用いたマスサイトメトリーによる詳細な細胞サブ
セット解析、シングルセルの RNA シーケンシングによる遺伝子発現の網羅的解析を中心に、微量
サイトカインなどの蛋白測定、病理組織学的検討など複合的な解析を行い、典型的な RA と比較
する。これらのデータと末梢血解析、採取可能であれば関節液、採血データ、臨床画像などの臨
床情報と組み合わせることにより、治療抵抗性 RA の病態解明を行い、その治療アルゴリズムを
確立することを目的とする。 
 
本研究は、慶應義塾大学病院（慶應義塾大学医学部リウマチ・膠原病内科）を中心に行う。対
象は、本研究に同意の得られた治療抵抗性 RA 10 例（2剤以上の生物学的製剤に不応で中等度以
上の疾患活動性が残存している。）に加え、典型的な RA 10 例（未治療、抗 CCP 抗体陽性例）を
コントロール群とし、計 20 名程度とする。十分実現可能な対象数であるが、難渋する場合でも
当科の研究ミーティングでの周知徹底し円滑な患者リクルートを目指す。 
 
超音波ガイド下滑膜生検は、予め安全を採血、事前超音波検査で確認したうえで行う。皮下、
および関節内の局所麻酔を十分に行い、半自動生検針を用いて、直接超音波ガイド下に関節滑膜
生検を行う。また、滑膜検体に対応する血液・関節液の採取を一般的な検査に追加する形か、残
余検体で予定している。本生検法の安全性確認試験において、刺入部の出血、腫脹、疼痛などの
合併症は認められなかったが、患者に重篤合併症が生じた際は、試料採取を中止する。 
 
得られた滑膜組織の病理組織学的検討、および末梢血、滑膜細胞の解析は、慶應義塾大学医学
部リウマチ・膠原病内科研究室で行う。滑膜組織切片は病理組織学的検討を目的として一部を別
離した後、残った滑膜検体はホモジェナイズし、得られた細胞について、マスサイトメトリー、
シングルセル解析を行う。遺伝子オントロジー解析、パスウエイ解析、ネットワーク解析、主成
分分析などの最新のバイオインフォマティック解析法を駆使し多面的な検討を行い、これによ
り治療抵抗性 RA における細胞成分のトランスクリプトームプロファイリングを行う。 
 
 



 
 
４．研究成果 
関節エコーガイド下滑膜生検の安全性、認容性を確認したパイロット研究の論文を報告した。
(Kondo Y, Suzuki K, Inoue Y, Sakata K, Takahashi C, Kaneko Y, Takeuchi T. Safety and 
tolerability of ultrasound-guided synovial needle biopsy in Japanese arthritis patients. 
Mod Rheumatol. 2020 Nov 20:1-9.)  
最終的に 4年間で治療抵抗性 RA 6 例（予定では 10 例、定義：2剤以上の生物学的製剤に不応
で中等度以上の疾患活動性が残存している。）に加え、典型的な RA 3 例（予定では 10 例、定義：
未治療、抗 CCP 抗体陽性例）をコントロール群とし、その他の関節炎合わせて、計 18 名程度を
リクルートし、超音波ガイド下滑膜生検法により新鮮な滑膜を採取した。2020年2月以降、COVID-
19 パンデミックに際しその臨床、および COVID-19 のワクチンや免疫病態に関わる研究に従事し
たため、研究進捗の遅れが発生してしまったが、最終年度である 2023 年度は 10件の関節エコー
ガイド下滑膜生検を実施した。一般的な病理学的解析、免疫組織学的解析に加え、解析途中では
あるが CyTOF システムを用いたマスサイトメトリーによる詳細な細胞サブセット解析、シング
ルセルの RNA シーケンシングによる遺伝子発現の網羅的解析を行い、現時点では解析の途中段
階であるものの、治療抵抗性関節リウマチ患者や、高齢発症関節リウマチの症例に特徴的な滑膜
浸潤細胞サブセットが見出され、現在報告準備中である。 
今後この知見をもとに、再現性を確認するため、症例数を増やすためことを目的とした多施設
共同研究の計画、実行する予定である。今後も本研究を継続し、同時に採取した末梢血解析、採
取可能であれば関節液、採血データ、臨床画像などの臨床情報と組み合わせることにより、治療
抵抗性 RA の病態を明らかにし、最終的に治療アルゴリズムを確立することを予定している。 
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