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 研究成果の概要（和文）：関節リウマチにおける脳血管内皮障害は、脳梗塞の発症リスクを上昇させ、また、血液脳関門（BBB）機能の脆弱化による治療薬物の中枢有害作用発現の危険因子ともなる。そこで、関節リウマチのモデル動物としてコラーゲン誘導関節炎(CIA)マウスを使用しBBB機能障害について解析を行った。CIAマウスでは、脳血管透過性が亢進ならびに TJsタンパク質発現の減少が観察され、BBB 機能が障害されていることが判った。さらに、関節リウマチ病態下において発現増加する S100A4が、脳血管内皮細胞に作用し、TJsタンパク質の発現を減少させ、脳血管透過性を亢進させることが示唆された。以上、本研究は、関節リウマチにおける S100A4の増加が BBB機能を脆弱化させることを示唆する実験証拠を提示し、関節リウマチの薬物治療における白質脳症の発症に関与する可能性を示唆するのである。 
 研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease associated with chronic 

inflammation of the joints. RA has been shown to increase the morbidity of and mortality due to 

cardiovascular and cerebrovascular diseases. This study was aimed at evaluating a role of S100A4 in the 

mediation of blood–brain barrier (BBB) dysfunction in CIA mice. Cerebrovascular permeability and 

serum levels of S100A4 were increased in CIA mice. Increased S100A4 levels in the serum are closely 

correlated with hyperpermeability of the cerebrovascular endothelium. S100A4 increased paracellular 

permeability of the mouse brain capillary endothelial cells (MBECs). S100A4 reduced the expression of 

occludin, a tight junction protein in MBECs. These findings suggest that S100A4 increases paracellular 

permeability of MBECs by decreasing expression levels of occludin. The present study highlights a 

potential role for S100A4 in BBB dysfunction underlying cerebrovascular diseases in patients with RA. 
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近、国内外において免疫抑制製剤の使用による白質脳症（脱髄疾患）の有害事象が報告された。その症状としては言語障害・認知障害・運動障害が起き、進行すると意識障害により昏睡状態になることもある。さらにその診断には頭部 MRI検査を必要とし、他の病態（脳血管障害など）との判別など容易ではない。しかし、白質脳症の発症機構については不明である。従って、このリスクを最小限にとどめ、有効性を最大限に発揮させるためにも、免疫抑制製剤による白質脳症の発症予測・回避対策の構築は、医療薬学研究の緊急課題である。 白質脳症はシクロスポリン、タクロリムス、メトトレキサートなどの免疫抑制薬でも発症する。関節リウマチの治療において免疫抑制製剤はメトトレキサートと併用使用されることが多く、さらに免疫抑制製剤使用の拡大を考慮すると白質脳症発症機序の解明は急務である。米国において、免疫抑制製剤の使用により致死的で非可逆的な進行性白質脳症の発症が報告されており、原因として JCウィルスの感染が指摘されているが、免疫抑制製剤による白質脳症の所見の多くは可逆性であり、JC ウィルスも検出されていない。そこで本研究は、生物学的製剤によって誘発される白質脳症の発症機序を明らかにし、生物学的製剤による中枢性副作用発現の予測・回避策の基盤を提示する。  ２．研究の目的 血液脳関門(BBB)は、末梢循環から脳への物質の遮断と取り込みという二律相反を、その構成単位である脳微小血管内皮細胞、アストロサイト、ペリサイトの 3種類の細胞が機能的に一体となって克服した高度機能分化システムである。BBB は脳微小血管内皮細胞同士が密着結合(TJs)を形成することにより細胞間が隙間なく閉じられおり、多くの物質の脳内移行を制限している。TJsは、occludin や claudine-5 といった膜貫通型タンパク質および、ZO-1などの細胞質内の膜裏打ちタンパク質からなる複合体で、これらのタンパク質により TJs構造は保持され、脳への物質移行を厳密に制御している。また、BBB においては、P-糖タンパク質やⅠ型グルコーストランスポーター等の基質特異性、輸送方向性、発現極性を有する多様なトランスポーターが脳血管内皮細胞に発現しており、糖・アミノ酸・ヌクレオチド等の選択的取り込み、薬物・毒物等の血液側への汲み出しを行うことによっても関門機能維持を担っている。BBB機能はアルツハイマー病、脳虚血などの中枢神経変性疾患において障害されることが知られている。また近年、BBB 障害は中枢神経変性疾患以外の痛みや炎症によっても誘導

されることが報告された。さらに我々は、リポポリサッカライドの末梢投与により誘発した急性の全身性炎症マウスにおいて BBB機能が破綻し、脳内炎症反応が惹起されることをすでに報告した。しかし、関節リウマチなどの慢性炎症における BBB機能病態については不明な点が多い。  関節リウマチは関節炎と進行性関節破壊を主症状とする慢性炎症疾患であり、罹患年数とともに関節破壊・機能障害が進行して、重篤な運動機能障害に陥り、ADLの阻害・QOLの低下を惹き起こす。関節リウマチは、免疫機能亢進を基盤とする慢性炎症性自己免疫疾患であることは明らかであるが、いまだに病因・病態は明らかでない。関節リウマチ患者において心筋梗塞や脳梗塞のリスクが有意に高いことが報告されている。この関節リウマチにおける心筋梗塞、脳梗塞の高い発症リスクの背景には血管内皮障害が挙げられる。また、関節リウマチにおける脳血管内皮障害は、脳梗塞の発症リスクを上昇させるだけでなく、BBB 機能の脆弱化により治療薬物の中枢有害作用を惹起する危険性をも孕んでいる。この薬物中枢有害作用を最小限にとどめ治療薬物の有効性を最大限に発揮させるためにも、関節リウマチにおける BBB機能病態の解析は医療薬学研究の重要課題である。本研究では、関節リウマチのモデル動物としてコラーゲン誘導関節炎マウスを使用し、BBB 機能障害について解析を行った。さらに、関節リウマチ病態下において BBB機能障害を惹き起こす因子について、関節リウマチ患者において発現増加する S100A4 に着目し解析を行った。  ３．研究の方法 （１）コラーゲン誘導関節炎（CIA）  コラーゲン誘導関節炎は、Ⅱ型コラーゲンと完全フロイントアジュバントを 1:1に混ぜ安定なエマルジョンとし、その 0.1mLをマウスの尾の付け根に皮内注射した。Ⅱ型コラーゲンを免疫しないマウスを対照群として使用した。Ⅱ型コラーゲン免疫後 21日目から 2日おきに四肢の関節炎症を評価した。関節炎症は 0から 4の 5段階でスコア化し、四肢の関節炎スコアを合計したトータル関節炎スコアで評価した。 （２）脳血管透過性の定量  ハロタン麻酔下においてコラーゲン誘導関節炎マウス及び対照群マウスの鎖骨下静脈を露出し、フルオレセインナトリウム(Na-F)を鎖骨下静脈から投与した。PBS で全身を灌流脱血し、脳を摘出後、ホモジナイズして蛍光強度を測定した。 （３）マウス血清中 S100A4濃度測定 



 

 

マウス血清中 S100A4濃度測定には ELISAを用いた。イムノモジュールに抗 S100A4抗体を 100μL入れ、4 ℃で一晩処理した。ブロッキング後、TBSで洗浄し、希釈した血清とビオチン化した抗 S100A4抗体を入れ、90分間処理した。T-TBSで洗浄した後、HRP標識ストレプトアビジンを入れ、室温で 1時間処理した。発色基質を入れ吸光度を測定した。 （４）TJsタンパク質の蛍光免疫染色        コラーゲン誘導関節炎マウスおよび対照群マウスを PBSで灌流脱血後、脳を摘出し、-25℃のイソペンタンで凍結させ、凍結冠状切片（10μm ）を作成した。切片作成後、-アセトンにて固定し、組織試料とした。組織試料は、ブロッキング後、1次抗体（抗Occludin抗体、抗 CD31抗体）を一晩処理した。1次抗体処理後、2次抗体を処理した。染色した組織標本は Biozero（KEYENCE BZ-8000）を用いて観察・解析した。なお、血管腔の直径が 50μm以下のものを脳微小血管と定義し観察した。 （５）マウス脳血管内皮細胞(MBEC)  ICR マウスの大脳皮質を単離し、タイプⅡコラゲナーゼと DNase Ⅰにて処理した。20% BSA-DMEMを加え遠心分離後、ペレットをコラゲナーゼ-ディスパーゼと DNase Ⅰにて処理した。33% パーコール溶に重層し、1 遠心分離後、脳毛細血管片を回収した。得られた脳毛細血管片を 37℃、5% CO2/95% 大気下で 4日間培養後、TranswellⓇ(Costar)インサートにて 7日間培養して MBECを得た。 （６）MBEC細胞透過性    MBEC 細胞透過性は Na-F 透過係数を指標とした。Na-F をインサートに添加した後、30、60、90、120 分後にサンプルを採取し、サンプルの蛍光強度を用いて測定し、クリアランスと透過係数を算出した。 （７）経内皮電気抵抗値(TEER)測定  TEERは Endohmeと EVOM resistance meter ( World Precision Instruments ) を使用して測定した。 （８）ウエスタンブロッティング  コラーゲン誘導関節炎マウスの脳ならびに MBEC よりサンプルを調製し、還元条件化にて SDS-PAGE を行なった。泳動後、分離したタンパク質を PVDF メンブレンに転写した後、ブロッキングし、1次抗体(抗 Occludin 抗体, 抗 ZO-1抗体)を処理した。ペルオキシダーゼ標識 2 次抗体処理後、ECL 法により可視化した。  ４．研究成果 （１）CIA     関節炎症はⅡ型コラーゲン免疫後 21 日目

図１図１図１図１    CIACIACIACIA マウスにおける脳血管透過性の亢マウスにおける脳血管透過性の亢マウスにおける脳血管透過性の亢マウスにおける脳血管透過性の亢進進進進        より発症し始め（発症率 55.9%）、35 日目にすべてのマウスにおいて関節炎が発症した（発症率 100%）。関節炎症は免疫後 50日目まで急激に上昇し、最大となった後、最終評価の 100日目まで継続した(図 1)。  （２）CIA マウスにおける脳血管透過性の亢進  脳血管透過性は、脳内 Na-F 蓄積量により評価した。脳内 Na-F 蓄積量は、対照群と比較して CIAマウスで有意に増加していた。CIAマウスにおける脳内 Na-F 蓄積量の増加を免疫後 21～50 日目（進行期）と 51～100 日目（継続期）に分けてみると、継続期よりも進行期で脳内 Na-F 蓄積量が有意に増加していた (図 1)。関節炎の進行期において BBB機能障害が顕著に発現することを示唆するものと考えられる。 （３）CIA マウスにおける TJs タンパク質発現の減少  CIAマウスにおける occludinの発現は対照群と比較して有意に減少していた(図 2)。また、マウス脳微小血管における occludin の発現を脳血管内皮細胞との蛍光 2重免疫染色によって解析した。対照群において occludinは血管に沿った典型的な連続した染色像を示したのに対し、CIA における occludin の染色像は非連続的なパターンを示した(図２ 矢印)。CIA マウスにおいては、occludin が減少し、BBB 機能が障害されていることが示唆された。 
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図２図２図２図２    CIACIACIACIA マウスにおけるマウスにおけるマウスにおけるマウスにおける TJsTJsTJsTJs タンパク質発タンパク質発タンパク質発タンパク質発現の減少現の減少現の減少現の減少     （４）CIA マウスにおける BBB 機能障害とS100A4との関連     血清中 S100A4 濃度は CIA マウスで有意に増加していた(図３)。脳内 Na-F 蓄積量と血清中 S100A4 濃度をプロットすると、両者に強い正の相関が認められた(図３)。関節リウマチにおいて発現増加する S100A4 が BBB 機能障害に関与する可能性が示唆された。 

図３図３図３図３    CIACIACIACIA マウスにおけるマウスにおけるマウスにおけるマウスにおける BBBBBBBBBBBB 機能障害と機能障害と機能障害と機能障害とS100A4S100A4S100A4S100A4との関連との関連との関連との関連        （５）MBECの TJsに対する S100A4の影響     MBEC を用いて、TJs に対する S100A4 の影響を調べた。S100A4(1000、2000 ng/mL)刺激により MBECの Na-F透過係数は有意に増加し(図４ 上)、TEER 値は有意に低下した(図４ 下)。また、MBECにおける occludinの発現量

図４図４図４図４    MBECMBECMBECMBEC透過性に対する透過性に対する透過性に対する透過性に対する S100A4S100A4S100A4S100A4の影響の影響の影響の影響        は、S100A4刺激により有意に低下した(図５)。関節炎症病態において発現増加する S100A4が、脳血管内皮細胞に作用し、occludinの発現を減少させ、脳血管透過性を亢進させることが示唆された。    

図５図５図５図５    MBMBMBMBECECECECのののの TJsTJsTJsTJsに対するに対するに対するに対する S100A4S100A4S100A4S100A4の影響の影響の影響の影響   以上、CIAマウスの BBB機能は障害されていること、その BBB機能障害は関節炎の進行期において顕著に発現することが示唆された。また CIA マウスの BBB 機能障害におけるS100A4の関与について解析した結果、BBB機能障害と血清中 S100A4 濃度に強い相関が認められ、関節リウマチにおいて発現増加するS100A4が BBB機能障害に関与する可能性が示唆された。また、S100A4 は MBEC 透過性を有意に亢進させ、occludinの発現量を減少させた。関節炎症病態において発現増加するS100A4 が、脳血管内皮細胞に作用し、occludinの発現を減少させ、脳血管透過性を亢進させることが示唆された。以上、本研究
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は、関節リウマチにおける S100A4 の増加がBBB 機能を脆弱化させることを示唆する実験証拠を提示し、本疾病患者の薬物治療における中枢有害作用発現の危険性に注意を喚起するべく根拠となるものである。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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