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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者より末梢血単核球を採取し、細胞分画でのMS4A4A発現解析を行っ 
た。対象として、健常人以外にリウマチ性多発筋痛症患者の末梢血単核球を用いた。MS4A4A発現は単球のみでみ
られ、関節リウマチ特異的発現上昇であった。3つの単球サブセット分画ではいずれも有意に高い発現レベルを
認め、他2群と比較して関節リウマチ患者では有意に発現が上昇していた。先行研究で見られていた疾患活動性
との相関も見られなかったが、血清中のIL-4とIFN-gとの相関が見られたことから、病態との関連が示唆され
た。疾患活動性との相関については縦断的であったことが一因と考え、前向きに検体収集中である。

研究成果の概要（英文）：Peripheral blood mononuclear cells were collected from patients with 
rheumatoid arthritis, and MS4A4A expression was analyzed. MS4A4A expression was found only in 
monocytes and was specifically elevated in rheumatoid arthritis patients. The three monocyte subset 
fractions all showed significantly higher expression levels, in rheumatoid arthritis patients 
compared to the other two groups. No correlation with disease activity, which had been observed in 
previous studies, was found. However, a correlation between serum IL-4 and IFN-γ was observed, 
suggesting a relationship with the pathophysiology. The correlation with disease activity was partly
 due to the cross-sectional nature of the study. 

研究分野：リウマチ学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は関節リウマチの疾患活動性と相関して発現が誘導される遺伝子MS4a4aに着目し、その生体内における役
割と関節リウマチ病態への関わりを明らかにすることを目的としている。ヒトとマウスからの検体を用いること
で疾患特異性を証明し、MS4a4a発現を治療または疾患活動性マーカーとしての可能性を検証する。未だ治癒させ
ることが困難である関節リウマチにおける新たな阻害標的、または未だ主観的評価に頼る疾患活動性をより客観
的に評価することを可能とする研究であり、社会的意義は大きいと考えられる。

※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、病因が未だ明らかでなく、適切な治療が行われなけ

れば関節破壊による日常生活の支障のみならず、心血管イベントや悪性腫瘍発症のリスク上昇

により一般人口より死亡率が高いことで知られる難治性疾患である。TNF-、IL-6などを阻害標

的とする生物学的製剤（bDMARDs）や Janus kinase（JAK）を阻害標的とする分子標的合成抗リ

ウマチ薬（tsDMARDs）により治療は飛躍的に進歩し、死亡率は一般人口に近づきつつあるが、

治療により寛解導入される割合は 30~50%程度に留まっており、b/tsDMARDs が導入されている

RA 患者は全体の 30~50%である。また、寛解状態に入り、その状態を維持できても薬剤投与を

中止することは困難であり、RAの治癒は望めないのが現状である。近年、オミックス技術を用

いた網羅的解析により RA 患者の層別化や個別医療が試みられているが、前述で得られている

個々の医師の経験に基づいた判断と大きな違いを見出すには至っていない。本研究ではその一

因として既存の分子標的抗リウマチ薬が獲得免疫を主な標的としている点に着目した。近年に

なり末梢血単球や末梢組織内マクロファージなどの自然免疫が着目される様になり、新たな治

療アプローチ手段の可能性が考えられている。 

生物学的製剤導入時 RA患者末梢血の網羅的遺伝子発現解析から、疾患活動性指標であるDAS28

と相関する遺伝子群に着目したところ、末梢血単球で高発現するMS4A4A (membrane-spanning 

4-domains, subfamily A, member 4)を同定した。事前検討では、健常者だけでなく RA以上に高

度炎症病態をきたす ANCA 関連血管炎や成人発症スチル病患者末梢血単球での発現と比較して

RAで高発現していることが明らかとなり、疾患特異的発現が示唆された。末梢血単球分画の検

討では、RA の疾患活動性との関連が報告されている CD14+CD16+intermediate 単球での発現が

亢進していた。また、RAモデル動物として一般的に用いられているコラーゲン誘導関節炎マウ

スの滑膜と末梢血においても野生型と比較して高発現していることが確認できた。Intermediate

単球は炎症環境下での破骨細胞分化に関与することが報告されており、マウス骨髄細胞を用い

た破骨細胞分化過程では MS4A4A遺伝子の発現誘導がみられたことから、MS4A4Aが RA患者

の骨破壊と連動した病態分子である可能性を示唆していると考えた。本研究課題では免疫反応

の根幹に関わる単球で RA 特異的に高発現する MS4A4A に着目し、その発現メカニズムの基礎

的検討から病態への関与について、臨床検体と動物モデルを用いて細胞レベルから生体レベル

までの検討を行ない、RA治療における治療標的またはバイオマーカーとしての有用性を明らか

にすることを目的とする。 

 

２．研究の目的 

関節リウマチ病態で末梢血単球特異的に発現する MS4A4A 発現と病態との関連を明らかとし、

治療標的、バイオマーカーとしての有用性を検討する 

 

３．研究の方法 

① 単球系細胞特異的MS4A4A欠損マウス作成 

Ms4a4a floxマウスに関しては、Ms4a4aエクソン 3-6マウス（C57BL/6）を筑波大学で作成し、

LysMCreトランスジェニックマウスと交配し、単球系細胞特異的Ms4a4a欠損マウス（C57/BL6）

を作成する。さらに、DBA/1Ｊマウスとのバッククロスにより、遺伝的背景を DBA/1Jとする。 

② 関節リウマチ患者における末梢血単球および単球由来細胞の分化および機能の解析 



本研究への参加について同意を得られた健常ボランティア、疾患対象群と RA患者の全血 20ml

より末梢血単核細胞（PBMC）を分離した。リンパ球および単球サブセット・蛋白発現について、

フローサイトメトリー（FCM）、免疫染色、ウエスタンブロット法（WB法）、リアルタイム PCR

を用いて評価した。さらに、単球をマクロファージや樹状細胞、破骨細胞といった単球由来成熟

細胞へ分化させ、その表現型や機能、蛋白発現について FCM、免疫染色、WB法、リアルタイ

ム PCR、ELISAによる測定を行った。RAと疾患対象群患者では通常診療において得られる臨

床的項目について収集し、実験結果との相関の有無を統計学的に検証した。 

③ ヒト関節リウマチ患者末梢血単球上MS4A4A発現と病勢との関連解析 

末梢血を用いて PBMCおよび PBMC由来のリンパ球や単球系細胞に分離し、CD14、CD16、

M1/M2マクロファージマーカー・単球マーカーの発現について調べた。さらに、血清中 IL-6・

TNFαなどの RA関連炎症性サイトカインの濃度を測定した。 

④ 単球系細胞株を用いた発現・機能解析 

Raw264, THP-1, U937を用いてMS4A4A発現誘導が報告されているデキサメタゾン、IL-4、

IL-10と上記ヒト RA検体より得られた II型 IFNから IFNでの刺激を行なった。 

 

４．研究成果 

① 単球系細胞特異的 MS4A4A 欠損マウス作成 

2019 年より着手し、MS4A4A floxマウスと LySMCreマウスの交配を終了し、コラーゲン誘導

関節炎発症モデルとして汎用されている DBAバックグラウンドマウスに交配中であり、今後 1-

2継代で戻し交配が終了し、実験に着手する予定である。 

② ヒト関節リウマチ患者末梢血単球上MS4A4A発現と病勢との関連解析 

事前検討にて RA 同等またはそれ以上の炎症病態を呈する ANCA 関連血管炎や成人発症スチル

病の少数例比較において RA患者特異的に単球上MS4A4Aを認めていたことから、より多くの

症例での横断的発現解析を行なった。対象疾患として、前述の疾患数は極めて限られていること

から当科で比較的多くの症例数での発現解析が可能なリウマチ性多発筋痛症（PMR）を対象疾

患とした。事前検討では、いずれの疾患も疾患活動性を有する状態での発現であったが、本検討

では大多数の検討症例は RA と PMR 共に疾患活動性が制御されている状態での横断的発現解

析であった。 

末梢血単球上の発現率に PMR と健常人（HD）の間に違いを認めなかったが、RA では有意に

発現が上昇していた。さらに、単球サブセット毎（classical monocyte; CD14+CD16-, intermediate 

monocyte; CD14+CD16+, non-classical 

monocyte; CD14lowCD16+ ） の

MS4A4A発現率の解析を行なった。

3 つすべてのサブセットにおいて

HDと PMRの間に差を認めず、RA

のみで HD と PMR の双方と比較し

て有意に MS4A4A 発現上昇を認め

た（Figure 1A-D）。単球サブセット

毎の末梢血における割合は HD, 

PMR と RA 間で有意な違いを認めてい

なかった。MS4A4Aに着目するきっかけ

となった研究では、RA の疾患活動性と



の相関を認めていたが、本研究では治療により低疾患活動性以下に制御されている症例の横断

的検討であったことから疾患活動性との相関は認めなかった。そこで、治療内容により、no 

b/tsDMARD、bDMARDと tsDMARDに群分けを行なった。Classical monocyteと intermediate 

monocyte では治療により差は認めなかったが、non-classical monocyte において、tsDMARD

投与群のみで no b/tsDMARDs投与群と比較して有意な発現低下を認めた（Figure 2A-C）。末

梢血サイトカイン濃度の網羅的解析では、non-classical monocyte MS4A4A陽性率と相関を認

めたのは II型 IFNと IL-4であった。 

③ 単球系細胞株を用いた発現・機能解析 

本研究ではヒト、マウスの双方を用いる予定としていたため、期間中の制限された環境において、

細胞株を用いた刺激による MS4A4A 発現誘導を試みたが、わずかな発現誘導のみで、一定した結

果が得られなかったことから、ヒトとマウスより得られる検体解析を行う方針とした。 
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