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研究成果の概要（和文）：

慢性関節炎モデルにSubABを投与するとArthritis Scoreや病理組織学的検討でコントロール

と比較して抑制された。以前我々が示した急性期関節炎モデルマウスと同様の結果であった。破

骨細胞についても病理学的にTRAP染色で減少していることが確認された。次にIn Vitroでの

SubABの効果をマウス骨髄細胞を用いて検討した。SubABで刺激するとRAW264.7細胞、マウス骨髄

細胞から起こる破骨細胞分化が抑制され、TRAP染色陽性細胞の減少が確認できた。このことは

real time PCR法で破骨細胞マーカーを測定することでMRNAレベルでも確認することができた。

研究成果の概要（英文）：
SubAB reduced arthritis score and synovitis in collagen induced arthritis (CIA) model

mice. We used chronic model but the suppressive effects of SubAB was similar to acute
model. We investigate osteoclasts in this model. TRAP positive osteoclasts in SubAB were
less than control in pathological analysis. Next, we investigated the effects of SubAB
to osteoclastogenesis in vitro. SubAB inhibited osteoclastogenesis directly in RAW264.7
cell and mouse bone marrow cell. This concentration of SubAB did not affect
differentiation of macrophage in mouse bone marrow cell.
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１．研究開始当初の背景
関節リウマチなどの炎症性関節炎を引き

起こす疾患では、骨、軟骨の破壊を生じ、最
終的には関節変形のため手術に至ることが

多い。近年、生物学的製剤が登場し、以前と
比べて関節リウマチの手術件数が減少した
という報告もある。（Arthritis Rheum 2004）
しかし全症例に効果が発揮されているわ
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けではなく、更なる研究が急がれる。
我々は、関節リウマチにおける小胞体スト

レス反応にも注目している。RA 滑膜細胞では、
過剰に発現したシノビオリンが小胞体関連
分解(ERAD)として働き、自らの異常増殖に関
与 し て い る (Nature Clinical Practice
Rheumatology 2008)という報告や小胞体関連
シ ャ ペ ロ ン で ある heat shock protein
70(HSP70)が RAの滑膜細胞に高発現している
(Autoimmunity 2009)、また細胞外 HSP70 は
滑膜細胞において TNF-αによって誘導され
る proinflammatory mediator の産生を抑制
する(Arthritis Res Ther 2008)など近年多
くの報告をみる。これらより RA では、小胞
体ストレス関連因子が変形性関節症などの
炎症性疾患と比べると多く発現していて、か
つ HSP70は関節炎モデルマウスの炎症反応を
抑制する(Novartis Found Symp 2008)という
こともわかっている。我々は最近、マクロフ
ァージに標的をしぼった研究ではあるが、
Shiga toxigenic Escherichia coli より精製
されたトキシンで、HSP70 シャペロンの１つ
である GRP78 を分解することで小胞体ストレ
ス反応を引き起こす作用を持つ Subtilase
cytotoxin(Sub AB)をⅡ型コラーゲンカクテ
ルによって誘導される炎症性関節炎モデル
マウスに投与し、関節炎を抑制することを報
告した (J Immunol 2009)。このモデルでは、
病理組織学的な比較検討で骨軟骨の破壊の
程度に明らかな有意差はなかったが、骨破壊
などは抑制傾向であった。しかし、今回使用
したモデルは、炎症反応が 3 週間程度しか継
続しないため、長期間炎症にさらされる RA
患者に例えて骨軟骨破壊を評価するモデル
としては不十分である。以上より小胞体スト
レス反応と関節リウマチの関節炎は深く関
与していると考えられるが、具体的な作用メ
カニズムや小胞体ストレスがどの程度関節
リウマチの炎症反応に寄与しているのかは
依然として不明である。これらをより明確に
解明していくことは、関節リウマチの新たな
治療法の確立につながると考えている。また
骨、軟骨破壊の原因は、破骨細胞の活性化で
あり、今までに多くの研究成果が発表されて
い る 。 破 骨 細 胞 の 活 性 化 因 子 で あ る
RANKL(receptor activator of NF-kappaB
ligand)に対する抗体 Denosumab なども開発
され、RA 患者の structural damage を防いだ
との報告もある(Arthritis Rheum 2008)。こ
のことから、関節リウマチ治療において破骨
細胞はターゲットの１つであるが、現在、破
骨細胞における小胞体ストレスに注目した
検討はなされてなく、破骨細胞分化抑制など
の効果があれば、治療への更なる期待を持つ
ことができる。そこで SubAB の骨への作用に
ついて研究を深めたいと考えた。

２．研究の目的
SubAB の具体的な作用メカニズムや小胞体

ストレスがどの程度関節リウマチの炎症反
応に寄与しているのか確認すること。骨軟骨
破壊といった観点から破骨細胞に注目し、
SubAB の効果を検証すること。

３．研究の方法

（1）Sub AB 小胞体ストレス反応を引き起こ

す薬剤を DBA/1 マウスを使用した数ヶ月観

察可能な関節炎モデルマウスに投与し、骨や

軟骨に対する小胞体ストレスの効果を病理

組織学的にみる。関節炎の評価は、両手関節、

足関節、足部を実際に測定し、スコア化して

評価した。SubAB はマウス 1匹あたり 0.1μg

を腹腔内投与した。同量の PBS を腹腔内に投

与する群を比較対象とした。

（2）Macrophage/monocyte cell line であ

る RAW264.7や mouse 骨髄細胞にRANKLで刺

激をすると破骨細胞に分化する。この実験系

に Sub AB や tunicamycin が破骨細胞の形成

抑制因子として影響をもたらすか検討する。

破骨細胞を TRAP 染色し、数の検討。また、

どの経路で抑制されるか Western blot や

real time PCR 法を用いて RANK の発現、

NF-kappaB の活性化などをみる。

４．研究成果
（1）関節炎モデルマウスの炎症惹起過程に
おいて、2 度目の免疫前に SubAB を投与した
群と PBS を投与した群を比較すると SubAB を
投与した群では、肉眼的にも、スコアでも関
節炎を抑制することができた。（図１）

（図１：Arthritis Score）



（図１ 肉眼所見）
次に病理学的に評価した。HE 染色では、PBS

群では関節近傍の滑膜炎と軟骨破壊、それに
伴う関節裂隙の狭小化が確認できるが、
SubAB 群では滑膜炎は抑制され、関節軟骨及
び関節裂隙も保たれていた。（図２）

（図２）

（2）RAW264.7 cell、mouse bone marrow cell

に RANKL 刺激し破骨細胞分化を起こす系に、

SubAB で共刺激すると破骨細胞分化が抑制

される。RAW264.7 細胞を RANKL50ng/ml で刺

激する際にSubAB100ng/mlで共刺激し3日ご

とに同様の刺激を繰り返し 7 日目に TRAP 染

色を行った。Mouse bone marrow cell では

mouse 大腿骨から骨髄細胞を取り出し、

M-CSF10ng/mlで刺激、2日目にRANKL50ng/ml

で刺激するのと同時に SubAB100ng/ml で刺

激し、10 日目に TRAP 染色を行った。

（図３ 上：RAW264.7 下：mouse bone
marrow）

図３のように ubAB は Mouse bone marrow
cell の破骨細胞分化を抑制した。3人の検者
で肉眼的に TRAP 陽性細胞をカウントしたと
ころ SubAB の濃度依存的に TRAP 陽性細胞が
減少することも確認できた。（図４）

（図４）

SubAB の濃度に関しては、J Immunol 2009
を参考とした。細胞死に関して、FACｓと WST
アッセイを行い検証されている。

SubAB の効果を、MRNA レベルでも確認する
ため、Real-time PCR を行った。図５で mouse
bone marrow cellのデータを示す。Mouse bone
marrow cell に RANKL と M-CSF で刺激するも
のをコントロールとし、SubAB の効果をみた。
SubAB は濃度依存的に破骨細胞マーカーであ
る NFATC1、Cathepsin K を抑制することが確
認された。

（図５ Real-time PCR ：NFATC1）

（図５ Real-time PCR ：Cathepsin K）

PBS SubAB



図５で示した作用は Tapsigargin では見られ
す、SubAB 特異的な反応であることも示唆さ
れた。（図６）

（図６）

次に、同様の実験系で反応経路に関して検
討した。破骨細胞分化のマスタースイッチで
ある RANK の発現を MRNA レベルで確認した。
BBRC2008 で示されていた TGF-βが RANK の
MRNA 発現を増加させる系をポジティブコン
トロールとし、SubAB を同時に刺激すると、
SubAB は RAW264.7 細胞において RANK の発現
を濃度依存的に抑制した。（図７）

（図７ Real-time PCR ：RANK）

これらの結果より SubABは破骨細胞分化に対
して抑制的な効果を持つと考えられる。
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