
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５０

基盤研究(C)

2014～2012

関節リウマチの関節破壊を促進する単球と関節修復に関わる単球の解析

Analysis of monocytes involved in joint destruction and joint repair in rheumatoid 
arthritis

４０３３８３７２研究者番号：

瀬田　範行（seta, noriyuki）

東京歯科大学・歯学部・准教授

研究期間：

２４５９１４５５

平成 年 月 日現在２７   ５ １４

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：末梢血中の関節を障害する可能性のあるCD14+CD15+CXCR4low単球
と保護する可能性のあるCD14+CD15-CXCR4high単球の比率は関節リウマチ（RA）患者では健常人に比べて有意に関節を
障害する単球へと偏奇していた。また、両細胞群間でサイトカインやケモカイン受容体の発現パターンの違いが見られ
た、異なる因子に制御されている可能が示唆された。一方、未治療RA患者では健常人に比べてCD14brightCD16- (class
ical) 単球の割合が多く、治療反応良好群ではその割合が有意に減少した。以上よりclassical単球も悪玉単球の可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The number of circulating CD14+CD15-CXCR4high monocytes (Mos) possibly involved 
in joint repair in RA decreased in RA patients compared with that in healthy donors. Moreover, the 
expression of IL-6, TNF alpha, and CCR5 were high in CD14+CD15+CXCR4low Mos possibly involved in joint 
destruction in RA, and the expression of CX3CR1 was high in CD14+CD15-CXCR4high Mos, indicating that 
these cell groups may be controled by different factors. Furhtermore, the number of circulating 
CD14brightCD16- (classical) Mos decreased in RA patients compared with that in healthy donors, and 
classical Mos were decreased in RA patients with a response to methotrexate after treatment. These 
results indicate that classical Mos also may involve in the joint destruction.

研究分野： リウマチ学

キーワード： 関節リウマチ　末梢血単球
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまで関節リウマチ（RA）病態形
成における末梢血 CD14+単球の役割を解明す
るため研究を行ってきた。その中で健常人末
梢 血 に は ほ と ん ど 存 在 し な い
CD14+CD15+CD34+細胞が RA 患者末梢血には有
意に存在することを見出した。一方、骨芽細
胞や軟骨細胞へ分化しえる単球由来多能性
細 胞 の 前 駆 細 胞 が 多 く 含 ま れ る
CD14+CXCR4high細胞が健常人と比べて RA 患者
末梢血中では少なく、高活動性 RA 患者の末
梢血で更に少ないことも見出した。この研究
成果から、これら細胞がそれぞれ「関節破壊
を促進する悪玉単球と関節修復に関わる善
玉単球」であるという仮説を着想した。 
 
２．研究の目的 
「末梢血 CD14+単球中には関節破壊を促進す
る悪玉単球と関節の修復に関わる善玉単球
が存在する」という仮説を立証するために両
細胞群間の数的および質的違いを明らかに
して、RA 病態形成における末梢血単球の役割
を明確にすること. 
 
３．研究の方法 
文書による同意が得られた RA 患者 16名（平
均年齢 52.3 歳、男性 4名）と健常人 14 名（平
均年齢 32.2 歳、男性 7 名）から得た末梢血
から比重遠心法で末梢血単核球(PBMC)を分
離して CD14 (RM052)、CD15 (80H5)、CXCR4 
(12G5)の発現をフローサイトメトリーで解
析した。そして、関節を障害する単球
（CD14+CD15+CXCR4low 単球）と保護する単球
（CD14+CD15-CXCR4high単球）の比率を算出して、
RA 患者と健常人で比較した。更に、別の RA
患者 23 名（平均年齢 56.8 歳、男性 7名）と
健常人 12 名（平均年齢 30.6 歳、男性 12 名）
の PBMC をそれぞれプールし(RA:109個、健常
人:109個)、フローサイトメトリー（MoFlo™）
で関節を障害する単球（CD14+CD15+CXCR4low単
球 ） と 関 節 を 保 護 す る 単 球
（CD14+CD15-CXCR4high単球）を分離した。そし
て、この二つの細胞群における IL-1、IL-6、
IL-8、TNFα、MCP-1、CCR1、CCR2、CCR5、CX3CR1
の発現を半定量的 PCR または Real-time PCR
で解析し、その発現を RA と健常人で比較し
た。半定量的 PCR では、バンドの強さを
Image/J® software で測定し、GDPAH の発現量
で補正した。 
また、メトトレキサート（MTX）による加療
を受けた RA患者３８名から得られた PBMC に
おける CD16、CD14 の発現をフローサイトメ
ト リ ー で 測 定 し 、 CD14bright CD16+ 
(intermediate) 単 球 、 CD14bright CD16- 
(classical) 単 球 、 CD14dim CD16+ 
(nonclassical) 単球の治療前後の変化を解
析した。 
 
４．研究成果 
１） 末梢血中の関節を障害する単球と保護

する単球の比率の検討 
フローサイトメトリーで CD14+細胞にゲート
をかけたのち、CD15 と CXCR4 で展開して、図
１ の よ う に 関 節 を 障 害 す る 単 球
（CD14+CD15+CXCR4low 単球）と関節を保護す
る単球（CD14+CD15-CXCR4high単球）の比率を算
出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 関節を障害する単球と保護する単球
の比率（代表例を提示） 
 
関節を障害する単球/関節を修復する単球の
比率を RA 患者と健常人で比較したところ、
RA 患者で有意に高く、健常人に比べて関節を
障害する単球へと偏奇していた（p  0.01）
(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ RA 患者と健常人の関節を障害する単
球と保護する単球の比率の比較 
 
２） 末梢血中の関節を障害する単球と関節

を保護する単球の遺伝子発現プロファ
イルの検討 

図 ３ の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
（MoFlo™）を用いて RA 患者および健常人の
PBMC か ら 関 節 を 障 害 す る 単 球
（CD14+CD15+CXCR4low単球）と関節を保護する
単球（CD14+CD15-CXCR4high単球）を高率に含む
分画を分離した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ フローサイトメトリーを用いた RA 患
者と健常人の関節を障害する単球と保護す
る単球の分離 



まず、この二つの細胞群における遺伝子発現
プロファイルを健常人サンプルを用いて半
定量的 PCR で解析した。その結果、TNFは関
節を障害する単球で、IL-6 と CX3CR1 は関節
を保護する単球で発現レベルが高かった（図
４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 健常人の関節を障害する単球と保護
する単球の遺伝子発現プロファイル（半定量
的 PCR） 
半定量的 PCR で発現差のみられた TNF、IL-6、
CX3CR1 に、以前に行ったフローサイトメトリ
ーの検討で健常人に比べて有意に RA で発現
レベルが高かった CCR5 を加えて、４つの遺
伝子の発現を RA 患者と健常人由来サンプル
を用いて Real-time PCR で調べた（図５）。
結果は、半定量的 PCR の結果と同様に TNF
は関節を障害する単球で、CX3CR1 は関節を保
護する単球で発現レベルが高かった。一方、
IL-6 の発現は半定量的 PCR の結果と異なり、
関節を障害する単球で発現レベルが高かっ
た。CCR5 の発現は、関節を障害する単球で発
現レベルが高かった。TNF、IL-6、CCR5 の発
現レベルは、健常人に比べて RA 患者で高い
傾向を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
図４ RA 患者と健常人の関節を障害する単
球と保護する単球の TNF、IL-6、CX3CR1、CCR5
の発現（Real-time PCR） 
 
３） 末梢血 CD14+単球の亜集団の数的検討 
 
CD14bright CD16+ (intermediate) 単球は健常
人と比較して RA 患者で明らかに多く
（14.86±6.62% vs 7.59±1.75%) (p<0.001)、
CD14dim CD16+ (nonclassical)は逆に少なかっ
た(70.96±9.22% vs 82.19±5.69) (p<0.001)。
intermediate単球の割合はMTXの治療前と後
のいずれにおいても RA の疾患活動性指標で
ある DAS28-ESR と有意な相関がみられ、疾患
活動性が高いと intermediate 単球の割合が
高いことが判明した(治療前 r=0.49、 

p=0.003 治療後 r=0.47、p=0.006)。更に、
MTX に対する治療反応性が良好だった群（治
療 後 に DAS28-ESR ＜ 3.2 で 治 療 前 後 で
DAS28-ESR が 1.2 を超えて低下した患者）で
は治療前後で intermediate 単球の割合有意
に低下していたのに対して、治療反応性に乏
しかった群では有意な低下が見られなかっ
た(p=0.004 vs 0.10). 
 
考察 
本研究結果より、末梢血中の関節を障害する
単球と保護する単球の比率は、RA 患者で関節
を障害する単球へと偏奇していることが明
らかになり、RA の病態において関節を障害す
る単球と関節を保護する単球が関与すると
いう仮説の妥当性が確認された。また、関節
を障害する単球と保護する単球の遺伝子発
現プロファイルに明らかな差がみられた。特
に、関節を障害する単球では TNF、IL-6 と
いう炎症性サイトカインの発現が亢進して
いた。RA に対する分子標的治療薬の主要な標
的分子が関節を障害する単球で発現レベル
が高かったことより、関節を障害する単球そ
のものが今後の新たな治療標的になる可能
性が考えられた。 
一方、関節を障害する単球と保護する単球で
はケモカイン受容体の発現レベルに差がみ
られた。関節を障害する単球では CCR5 の発
現が高かった。CCR5のリガンドとしてMIP-1
や RANTES が知られている。関節を保護する
単 球 は 障 害 す る 単 球 に 比 べ て
fractalkine/CX3CL1 に対する受容体である
CX3CR1 の発現レベルが高いことが判明した。
RA 関節滑膜に存在するマクロファージ、線維
芽 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 、 樹 状 細 胞 が
fractalkine を発現して、単球やリンパ球の
関節への浸潤を促すことで関節炎の病態に
関わるという報告がある。また、骨芽細胞が
fractalkine を高発現し、 CX3CR1 を高発現
する破骨細胞の前駆細胞を引き寄せ、破骨細
胞への分化を誘導するという報告もある。従
って、関節を保護する単球も骨芽細胞に発現
するfractalkineが集簇する骨形成局所にリ
クルートされる可能性がある。さらに、単球
自身が骨芽細胞へ分化し、関節の保護に寄与
する可能性が想定された。 
 これまでの検討結果と合わせて以下の病
態が想定される。RA の末梢血中には関節を障
害する単球と保護する単球という異なる細
胞群が存在し、関節を障害する単球は MIP-1
αやRANTESの受容体である CCR5を高発現し
ており、関節を保護する単球は SDF-1 や
Fractalkine の受容体である CXCR4 や CX3CR1
を高発現していることより、これら２つの細
胞はそれぞれ異なるケモカインによって動
態を制御されている（図６）。また、RA 患者
は健常人に比べて末梢血中の関節を障害す
る単球の比率が高かったことから、この２つ
の細胞群の量的バランスは RA と健常人の間
で異なる（図７）。 



 最後に、今回の結果では IL-6 の発現パタ
ーンが半定量的 PCR と Real-time PCR では異
なっていたが、この理由は不明である。しか
し、本検討は PBMC をプールして得た RA 患者
と健常人由来のそれぞれ１サンプルのみを
用いた検討であることより、今後は新たな対
象者のプール検体を用いた再検討が必要と
考えられた。 
一方、CD14+単球の亜集団である CD14bright 
CD16+ (intermediate) 単 球 、 CD14bright 
CD16- (classical) 単球、 CD14dim CD16+ 
(nonclassical) 単球に着目した検討で、
intermediate 単球は健常人と比較して RA 患
者で明らかに多く、その割合は RA の疾患活
動性と強く相関した。更に、intermediate 単
球の割合はMTXに対する治療反応が良好であ
った患者群では有意に低下したのに対して
治療反応性治療反応性に乏しかった群では
有意な低下が見られなかったことから、
intermediate 単球も RA の病態を促進してい
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 

 
図６ RA 病態における関節を障害する単球
と保護する単球の動態と役割（仮説） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７ 健常人と RA 患者における関節を障害
する単球と保護する単球の量的バランス（仮
説） 
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