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研究成果の概要（和文）：脂肪組織より分泌されるレプチンの炎症増悪作用について、関節リウマチ患者から得た滑膜
線維芽細胞(RSF)を用いて検討した。RSFにはレプチン受容体があることを確認し、レプチンを作用させると炎症性サイ
トカインの一つであるインターロイキン(IL)-6の遺伝子発現およびタンパク産生が亢進した。またレプチン処置によっ
て、転写因子STAT3のリン酸化が亢進し、このリン酸化酵素であるJAK2の阻害剤を加えると、レプチンによるIL-6産生
作用が抑制された。以上よりレプチンは、JAK2-STAT3経路を介して、RSFのIL-6産生を促す炎症性サイトカインとして
作用していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine the influence of leptin on the production o
f proinflammatory cytokines by rheumatoid synovial fibroblasts (RSF). We detected leptin receptor mRNAs in
 RSFs. Expression of IL-6 mRNA was enhanced in a concentration-dependent manner by addition of leptin to R
SF. IL-6 secretion by RSF showed an increase after leptin stimulation. A JAK2 inhibitor decreased leptin-i
nduced IL-6 production. Enhanced phosphorylation of STAT3 was observed in RSF after stimulation by leptin.
 Leptin may be one of the proinflammatory cytokines that up-regulates IL-6 production in RSF via activatio
n of JAK2/STAT3. Leptin and JAK/STAT pathway may represent a new alternative therapeutic target in the tre
atment of rheumatoid arthritis.
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１．研究開始当初の背景 
(1) レプチンとは 
近年、脂肪組織は単なるエネルギー蓄積と

いう機能のみならず、一般にアディポカイン
と呼ばれる様々な生理活性物質を分泌する
ホルモン臓器として機能していることが明
らかとなった。レプチンはアディポカインの
一つとして知られており、これまで、糖代謝
やエネルギー恒常性調節における役割につ
いて積極的に研究されてきた。 
(2) 関節リウマチ(rheumatoid arthritis; 
RA)の病態における炎症性サイトカインの役
割 
RA は自己免疫異常を背景とした原因不明

の慢性炎症性疾患であるが、近年その病態研
究が進み、種々の炎症性サイトカインが関与
することが明らかとなった。この疾患の主病
変は関節の滑膜組織の炎症である。RA の病態
形成に関わる炎症性サイトカインとしては、
インターロイキン(interleukin; IL)-1、IL-6
および tumor necrosis factor (TNF)αなど
があり、実際これらを標的とするモノクロー
ナル抗体や可溶性受容体などの生物学的製
剤が RA 患者で著効することが臨床にて証明
されている。しかしこれらの最新治療にもか
かわらず、症状の改善しない患者はなおも認
められ、RA の全ての病態をこれらの炎症性サ
イトカインのみで説明することは出来ない。 
(3) RAの病態におけるアディポカインの役割 
 肥満は変形性関節症(osteoarthritis; OA)
などの関節病変のリスク因子であることは
これまで指摘されていた。しかしこれらの関
節病変は、膝などの加重関節に限って認めら
れるものではなく、手指や手首などの比加重
関節でも見られることから、肥満に由来する
内分泌系の変化が関連することが指摘され
ていた。そこで我々は、RAの病態形成に種々
のアディポカインが関与していることを仮
定し、RA 患者の血中アディポカイン濃度を測
定し解析を行った。すると、レプチン濃度は
男女の別無く、RA 患者において健常コントロ
ールより高値であることが認められた。また、
RA 患者血中レプチン濃度は、炎症の指標とな
る血中 C-reactive protein (CRP)値と正相関
を示し、Body mass index (BMI)等で補正を
しても有意に認められた。しかし RA 患者由
来滑膜組織におけるレプチンの作用を検討
した報告は少なく、レプチンの直接作用につ
いては未だ明らかでない点が多い。 
 
２．研究の目的 
 我々は、脂肪組織が分泌するするアディポ
カインに注目し、その代表的分子であるレプ
チンが、RA 患者滑膜において炎症を惹起する
作用機序を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) RA 患者由来滑膜線維芽細胞(RA synovial 
fibroblasts; RSF)の培養 
 本学整形外科にて行われた関節置換術時

に得られた余剰の滑膜組織を酵素処理し、雑
多な細胞群を得た。10%ウシ胎児血清を含む
RPMI-1640 培地で 37℃、5%CO2の条件にてこれ
らを数日間培養し、非接着細胞を除き、接着
細胞である RSF を得た。3-4 継代後の RSF を
実験に用いた。 
(2) Real-time polymerase chain reaction 
(Real-time PCR) 
 IL-1、IL-6 および TNFの mRNA 発現を半
定量的に検討するため、TaqMan 法にて
Real-time PCR を行った。種々の条件にて培
養した RSF より市販のキットを用いて total 
RNA を抽出し、さらに cDNA を合成した。この
cDNA を鋳型とし、IL-1、IL-6 および TNF
に特異的な TaqMan プローブを用いて増幅し
た。検量線より Ct を求め、ハウスキーピン
グ遺伝子である-actin 遺伝子発現量にて補
正後、目的遺伝子の発現量を比較した。 
(3) Reverse transcription–PCR 
 市販のキットを用いて RSF より total RNA
を抽出し、さらに cDNA を合成した。この cDNA
を鋳型とし、レプチン受容体(Ob-Rb、Ob-Re)
および-actin 遺伝子を増幅した。PCR 産物
はアガロース電気泳動後、エチジウムブロマ
イド染色にて確認した。 
(4) ウェスタンブロット法 
 種々の条件にて培養した RSF から、脱リン
酸化酵素阻害剤を添加した試薬にてタンパ
ク抽出を行った。総タンパクを定量後、
Sodium dodecyl sulfate-polyaclylamidegel 
electrophoresis(SDS-PAGE)を行い、さらに
メンブレンに転写した。メンブレンをブロッ
キ ン グ 後 、 抗 signal transducer and 
activator of transcription (STAT) 3 抗体
または抗リン酸化 STAT3 抗体と反応させ、対
応する HRP 標識二次抗体を結合させた。検出
は ECL 試薬を用いて行った。 
(5) サイトカイン測定 
 種々の条件にて RSF を培養し、培養上清中
のサイトカインを市販の Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay (ELISA)キットにて測
定した。 
(6) RNA 干渉によるレプチン受容体発現抑制 
 RSF にレプチン受容体（Ob-Rb）遺伝子に対
する small interfering RNA (siRNA)を導入
し、Ob-Rb の発現を抑制した細胞を得た。対
照としてノンコーディングのsiRNAを導入し
た細胞を作成した。これらの細胞を用いて、
上述の方法にてサイトカイン産生量を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 炎症性サイトカイン発現におけるレプ
チンの作用 
 ヒトリコンビナントレプチンの存在下培
養した RSF における炎症性サイトカインの
mRNA発現について Real-time PCR にて検討し
た。すると、レプチンは濃度に依存して IL-1
および IL-6 の mRNA 発現を増加させた。一方、
TNFの mRNA 発現には変化は認めなかった。 



 さらに、RSF の培養上清中のサイトカイン
産生におけるレプチンの影響について検討
した。レプチンは濃度依存的に RSF からの
IL-6 産生を増加させた(図 1)が、IL-1およ
び TNFの産生には変化を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ レプチンによる IL-6 産生亢進作用 
値は 3回検討した平均値および標準誤差を示
す。有意差検定は Dunnett 検定を行った。 
 
(2) レプチン受容体発現抑制による影響 
 RSF には細胞内シグナル伝達に関与するレ
プチン受容体であるOb-Rbが存在することを
RT-PCR 法にて確認した。そこで、RNA 干渉の
手法を用いてレプチン受容体の発現を抑制
し、レプチンによる IL-6 産生誘導作用に及
ぼす影響を検討した。すると、対照であるノ
ンコーディングsiRNAを導入した細胞で認め
られた IL-6 産生誘導作用が、Ob-Rb 発現を抑
制した RSF では減弱していた(図 2)。 
以上のことから、RSF においてレプチンは、 

Ob-Rb受容体を介してIL-6産生を亢進してい
ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 レプチン受容体発現抑制による影響 
値は 3回検討した平均値および標準誤差を示
す。有意差検定はBonferroni検定を行った。
NC, non-cording. 
 
(3) シグナル伝達機構の解析 
 レプチン受容体下流には、janus kinase 
2(JAK2)-STAT3 経路によるシグナル伝達機構
があることが報告されている。そこで、RSF

においてレプチンがSTAT3のリン酸化を誘導
するか否かをウェスタンブロット法にて検
討した。レプチン存在下培養した RSF では、
レプチンの濃度に依存してSTAT3のリン酸化
が認められた。 
IL-6 も、その受容体下流のシグナル伝達に

はSTAT3リン酸化が存在することが示されて
いる。レプチンによる STAT3 のリン酸化は、
あらかじめ抗 IL-6 抗体を添加していても抑
制されないことから、レプチンにより産生が
誘導された IL-6 による二次的なものでは無
いことが示された。 
 さらに詳細な機序について検討するため、
JAK2 阻害剤 AG490、phosphatidylinositol 
3-kinase(PI3K)阻害剤 LY294002、または
mitogen-activated protein kinase(MAPK)阻
害剤 PD98059 の影響について検討した。RSF
において、レプチンによって誘導される IL-6
産生亢進作用は、AG490 によって有意に抑制
された(図 3)が、LY294002 および PD98059 で
は有意に抑制されなかった。 
 これらのことから、レプチンは JAK2-STAT3
経路を介して、RSF の IL-6 産生を誘導するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 AG490 による影響 
値は 3回検討した平均値および標準誤差を示
す。有意差検定はBonferrone検定を行った。
*, p<0.05; **, p<0.01. 
 
(4) まとめ 
 レプチンは、糖代謝やエネルギー代謝調節
において重要なホルモン様作用を示す生理
活性物質であることはこれまでに報告され
てきた。さらに近年、炎症・免疫反応におけ
るレプチンの役割について検討が進められ
ている。例えば、レプチン欠損マウスでは、
実験的に誘導させた関節炎の重症度が、野生
型に比較して軽度であり、関節の炎症をレプ
チンが増悪させる可能性が示されている。ま
た我々は、RA患者の血中レプチン濃度が健常
コントロールに比べて有意に高く、血中 CRP
値と有意な正相関を示すことを報告してい
る。これらの報告は、炎症性サイトカインと
してのレプチンの役割を示唆している。しか
しこれまで、RSF におけるレプチンの直接的



な炎症増悪作用を示した報告は少なく、その
局所での役割については不明な点が多かっ
た。本研究では、RSF の IL-6 産生をレプチン
が誘導することを初めて示し、炎症性サイト
カインとしてのレプチンの役割について明
らかにすることが出来た。 
 RA は、関節局所における炎症を主たる病態
とする全身性炎症性疾患であり、その発症要
因は未だ不明である。病態が進行すると、関
節破壊がもたらされ、患者の Quality of Life
を著しく低下させる。RA の治療は、抗炎症効
果や免疫調節作用を持つ薬物が使用され、従
来使用されてきたステロイド、非ステロイド
抗炎症薬および疾患修飾抗リウマチ薬など
に加え、抗サイトカイン抗体などのいわゆる
生物学的製剤が用いられている。近年治療の
選択肢が増えたことにより、病勢のコントロ
ールは可能になりつつあるが、治療薬への反
応性が患者個々で異なることも事実である。 
 その理由としては、RA が多様な因子によっ
て規定される疾患であることが考えられる。
多くの基礎研究および臨床研究にて、その病
態への関与が明らかにされた TNFや IL-6 の
他にも、RA の発症や増悪に関わる生体内物質
が存在する可能性がある。 
この観点より、本研究にてレプチンの新た

な炎症増悪作用が示されたことは意義があ
る。既知の炎症性サイトカインに加え、レプ
チンを標的とする RA の新たな治療戦略のき
っかけになるものと考えている。 
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