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研究成果の概要（和文）：type IIコラーゲンで免疫し関節炎を発症させたラットコラーゲン関節炎モデルにおいて明
らかに関節発症後に新規ペプチドを腹腔内投与しその治療効果を検討した。C1qペプチド投与群では明らかに関節炎は
抑制されており、関節局所での炎症性サイトカインTNF alphaの発現が抑制されていた。治療したマウスの大腿骨骨髄
細胞を用いた破骨細胞誘導では治療群で明に破骨細胞誘導が抑制された。
ヒト滑膜細胞培養系における新規ペプチドによる作用機序の検討を行いC1qペプチドによりヒトリウマチ滑膜細胞から
の炎症性サイトカインならびにMMP-3産生抑制が認められた。

研究成果の概要（英文）：Using type II collagen induced arthritis model, we confirmed the suppressive 
effect of C1q peptide on destructive progression of affected joints, and local expresso of TNF alpha was 
suppressed by C1q peptide compared to control group. Induction of trap positive multinuclear cells 
(osteoclasts) from mouse bone mallow cells with RANKL, osteoclast induction was prohibited in C1q therapy 
group compared to control group.
In vitro study using fibroblast cells derived from human rheumatoid arthritis, adding C1q peptide 
resulted significant inhibition of pro-inflammatory cytokines and matrix metallo-proteinase production.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチ(Rheumatoid Arthritis; RA)は

世界中で人口の 0.5-1.0%という高率の発症

を認め、日本でも 70 万人以上の患者が存在

する。重度の関節機能の低下をきたし、その

障害を防止する治療法の開発は社会的にも

急務である。近年では抗体療法に代表される

生物学的製剤が注目されており、従来の抗 RA

剤では期待できなかった骨・関節破壊の進行

を抑制する可能性が示唆されているが、有効

率(60%)や重篤な副作用の出現頻度が高いこ

と、患者の経済的負担など、まだまだ問題点

が山積しているのが現状である。一方補体 C1

の構成成分 C1q は、RA 患者における予後の重

篤性と正の相関関係を持つほか、SLE 病態の

疾患活動性と負の相関関係を持つなど、自己

免疫疾患の病態に深く関っていることが明

らかにされている。RA 患者はその関節破壊の

重篤度により、小関節破壊（LES）型と呼ば

れる罹患後 10 年以上が経過しても関節破壊

の軽度な群と、多関節破壊（MES）型やムチ

ランス（MUD）型などの多関節に及ぶ重篤な

関節破壊に陥る群の２つに大別される。その

自然経過予後を有効に診断する方法として

血清中のC1qレベルが有用であることが報告

されている（ Ochi T et al, Arthritis 

Rheum.1988 Jan;31(1):37-73）。本研究で使

用する主なペプチドは、RA予後診断の目的で

開発された C1qに特異的に結合する抗 C1qモ

ノクローナル抗体の作製過程で実施した抗

体認識エピトープ解析により、本提案シーズ

のリード化合物である、6 残基を基本とする

新規アミノ酸配列を有するペプチドが発見

された。その後の基礎的検討で、本ペプチド

は IgG に結合することにより、IgG と C1q の

結合を阻害する作用を有することが明らか

となり、本ペプチドが IgG と C1q との結合を

阻害し、C1q の活性化を抑制するという作用

機序に基づいて免疫複合体による補体活性

化を抑制することが推定された。本研究で用

いるペプチド自体に新規性がりかつ補体活

性抑制により関節炎による関節破壊抑制を

試みる類似の研究は国内外において現時点

で行なわれていない。 

 

２．研究の目的 

本研究は C1q由来の新規 6残基アミノ酸配列

を有するペプチドによる IgGと C1q の結合阻

害による補体活性抑制を原理とした関節リ

ウマチ治療薬の開発を目的としている。関節

リウマチに代表される自己免疫疾患におい

て、自己抗体の産生やそれに伴う免疫複合体

の形成による補体系の活性化が主たる病因、

病態の一つとされてきた。本研究で開発する

ペプチドには、IgG に結合することで抗原抗

体複合体への補体の結合を阻害する作用が

あり、これによって以降の補体系の活性化を

抑制し、関節リウマチの治療に寄与する可能

性があると考えている。 

３．研究の方法 

実験的関節炎モデル動物での新規ペプチド

による治療効果の検討 

type II コラーゲンで免疫し関節炎を発症さ

せたラットコラーゲン関節炎モデルにおい

て明らかに関節発症後に新規ペプチドを腹

腔内投与しその治療効果を検討する。対照薬

として現在関節リウマチ治療でゴールデン

スタンダードとして使用されているメトト

レキセートを使用する。我々はこれまで本実

験的関節炎モデルを15年以上使用しており、

ラットにおける発症率は 98%以上であり、か

つ視覚的に初回免疫後10-12日で関節炎を発

症する。したがって初回免疫後 14 日よりペ

プチド投与を開始し 49 日をエンドポイント

として経時的に関節炎スコアーを調査し、49

日での画像（X−p およびマイクロ CT）,組織

学的検討を行なう。組織学的には通常の H&E



染色、アリザリン染色に加え C1q および IgG

の免疫染色を行い罹患関節局所での新規ペ

プチド投与による C1q, IgG 複合体形成への

影響を検討する。使用するペプチドはその濃

度を少なくとも２、３ドーズで設定し検討す

る。安全性を検討する目的で各種主要臓器も

摘出し組織学的に異常の有無につき検討を

行なう。 

実験的関節炎モデル動物おける新規ペプチ

ドによる作用機序の検討 

新規ペプチドの作用機序を調べる目的で上

記実験的関節炎モデルを用い、同様のプロト

コールで治療を開始し、初回免疫より 21 日

後にラットを屠殺し、足関節部より RNA を抽

出し TNF alpha, IL-1 beta, MMPs の発現を

real-time PCR を用いて行なう。 

同時に血清を採取し、血清中の C1q, TNF 

alpha, IL-1 beta タンパクレベルを ELISA を

用い検討する。さらに関節破壊に重要な役割

を果たす破骨細胞系への影響を検討する目

的で、屠殺したラット大腿骨骨髄内より骨髄

細胞を採取し、M-CSF, RANKL で刺激し破骨細

胞を誘導し、新規ペプチド投与による破骨細

胞誘導に対する影響を TRAP 染色による多核

細胞数や pit formation による骨吸収活性を

検討し明にする。 

ヒト RA 培養滑膜細胞に対する新規ペプチド

の作用機序および反応性の検討 

リウマチ患者の手術時に得られた滑膜組織

を使用し培養滑膜細胞を樹立する。対照群は

変形性関節症の患者より得られた培養滑膜

細胞とする。ヒト RA 培養滑膜細胞を TNF 

alphaで刺激し新規ペプチドを添加し24hr後

に RNAを抽出し RNAレベルの各種炎症性サイ

トカイン、MMP3 発現レベルを real-time PCR

で検討する。 

 

４．研究成果 

関節炎モデルでの検討に記載したコラーゲン

関節炎を惹起させたラットから試験終了時に

足関節部位を採取し、罹患関節局所における

画像評価、組織学的評価を行い、炎症サイト

カインの遺伝子レベルでの発現についても検

討を行った。その結果、C1qペプチド投与によ

り画像および組織学的に関節破壊は有意に抑

制されていた。罹患足関節局所でのTNF alpha 

の発現は有意に抑制されていた。また、同関

節炎モデルの罹患関節局所から大腿骨骨髄細

胞を採取し、M-CSF、RANKL で誘導を行い、破

骨細胞の誘導阻害能につきTRAP 染色を用い

検討した。その結果、C1qペプチド投与個体か

らの破骨細胞誘導は未治療個体に比べて有意

にTRAP positive 細胞数および多核化が抑制

されていた。 

リウマチ患者から採取した滑膜細胞を用いた

検討行った。その結果、ヒト関節リウマチ患

者から採取した滑膜細胞をTNF alphaで刺激

することにより分泌が促進されるサイトカイ

ンやマトリックスメタロプロテアーゼなどの

産生が、ペプチドの添加により有意に抑制さ

れた。 
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