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1. 緒言 

 

1.1 関節リウマチ 

 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis：RA）は関節滑膜の炎症に始まり、滑

膜の肥厚・絨毛組織の増殖により骨・軟骨を破壊する慢性多発性関節炎を特徴

とする自己免疫性疾患である 1。RA の発症は、何らかの滑膜炎に関連したペプ

チドが樹状細胞などの抗原提示細胞に提示されることで免疫反応が開始される

と考えられている 2。T細胞 3,4、マクロファージ 5,6、B細胞 7、マスト細胞の活

性化 8-11により tumor necrosis factor alpha (TNFα)、interleukin-6 (IL-6)など

の炎症性サイトカインが産生され、IL-17産生ヘルパーT細胞の分化が促進され

る 12,13。さらに炎症性サイトカインにより線維芽細胞様滑膜細胞(fibroblast-like 

synoviocytes: FLS)が増殖し、matrix metalloproteinase (MMP)などを産生する

ことで軟骨破壊を促進し 4,14、receptor activator of nuclear factor κ-B ligand 

(RANKL)の発現を介して破骨細胞の分化を促進し、骨破壊をきたすと考えられ

ているが 15,16、未だその病態には不明な点も多い。近年、メトトレキサートなど

の disease-modifying anti-rheumatic drugs 17-19や TNFα阻害薬 20-22、IL-6阻

害薬 23,24などの生物学的製剤が開発され、RAの治療は劇的に進歩したが、約 3

割の患者は治療によっても骨破壊、関節破壊による関節の変形を完全には食い

止めることが出来ず activities of daily living (ADL)が低下する患者もみられる
1,25-30。また、易感染性などの薬剤の副作用 31-34やコストの高さ 35,36など、未だ

問題点も多い。RAの病因により近い治療ターゲットとその薬剤開発が求められ

ている。 

 

1.2 線維芽細胞様滑膜細胞 

 

 滑膜細胞はマクロファージ様滑膜細胞と FLSに分類される 37。FLSは滑膜表

層に存在し、RA患者の関節の炎症や骨破壊において中心的役割を果たしている
37-39。関節組織を侵食する腫瘍様のパンヌスと呼ばれる組織が RA のひとつの特
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徴であり、そのパンヌスを形成する主要な細胞は FLS と考えられている 40,41。

Cadherin-1142-44、heat shock protein-47が滑膜において FLSに特異的に存在

し、滑膜表層の FLSの面積が関節リウマチの活動性と相関すると報告されてい

る 45。また、FLS は MMP46,47や RANKL48,49、IL-650、vascular endothelial 

growth factor A (VEGF)51など種々のサイトカインやケモカインを産生する 25。

TNFα などのサイトカイン刺激により FLS は RANKL、MMP などの産生を増

やし、骨・軟骨破壊に関わっている 52。TNFα阻害薬は FLS やその他の細胞に

おける MMP や RANKL などの産生を抑えることで RA の病態を改善している

と考えられている。 

 

1.3 Ras guanine nucleotide-releasing protein 4 

 

Ras guanine nucleotide-releasing protein (RasGRP) familyは RasGRP1 か

ら 4 が発見されており、ジアシルグリセロール/ホルボールエステルとカルシウ

ムイオンの結合部位を持つ、ユニークな guanine nucleotide exchange factor

の一種であり、Rasを活性化する 53。RasGRP4 は当初マスト細胞から同定され

たが 53-55、その後我々は末梢血 CD14陽性細胞にも発現していることを示し 56、

さらに Suireらは好中球にも発現していることを示した 57。 

正常の線維芽細胞は RasGRP family を発現しておらず、線維芽細胞に

RasGRP158,59、RasGRP260、RasGRP361、RasGRP453,55,62を強制発現させ、少

量の Phorbol 12-Myristate 13-acetate (PMA)で刺激すると、contact inhibition 

が減少し、増殖能が増加する。また、RasGRP1、RasGRP2、RasGRP4 に近い

染色体 7A3-B1 にマウス白血病ウイルスを挿入すると、そのマウスは骨髄性白

血病、B 細胞性リンパ腫、T 細胞リンパ腫を引き起こす 63,64。また、RasGRP4

の cDNA が急性骨髄性白血病患者の白血球から分離され 62、急性骨髄性白血病

に対するファルネシルトランスフェラーゼ阻害薬による治療の予後不良因子と

して、RasGRP1の高発現による同阻害薬への抵抗性が報告されている 65。これ

らのことから RasGRPは腫瘍化や増殖と密接な関連があると考えられている。 

我々は健常者と比較し、関節リウマチ患者の末梢血CD14陽性単球において、

RasGRP4のスプライシング変異が有意に多いことを報告した 56。また、Adachi

らは RasGRP4 をノックアウトした B6 マウスを作製した。K/BxN マウスの血

清を用いて関節炎を誘導したところ 66-68、RasGRP4ノックアウトマウスで関節

炎スコア、骨びらんは著明に減少していた。マスト細胞の数やマスト細胞の組

織学的評価では異常を認めなかったが、PMA刺激を行った骨髄由来マスト細胞
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の TNF-α、IL-1βの遺伝子発現量は wild typeの骨髄由来マスト細胞と比較し、

低下しており、関節炎を抑えた原因と考えられた 69。このことから、RasGRP4

は関節リウマチと関連があることが示唆された。 

マスト細胞は関節リウマチの病態の一部を担っていると考えられているが、

関節炎モデルにおいて、マスト細胞の重要性に関する見解は一定していない。

一部のマスト細胞欠損マウスでは関節炎の抑制はおきるが 70,71、他のマスト細胞

欠損マウスでは関節炎の抑制は起きない 72,73。 

RasGRP4 ノックアウトマウスの関節炎の抑制のすべてをマスト細胞のみで

説明することは困難と考え、関節リウマチにおける RasGRP4 の関与について

研究することとした。第一部では RA 患者と変形性関節症(osteoarthritis：OA)

患者の滑膜の免疫組織染色について、第二部では患者滑膜から分離した FLSを

用いた RasGRP4 の遺伝子発現量と増殖能について、第三部では関節炎ラット

に対する RasGRP4 特異的 siRNAの治療効果について述べる。  
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2. 第一部 

RA患者、OA患者の滑膜組織の組織学的検討 
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2.1 背景 

 RAは関節滑膜の炎症に始まり、滑膜の肥厚・絨毛組織の増殖により骨・軟骨

を破壊する慢性多発性関節炎を特徴とする自己免疫性疾患である。RasGRP4 ノ

ックアウトマウスでは関節炎の誘導が抑制されるが 69、その詳細な機序は解明

されていない。滑膜組織には滑膜細胞、T細胞、B細胞、樹状細胞、マスト細胞

など種々の細胞が存在している。また、滑膜細胞はマクロファージ様滑膜細胞

と FLSに分けられる 37。マクロファージ様滑膜細胞は CD14もしくは CD68が

陽性であり、FLSには Cadherin-1142-44、heat shock protein-4745が特異的に存

在している。我々は RasGRP4 ノックアウトマウスで関節炎が抑制された原因

を解明するため、ヒト滑膜組織において、RasGRP4 を発現している細胞を同定

することを研究の第一の目的とすることとした。 

 

2.2 研究の目的 

 

本研究の目的は、ヒト滑膜組織における RasGRP4 陽性細胞を明らかにし、

RA患者と OA患者の違いについて検討することである。 

 

2.3 患者と方法 

 

2012年 4月から 2013年 12月までに北海道大学病院整形外科で人工関節置換

術を施行された患者のうち、文書による説明と同意を得られた RA 患者 9例、

変形性関節症 5例の滑膜に対し、ミラー切片を用いて滑膜組織において FLSに

特異的に発現していると報告されている Cadherin-11を認識する抗体および抗

RasGRP4抗体で免疫組織化学染色を行った。また、滑膜表層の Cadherin-11

陽性かつ RasGRP4 陽性の面積を測定した。また、滑膜組織の RasGRP4 の遺伝

子発現を検討するため、in situ hybridization を行った。 
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2.4 結果 

 

滑膜の免疫組織化学染色では、FLS に特異的な cadherin-11 を発現している

細胞の多くにミラー切片で RasGRP4が発現しており、RasGRP4は特に滑膜表

層の重層化している部分に高発現していた。滑膜表層の Cadherin-11 陽性かつ

RasGRP4陽性細胞の面積は OA患者と比較し、RA患者で増加していた。in situ 

hybridizationにおいても滑膜表層のFLSにRasGRP4の遺伝子発現が認められ

た。 

 

2.5 考察 

 

 RasGRP4はマスト細胞、末梢血 CD14陽性細胞、好中球に発現していること

がわかっていたが、滑膜組織に RasGRP4 が発現しているかどうか検討した研

究はこれまでなかった。我々は滑膜組織における RasGRP4 の発現を検討した

ところ、蛋白レベルでも RNA レベルでも滑膜表層に RasGRP4 の発現を認め、

多くの RasGRP4陽性細胞は滑膜表層の FLSであることがわかった。また、OA

患者と比較し、RA 患者の滑膜表層の FLS で RasGRP4 の蛋白発現が亢進して

いた。RasGRP4 陽性細胞は FLS の中でも特に滑膜表層の重層化している部分

に多く存在しており、RAの病態に RasGRP4 が関わっている可能性が考えられ

た。滑膜表層の重層化している部分に高発現していることから、RasGRP4 が

FLS の増殖に関与している可能性が示唆された。そこで、われわれは患者から

得られた滑膜から FLSを分離し、in vitroで FLSにおける RasGRP4 と増殖能

の関連について検討することとした。 

 

2.6 結語 

 

OA患者と比較し、RA患者の FLSに RasGRP4 が高発現していた。RasGRP4

は特に、RA患者の滑膜表層の重層化している FLSに高発現していた。 
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3. 第二部 

FLSにおける RasGRP4の発現量と増殖能 

に関する検討 
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3.1 背景 

 

 RA において FLS は関節破壊や関節炎において中心的な役割を担っている
74。我々は OA患者と比較し、RA患者の FLSに RasGRP4が高発現しているこ

と、RasGRP4 は特に、RA 患者の滑膜表層の重層化している部分に高発現して

いることを第一章で報告した。RasGRP4 は Ras を活性化する guanine 

nucleotide exchange factorであり 53、滑膜表層の重層化している部分に高発現

していることから、RasGRP4 が FLS の増殖に関与している可能性が示唆され

た。そこで、われわれは患者から得られた滑膜から FLSを分離し、FLSにおけ

る RasGRP4の機能について検討することとした。 

 

3.2 研究の目的 

 

本研究の目的は、FLSにおけるRasGRP4の機能を明らかにすることである。 

 

3.3 患者と方法 

 

 北海道大学病院整形外科で人工関節置換術または滑膜切除術を施行された

患者のうち、文書による説明と同意を得られた RA患者 10例、変形性関節症患

者 10 例の滑膜から FLS を分離し、RasGRP4 の遺伝子発現量を real-time 

quantitative PCRで検討した。FLSに TNFαを添加し、FLSにおけるRasGRP4

の遺伝子発現量と増殖能を検討した。また RasGRP4 に特異的な small 

interfering RNAs (siRNA)を FLS に添加し、FLS の増殖能と FLS における

RANKL、 IL-6、VEGF、MMP-1、MMP3、microsomal prostaglandin E 

synthase-1 (miPGES-1) の 遺 伝 子 発 現 量 を 検 討 し た 。 増 殖 能 は

tetrazolium/formazan assay を用いて検討した。 
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3.4 結果 

 

患者から分離した FLSにおける RasGRP4 の遺伝子発現量は OA患者と比較

し、一部の RA 患者で増加していた。生物学的製剤を使用していた RA 患者 6

例中 5例、特に TNFα阻害薬を使用していた RA患者 4例中 4例で、FLSにお

ける RasGRP4 の遺伝子発現量は低下していた。FLS における RasGRP4 の遺

伝子発現量は FLSの増殖能と正の相関を示した。TNFαの添加により FLSにお

ける RasGRP4の遺伝子発現量は濃度依存性に増加し、同時に FLSの増殖能も

増加した。siRNAを用いた RasGRP4の knock downにより、FLSの増殖能は

低下した。RasGRP4 の knock down により、FLS における RANKL、IL-6、

VEGF、MMP-3 の遺伝子発現量は変化しなかったが、MMP-1、miPGES-1 の

遺伝子発現量は低下した。 

  

3.5 考察 

 

第一章で我々は滑膜組織において、OA 患者と比較し、RA 患者の FLS で

RasGRP4の発現が亢進していること、RA 患者の滑膜表層の FLSが重層化して

いる部分に RasGRP4 が多く発現していることを示した。第二章では我々は滑

膜組織から FLSを分離しRasGRP4の遺伝子発現量の検討を行った。一部のRA

患者の FLSにおいて RasGRP4は高発現していた。また、生物学的製剤、とく

に TNFα阻害薬を使用されていた RA患者の FLSで RasGRP4の発現が低下し

ていた。FLSにTNFαを添加すると容量依存性にRasGRP4の発現が亢進した。

FLSにおけるRasGRP4の遺伝子発現量とFLSの増殖能は強い相関を認めるこ

とから、TNFα阻害薬を使用されていた RA 患者で FLS の RasGRP4 の発現が

落ちていることは治療による影響が考えられた。FLS における RasGRP4 の遺

伝子発現量と disease activity score 28 (DAS28)75,76や CRP、MMP-3 などの

RAの疾患活動性との相関は認められなかった。FLSは、人工関節置換術もしく

は滑膜切除術を施行されたそれぞれの患者の 1 つの関節から得ており、それが

DAS28や CRP、MMP-3などの RAの全身の疾患活動性を示す指標と相関が認

められなかった原因と考えられた。 

RasGRP4の knockdownにより、FLSの増殖能が低下した。また、FLSにお

ける RNAKL、IL-6、VEGF、MMP-3の細胞レベルにおける遺伝子発現量に変



11 

 

化がなかったが、細胞数自体は RasGRP4 の knockdown により減少しており、

FLSが産生する総量としての RNAKL、IL-6、VEGF、MMP-3は低下している

ことが考えられた。一方 MMP-1、miPGES-1 の遺伝子発現量は RasGRP4 の

knockdownにより低下した。 

RAにおいて、mitogen-activated protein kinase (MAPK)経路はサイトカイ

ンや Toll 様受容体などにより刺激され、その下流は extracellular 

signal-regulated kinase (ERK)経路、p38 MAPK経路、c-Jun N-terminal kinase 

(JNK)経路に分けられる 77。RNAKL、IL-6、VEGFはFLSにおいてはp38 MAPK

を介しており、MMP-3は p38 MAPK、JNKを介していると考えられている。

一方、prostaglandin E2 (PGE2)78、MMP-179は ERKを介していると考えられ

ている。 

RasGRP4は guanine nucleotide exchange factor の一種であり、Rasを活性

化し、Raf、MAPK/ERK kinase (MEK)、ERK1/2 のリン酸化を介して細胞増殖

に関与している。RasGRP4 の knockdown により、PGE2 の合成酵素である

miPGES-1とMMP-1の発現が低下したことは理に適っていると考えられる。 

 MMP-1は細胞外マトリックスのリモデリングに関わり、FLSから産生される。

関節リウマチでは軟骨破壊に重要な役割を果たしている 79。 

 miPGES-1 は、COX-2 の下流で作用し、PGE2生合成の最終段階を触媒する

酵素である。関節リウマチの滑膜では、滑膜細胞、軟骨細胞、マクロファージ

や単球などは、炎症性サイトカインで活性化され、PGE2を産生し、炎症、発熱、

疼痛の原因となっている 80。 COX-2は、選択的 COX-2阻害剤を含む非ステロ

イド性抗炎症薬の標的である。また、PGE2は破骨細胞に直接作用し、骨破壊の

原因のひとつとなっている。 

RasGRP4の遺伝子発現量は FLSの増殖と関わっており、RasGRP4 は関節リ

ウマチの新たな治療ターゲットとなる可能性が考えられた。そこで次の実験と

して、RAの動物モデルを用いて、in vivoにおける、RasGRP4の knockdown

による関節炎の抑制効果を検討することとした。 

 

3.6 結語 

 

FLS における RasGRP4 遺伝子発現量は FLS の増殖能と相関しており、

RasGRP4は RAの新たな治療ターゲットとなる可能性がある。 
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4. 第三部 

ラット関節炎モデルに対する RasGRP4特異的

siRNAの治療効果に関する検討 
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4.1 背景 

 RAは滑膜の肥厚・絨毛組織の増殖により骨・軟骨を破壊する慢性多発性関節

炎を特徴とする自己免疫性疾患である 1。近年、メトトレキサートなどの

disease-modifying anti-rheumatic drugs や TNFα阻害薬、IL-6阻害薬などの

生物学的製剤が開発され、RAの治療は劇的に進歩したが、約 3割の患者は治療

によっても骨破壊、関節破壊による関節の変形を完全には食い止めることが出

来ず ADL が低下する患者もみられる 1,25-27。また、易感染性などの薬剤の副作

用やコストの高さなど、未だ問題点も多い。RAの病因により近い治療ターゲッ

トとその薬剤開発が求められている。 

 RA において FLS は関節破壊や関節炎において中心的な役割を担っている
37-39。我々は OA患者と比較し、RA患者の滑膜表層の FLSに RasGRP4が高発

現していること、RasGRP4 は特に、RA患者の滑膜表層の重層化している FLS

に高発現していることを第一章で報告した。また、第二章では、FLS における

RasGRP4 の遺伝子発現量は FLS の増殖能と相関しており、RasGRP4 の

knockdownにより FLSの増殖能が低下し、MMP-1、miPGES-1の遺伝子発現

量が低下することを報告した。これらのことから、RasGRP4は RAの新たな治

療ターゲットとなる可能性がある。本章では、RasGRP4が RAの治療ターゲッ

トとなるかどうか、ラット関節炎モデルを用いて検討することとした。 

 

4.2 研究の目的 

 

 本研究の目的はRA動物モデルにおいてRasGRP4が治療ターゲットとなるか

どうか明らかにすることである。 
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4.3 動物と方法 

 

合計 15匹の 7週齢のLewisラットにⅡ型コラーゲンを免疫し関節炎を誘導し

た。各グループ 5匹ずつ 3群に分け、siRNA Control または 2種類の RasGRP4

特異的 siRNA と atelocollagen との混合液を両足関節に関節注射した。関節炎

スコア、足関節の直径、micro CTを用いた画像的評価、組織学的評価を行った。 

 

4.4 結果 

 

RasGRP4 特異的 siRNA の関節注射により、足関節の直径、滑膜炎スコアは

改善した。micro CTを用いた画像的評価では骨びらんスコアの改善が認められ、

組織学的評価においても、滑膜組織への炎症細胞浸潤、骨・軟骨破壊はいずれ

も軽減した。 

 

4.5 考察 

 

 本章では RasGRP4 が RAの治療ターゲットとなるかどうか、関節炎モデルを

用いて検討した。RasGRP4 は CD14 陽性細胞やマスト細胞にも発現しており、

RasGRP4 の knockdown による関節局所における影響をより詳細に検討するた

め、足関節に siRNAの関節注射を行った。動物種は足関節への関節注射が可能

なラットを用いた。 

Adachiらは RasGRP4ノックアウトマウスで関節炎の誘導が抑制されること

を示した。RasGRP4 はマスト細胞の分化に関わっているが 53、予想に反して、

RasGRP4 のノックアウトマウスではマスト細胞の数や顆粒の数などに変化は

認められなかった。マウスの関節炎において、マスト細胞は TNFα や IL-1β な

どのサイトカインの産生に関わっていると報告されている 81。RasGRP4 ノック

アウトマウスの骨髄から分離したマスト細胞に PMA刺激をしたところ、ワイル

ドタイプと比較し、TNFαや IL-1βの産生が低下しており、Adachi らはこのこ

とが RasGRP4 ノックアウトマウスの関節炎の誘導の抑制の原因の一つである

と考察している 69。しかし、関節炎モデルにおいて、マスト細胞の重要性は一
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定していない。一部のマスト細胞欠損マウスでは関節炎の抑制はおきるが 70,71、

他のマスト細胞欠損マウスでは関節炎の抑制は起きない 72,73。 

我々はヒトと同様、ラットにおいても滑膜表層の FLSに RasGRP4 が発現し

ていることを示した。また、RasGRP4 特異的 siRNA の関節注射により、コラ

ーゲン誘導関節炎ラットのRasGRP4陽性FLSの面積が著明に減少し、滑膜炎、

骨・軟骨破壊は著明に改善した。関節炎モデルにおいて、RasGRP4のknockdown

により、FLSの増殖が抑えられ、炎症性サイトカイン、MMP、RANKL などの

産生が低下することで、関節炎、骨・軟骨破壊が抑制されたと考えられた。 

 

4.6 結語 

 

RasGRP4 に特異的な siRNA の関節注射により、ラットの滑膜炎、骨・軟骨

破壊は軽減した。RasGRP4はRAの新たな治療ターゲットとなる可能性がある。
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5. 総合考察 

 

 関節リウマチの FLSにおける RasGRP4 の役割に関して検討した。第一章で

OA患者と比較し、RA 患者の滑膜表層の FLSに RasGRP4が高発現しているこ

と、RasGRP4は特に、RA患者の滑膜表層の重層化している FLSに高発現して

いることを初めて報告した。また、第二章では、FLS における RasGRP4 の遺

伝子発現量は FLS の増殖能と相関しており、RasGRP4 の knockdown により

FLSの増殖能が低下し、MMP-1、miPGES-1の遺伝子発現量が低下することを

報告した。第三章では RasGRP4に特異的な siRNAの関節注射により、コラー

ゲン誘導関節炎ラットの滑膜炎、骨びらん、軟骨破壊が抑制されたことを示し

た。 

FLS の腫瘍様の増殖は RA の特徴のひとつと考えられている。本研究で我々

は FLSに RasGRP4が発現しており、RasGRP4 の遺伝子発現量は FLSの増殖

能に相関していることを明らかにした。FLSはMMPや RANKLなどを産生す

ることで軟骨破壊や骨破壊をきたすと考えられている。RasGRP4を抑制するこ

とで、FLSの増殖が抑えられ、FLSが産生する総量としてのMMPや RANKL、

PGE2などが低下し、軟骨破壊や骨破壊が抑制されると考えられた。 

RasGRP4 に特異的な siRNA の関節注射により、コラーゲン誘導関節炎ラッ

トの滑膜炎、骨・軟骨破壊が抑制されたことが RasGRP4の FLSへの影響だけ

でも起こりうるのかどうか、siRNA の全身投与を行うことで全身の関節炎が抑

制されるかどうか、副作用を認めるかどうかなど、さらなる検討が必要と考え

られる。 

関節リウマチはMTX や生物学的製剤など治療が発展しているが、寛解に至ら

ず、骨破壊が進行し、ADL が低下してしまう症例も認める。また、生物学的製

剤は感染症などの合併症やそのコストなど未だ問題点も認めている。RasGRP4

は RA の新たな治療ターゲットとなる可能性があり、今後の研究の成果を期待

する。
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