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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 の罹患頻度は 0.5~2％、男女比は 1 : 3 程度

で 40 歳代に最も多い 2-4。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 5。T 細胞 6,7、マクロファージ 8,9、B 細胞 10、マスト細胞の活性化

11-14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

15,16。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 7,17、receptor activator of nuclear factor kappa-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 18,19、未だその病態には不明な点も多い(Figure 1)。近年、メト

トレキサートなどの disease-modifying anti-rheumatic drugs 20-22や TNFα 阻

害薬 23-25、IL-6 阻害薬 26,27 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 1,3,28-32。また、易感染性などの薬剤の副作用 33-36 やコスト

の高さ 37,38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。 
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Figure 1. 関節リウマチの病態(文献 1 より引用改変) 
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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 39。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

39-41。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

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 42,43。

Cadherin-1144-46、heat shock protein-47 (HSP-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 47。Cadherin-11 は滑膜組織の形成に必須であり、Cadherin-11 ノ

ックアウトマウスでは滑膜表層が低形成で、炎症に対する滑膜の反応が低下し、

滑膜炎に抵抗性であった。さらにマウス滑膜炎モデルにおいて、Cadherin-11 抗
体により滑膜炎は軽減された 44。また、RA の軟骨とパンヌスの接合部位には

Cadherin-11 の発現が亢進しており、さらに Cadherin-11 を強制発現させると

FLS の侵食能は増大したことから、Cadherin-11 は FLS の侵食に関与している

と考えられた 48。また、FLS は MMP49,50 や RANKL51,52、IL-653、vascular 
endothelial growth factor A (VEGF)54など種々のサイトカインやケモカインを

産生する 28 (Figure 2)。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 55。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。 
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Figure 2. FLS による骨・軟骨破壊の機序(Klareskog et al. Lancet 2009 を改変) 
 
FLS: Fibroblast-like synoviocytes, MMP: Matrix Metalloproteinase 
RANKL: receptor activator of nuclear factor-кB ligand 
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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 56 (Figure 3)。RasGRP4 は当初マスト細胞か

ら同定されたが 56-58、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 59、さらに Suire らは好中球にも発現していることを示した 60。 
 
 

 
Figure 3. RasGRP4 とその下流のシグナル伝達(Paunovic et al. Drugs. 2013 を

改変)
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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

RasGRP161,62、RasGRP263、RasGRP364、RasGRP456,58,65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 66,67。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 65、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 68。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 59。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 69-71、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

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 72。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 73,74、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 75,76。 
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 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. 略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
ACPA  anti–citrullinated peptide antibody 
CRP  C reactive protein 
DAS28  disease activity score 28 
ETN  etanercept 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
ESR  erythrocyte sedimentation rate 
FBS  fetal bovine serum 
FLS  fibroblast-like synoviocyte 
GLM  golimumab 
HAQ-DI health assessment questionnaire disability index 
HBSS     Hanks’ balanced salt solution 
HE      hematoxylin-eosin 
HSP-47    heat shock protein 47 
IFX          infliximab 
IL-6     interleukin-6 
IMDM    Iscove’s modified Dulbecco’s medium 
JNK         c-Jun N-terminal kinase 
MAPK    mitogen-activated protein kinase 
miPGES-1  microsomal prostaglandin E synthase-1 
MMP       matrix metalloproteinase 
MTX     methotrexate 
NA           not available 
NF-κB    nuclear factor-kappa B 
OA           osteoarthritis 
PBS   phosphate buffered saline 
PGE2    prostaglandin E2 
PMA     phorbol 12-myristate 13-acetate 
R       correlation coefficient 
RA           rheumatoid arthritis 
RANKL   receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
RasGRP      Ras guanine nucleotide-releasing protein  
RF          rheumatoid factor 
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RQ      relative quantification 
TCZ  tocilizumab 
TNFα     tumor necrosis factor alpha 
VEGF     vascular endothelial growth factor A 
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3. 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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3.1 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 72、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 39。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-1144-46、HSP-4747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。 

 

 

3.2 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。 
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3.3 患者と方法 

 

3.3.1 対象患者 

 
 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 9 名の RA 患者

と 5 名の OA 患者を対象とした。すべての RA 患者は 1987 年 77または 2010 年

78のアメリカリウマチ学会の関節リウマチ分類基準に基づき診断された。本研究

は北海道大学病院の倫理委員会の承認のもとに行った(研究番号 008-0103)。 
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3.3.2 方法 

 

3.3.2.1 HEK-293細胞を用いたRasGRP4のトランスフェクション 

 
 ラビット抗ヒト RasGRP4 (ヒト RasGRP4) ポリクローナル抗体 (Abcam, 
ab96294)が免疫組織化学染色で適切に使用できるかどうか判断するため、

RasGRP4 を発現していない HEK-293 (line CRL-1573; American Type 
Culture Collection)を用いて RasGRP4 のトランスフェクションを行った。

pcDNA3.1-RasGRP4 vector は FuGENE HD (Promega)を用いたリポフェクシ

ョン法によって、HEK-293 細胞にトランスフェクションされた。 
 

3.3.2.2 RasGRP4をトランスフェクションされたHEK-293細胞の

免疫組織化学染色 

 
 HEK-293 細胞、空ベクターをトランスフェクションした HEK-293 細胞、

RasGRP4 をトランスフェクションした HEK-293 細胞を iPGell (Genostaff)を
用いて浮遊した状態のまま固定し、さらに 4％パラホルムアルデヒドで 24 時間

固定した。固定後パラフィン包埋したのち、6 μmの厚さの組織切片を作成した。

キシレンで脱パラフィンを行い、エタノールで洗浄し、リン酸緩衝生理食塩水

(phosphate buffered saline: PBS)に置換した。内因性ペルオキシダーゼ活性を

不活化するため、0.3％過酸化水素を混ぜた PBS に常温で 30 分間浸した。洗浄

後、G-Block (Genostaff, GB-01)で 10 分間ブロッキングを行った後、2 μg/ml
ラビット抗ヒト RasGRP4 (ヒト RasGRP4) ポリクローナル抗体で染色した。コ

ントロールとして同濃度の正常ラビット IgG (Dako, X0936)を用いた。 
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3.3.2.3 滑膜組織の免疫組織化学染色 

 
 滑膜組織は 4％パラホルムアルデヒドで 24 時間固定した。パラフィン包埋の

後、6μm の厚さの組織切片を作成した。キシレンで脱パラフィンを行い、エタ

ノールで洗浄し、PBS に置換した。内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化する

ため、0.3％過酸化水素を混ぜた PBS に常温で 30 分間浸した。洗浄後、G-Block 
(Genostaff, GB-01)で 10 分間ブロッキングを行い、免疫組織化学染色を行った。

ミラー切片は、連続切片の共通割面を上方に向けてスライドグラスに貼り付け

て作成した。分割された細胞の同一面を二つの異なる抗体により染色すること

により共発現を検討した。 
 10 μg/ml の抗ヒト RasGRP4 抗体を加え、一晩インキュベートを行った。同

濃度の正常ラビット IgG をコントロールとした。洗浄後、二次抗体(anti-rabbit 
Biotin, Dako, E0432)を加え 30 分常温で放置した。Cadherin-11 染色には 10 
μg/ml のヤギ抗ヒト Cadherin-11 ポリクローナル抗体を用いた。コントロール

として同濃度の正常ヤギ IgG (Santacruz, sc-2028)を用い、二次抗体(anti-goat 
Biotin, Dako, E0466)を加え 30 分常温で放置した。CD14 染色には 10 μg/ml の
マウス抗ヒト CD14 モノクローナル抗体(Abcam, ab49755)を用いた。コントロ

ールとして同濃度の正常マウス IgG2a (R&D Systems, MAB0031)を用い、二次

抗体(anti-mouse Biotin, Dako, E0464)を加え 30 分常温で放置した。CD68 染色

には 0.1 μg/mlのマウス抗ヒト CD68モノクローナル抗体(Dako, M0876)を用い

た。コントロールとして同濃度の正常マウス IgG (Santacruz, sc-2025)を用い、

二次抗体(anti-mouse Biotin, Dako, E0464)を加え 30 分常温で放置した。

HSP47 染色には 20 μg/ml のマウス抗ヒト HSP47 モノクローナル抗体(Enzo 
Life Sciences, ADI-SPA-470)を用いた。コントロールとして同濃度の正常マウ

ス IgG2a (R&D Systems, MAB0061)を用い、二次抗体(anti-mouse Biotin, 
Dako, E0464)を加え 30 分常温で放置した。ペルオキシダーゼ活性を検出するた

めにペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(Nichirei, 426062)を使用した。

また、hematoxylin-eosin (HE)染色とトルイジンブルー染色も行った。 
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3.3.2.4 RA 患者と OA 患者の滑膜表層 RasGRP4 陽性面積の比較 

 
 RA 患者 9 例、OA 患者 5 例について、滑膜表層の Cadherin-11 陽性かつ

RasGRP4 陽性面積を Image J を用いて測定した。FLS の増生は滑膜表層に並

行して起きるため、RasGRP4 陽性領域は表層の長さで補正を行った。 
 

3.3.2.5 ヒト滑膜組織の in situ hybridization 

 
 ヒト RasGRP4 の cDNA (GenBank accession no. NM170604.2)の 2039 番か

ら 2513 番のまでの 475 塩基の DNA 断片を pGEM-T Easy vector (Promega)
にサブクローニングを行い、センス、アンチセンス RNA プローブを作製した。

また、ネガティブコントロールとして、570 塩基の植物由来のヌクレオチド配列

から RNA プローブを作製した 79。ジゴキシゲニンによる RNA プローブの標識

は DIG RNA labeling Mix (Roche Diagnostics)を使用した。 
滑膜組織における RasGRP4 の RNA の存在を確認するため、RA 患者 1 例、

OA 患者 1 例の滑膜組織の in situ hybridization を行った。滑膜組織は in situ 
hybridization 用の組織固定液(Genostaff)で固定した後、パラフィン包埋を行い、

4μm の厚さの組織切片を作成した。キシレンとエタノール系列で脱パラフィン

を行い、切片を 4％パラホルムアルデヒドで 15 分固定し、PBS で洗浄した。次

に 6 µg/ml の ProteinaseK を溶解液に 37℃で 30 分間浸し、PBS で洗浄後、4％
パラホルムアルデヒドで再固定し、再度 PBS で洗浄し、0.2N HCl に 10 分間浸

した。PBS で洗浄後、切片を tri-ethanolamine-HCl (pH 8.0, 0.25% acetic 
anhydride)に浸し、10 分間インキュベーションを行いアセチル化した。PBS で

洗浄後、エタノールで脱水を行った後、300 ng/ml の濃度でプローブを加え、16
時間 60℃でハイブリダイゼーションを行った。次に 5x HybriWash (Genostaff)
で 60℃、20 分間洗浄し、50％formamide 入り 2x HybriWash で 60℃、20 分間

処理した。50 μg/mL RNaseA (Sigma)溶液で 37℃にて 30 分間処理し、2x 
HybriWash で 60℃にて 20 分間処理した。0.2x HybriWas で 60℃にて 20 分間

処理したのち、Tris buffered saline tween で洗浄した。切片は、1x G-Block 
(Genostaff)で室温にて 15 分間処理した。x50 G-Block（Genostaff）を含む Tris 
Buffered SalineTween で 2000 倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識抗

DIG 抗体 (Roch)で室温にて 1 時間処理した。Tris buffered saline tween で 2
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回すすいだのち、発色用バッファー(100 mM NaCl、50 mM MgCl2、0.1% Tween 
20, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5)ですすいだ。NBT/BCIP 溶液(Sigma)を切片にア

プライし、十分な発色が得られるまで冷暗所にてインキュベートした。PBS で

すすいだのち、ケルンエヒトロート溶液(武藤化学)で対比染色した。水溶性封入

剤の CC/Mount (Diagnostic Biosystem)でスライドを封入し、顕微鏡で観察し

た。 
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3.4 結果 

 

3.4.1 HEK-293 細胞を用いた RasGRP4 のトランスフェクション

と RasGRP4 の免疫組織化学染色 

 
 トランスフェクション試薬のみ、あるいは空ベクターをトランスフェクショ

ンした HEK293 細胞はヒト RasGRP4 抗体で染色されなかったが、RasGRP4
をトランスフェクションしたHEK293はヒトRasGRP4抗体で染色され(Figure 
4)、ヒト RasGRP4 抗体がヒト RasGRP4 に特異的に働き、免疫組織化学染色に

使用できることを確認した。 
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Figure 4. HEK-293 細胞を用いた RasGRP4 のトランスフェクション 
 
A：HEK-293 細胞、B：空ベクターをトランスフェクションした HEK-293 細胞、C：ヒト RasGRP4 をトランスフェクシ

ョンした HEK-293 細胞、ヒト RasGRP4 抗体 (2 μg/ml)。倍率：×1000。 
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3.4.2. 滑膜組織の抗 RasGRP4 抗体、抗 CD14 抗体、抗 CD68 抗体

による免疫組織化学染色 

 
 滑膜組織の免疫組織化学染色においても、ヒト RasGRP4 抗体がヒト

RasGRP4 に特異的に働き、免疫組織化学染色に使用できることを確認するため、

positive control として、マスト細胞を用いた。トルイジンブルー染色で異染性

を示すマスト細胞はミラー切片において、ヒト RasGRP4 抗体でも染色された。

(Figure 5)。また、滑膜表層に RasGRP4 陽性細胞を認め(Figure 5、6)、多くの

RasGRP4 陽性細胞は CD14 陰性、CD68 陰性細胞であった(Figure 6)。 
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Figure 5. 滑膜組織の RasGRP4 染色、トルイジンブルー染色 
A: トルイジンブルー染色、 B: 抗 RasGRP4 抗体 (10 μg/ml)、 赤矢印: マスト

細胞、抗 RasGRP4 抗体はトルイジンブルー染色で異染性に染色されるマスト

細胞を正確に認識した。C: 正常ラビット IgG 抗体(10 μg/ml)。D：抗 RasGRP4
抗体 (10 μg/ml)、滑膜表層に RasGRP4 陽性細胞を認める。倍率は 400 倍で撮

像した。A と B、C と D はそれぞれミラー切片。 
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Figure 6. 滑膜組織の CD14、CD68、RasGRP4 染色 
A: 抗 CD14 抗体 (10 μg/ml)、B: ヒト抗 RasGRP4 抗体、 C: 抗 CD68 抗体 (0.1 
μg/ml)、D: 抗ヒトRasGRP4抗体、 倍率は 400倍で撮像した。 多くのRasGRP4
陽性細胞は CD14 陰性、CD68 陰性細胞であった。A と B、C と D はそれぞれ

ミラー切片。 
  

 

 

 

 

 

 

21 
 



3.4.3. ヒト滑膜組織の抗 RasGRP4 抗体、抗 Cadherin-11 抗体によ

る免疫組織化学染色 

 
 免疫化学組織染色に使用した患者の患者背景については Table 1 に示す。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、特に RasGRP4 は RA 患者の滑膜表層の重層化している部分に

高発現していた(Figure 7、8)。 
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Table 1. 免疫化学組織染色に使用した患者の患者背景 
 

 

 
RA: rheumatoid arthritis, OA: osteoarthritis, NA: not available,  
CRP: C reactive protein, MMP-3: matrix metalloproteinase-3,  
RF: rheumatoid factor, ACPA: anti–citrullinated peptide antibody,  
DAS28: disease activity score 28, ESR: erythrocyte sedimentation rate,  
HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index,  
TCZ: tocilizumab, IFX: infliximab  

RA OA
Gender, female/male 7/2 5/0
Age at the operation, years 70 (58-78) 73 (63-80)
Duration of disease, years 11 (5-48) NA
Serum CRP level, mg/dl 0.16 (0.02-5.69) 0.05 (0.02-0.32)
MMP-3, mg/dl 95.7 (44.8-449.9) NA
RF, U/ml 12 (1.1-82.8) NA
ACPA, U/ml 115 (4.5-300) NA
Swollen joint count 3 (1-6) NA
Tender joint count 2 (0-16) NA
DAS28–ESR 4.4 (2.4-5.0) NA
HAQ–DI 1 (0-1.75) NA
Methotrexate use, n (%) 5 (55) 0 (0)
Biologics agent use, n (%) 4 (44, TCZ 22, IFX 22) 0 (0)

Histological examination

23 
 



 

 
 
Figure 7. RA 患者の滑膜組織における抗 RasGRP4 抗体、抗 Cadherin-11 抗体による免疫組織化学染色 
 
上段は抗 RasGRP4 抗体、下段は Cadherin-11 による染色を行った。A と B、C と D、E と F、G と H はそれぞれミラー

切片。倍率は 200 倍で撮像した。RA: rheumatoid arthritis. 
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Figure 8. OA 患者の滑膜組織における抗 RasGRP4 抗体、抗 cadherin-11 抗体による免疫組織化学染色 
 
上段は抗 RasGRP4 抗体、下段は Cadherin-11 による染色を行った。A と B、C と D、E と F、G と H はそれぞれミラー

切片。倍率は 200 倍で撮像した。OA: osteoarthritis.
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3.4.4. ヒト滑膜組織の抗 RasGRP4 抗体、抗 HSP-47 抗体による免

疫組織化学染色 

 
 Cadherin-11 と同様、FLS に特異的な HSP-47 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、特に RasGRP4 は滑膜表層の重層化し

ている部分に高発現していた(Figure 9)。 
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Figure 9. RA、OA 患者の滑膜組織における抗 RasGRP4 抗体、抗 HSP-47 抗体による免疫組織化学染色 
 
上段は抗 RasGRP4 抗体、下段は HSP-47 による染色を行った。A と B、C と D、E と F、G と H はそれぞれミラー切片。

倍率は 200 倍で撮像した。RA: rheumatoid arthritis、OA: osteoarthritis
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3.4.5. RA 患者と OA 患者の滑膜表層 RasGRP4 陽性面積の比較 

 
 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(Figure 10. p < 0.01, Welch’s t-test)。 
 
 

 
 
Figure10. 滑膜表層 RasGRP4 陽性面積の比較 
 
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(p < 0.01, Welch’s t-test)。データは平均±標準偏差

で示した。 
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3.4.6.  ヒト滑膜組織の in situ hybridization 

 
 滑膜におけるどの細胞に RasGRP4 の遺伝子が発現しているかを解明するた

め、ヒト滑膜組織の in situ hybridization を行った。RasGRP4 のアンチセンス

プローブで RA 患者の滑膜表層に染色が認められ(Figure 11. A-C)、OA 患者の

滑膜表層にも弱い染色が認められた(Figure 11. D-F)。また、トルイジンブルー

染色で異染性に染色されるマスト細胞にもアンチセンスプローブで染色が認め

られた(Figure 11. G、H)。また、アンチセンスプローブで染色される RasGRP4
の遺伝子発現が RasGRP4 抗体の免疫組織化学染色で染色される部位と一致し

(Figure 11. I、J)、さらに Cadherin11 抗体の免疫組織化学染色で染色される部

位とも一致していること(Figure 11. K、L)を確認した。
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Figure 11. RasGRP4 の mRNA は RA 患者、OA 患者の滑膜表層に存在する 
A/B/C、D/E/F、G/H、I/J、K/L は連続切片。A-C、G-L は RA 患者の滑膜組織。

D-F は OA 患者の滑膜組織。A、D、G、I、K はアンチセンスプローブでの染色、

B、E はセンスプローブでの染色。C、F は植物由来のヌクレオチドから作成し

た 570 塩基の negative control で染色した。H はトルイジンブルー染色、J は

抗ヒト RasGRP4 抗体、L は抗ヒト Cadherin-11 抗体で免疫組織化学染色を行

った。トルイジンブルーで異染性に染色されるマスト細胞は RasGRP4 のアン

チセンスプローブで染色された(赤矢印)。倍率は A-F は 200 倍、G-L は 400 倍。 
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3.5 考察 

 
 FLS は RA 患者の滑膜に存在する主要な細胞のひとつである。FLS は炎症性

サイトカインや RANKL、MMP などを産生し、骨・軟骨破壊や滑膜炎に大きな

役割を果たしている 80。Cadherin-11 は滑膜において FLS に特異的な接着蛋白

であり、Cadherin-11 ノックアウトマウスは関節炎の誘導が抑制される 44。ま

た、Izquierdo らは、滑膜において HSP-47 も FLS に特異的に発現しており、

滑膜表層における HSP-47 陽性細胞の面積は関節リウマチの活動性や治療反応

性と相関すると報告している 47。 
 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。また、RasGRP4 は Ras を活性化する guanine nucleotide exchange factor
であり 56、下流のERKのリン酸化を介して、細胞の分化や増殖に関わっている。

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。 
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3.6 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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4. 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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4.1 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

80。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 56、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。 
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4.2 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。 

 

4.3 患者と方法 

 

4.3.1 対象患者 

 
 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 10 名の RA 患者と 10 名の OA 患者を対象とした。すべての RA 患者は 1987
年 77 または 2010 年 78 のアメリカリウマチ学会の関節リウマチ分類基準に基づ

き診断された。本研究は北海道大学病院の倫理委員会の承認のもとに行った(研
究番号 008-0103)。 
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4.3.2 方法 

4.3.2.1 FLS の分離方法  

 
 滑膜切除術あるいは人工関節置換術を行われた患者の滑膜を使用した。滑膜

から結合組織や脂肪を除去し、細かく切り刻み、分離し、5 mg/ml の type I コ
ラゲナーゼ (Sigma)を含んだ Hanks’ balanced salt solution (HBSS)に入れ、37
度で 2 時間インキュベートを行った。その後メッシュを通し、遠心分離を行っ

た後、10％非働化ウシ胎児血清(fetal bovine serum: FBS)、ペニシリン、ストレ

プトマイシン含有 Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM, Sigma)で培養

した。すべての FLS は 3 から 6 継代のものを使用した。 

 

4.3.2.2 分離した FLS の純度についての検討  

 
 分離した FLS の純度を検討するため、抗 HSP-47 抗体、抗 CD14 抗体、トル

イジンブルー染色を行った。FLS を iPGell (Genostaff)を用いて浮遊した状態の

まま固定し、さらに 4％パラホルムアルデヒドで 24 時間固定した。固定後パラ

フィン包埋したのち、6 μm の厚さの組織切片を作成した。キシレンで脱パラフ

ィンを行い、エタノールで洗浄し、PBS に置換した。内因性ペルオキシダーゼ

活性を不活化するため、0.3％過酸化水素を混ぜた PBS に常温で 30 分間浸した。

洗浄後、G-Block (Genostaff, GB-01)で 10 分間ブロッキングを行った。HSP47
染色には 2 μg/ml のマウス抗ヒト HSP47 モノクローナル抗体(Enzo Life 
Sciences, ADI-SPA-470)を用いた。コントロールとして同濃度の正常マウス

IgG2a (R&D Systems, MAB0061)を用い、二次抗体(anti-mouse Biotin, Dako, 
E0464)を加え 30 分常温で放置した。CD14 染色には 10 μg/ml のマウス抗ヒト

CD14 モノクローナル抗体(Abcam, ab49755)を用いた。コントロールとして同

濃度の正常マウス IgG2a (R&D Systems, MAB0031)を用い、二次抗体

(anti-mouse Biotin, Dako, E0464)を加え 30 分常温で放置した。ペルオキシダ

ーゼ活性を検出するためにペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(Nichirei, 
426062)を使用した。また、マスト細胞の混入の有無を検討するためトルイジン

ブルー染色も行った。 
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4.3.2.3 RNA の抽出と Real-time PCR 

 
本研究では TRIzol RNA Reagent (Life Technologies)を用いて mRNA を抽出

した。抽出した mRNA は濃度を調整後に SuperScript VILO (Invitrogen)を用

いて cDNA とし、Taq-Man Gene Expression Assay（Applied Biosystems）に

よる Real-time-PCR 法でヒト RasGRP4 mRNA およびヒト GAPDH mRNA の

発現を定量した（使用した probe の Assay ID はそれぞれ Hs01073180m1 およ

び Hs99999905m1）。測定には 7500 Fast Realtime PCR system (Applied 
Biosystems)を用いた。RasGRP4 の probe はエクソン 2 と 3 の間に位置する

sequence を認識するものを用いた。RasGRP4 発現量は⊿⊿CT 法によって各細

胞の RasGRP4 と GAPDH の平均の差を計算し、RasGRP4 mRNA 量を算出し

た。 

 

4.3.2.4 FLS の RasGRP4 発現量における TNFα の影響 

 
 4 名の RA 患者と 3 名の OA 患者から分離した 7.5 × 105 個の FLS を PBS で

洗浄したのち、T-75 フラスコに散布し、10％非働化 FBS、ペニシリン、ストレ

プトマイシン含有 IMDM 15 ml で培養を行った。一晩インキュベーションした

後、0、10、100 ng/ml の濃度でヒト TNFα を培養液に加え、48 時間後に細胞

を回収し、洗浄後、前述のように RNA を抽出し、Real-time PCR 法で遺伝子発

現量を検討した。 
また、tetrazolium/formazan assay を用い、細胞増殖能を検討した。3 × 103 個

の FLS を PBS で洗浄したのち、96 well プレートに散布し、10％非働化 FBS、
ペニシリン、ストレプトマイシン含有 IMDM100 μl で培養を行った。一晩イン

キュベーションした後、0、10、100 ng/ml の濃度でヒト TNFα を培養液に加え、

5 日間インキュベーションを行った。15 μl の Dye Solution を各 well に加え、4
時間インキュベーション後、100 μl の Stop Solution を加え、570 nm の吸光度

で測定した。tetrazolium/formazan assay は常に confluent にならない条件で

行った。 
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4.3.2.5 RA-FLS における RasGRP4 の knockdown の影響 

 
  7.5 × 105 個の FLS を PBS で洗浄したのち、T-75 フラスコに散布し、10％
非働化 FBS 含有 IMDM 15 ml で培養を行った。一晩インキュベーションした

後、メディウムを 15ml の Opti-MEM I (Life Technologies)に変更し、siRNA 
negative Control (Applied Biosystems, Silencer select negative control No. 1 
siRNA, 10 nM)-Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies, 3 nM)複合体ま

た は RasGRP4-spesific siRNAs (Applied Biosystems, Silencer Select 
Pre-designed siRNA, s41861 ま た は s41862, 10 nM)-Lipofectamine 
RNAiMAX (3 nM)複合体を加えた。6 時間インキュベーション後、メディウム

を 10％非働化 FBS 含有 IMDM15ml に変更した。さらに 48 時間インキュベー

ション後、細胞を回収し、RNA を抽出し、抽出した mRNA は濃度を調整後に

SuperScript VILO (Invitrogen) を用いて cDNA とし、 Taq-Man Gene 
Expression Assay による Real-time PCR 法を用いて RasGRP4、RANKL、
interleukin-6 (IL-6)、VEGF、matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)、MMP-3、
microsomal PGE synthase-1 (miPGES-1)の遺伝子発現量を測定した。RANKL、
IL-6、VEGF、MMP-1、MMP-3、miPGES-1のprobeはそれぞれHs00243522m1、
Hs00985639m1 、 Hs00900055m1 、 Hs00899658m1 、 Hs00968305m1 、

Hs01115610m1 を用いた。発現量は⊿⊿CT 法によって各細胞の RasGRP4、
RANKL、IL-6、VEGF、MMP-1、MMP-3、miPGES-1 と GAPDH の平均の差

を計算し、それぞれの遺伝子の mRNA 量を算出した。 
また、tetrazolium/formazan assay を用い、細胞増殖能を検討した。1 × 105 個

の FLS を PBS で洗浄したのち、96 well プレートに散布し、10％非働化 FBS
含有 IMDM 100 μl で培養を行った。一晩インキュベーションした後、メディウ

ムを 100 μl の Opti-MEM I に変更し、siRNA negative Control-Lipofectamine 
RNAiMAX 複合体(3 nM)または RasGRP4-spesific siRNAs (s41861 または

s41862, 10 nM)-Lipofectamine RNAiMAX (3 nM)複合体を加えた。6 時間イン

キュベーション後、メディウムを 10％非働化 FBS 含有 IMDM 15 ml に変更し

た。さらに 48 時間インキュベーション後、15μl の Dye Solution を各 well に加

え、4 時間インキュベーション後、100 μl の Stop Solution を加え、570 nm の

吸光度で測定した。tetrazolium/formazan assay は常に confluent にならない

条件で行った。 
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4.4 結果 

 

4.4.1 分離した FLS の純度についての検討 

 
 分離したFLSのHSP-47染色を行ったところいずれの患者においても97％以

上陽性であり、CD14 染色、トルイジンブルー染色で異染性を示す細胞 1％以下

であった(Figure 12-14)。 
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Figure 12. FLS の HSP-47 染色とマウス IgG2b 染色 
FLS の 97％以上が HSP-47 陽性細胞であった。 
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Figure 13. FLS の CD14 染色とマウス IgG2a 染色 
CD14 陽性細胞は全細胞の 1％以下であった。 
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Figure 14. FLS のトルイジンブルー染色 
トルイジンブルー染色で異染性を示す細胞は全細胞の 1％以下であった。
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4.4.2 RA 患者と OA 患者の FLS における RasGRP4 遺伝子発現量

の比較 

 
 FLS を分離した RA 患者と OA 患者の患者背景を Table 2 に示す。また、RA
患者の患者背景の詳細については Table 3 に示す。RA 患者と OA 患者の FLS
において RasGRP4 の遺伝子発現量に統計学的有意差は認めなかったが、一部

の RA 患者の FLS において RasGRP4 の遺伝子は高発現していた。また、生物

学的製剤を使用していた 6 人のうち 5 人(TNFα 阻害薬を使用されていた RA 患

者 4人中 4人)のFLSでRasGRP4の遺伝子発現量が低下していた(Figure 15)。
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Table 2. FLS を分離した患者の患者背景 
 

 
 
FLS: fibroblast-like synoviocyte, RA: rheumatoid arthritis,  
OA: osteoarthritis, NA: not available, CRP: C reactive protein,  
MMP-3: matrix metalloproteinase-3, RF: rheumatoid factor,  
ACPA: anti–citrullinated peptide antibody,  
DAS28: disease activity score 28, ESR: erythrocyte sedimentation rate, 
HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index,  
TCZ: tocilizumab, IFX: infliximab, ETN: etanercept, GLM: golimumab. 
 

RA OA
Gender, female/male 8/2 10/0
Age at the operation, years 66 (33-78) 72 (58-80)
Duration of disease, years 10.5 (2-48) NA
Serum CRP level, mg/dl 0.12 (0.02-5.69) 0.1 (0.02-0.61)
MMP-3, mg/dl 90.5 (31.3-449.9) NA
RF, U/ml 16.4 (1.1-82.8) NA
ACPA, U/ml 115 (4.5-300) NA
Swollen joint count 3 (1-6) NA
Tender joint count 3 (0-16) NA
DAS28–ESR 4.3 (2.4-5.0) NA
HAQ–DI 1 (0-1.75) NA
Methotrexate use, n (%) 5 (50) 0 (0)
Biologics agent use, n (%) 6 (60, TCZ 20, IFX 20, ETN 10, GLM 10) 0 (0)

Examination of cultured FLS
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Table 3. FLS を分離した RA 患者の患者背景 
 

 
 
RA: rheumatoid arthritis, FLS: fibroblast-like synoviocyte,  
No: number, M: male, F: female, BUC: bucillamine, PSL: prednisone,  
TCZ: tocilizumab, MTX: methtorexate, IFX: infliximab, GLM: golimumab, ETN: etanercept, CRP: C-reactive protein,  
MMP-3: matrix metalloproteinase-3, RF: rheumatoid factor, ACPA: anti- cyclic citrullinated peptide antibody,  
DAS 28-ESR: disease activity score 28 erythrocyte sedimentation rate, HAQ-DI: health assessment questionnaire 
disability index. 
 

Patient Age Duration of disease RF, ACPA, 
No. (years old) ( years) (U/ml) (U/ml)

RA 1 78 M 48 BUC (100mg/d) 82.8 196.5 4.44 0.5
RA 2 78 F 5 PSL (5 mg/d) 51.7 > 300 4.35 1.25
RA 3 58 F 10 TCZ + MTX (4 mg/w) + PSL (5 mg/d) 7.3 285.2 2.39 1.25
RA 4 72 F 11 TCZ + PSL (2.5 mg/d) 6.2 136.6 4.1 1.5
RA 5 63 M 16 IFX + MTX (10 mg/w) + PSL(10 mg/d) 40.4 66.6 4.53 0
RA 6 56 F 2 GLM + PSL (2.5 mg/d) 21.1 240.1 2.99 2.25
RA 7 63 F 9 IFX + MTX (4 mg/w) + PSL (1 mg/d) 11.7 115 4.34 0.875
RA 8 33 F 9 ETN + PSL (5 mg/d) 7.6 28.3 4.12 1.375
RA 9 69 F 12 MTX (6 mg/w) 1.1 < 4.5 4.99 1
RA 10 77 F 31 MTX (2 mg/w) + PSL (4 mg/d) 36.2 < 4.5 4.95 1.75

Sex Treatment DAS28–ESR HAQ–DI

45 
 



 
 
Figure 15.   
RA 患者と OA 患者の RasGRP4 の遺伝子発現量 
データは平均±標準誤差で示した。 
RA: rheumatoid arthritis, OA: osteoarthritis,  
RA③、④：tocilizumab で加療中、RA⑤、⑦：infliximab で加療中、 
RA⑥：golimumab で加療中、RA⑧：etanercept で加療中。 
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4.4.3 FLSにおけるRasGRP4の遺伝子発現量とFLSの増殖能につ

いての検討 

 
 FLS における RasGRP4 の遺伝子発現量と cell proliferation assay を用いた

FLS の増殖能は強い正の相関(R2 = 0.67、p < 0.01、Pearson’s test)を認めた

(Figure 16)。 
 

 
 
Figure 16. FLS における RasGRP4 の遺伝子発現量と FLS の増殖能 
RA: rheumatoid arthritis, OA: osteoarthritis.  
FLS: fibroblast-like synoviocyte, P: passage, RQ: relative quantification,  
R: correlation coefficient. 
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4.4.4 FLS の RasGRP4 遺伝子発現量における TNFα の影響 

 
 FLS に TNFα を添加したところ、濃度依存性に RasGRP4 の遺伝子発現量は

増加し、cell proliferation assay を用いて検討した増殖能も増加した(Figure 17)。 
 
 

 
 
Figure 17. FLS の RasGRP4 発現量における TNFα の影響 
A：TNFα で刺激した FLS の RasGRP4 発現量。B: TNFα で刺激した FLS の増

殖能 
 
RQ: relative quantification, FLS: fibroblast-like synoviocyte, 
TNFα: tumor necrosis factor α, mean ± standard deviation， 
Welch’s t-test, ★★: p < 0.01.  
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4.4.5 RA-FLS における RasGRP4 の knockdown の影響 

 
 まず最初に RasGRP4 の遺伝子発現量が RasGRP4 に特異的な siRNA で

knockdown できていること(p < 0.05、Welch’s t-test)を確認した(Figure 18. A)。
また、RasGRP4 の knockdown により FLS の増殖能は低下(p < 0.01、Welch’s 
t-test)していた(Figure 18. B)。 
 

 
 
Figure 18. RA-FLS における RasGRP4 の knockdown の影響 
A: RA-FLS における RasGRP4 の knockdown による遺伝子発現量の変化 
B: RA-FLS における RasGRP4 の knockdown による FLS の増殖能の変化 
データは平均±標準偏差で示した。 
 
RA: rheumatoid arthritis, FLS: fibroblast-like synoviocyte,  
RQ: relative quantification, siRNA: small interfering RNA,  
The concentration of siRNA is 10 nM.  
Welch’s t-test, ★: p < 0.05, ★★: p < 0.01. 
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 次にRasGRP4の knockdownによるFLSのRANKL、IL-6、VEGF、MMP-1、
MMP-3、miPGES-1 の産生の変化について検討した。RasGRP4 の knockdown
により、FLS における RANKL、IL-6、VEGF、MMP-3 の遺伝子発現量には変

化が見られなかったが(Figure 19. A-D)、MMP-1 と miPGES-1 の遺伝子発現量

は低下した(Figure 19. E-F、p < 0.05、Welch’s t-test)。 
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Figure 19. RasGRP4のknockdownによるFLSのRANKL (A)、IL-6 (B)、VEGF 
(C)、MMP-1 (D)、MMP-3 (E)、miPGES1 (F)産生の変化 
データは平均±標準偏差で示した。 
Welch’s t-test, ★: p < 0.05, ★★: p < 0.01. 
FLS: fibroblast-like synoviocyte, RQ: relative quantification,  
siRNA: small interfering RNA,  
RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand,  
IL-6: interleukin-6, VEGF: vascular endothelial growth factor,  
MMP: matrix metalloproteinase,  
miPGES-1: microsomal prostaglandin E synthase-1  
The concentration of siRNA is 10 nM. 
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4.5 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)81,82 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

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。
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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 83。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)84、MMP-185は ERK を介していると考えられ

ている(Figure 20)。 
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(Figure 3)。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。 
 
 

 
Figure 20. 関節リウマチと mitogen-activated protein kinase 
Paunovic et al. Drugs 2013 を改変 
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 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 85。 
 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 86。 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。 
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4.6 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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5. 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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5.1 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 1,3,28,29。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

39-41。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。 
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5.2 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。 
 

5.3 動物と方法 

 

5.3.1 コラーゲン誘導滑膜炎ラットと治療 

 
 合計 15 匹の 7 週令の Lewis ラットを用いた。Day0 に 200 μl の incomplete 
Freund’s adjuvant (Chondrex) に溶解した 200 μg ブタ II 型コラーゲン

(Chondrex)を用いてラットに免疫を行った。Day7 に 100 μl の incomplete 
Freund’s adjuvantに溶解した 100 μg ブタ II型コラーゲン(Chondrex)を用いて

再免疫を行った 87。Day14 に各グループ 5 匹ずつ、10μM の siRNA Control、
RasGRP に特異的な siRNA (s139320 または s139321)と atelocollagen (Koken)
の混合液を両足関節に関節注射を行った。動物実験は北海道大学の動物実験倫

理委員会の承認のもと(承認番号 12-0113)、北海道大学動物実験に関する規定に

従い行った。 
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5.3.2 関節炎の評価方法 

 
 Day0、7、14、17、21、24、28、31、35 に足関節の直径、関節炎スコアを

測定した。関節炎スコアは 0 から 4 点にスコア化された(0 点：関節に発赤、腫

脹を認めない。1 点：足根骨または足関節に軽度の発赤と腫脹を認める。2 点：

足関節から足根骨にかけて軽度の発赤と腫脹を認める。3 点：足関節から中足骨

関節にかけて中等度の発赤と腫脹を認める。4 点：足関節、足部、足趾にまで広

がる重度の発赤と腫脹を認める、または足肢の関節強直を認める)88。Day35 に

屠殺した後、骨破壊について検討するため、足関節の micro CT を撮像した。骨

破壊は 0 点から 3 点にスコア化された(0 点：正常、1 点：軟部組織の腫脹のみ、

2 点：軟部組織の腫脹と軽度の骨びらん、3 点：重度の骨びらん)89。 
 

5.3.3 関節炎の組織学的検討 

 
 ラットは day35 に屠殺された後、滑膜組織は 4％パラホルムアルデヒドで 24
時間固定し、その後脱灰を行った。パラフィン包埋の後、6 μm の厚さの組織切

片を作成した。脱パラフィンを行い、エタノールで洗浄し、PBS に置換した。

内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化するため、0.3％過酸化水素を混ぜた PBS
に常温で 30 分間浸した。洗浄後、G-Block (Genostaff, GB-01)で 10 分間ブロッ

キングを行い、免疫組織化学染色、HE 染色、トルイジンブルー染色を行った。 
 

5.3.3.1 ラット滑膜組織のヒト RasGRP4 抗体による染色 

 
 ヒト RasGRP4 抗体がラットの組織の免疫組織化学染色にも適切に使用でき

るか検討するため、ラットの滑膜組織のミラー切片を用いて、トルイジンブル

ー染色と抗ヒト RasGRP4 抗体による染色を行った。ミラー切片は、連続切片

の共通割面を上方に向けてスライドグラスに貼り付けて作成した。分割された

細胞の同一面を二つの異なる抗体により染色することにより共発現を検討した。 
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5.3.3.2 ラット滑膜組織の組織学的評価 

 
 滑膜組織の組織学的評価は滑膜腔への炎症細胞浸潤、滑膜組織への炎症細胞

浸潤、軟骨破壊、骨破壊に関して検討した。滑膜腔への炎症細胞浸潤、滑膜組

織への炎症細胞浸潤については 0 点(炎症なし)から 3 点(重度の炎症)でスコア化

した。軟骨破壊については 0 点(軟骨損傷なし)から 3 点(関節滑膜の完全欠損)で
スコア化を行い、骨破壊は 0 点(骨破壊なし)から 5 点(完全な骨構造の欠損)でス

コア化を行った 90。 
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5.4 結果 

 

5.4.1 RasGRP4 に特異的な siRNA の関節注射による滑膜炎の変化 

 
 RasGRP4に特異的な siRNAの関節注射により、関節炎スコア(Figure 21. A)、
足関節の直径(Figure 21. B)は改善した。 
 

 
Figure 21. RasGRP4 に特異的な siRNA の関節注射による滑膜炎の変化 
A：関節炎スコア、B：足関節の直径の変化 
□：siRNA control、△：siRNA ① (s139320)、○：siRNA② (s139321) 
データは平均±標準誤差で示した。Kruskal-Wallis test with post-hoc test.  
★: p < 0.05, ★★: p < 0.01. 
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5.4.2 micro CT による骨破壊の評価 

 
 micro CT で骨破壊の評価を行ったところ、RasGRP4 に特異的な siRNA の関

節注射により、骨破壊は改善した(Figure 22、23)。 
 

 
 
Figure 22. 各グループにおけるラット足関節 micro CT の代表画像 
A：siRNA Control、B：siRNA ① (s139320)、C：siRNA② (s139321) 
Ti: Tibia, Ta: Talus. 
 

 
Figure 23. 各グループにおけるラット足関節 micro CT の骨びらんスコア 
データは平均±標準誤差で示した。 
Kruskal-Wallis test with post-hoc test. ★★: p < 0.01. 
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5.4.3 組織学的評価 

 

5.4.3.1 ラット滑膜組織のヒト RasGRP4 抗体による染色 

 
 トルイジンブルー染色で異染性を示すラットマスト細胞はヒト RasGRP4 抗

体で染色された。また、滑膜表層の FLS もヒト RasGRP4 で染色され、ヒト

RasGRP4 抗体はラットの滑膜組織でも適切に使用できることを証明した

(Figure 24)。 
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Figure 24. ラット滑膜組織のトルイジンブルー染色、RasGRP4 染色 
A：トルイジンブルー染色、B、D：RasGRP4 染色(2 μg/ml)、 
C：Control rabbit IgG (2 μg/ml) 
A と B、C と D はミラー染色。 
赤矢印：マスト細胞、倍率：200 倍。 
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5.4.3.2 RasGRP4 の knockdown の証明 

 
各グループの HE 染色と RasGRP4 染色の代表画像を Figure 25 に示す。

RasGRP4 に特異的な siRNA の関節注射により RasGRP4 陽性領域は減少した

(Figure 25、26)。 
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Figure 25. ラット滑膜組織の HE 染色と RasGRP4 染色 
A、B：siRNA Control、C、D：siRNA① (s139320)、E、F：siRNA② (s139321) 
A、C、E：HE 染色、B、D、F：RasGRP4 染色。A と B、C と D、E と F はミラー切片。 
HE：hematoxylin-eosin。倍率：200 倍。
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Figure 26. 各グループの滑膜表層の RasGRP4 陽性領域の比較 
siRNA ① ：s139320、siRNA② ：s139321 
データは平均±標準誤差で示した。 
Kruskal-Wallis test with post-hoc test. ★★: p < 0.01. 
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5.4.3.3 各グループの組織学的評価 

 
 各グループの HE 染色の代表例を Figure 27 に示す。滑膜腔への炎症細胞浸

潤、滑膜組織への炎症細胞浸潤、軟骨破壊、骨破壊はいずれも RasGRP4 に特

異的な siRNA の関節注射で抑制された(Figure 27、28)。 
 

 
Figure 27. 各グループの HE 染色 
A：siRNA Control、B：siRNA ① (s139320)、C：siRNA② (s139321) 
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Figure 28. ラットの組織学的評価。 
A：滑膜腔への炎症細胞浸潤、B：滑膜組織への炎症細胞浸潤、 
C：軟骨破壊、D：骨破壊 
データは平均±標準誤差で示した。 
Kruskal-Wallis test with post-hoc test. ★★: p < 0.01. 
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5.5 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 56、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 91。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 72。しかし、関節炎モデルにおいて、マスト細胞の重要性は一

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 73,74、

一部のマスト細胞欠損マウスでは関節炎の抑制は起きない 75,76。 
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。 
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5.6 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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6. 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(Figure 29)。 
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Figure 29. RasGRP4 の阻害は FLS の増殖を抑制し、骨・軟骨破壊を軽減する

(Klareskog et al. Lancet 2009 を改変) 
FLS: Fibroblast-like synoviocytes, MMP:  Matrix Metalloproteinase 
RANKL: receptor activator of nuclear factor-кB ligand 
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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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