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1. 要旨 

 

【背景と目的】 抗シトルリン化ペプチド抗体 (anti-citrullinated peptide antibodies: 

ACPA)は関節リウマチ (rheumatoid arthritis: RA)において特異的に検出される自

己抗体である。ACPA は RA の発症に先立って検出され、ACPA 陽性患者の関節

予後は不良であることから、病原性を有する自己抗体として注目されている。

ACPA の陽性率と喫煙、歯周病や human leukocyte antigen (HLA)-DRB1 shared 

epitope の存在が ACPA と関連することが知られているが、その産生機序は明ら

かになっていない。マクロオートファジー（以下、オートファジー）はリソソー

ムを分解の場とする細胞内の主要な分解システムである。オートファジーは細

胞内浄化や飢餓適応を主な役割としているが、細胞内タンパクから MHC class II 

分子と結合するペプチドを生成し抗原提示にも関与する。近年、オートファジー

が細胞内タンパク質のシトルリン化を促進することが報告されており、オート

ファジーはシトルリン化、抗原提示と 2 つの機序を介し ACPA の産生に関与し

ている可能性がある。滑膜線維芽細胞 (Synovial fibroblasts: SFs)は関節リウマチ

の病態において中心的役割を担っている。活性化し異常に増殖した SFs は炎症

性サイトカイン、ケモカイン、matrix metalloproteinase などを分泌し、関節の炎

症、破壊に寄与している。 

本研究は ACPA の産生機序を解明することを目的とし、RA における SFs の

抗原提示能とオートファジーの役割を検証した。 

【対象と方法】 北海道大学病院で人工膝関節置換術を施行された RA 患者の滑

膜から SFs を分離・培養し 4-8 継代の細胞を用いた。SFs を interferon-γ (IFN-γ)で

刺激し細胞表面における MHC class II の主要なサブタイプである HLA-DR およ

び T 細胞の活性化に必要な共刺激分子である B7 分子の発現をフローサイトメ

トリ法で確認した。ACPA 陽性の患者血清、抗ビメンチン抗体、抗シトルリン抗

体を一次抗体として SFs のライセートのウエスタンブロットを行い、SF 内の

ACPA の対応抗原の存在を確認した。この ACPA の対応抗原がシトルリン化ビ

メンチンであることを確認するために、抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降を

行った。オートファジーが SFs 細胞内のビメンチンのシトルリン化に及ぼす影

響を確認するために、SFs を無血清培地による飢餓状態およびプロテアソーム阻

害薬の MG132 で刺激しオートファジーを誘導し、抗ビメンチン抗体、抗シトル

リン抗体、抗 LC3 抗体および抗 β-actin 抗体を用いたウエスタンブロットを行い

densitometry でタンパク量を定量した。また、オートファジー阻害の影響を評価

するため、3-methyladenine (3-MA) を添加した。SFs を IFN-γ 刺激下で飢餓刺激

あるいは MG132 で刺激し、細胞内の HLA-DR、シトルリン、ビメンチンの発現
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を免疫細胞染色法で評価した。また、SFs のライセートで抗 HLA-DR 抗体を用

いた免疫沈降を行い、HLA-DR とシトルリン化ビメンチンの結合を確認した。

Proximity ligation assay を行い HLA-DR/シトルリン、HLA-DR/ビメンチンの相互

作用を評価した。 

【結果】 HLA-DR、B7-H1 および B7-DC は IFN-γ 刺激により SFs 表面に誘導さ

れ、B7-H3 は IFN-γ 刺激の有無に関わらず発現していた。SFs が抗原提示細胞と

しての機能を有していることが示唆された。ACPA 陽性患者血清、抗ビメンチン

抗体、抗シトルリン抗体は 54kDa のタンパクを認識したが、ACPA 陰性患者血

清はこれを認識しなかった。抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降法でこれがシ

トルリン化ビメンチンであることを確認した。飢餓刺激および MG132 による刺

激により LC3-II/β-actin 比が増加しており、オートファジーが亢進していること

を確認した。また、それに伴いシトルリン/ビメンチン比が増加しビメンチンの

シトルリン化が亢進した。3-MA によりオートファジー阻害を行うとこの効果は

抑制された。免疫細胞染色で、IFN-γ と飢餓刺激あるいは MG132 刺激を併せて

行うと、細胞内の HLA-DR およびシトルリンが増加し、これらの局在は一致し

ていた。SFs ライセートでの抗 HLA-DR 抗体を用いた免疫沈降により細胞内で

HLA-DR とシトルリン化ビメンチンが結合していることを確認した。Proximity 

ligation assay でオートファジーが HLA-DR/シトルリン、HLA-DR/ビメンチンの

相互作用を増強することを確認した。 

【考察】 IFN-γ 刺激により SFs 細胞表面に MHC class II が誘導された。SFs にお

ける B7-H3 シグナルは、炎症性サイトカイン存在下で活性化した T 細胞に対し

ては共刺激シグナルとして作用することが報告されており、SFs が B7-H3 と活

性化 T 細胞の相互作用を介して RA の病態に関与している可能性がある。B7-H1

と B7-DC は抑制性の作用を持つとの報告もあり、その詳細な機序についてはさ

らなる検討が必要である。オートファジー誘導により SFs 細胞内のビメンチン

のシトルリン化が亢進することが示された。オートファゴソームはアルギニン

をシトルリン化する酵素である peptidylarginine deiminase (PAD)の高い活性を有

していることが報告されており、オートファジー誘導により、PAD 活性が亢進

し、オートファゴソーム内でのビメンチンのシトルリン化が亢進したものと考

えられた。HLA-DR/シトルリン、HLA-DR/ビメンチンの相互作用は IFN-γ 刺激下

でオートファジーを誘導した際に増強され、RA の SFs で MHC class II によりシ

トルリン化ビメンチンが抗原提示されているという仮説を支持する結果であっ

た。 

本研究で、SFs 自体が抗原提示細胞として機能し、シトルリン化抗原提示を介

して関節での ACPA 産生や維持に関与している可能性が示唆された。今後は細

胞表面において MHC class II を介しシトルリン化ビメンチンが抗原提示されて
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いることを示すことが研究課題である。 

【結論】 SFs は抗原提示細胞としての機能を有し、オートファジーが SFs の

細胞内におけるビメンチンのシトルリン化を促進し、細胞内における MHC class 

II とシトルリン化ビメンチンの結合を促進する。  
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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 antibodies 

ADL  activities of daily living 

Blys  B-lymphocyte stimulator 

BSA  bovine serum albumin 

CRP  C reactive protein 

DAS28  disease activity score 28 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMARDs disease-modifying anti-rheumatic drugs  

ETN  etanercept 

ESR  erythrocyte sedimentation rate 

FBS  fetal bovine serum 

GLM  golimumab 

GWAS  genome-wide association study 

HAQ-DI health assessment questionnaire disability index 

HBSS  Hanks’ balanced salt solution 

HLA  human leukocyte antigen 

IFN-γ  interferon-gamma 

IFX           infliximab 

IGR  igratimod 

IL  interleukin 

IMDM  Iscove’s modified Dulbecco’s medium 

IP  immunoprecipitation 

LC-3  microtubule-associated protein light chain-3 

MFI  mean fluorescent index 

mPSL  methylprednisolone 

MHC   major histocompatibility complex  

miR  micro ribonucleic aci 

MMP  matrix metalloproteinase 

MTX  methotrexate 

mTORC1  mammalian target of rapamycin complex 1  

OA           osteoarthritis 

PAD  peptidylarginine deiminase 
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PBS   phosphate buffered saline 

PIP3  phosphatidylinositol-3 phosphate 

PI3K  phosphatidylinositol-3 kinase 

RA  rheumatoid arthritis 

RANKL  receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RF  rheumatoid factor 

SE  shared epitope 

SFs  synovial fibroblasts 

TCZ  tocilizumab 

Th1  helper T1 cells 

Th17  helper T17 cells 

Treg  regulatory T cells 

TNF-α  tumor necrosis factor alpha 

3-MA  3-methyladenine 
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3. 緒言 

3.1 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

己免疫疾患である(McInnes and Schett, 2011)。骨破壊、関節破壊が進行すると

activities of daily living (ADL)が低下する(Klareskog et al., 2009 ; Maxwell and Singh, 

2010 ; McInnes and Schett, 2011 ; Scott et al., 2010 ; Singh et al., 2009 ; Singh et al., 

2009 ; Yazici, 2009)。RA の罹患頻度は 0.5~2％、男女比は 1:3 程度で 40 歳代に最

も多く(Rasch et al., 2003 ; Scott et al., 2010 ; Symmons et al., 2002)、労働生産性にも

影響を及ぼしうる疾患の一つである。 

RA の発症率に人種差があることや家族内での発症が報告されており(Silman 

and Pearson, 2002)、遺伝学的素因が関係していると考えられてきた。近年のゲ

ノムワイド関連解析 (genome-wide association study: GWAS)により 100 以上の

RA 疾患感受性遺伝子座位が同定されている(Okada et al., 2014)。この中でも

Human leukocyte antigen (HLA)-DRB1 が特に強い関連を示しており、抗原提示が

RA の病態形成に関与することが示唆されている。さらに疾患関連アリルはペ

プチド結合部位に共通のアミノ酸配列を有しており、shared epitope と呼ばれて

いる(Scally et al., 2013)。その他 CD28 など T 細胞の活性化に必要な共刺激分

子、tumor necrosis factor alpha (TNF-α)、interleukin-6 (IL-6)などの炎症性サイトカ

イン、PTPN22 など T 細胞からのシグナルを制御する分子などが疾患感受性遺

伝子座位として同定されている(Okada et al., 2014)。これらの遺伝的素因に加

え、環境要因や遺伝子のエピジェネティックな修飾が RA の病態に関与してい

ると考えられている(Klein and Gay, 2015)。環境要因としては喫煙(Silman et al., 

1996)、歯周病や腸内細菌叢の異常(Scher et al., 2016)が RA の発症に関連してい

る。ヒストンのアセチル化、DNA のメチル化などの遺伝子のエピジェネティッ

ク修飾が滑膜線維芽細胞 (synovial fibroblasts: SFs)や好中球を活性化し RA の病

態に関与している(Klein and Gay, 2015)ことが報告されている。また、micro 

RNA (miR)はメッセンジャーRNA を分解しエピジェネティックな制御機能を有

することが近年注目されている(Baxter et al., 2012)。miR155 はリンパ球、マク

ロファージ、滑膜線維芽細胞の機能を活性化し RA の発症に関与している

(Bluml et al., 2011) (Figure 1)。 
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Figure 1. 関節リウマチ発症の機序(Smolen et al., 2016)より一部改変 

 

Human leukocyte antigen (HLA) shared epitope や PTPN22 などの疾患感受性遺伝

子を有する宿主に喫煙、歯周病などの環境要因や DNA のメチル化、ヒストン

のアセチル化などのエピジェネティックな遺伝子修飾やタンパクのシトルリン

化などの翻訳後修飾がおこる。その結果 anti-citrullinated peptide antibodies 

(ACPA)や rheumatoid factor (RF)が産生され、免疫系が活性化され、滑膜炎が生

じる。はじめは無症候性であるが、炎症が増強され、やがて有症状の関節炎へ

と進展する。 

 

 

RA の関節腫脹は滑膜の炎症性増殖を反映したもので、病理学的には SFs の腫

瘍様の増殖と滑膜への炎症細胞浸潤がみられる(Smolen and Steiner, 2003)。単球・

マクロファージ(Haringman et al., 2005 ; Liew and McInnes, 2002)、樹状細胞、マス

ト細胞(Gotis-Graham and McNeil, 1997 ; Gotis-Graham et al., 1998 ; Nigrovic and Lee, 

2007)などの自然免疫系や T 細胞、B 細胞(Schroder et al., 1996)、形質細胞などの

獲得免疫系が関与している (Figure 2)。 
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Figure 2. 健常人の関節と関節リウマチの関節(Smolen and Steiner, 2003) 

 

関節は 2 つの骨が連結する部分にあり、骨と骨の摩擦をなくすために関節軟骨

が存在する。関節は厚さ約 100 μM の滑膜に覆われており、その中には滑液が

満たされている(Figure 2A)。関節リウマチでは滑膜が絨毛状に増殖し、骨や軟

骨が破壊される。滑液内には単球・マクロファージ、樹状細胞、マスト細胞、

T 細胞、B 細胞などの炎症細胞が多数存在する。増殖した滑膜を栄養するため

の豊富な新生血管もみられる(Figure 2B)。 

 

 

発症の機序として RA に関連した抗原が樹状細胞、マクロファージや B 細胞な

どの抗原提示細胞 (antigen-presenting cells: APC)により Major histocompatibility 

complex class II (MHC class II)を介し T 細胞に抗原提示され免疫反応が起こると

考えられている。T 細胞の活性化には MHC class II と T 細胞レセプターの相互

作用に加えて共刺激シグナルが必要であり、APC に発現している CD28 と T 細

胞に発現している CD80 や CD86 がこの役割を果たす。T 細胞は制御性 T 細胞 

(regulatory T cells: Treg)により制御されている。滑膜には主に helper T1 細胞 

(Th1)、helper T17 細胞 (Th17)が分布しており、Th1/17 は interleukin-2 (IL-2)や

interferon-gamma (IFN-γ) などのサイトカインの刺激により増殖し、マクロファ

ージ、B 細胞、SFs、破骨細胞を活性化する。B 細胞は多彩なレセプターや免疫
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グロブリンを発現しており、形質細胞に分化しリウマチ因子 (rheumatoid factor: 

RF)や抗シトルリン化ペプチド抗体 (anti-citrullinated peptide antibodies: ACPA)な

どの自己抗体を含む抗体産生に関与する。自己抗体は免疫複合体を形成し補体

や Fc レセプターの活性化を介して tumor necrosis factor alpha (TNF-α)、

interleukin-6 (IL-6)や interleukin-1 (IL-1)などの炎症性サイトカインの産生を促進

する。B 細胞はマクロファージに存在する B-lymphocyte stimulator (BlyS)や T 細

胞により活性化される。炎症性サイトカインにより活性化された SFs は腫瘍様

に増殖し、炎症性サイトカイン、ケモカイン、matrix metalloproteinase (MMP)、

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)を産生し軟骨破壊や

(Sabeh et al., 2010)、破骨細胞の分化および骨破壊を促進し(Bottini and Firestein, 

2013)、RA の病態において中心的役割を担っている (Figure 3)。 

 

 

Figure 3. 関節リウマチの病態に関与する細胞およびサイトカインネットワーク 

(Smolen, 2007) 
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マクロファージや B 細胞などの抗原提示細胞 (antigen-presenting cells: APC)が

Major histocompatibility complex (MHC) class II を介し T 細胞に抗原提示を行い免

疫反応が開始される。APC に発現している CD28 と T 細胞に発現している

CD80 や CD86 の相互作用による共刺激シグナルが T 細胞の活性化に必須であ

る。T 細胞は制御性 T 細胞 (regulatory T cells: Treg)により制御されている。滑

膜には主に helper T1 細胞 (Th1)、helper T17 細胞 (Th17)が分布しており、

Th1/17 は interleukin-2 (IL-2)や interferon-gamma (IFN-γ) などのサイトカインの

刺激により増殖し、マクロファージ、B 細胞、SFs、破骨細胞を活性化する。B

細胞は多彩なレセプターや免疫グロブリンを発現しており、形質細胞に分化し

リウマチ因子 (rheumatoid factor: RF)や抗シトルリン化ペプチド抗体 (anti-

citrullinated peptide antibodies: ACPA)などの自己抗体を含む抗体産生に関与す

る。自己抗体は免疫複合体を形成し補体や Fc レセプターの活性化を介して

tumor necrosis factor alpha (TNF-α)、interleukin-6 (IL-6)や interleukin-1 (IL-1)など

の炎症性サイトカインの産生を促進する。B 細胞はマクロファージに存在する

B-lymphocyte stimulator (BlyS)や T 細胞により活性化される。活性化された SFs

は腫瘍様に増殖し、炎症性サイトカイン、ケモカイン、matrix metalloproteinase 

(MMP)、receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)を産生し軟骨

破壊や、破骨細胞の分化および骨破壊を促進する。 

APC: antigen presenting cells, Blys: B lymphocyte stimulator, C: complement, 

ACPA=anti citrullinated peptide antibodies, CR=complement receptor, FcR=receptor for 

the Fc portion of IgG, IC= immune complex, IFN=interferon, IFN1=type 1 interferons, 

IL=interleukin, MHC II: major histocompatibility complex class II, RANK: receptor 

activator of nuclear factor kappa-B, RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-

B ligand, RF: rheumatoid factor, TACI: transmembrane activator and calciummodulator 

and cyclophilin ligand interactor, TCR: T-cell receptor, Th1=T helper 1 cells, Th17: T 

helper 17 cells, TLR: Toll-like receptor, Treg=regulatory T cells 

 

 

メトトレキサートなどの disease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs) 

(Donahue et al., 2008 ; Suarez-Almazor et al., 2000 ; Suarez-Almazor et al., 2000)に加

え、上述の RA に関連するサイトカインや分子を治療標的とした TNF-α 阻害薬

(Alonso-Ruiz et al., 2008 ; Feldmann et al., 1996 ; Kristensen et al., 2007)、IL-6 阻害薬

(Smolen et al., 2008)、T 細胞選択的共刺激調節剤(Smolen et al., 2007)などの生物学

的製剤が次々と開発され、RA の治療は劇的に進歩したが、依然として治療抵抗

群が存在し、また、易感染性などの薬剤の副作用(Dixon et al., 2010 ; Hyrich et al., 

2008 ; Leombruno et al., 2009 ; Strangfeld et al., 2009)や費用(Finckh et al., 2009 ; Nixon 
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et al., 2009)などの観点からドラッグフリー寛解のニーズは高く、関節リウマチの

病態の究明、さらに新たなアプローチによる治療が求められている。 

  



 

14 

 

3.2 抗シトルリン化ペプチド抗体  

 

抗シトルリン化ペプチド抗体 (anti-citrullinated peptide antibodies: ACPA)は RA

の疾患特異的自己抗体であり、RA の分類基準である 2010 年 American College 

of Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) 分類基準 に

も含まれている(Aletaha et al., 2010)。ACPA は約 60%の RA 患者で検出されるが

(Avouac et al., 2006 ; Schellekens et al., 2000 ; van Gaalen et al., 2004 ; Vincent et al., 

2002)、健常人の 2%でしか検出されず(Schellekens et al., 2000)、特異性の高い自

己抗体である。ACPA は RA の発症に先立って検出され(Rantapaa-Dahlqvist et al., 

2003 ; van Venrooij et al., 2011)、発症後数年間は抗体価が維持され、抗リウマチ治

療によってもその抗体価は変動しない(Kastbom et al., 2004 ; Ronnelid et al., 2005)。

ACPA 陽性 RA は疾患活動性が高く関節予後は不良であり(van den Broek et al., 

2012)、ACPA 陽性 RA と陰性 RA は治療反応性も異なる(van Dongen et al., 2007)。

遺伝学的にも ACPA 陽性 RA のみが human leukocyte antigen (HLA)-DRB1 shared 

epitope alleles (Klareskog et al., 2008 ; Scally et al., 2013) や PTPN22 遺伝子の一塩

基多型と関連している(Plenge et al., 2005)ことから、これらを異なる疾患概念と

する考え方もある(Ronnelid et al., 2005)。マウスにおいてシトルリン化フィブリ

ノゲンに対する自己抗体が関節炎を誘発し(Kuhn et al., 2006) (Figure 4)、 

 

 

Figure 4. シトルリン化フィブリノゲン特異的 IgG と関節炎スコア (Kuhn et al., 

2006)  

 

DBA/1J マウスにおいて抗 II 型コラーゲンモノクローナル抗体(arthrogen)とシト

ルリン化フィブリノゲン特異的 IgG (1618)を投与すると関節炎スコアが有意に

上昇し、シトルリン化フィブリノゲン特異的 IgG がコラーゲン誘発性関節炎を
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増強することが示唆された。 

Submax: submaximal, arthrogen: a cocktail of monoclonal antibodies against collagen II, 

1618: monoclonal antibody to citrullinated fibrinogen, HB5: control monoclonal 

antibodies 

 

 

コラーゲン誘発性関節炎モデルマウスでは、コラーゲンのシトルリン化によ

り関節炎が増強された(Lundberg et al., 2005) (Figure 5) ことから、シトルリン化

抗原に対する自己抗体が病原性を有することが示唆されている。 

 

 

 

Figure 5. II 型コラーゲンのシトルリン化と関節炎の関係 (Lundberg et al., 2005) 

 

シトルリン化 II 型コラーゲンを投与したマウスは、非シトルリン化 II 型コラー

ゲンを投与したマウスと比較し有意に関節炎の発症率が上昇し、関節炎発症の

までの期間も有意に短かった。 

CII-im: immunized with collagen type II, cit-CII-im: immunized with citrullinated 

collagen type II, p.i.: post immunization  

 

 

シトルリン化は peptidylarginine deiminase (PAD)により媒介される翻訳後修飾で

あり(Fuhrmann and Thompson, 2016 ; Vossenaar et al., 2004)、陽性荷電を有するア

ルギニンが非荷電のシトルリンに変化し、水素結合や電荷が変化し、タンパク間

の相互作用が変化する(Fuhrmann et al., 2015) (Figure 6)。 
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Figure 6. peptidylarginine deiminase (PAD)によるタンパクのシトルリン化 

(Fuhrmann et al., 2015) 

 

アルギニンの陽性荷電のアミノ基が非荷電のカルバミル基に変化しシトルリン

となる。 

 

 

シトルリン化タンパクは表皮の角質層や(György et al., 2006)、中枢神経系

(Nicholas et al., 2003)で恒常的に発現しているものの、その詳細な機能について

は明らかになっていない。抗原提示細胞が T 細胞に抗原提示を行う際のプロセ

シングの過程でタンパクがシトルリン化を受けることが報告されている(Ireland 

and Unanue, 2011)ほか、シトルリン化タンパクは RA (Baeten et al., 2001) や反応

性関節炎(Vossenaar et al., 2004)の滑膜、特発性間質性肺炎(Bongartz et al., 2007)、

脳(Nicholas et al., 2003)、筋炎やリンパ節(Makrygiannakis et al., 2006)など多彩な炎

症組織で確認されている。このことからシトルリン化は疾患特異的な反応では

なく、炎症に関連した反応であると考えられる。また、シトルリン化を受けるタ

ンパクに特異的はなく、フィブリノゲン(Masson-Bessiere et al., 2001)、ビメンチ

ン(Vossenaar et al., 2004)、α-エノラーゼ(Young et al., 1979)などが報告されている。 

また、喫煙者の気管支肺胞洗浄液からは高濃度のシトルリン化タンパクが検

出され(Catrina et al., 2016)、高い PAD 活性を有することが報告されている

(Makrygiannakis et al., 2008)。歯周病では歯周囲の慢性炎症により PAD が活性化

されタンパクをシトルリン化することや(Engstrom et al., 2018)、起因菌である

Porphyromonas gingivalis などの構成成分の α-エノラーゼがシトルリン化され交

差反応を起こすことが報告されている(Lundberg et al., 2008)。 

 上述のように、ACPA の産生には遺伝学的背景や環境要因が関連していること

は知られているが、ACPA 産生の詳細なメカニズムや、関節炎を起こす機序につ

いてはいまだ明らかになっていない点も多い。  
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3.3 オートファジーと抗原提示  

 

マクロオートファジー (以下、オートファジー) は細胞が自らの細胞内のタン

パクを分解して再利用する機能であり(Mizushima and Klionsky, 2007)、細胞内の

主要な分解システムである(Mizushima and Komatsu, 2011)。オートファジーは複

数の分子により制御されているが、mammalian target of rapamycin complex 1 

(mTORC1)はオートファゴソーム形成の初期の段階に必要な Atg1-Ulk1 複合体の

上流でオートファジーを抑制している(Mizushima, 2010)。飢餓状態になるとこの

抑制が外れ、Ulk1 複合体は小胞体膜へ移動し phosphatidylinositol-3 kinase である

Vps34 と複合体を活性化し、phosphatidylinositol-3 phosphate（PIP3）が形成され

る。PIP3は Atg8ファミリー分子のmicrotubule-associated protein light chain-3 (LC3)

を lipidation し、オートファゴソーム形成を促進し、細胞質内のタンパクが二重

の膜に包まれ、リソソームにより分解される(Dooley et al., 2014) (Figure 7)。 

 

 

Figure 7. オートファジーに関連する分子 (Mizushima, 2010) 
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mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)は Atg13-Ulk1-FIP200 複合体の

上流でオートファジーを抑制している。飢餓状態によりこの抑制が外れ、Ulk1 複

合体は小胞体膜へ移動し phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)である Vps34 と複合

体を活性化し、phosphatidylinositol-3 phosphate（PIP3）が形成される。PIP3 は Atg8

ファミリー分子のmicrotubule-associated protein light chain-3 (LC3)を lipidationし、

オートファゴソーム形成を促進し、細胞質内のタンパクが二重の膜に包まれ、リ

ソソームにより分解される。 

 

 

オートファジーは飢餓以外にも小胞体ストレス、成長、病原体の感染や異常タ

ンパクが蓄積する疾患などへの適応に必要な機能であり(Levine and Yuan, 2005 ; 

Lum et al., 2005 ; Maiuri et al., 2007 ; Yorimitsu and Klionsky, 2007)、細胞や臓器の多

彩な機能の維持にも関与している。オートファジーの障害により引き起こされ

る疾患として、アルツハイマー病などの神経変性疾患(Menzies et al., 2015)、糖尿

病(Kaniuk et al., 2007)、心臓病(Nakai et al., 2007)、全身性エリテマトーデス

(Pierdominici et al., 2012)やクローン病(Lees et al., 2011)などの自己免疫疾患など

が知られている。悪性腫瘍領域においてオートファジーは非腫瘍細胞や初期の

悪性腫瘍においては抑制性に作用する一方で(Takamura et al., 2011 ; Yue et al., 

2003)、増殖期の悪性腫瘍においては低酸素状態や飢餓状態への適応を行い、が

ん細胞の生存に寄与している(White, 2015)。既存の化学療法と抗オートファジー

作用を持つヒドロキシクロロキンの併用が新たな抗腫瘍治療として有効である

可能性が示唆されている(Amaravadi et al., 2011)。 

古典的に抗原提示細胞は Major histocompatibility complex class I (MHC class I) 

を介して細胞内の抗原を提示し、MHC class II を介して細胞外の抗原を提示する

と考えられてきたが(Busch and Mellins, 1996)、近年、オートファジーを介して細

胞内タンパクからペプチドが生成され MHC class II により抗原提示する経路が

あることが報告されている(Dengjel et al., 2005 ; Schmid and Munz, 2005) (Figure 8)。 
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Figure 8. オートファジーと抗原提示の関係 (Schmid and Munz, 2005) 

 

細胞内のタンパクはオートファゴソームにより取り込まれ Major 

Histocompatibility Complex class II (MHC class II)に load され、CD4 陽性 T 細胞へ

抗原提示される。 

HLA: Human leukocyte antigen, MHC II: Major Histocompatibility Complex class II, 

TCR: T-cell receptor 

 

 

細胞内の抗原を提示するこのオートファジー依存性の抗原提示は胸腺におけ

る CD4 陽性 T 細胞のネガティブセレクションに関連しており、自己寛容に必要

なプロセスである(Nedjic et al., 2008)。また、多発性硬化症のモデルマウスにおい

て、ミエリンに特異的なタンパクの抗原提示にオートファジー関連タンパクの

Atg5 が必要であることが明らかになっており(Keller et al., 2017)、オートファジ

ーに依存した抗原提示が自己免疫疾患に重要な役割を果たしていることが示唆

されている。また、オートファゴソームは PAD の活性が高く(Ireland and Unanue, 

2011)、オートファジーはシトルリン化および抗原提示を介して ACPA 産生に寄

与している可能性がある。  
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3.4 滑膜線維芽細胞とオートファジー 

 

滑膜細胞はマクロファージ様滑膜細胞と滑膜線維芽細胞 (synovial fibroblasts: 

SFs)に分類される(Bartok and Firestein, 2010)。SFs は滑膜の表面に位置し、関節の

炎症や骨破壊において中心的な役割を果たしている(Bartok and Firestein, 2010 ; 

Huber et al., 2006)。関節組織を侵食する腫瘍状に増殖したパンヌスと呼ばれる組

織が RA の特徴であり、パンヌスを形成する主要な細胞は SFs であると考えら

れている(Muller-Ladner et al., 1996 ; Tolboom et al., 2005)。RA では滑膜の局所で

活性化した T 細胞、マクロファージから産生された TNF-α、IL-6 などの炎症性

サイトカインが産生され、SFs が腫瘍様に増殖する。活性化した SFs は、炎症性

サイトカイン、ケモカイン、MMP などを産生することで軟骨破壊を促進し、

RANKL の発現を介して破骨細胞の分化を促進し、骨破壊をきたし、RA の病態

において中心的役割を担っている(Bottini and Firestein, 2013)。生物学的製剤はこ

れらのサイトカインシグナルを阻害することで RA の病態を改善していると考

えられる。 

当研究室では RA の SFs は変形性関節症 (osteoarthritis: OA) のそれと比較し

て高いオートファジー活性を有し、抗アポトーシス作用を有していることを報

告した(Kato et al., 2014). RA の関節内では発症早期から活性化した CD4 陽性 T

細胞がみられ(McInnes and Schett, 2011 ; Prendergast et al., 2018)病態形成に関与し

ていると考えられている。CD4 陽性 T 細胞は MHC class II により提示された抗

原を認識し活性化する(Villadangos, 2001)。T 細胞の活性化および免疫寛容には T

細胞受容体と抗原の相互作用に加え、共刺激分子である B7 スーパーファミリー

と B7 リガンドの相互作用が必要である(Sharpe and Freeman, 2002)。MHC class II 

分子は樹状細胞、マクロファージ、B 細胞などの古典的抗原提示細胞に存在する

ことが知られているが、炎症などにより活性化した状態ではすべての細胞にお

いてその発現がみられる。SFs においても IFN-γ 刺激により活性化した状態で

は MHC class II 分子の発現がみられ (Navarrete Santos et al., 1997), CD4 陽性 T 細

胞を活性化することが報告されている(Boots et al., 1994 ; Tran et al., 2008)。ACPA

の主な対応抗原としてシトルリン化ビメンチンが知られているが(Vossenaar et 

al., 2004)、ビメンチンは SFs などの間葉系細胞に特異的に発現している。  
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3.5 本研究の仮説と目的 

 

本研究では、RA における ACPA の産生機序を解明することを目的とし、RA

の SFs における高いオートファジー活性、オートファジーによるシトルリン化

および抗原提示に注目した。活性化した SFs が抗原提示細胞として機能し、オ

ートファジーを介してシトルリン化ペプチドを抗原提示している可能性を考え

た。 

はじめに SFs の抗原提示能を評価し、次に SFs におけるオートファジーと細

胞内のシトルリン化抗原の関係を解析した。最後に RA の SFs における MHC 

class II とシトルリン化ビメンチンの相互作用、およびオートファジー活性との

関連を評価した。  
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4. 実験方法 

4.1 対象患者 

 

 2015 年 4 月から 2018 年 5 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 9 名の RA 患者を

対象とした。すべての RA 患者は 2010 年の ACR/EULAR 分類基準(Aletaha et al., 

2010)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 (自主臨床研究番号 008-0103、「関節リウマチの滑膜におけるシグナル

分子発現およびバイオロジー解明に関する研究」)。 

 

4.2 SFs の分離方法 

 

 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-Aldrich)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)、100 IU/mL ペニ

シリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン  (Sigma-Aldrich)含有 Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium (IMDM, Sigma-Aldrich)で培養した。すべての SFs は

4 から 8 継代のものを使用した。 

 

4.3 SFs 表面における MHC class II および B7 共刺激分子の

発現の評価 

 

 3 名の RA 患者から分離した 1× 106 個の SFs を PBS で洗浄した後、12 well 

plate に散布し、10 % FBS 含有 IMDM 750 μL で培養を行った。一晩インキュベ

ートした後、100 ng/mL の濃度でヒト IFN-γ (Biolegend)を培養液に加え、72 時間

後に Phosphate-buffered saline (PBS)で洗浄した後、細胞を回収し、4℃、500g で

10 分間、遠心した。FACS buffer (2 % FBS および 200 mM EDTA 含有 PBS) で再
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懸濁したのち、PE anti-HLA-DR antibody, PE anti-CD80 antibody, PE anti-CD86 

antibody, PE anti-B7-H1 antibody, PE anti-B7-H2 antibody, PE anti-B7-H3 antibody, PE 

anti-B7-DC antibody を加え、氷上で 15 分インキュベートした。コントロールと

して同濃度の PE anti-mouse IgG2a antibody, PE anti-mouse IgG1 antibody, PE anti-

mouse IgG2b antibody を用いた。洗浄後に BD FACSCaliburTM (BD Biosciences) を

用いたフローサイトメトリ法で解析し、データは FlowJo software (Tree Star)を用

いて解析した。上記で用いた蛍光標識抗体はすべて Biolegend 社より購入した。 

 

4.4 ACPA により認識される SFs 細胞内シトルリン化自己

抗原の同定 

 

2 名の患者から分離した 1×106個の SFs を T-75 フラスコに散布し、一晩イン

キュベーションしたのち、PBS で洗浄したうえ、Laemmli buffer (62.5 mM Tris HCl, 

2% sodium dodecyl sulfate, 10% glycerol, 0.1% bromophenol blue, 5 mM β-

mercaptoethanol)で回収した。95℃のヒートブロックで 5 分加熱した。10％アクリ

ルアミドゲルを作製し、サンプル中のタンパク質および recombinant human 

vimentin (R&D systems)を電気泳動した。その後 polyvinylidene difluoride (PVDF)

メンブレンにタンパク質を転写し、5%スキムミルクでブロッキングを行った。

Solution 1 (Toyobo) で 100 倍希釈した患者血清と 1000 倍希釈した anti-vimentin 

antibody (Abcam)、anti-citrulline antibody (Merck)、10000 倍希釈した anti-β-actin 

antibody (Sigma-Aldrich)を 4℃で一晩反応させ、洗浄後 TBS-tween で 5000 倍希釈

した peroxidase-conjugated anti-human antibody もしくは anti-rabbit antibody を 1 時

間反応させた。検出試薬には enhanced chemiluminescence Western blot detection 

reagents (GE healthcare) を用い、撮像には LAS-4000 imaging system (Fujifilm)を用

いた。 

 

4.5 抗ビメンチン抗体を用いた SFs ライセートの免疫沈降 

 

 1×106 個の SFs を T-75 フラスコに散布し、一晩インキュベートした後、PBS

で洗浄した後、CelLytic M Cell lysis reagent (Sigma-Aldrich)でライセートを作製し

た。anti-vimentin antibody (R&D systems)を加え 4℃で一晩反応させ、protein G-
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sepharose (GE healthcare)を加えて 4℃で 1 時間反応させた。コントロールとして

Normal goat IgG (Santa Cruz)を用いた。Lysis buffer (50mM Tris-HCl, pH8.0, 150mM 

NaCl, 1% Nonidet P-40, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride) で洗浄し、Laemmli 

buffer を加えて 95℃のヒートブロックで 5 分加熱しサンプルを作製した。前述

の方法でウエスタンブロットを行い Solution 1 (Toyobo) で 1000 倍希釈した anti-

vimentin antibody (Abcam)、anti-citrulline antibody (Merck)を 4℃で一晩反応させ、

洗浄後 TBS-tween で 5000 倍希釈した peroxidase-conjugated anti-rabbit antibodyを

1 時間反応させた。 

 

4.6 SFs におけるオートファジーの誘導 

 

1 × 106個の SFs を PBS で洗浄したのち、12 well plate に散布し、10％非働化

FBS含有 IMDMで培養を行った。一晩インキュベーションした後、培地を Serum-

free の IMDM に置換して 0-6 時間培養し、オートファジーを誘導した。PBS で

洗浄したうえ、Laemmli buffer で回収した。95℃のヒートブロックで 5 分加熱し

た。15％アクリルアミドゲルを作製し、上述の方法でウエスタンブロットを行っ

た。1000 倍希釈した anti-LC3B antibody (Abcam)、anti-vimentin antibody (Abcam)、

anti-citrulline antibody (Merck)、10000 倍希釈した anti-β-actin antibody (Sigma-

Aldrich)を 4℃で一晩反応させ、洗浄後 TBS-tween で 5000 倍希釈した anti-rabbit 

antibody 二次抗体を 1 時間反応させた。検出試薬には enhanced chemiluminescence 

Western blot detection reagents (GE healthcare) を用い、撮像には LAS-4000 imaging 

system (Fujifilm)を用いた。 

別経路でのオートファジー誘導の影響を評価するために1-10 μMのproteasome 

inhibitor の MG132 を加え、24 時間インキュベートしオートファジーを誘導し、

同様にウエスタンブロットを行った。 

オートファジー阻害の影響を評価するために、オートファジー阻害薬の 3-

methyladenine (3-MA; Cayman Chemical)を加え培養を行った。シトルリン/ビメン

チン比と LC3-II/β-actin 比を計算しシトルリン化ビメンチンとオートファジー活

性を評価した。 
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4.7 免疫細胞染色による SFs 細胞内の HLA-DR、シトルリ

ン、ビメンチンの発現の評価 

 

 1 × 106個の SFs を PBS で洗浄したのち、4 well のチャンバースライドに散布

し、10％非働化 FBS 含有 IMDM で培養を行った。一晩インキュベーションした

後 100 ng/mL の濃度でヒト IFN-γ (Biolegend)を培養液に加え、72 時間インキュベ

ートを行った。最終の 2 時間で培地を Serum-free の IMDM に置換して飢餓刺激

を行い、オートファジーを誘導した。PBS で洗浄したのち、4% paraformaldehyde 

と 15 分インキュベートし、細胞を固定した。次に 0.2% TritonX-100 と 4 分イン

キュベートし膜の透過処理を行い、洗浄の後に 70%メタノールを添加し、-20℃

でインキュベートした。洗浄の後、3% bovine serum albumin (BSA)含有 PBS を添

加し 2 時間インキュベートしブロッキングを行った。1% BSA 含有 PBS で 500

倍希釈した anti-HLA-DR antibody、anti-vimentin antibody、anti-citrulline antibody を

4℃で一晩反応させた。洗浄の後、1% BSA 含有 PBS で 1000 倍希釈した Alexa 

Fluor® 594 anti-rabbit antibody, Alexa Fluor® 488 anti-mouse antibody を常温で 3 時

間反応させた。洗浄の後、1% BSA 含有 PBS で 300 nM に希釈した 4',6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI; Biolegend)を常温で 5 分インキュベートし、核を染色した。

スライドを fluorescent mounting medium (Diagnostic Biosystems) でカバーし、蛍光

顕微鏡 BZ-X800 (Keyence)で観察した。 

別経路でオートファジー誘導による影響を確認するために、72 時間 100 ng/mL

の IFN-γ の最終の 24 時間で、proteasome inhibitor の MG132 を 10 μM の濃度で

加え 24 時間刺激し、上述のごとく免疫細胞染色を行った。 

 

4.8 免疫沈降法を用いた HLA-DR とシトルリン化ビメンチ

ンの結合の検討 

 

1 名の RA 患者から分離した 1×106個の SFs を T-75 フラスコに散布し、一晩イ

ンキュベートした後、PBS で洗浄した後、CelLytic M Cell lysis reagent (Sigma-

Aldrich)でライセートを作製した。anti-HLA-DR antibody (Abcam)を加え 4℃で一

晩反応させ、protein G-sepharose (GE healthcare)を加えて4℃で1時間反応させた。

コントロールとして Normal mouse IgG (Abcam)を用いた。Lysis buffer (50mM Tris-
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HCl, pH8.0, 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1mM phenylmethylsulphonyl fluoride) で

洗浄し、Laemmli buffer を加えて 95℃のヒートブロックで 5 分加熱しサンプル

を作製した。前述の方法でウエスタンブロットを行い Solution 1 (Toyobo) で 1000

倍希釈した anti-HLA-DR antibody, anti-vimentin antibody (Abcam)、anti-citrulline 

antibody (Merck)を 4℃で一晩反応させ、洗浄後 TBS-tween で 5000 倍希釈した

peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody を 1 時間反応させた。 

 

4.9 Proximity Ligation Assay を用いた HLA-DR とシトルリ

ン化ビメンチンの結合の検討 

 

 1 × 106個の SFs を PBS で洗浄したのち、96 well plate に散布し、10％非働化

FBS 含有 IMDM で培養を行った。一晩インキュベーションした後 100 ng/mL の

濃度でヒト IFN-γ (Biolegend)を培養液に加え、72 時間インキュベートを行った。

最終の 2 時間で培地を Serum-free の IMDM に置換して飢餓刺激を行い、オート

ファジーを誘導した。オートファジーを阻害するために 3-MA を添加した。PBS

で洗浄したのち、4% paraformaldehyde と 15 分インキュベートし、細胞を固定し

た。次に 0.2% TritonX-100 と 4 分インキュベートし膜の透過処理を行い、洗浄の

後に 70%メタノールを添加し、-20℃でインキュベートした。洗浄の後、Duolink® 

Blocking Solution (Sigma-Aldrich)を添加し 37℃で 30 分インキュベートしブロッ

キングを行った。Duolink® Antibody Diluent で 500 倍希釈した anti-HLA-DR 

antibody、anti-vimentin antibody、anti-citrulline antibody を 4℃で一晩反応させた。

洗浄の後、Duolink® Ligation buffer で 40 倍希釈した Ligase と 37℃、30 分でイン

キュベートしライゲーションを行った。洗浄の後 Duolink® Amplification buffer で 

80 倍希釈した Polymerase と 37℃で遮光し 100 分間反応させ増幅反応を行った。

洗浄の後、1% BSA 含有 PBS で 300 nM に希釈した DAPIと常温で 5 分インキュ

ベートし、核を染色した。スライドを fluorescent mounting medium でカバーし、

蛍光顕微鏡 BZ-X800 で観察した。 

別経路でオートファジー誘導による影響を確認するために、72 時間 100 ng/mL

の IFN-γ の最終の 24 時間で、proteasome inhibitor の MG132 を 10 μM の濃度で

加え 24 時間刺激し、上述のごとく Proximity ligation assay を行った。 
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4.10 統計学的解析 

 

実験 4.3 における統計学的評価は Student’s t-test、実験 4.6 における統計学的評

価は ANOVA test with post-hoc Turkey’s test を用い、p 値が 0.05 未満を統計学的有

意とした。統計解析は GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) を用いて行った。 
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5. 実験結果 

5.1 SFs 表面における MHC class II および B7 共刺激分子の

発現 

 SFs を分離した 3 人の RA 患者の患者背景を Table 1 に示す。HLA-DR、B7-

H1、B7-DC は IFN-γ の刺激により SFs 細胞表面に誘導され、B7-H3 は IFN-γ の

刺激にかかわらず SFs 表面に発現していた (Figure 9)。一方、B7-H2、CD80、

CD86 は IFN-γ 刺激後も SFs 表面に発現していなかった (Figure 10)。 

 

Figure 9. SFs 細胞表面における HLA-DR、B7-H1、B7-DC および B7-H3 分子の

発現 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、HLA-DR、T 細胞共刺激分子の

B7-H1, B7-DC および B7-H3 分子の発現をフローサイトメトリ法で評価した。

(A) HLA-DR、B7-H1、B7-DC は IFN-γ の刺激により SFs 細胞表面に誘導され、

B7-H3 は IFN-γ の刺激にかかわらず SFs 表面に発現していた。(B) A の mean 

fluorescent index (MFI)。統計学的評価は Student’s t-test を用いて行った。 

＊: p < 0.05。   
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Figure 10. SFs 細胞表面における H7-H2、B7-H4、CD80 および CD86 分子の発現 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、H7-H2、B7-H4、CD80 および

CD86 の発現をフローサイトメトリ法で評価した。 

(A) B7-H2、CD80 および CD86 は IFN-γ 刺激後も SFs 表面に発現していなかっ

た。(B) A の mean fluorescent index (MFI)。統計学的評価は Student’s t-test を用い

て行った。＊: p < 0.05。 
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Table 1. SFs を分離した RA 患者の患者背景 

 

 

No: number, M: male, F: female, CRP: C-reactive protein, RF: rheumatoid factor, MMP-3: matrix metalloproteinase-3, ACPA: anti-

citrullinated peptide andibodies, MTX: methtorexate, SASP: salazosulfapyridine, PSL: prednisolone, mPSL: methylprednisolone, TAC: 

tacrolimus, IGR: igratimod, DAS 28-ESR: disease activity score 28 erythrocyte sedimentation rate, HAQ-DI: health assessment 

questionnaire disability index

Patient Age Duration of disease CRP RF MMP-3 ACPA

No. (years old) (years) (mg/dL) (IU/mL) (ng/mL) (IU/mL)

1 74 F 6 1.44 8 264.3 <4.5 MTX6mg+SASP1000mg+PSL4mg 3.83 2

2 69 M 8 1.47 34.1 454.3 45.9 TAC2mg 2.94 0

3 64 F 6 4.09 <7 680.8 <4.5 IGR50mg+mPSL4mg 4.81 12

Sex Treatment DAS28-ESR HAQ-DI
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5.2 SF における ACPA の対応抗原の同定 

 SFs を分離した 7 人の RA 患者の患者背景を Table 2 に、血清を使用した 3 人

の RA 患者の患者背景を Table 3 に示す。ACPA 陽性患者血清、抗ビメンチン抗

体、抗シトルリン抗体は 54 kDa のタンパクを認識し、ACPA 陰性患者血清はこ

れを認識しなかった (Figure 11)。 

 

 

 

 

Figure 11. SFs における ACPA の対応抗原 

 

リコンビナントビメンチン、SFs のライセートをウエスタンブロット法で解析

した。ACPA 陽性および陰性の患者血清、抗ビメンチン抗体、抗シトルリン抗

体を一次抗体として用いた。ACPA 陽性患者血清、抗ビメンチン抗体、抗シト

ルリン抗体は 54 kDa のタンパクを認識し、ACPA 陰性患者血清はこれを認識し

なかった。
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Table 2. SFs を分離した RA 患者の患者背景 

 

No: number, M: male, F: female, CRP: C-reactive protein, RF: rheumatoid factor, MMP-3: matrix metalloproteinase-3, ACPA: anti-

citrullinated peptide andibodies, MTX: methtorexate, SASP: salazosulfapyridine, PSL: prednisolone, TAC: tacrolimus, IGR: igratimod, 

TCZ: tocilizumab, mPSL: methylprednisolone, DAS 28-ESR: disease activity score 28 erythrocyte sedimentation rate, HAQ-DI: health 

assessment questionnaire disability index 

 

 

Table 3. 血清を使用した患者の患者背景 

 

No: number, M: male, F: female, CRP: C-reactive protein, RF: rheumatoid factor, MMP-3: matrix metalloproteinase-3, ACPA: anti-

citrullinated peptide andibodies, MTX: methtorexate, PSL: prednisolone, TCZ: tocilizumab, DAS 28-ESR: disease activity score 28 

erythrocyte sedimentation rate, HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index

Patient Age Duration of disease CRP RF MMP-3 ACPA

No. (years old) (years) (mg/dL) (IU/mL) (ng/mL) (IU/mL)

1 74 F 6 1.44 8 264.3 <4.5 MTX6mg+SASP1000mg+PSL4mg 3.83 2

2 69 M 8 1.47 34.1 454.3 45.9 TAC2mg 2.94 0

3 64 F 6 4.09 <7 680.8 <4.5 IGR50mg+mPSL4mg 4.81 12

4 67 F 20 0.02 64.8 31.4 71.2 MTX8mg+TCZ+ PSL2mg 1.46 1

5 62 F 10 0.02 20.8 129.6 9.6 MTX12mg+IGR25mg+mPSL2mg 1.13 0

6 77 F 7 0.35 116.9 59.6 74.8 MTX6mg+PSL1mg 3.17 1

7 66 F 12 2.99 111 1089 177.7 MTX6mg 3.73 2

Sex Treatment DAS28-ESR HAQ-DI

Patient Age Duration of disease CRP RF MMP-3 ACPA

No. (years old) (years) (mg/dL) (IU/mL) (ng/mL) (IU/mL)

1 78 F 5 5.69 51.7 232.3 >300 PSL5mg 4.35 1.25

2 72 F 11 <0.02 6.2 85.3 136.6 TCZ+PSL2.5mg 4.10 1.50

3 69 F 12 1.12 1.1 449.9 <4.5 MTX6mg 4.99 1.00

Sex Treatment DAS28-ESR HAQ-DI
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5.3 抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降法による ACPA の

対応抗原の同定 

 

 抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降法で、免疫沈降の産物はシトルリンと結

合していた。このことから ACPA により認識される SFs 中の 54 kDa のタンパ

ク質はシトルリン化ビメンチンであることを確認した (Figure 12)。 

 

 

 

Figure 12. 抗ビメンチン抗体を用いた免疫沈降 

 

SFs ライセートを抗ビメンチン抗体で免疫沈降し、ウエスタンブロット法で解

析した。抗ビメンチン抗体による免疫沈降産物はシトルリンと結合しており、

ACPA により認識される SFs 中の 54 kDa のタンパク質がシトルリン化ビメンチ

ンであることを確認した。 

IP: immunoprecipitation 
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5.4 オートファジーが SFs 細胞内のビメンチンのシトルリ

ン化に及ぼす影響 

 次に、オートファジーが SFs 細胞内のビメンチンのシトルリン化に及ぼす影

響を評価した。無血清培地で SFs を培養してオートファジーを誘導し、LC3-

II/β-actin 比を計算しオートファジー活性を定量し、54 kDa のシトルリン/ビメン

チン比を計算しシトルリン化ビメンチンを定量した。無血清培地による 1-3 時

間の飢餓状態によりオートファジーが亢進し、シトルリン化ビメンチンが増加

し (Figure 13A)、統計学的に有意であった (Figure 13B)。 

  

 

Figure 13. SFs における飢餓刺激によるオートファジー誘導とビメンチンのシト

ルリン化の関係 

 

SFs を無血清培地による飢餓状態で刺激し、オートファジーを誘導し、ウエス

タンブロットで解析した。LC3-II/β-actin 比を計算しオートファジー活性を定量

し、54 kDa のシトルリン/ビメンチン比を計算しシトルリン化ビメンチンを定

量した。 

(A) 無血清培地による 1-3 時間の飢餓状態によりオートファジーが亢進し、シト

ルリン化ビメンチンが増加した。The data is representative blot of 3 independent 

experiments. (B) A の densitometric analysis。統計学的解析には ANOVA test, post-

hoc Turkey’s test を用いた。＊: p < 0.05. 

LC-3: microtubule-associated protein light chain-3, h: hours 
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オートファジー阻害薬の 3-MA を添加しオートファジーを阻害すると、ビメン

チンのシトルリン化も阻害され (Figure 14A)、統計学的に有意であった (Figure 

14B)。 

 

 

Figure 14. 飢餓刺激により誘導されたオートファジーに対するオートファジー

阻害の影響 

 

SFs を無血清培地による飢餓状態で 2 時間刺激してオートファジーを誘導し、5 

mM の 3-MA を添加し、オートファジーを阻害し、ライセートをウエスタンブ

ロットで解析した。LC3-II/β-actin 比を計算しオートファジー活性を定量し、54 

kDa のシトルリン/ビメンチン比を計算しシトルリン化ビメンチンを定量した。 

(A) 飢餓刺激により亢進したオートファジーは 3-MA により阻害され、ビメンチ

ンのシトルリン化も抑制された。The data is representative blot of 4 independent 

experiments. (B) A の densitometric analysis。統計学的解析には ANOVA test, post-

hoc Turkey’s test を用いた。＊: p < 0.05. 

LC-3: microtubule-associated protein light chain-3, 3-MA: 3-methyladenine  
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上記の効果がオートファジー特異的なものであることを確認するために、別経

路でオートファジーを誘導した。SFs を proteasome inhibitor の MG132 で 24 時

間刺激しシトルリン/ビメンチン比と LC3-II/β-actin 比を計算しシトルリン化ビ

メンチンとオートファジー活性を評価した。10 μM の MG132 による刺激で有

意にオートファジーが亢進し、シトルリン化ビメンチンが増加した (Figure 

15)。 

 

 

Figure 15. プロテアソーム阻害によるオートファジー誘導とビメンチンのシト

ルリン化の関係 

 

SFs をプロテアソーム阻害剤の MG132 で 24 時間刺激し、オートファジーを誘

導し、ウエスタンブロットで解析した。LC3-II/β-actin 比を計算しオートファジ

ー活性を定量し、54 kDa のシトルリン/ビメンチン比を計算しシトルリン化ビ

メンチンを定量した。 

(A) 10 μM の MG132 による刺激で有意にオートファジーが亢進し、シトルリン

化ビメンチンが増加した。The data is representative blot of 6 independent experiments. 

(B) A の densitometric analysis。統計学的解析には ANOVA test, post-hoc Turkey’s 

test を用いた。＊: p < 0.05. 

LC-3: microtubule-associated protein light chain-3, h: hours 
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3-MA によるオートファジー阻害でこの効果は阻害された (Figure 16)。 

 

 

Figure 16. プロテアソーム阻害によるオートファジーに対するオートファジー

阻害の影響 

 

SFs を 10 μM の MG132 で 24 時間刺激してオートファジーを誘導し、5 mM の

3-MA を添加しオートファジーを阻害し、ライセートをウエスタンブロットで

解析した。LC3-II/β-actin 比を計算しオートファジー活性を定量し、54 kDa のシ

トルリン/ビメンチン比を計算しシトルリン化ビメンチンを定量した。 

(A)の MG132 による刺激でオートファジーが亢進し、シトルリン化ビメンチン

が増加したが、この効果は 3-MA により抑制された。The data is representative 

blot of 3 independent experiments. (B) A の densitometric analysis。統計学的解析に

は ANOVA test, post-hoc Turkey’s test を用いた。＊: p < 0.05. 

LC-3: microtubule-associated protein light chain-3, 3-MA: 3-methyladenine  
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5.5 SFs 細胞内の HLA-DR、シトルリン、ビメンチンの免疫

細胞染色 

 

 SFs を分離した 2 人の RA 患者の患者背景を Table 4 に示す。IFN-γ と飢餓刺

激を行った SFs ではコントロールと比較して、細胞内における HLA-DR とシト

ルリンの発現が増加した (Figure 17)。IFN-γ 刺激に加え、プロテアソーム阻害

によるオートファジー誘導を行っても同様の結果が得られた (Figure 18)。さら

にマージさせた画像では、HLA-DR とシトルリン、HLA-DR とビメンチンの局

在の一致している部分がみられ、MHC class II とシトルリン化ビメンチンが相

互作用している可能性が示唆された。そこで、HLA-DR 抗体を用いた免疫沈降

を行い、MHC class II とシトルリン化ビメンチンの相互作用を評価することと

した。
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Table 4. SF を分離した RA 患者の患者背景 

 

No: number, F: female, CRP: C-reactive protein, RF: rheumatoid factor, MMP-3: matrix metalloproteinase-3, ACPA: anti-citrullinated 

peptide andibodies, MTX: methtorexate, PSL: prednisolone, IGR: igratimod, mPSL: methylprednisolone,GLM: golimumab, DAS 28-

ESR: disease activity score 28 erythrocyte sedimentation rate, HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index 

Patient Age Duration of disease CRP RF MMP-3 ACPA

No. (years old) (years) (mg/dL) (IU/mL) (ng/mL) (IU/mL)

1 59 F 19 1.90 160.8 585.4 39 MTX10+IGR50mg+mPSL4mg 5.18 14

2 59 F 9 0.11 1802 50.2 >300 GLM+PSL7.5mg 3.12 2

Sex Treatment DAS28-ESR HAQ-DI



 

40 

 

 



 

41 

 

Figure 17. 免疫細胞染色による滑膜線維芽細胞 (SFs) 内の HLA-DR/シトルリン、HLA-DR/ビメンチンの発現の解析 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、最終の 2 時間無血清培地で飢餓刺激を加えた。固定透過処理の後、HLA-

DR、ビメンチン、シトルリン、核 (DAPI)の発現を免疫細胞染色で評価した。IFN-γ 刺激と飢餓刺激を両方行うと、コント

ロールと比較して HLA-DR(緑)、シトルリン(赤)の発現が増加した。マージさせた画像では HLA-DR とビメンチン、HLA-

DR とシトルリンの局在の一致している部分がみられた。 

IFN-γ: interferon-gamma 
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Figure 18. 免疫細胞染色による滑膜線維芽細胞 (SFs) 内の HLA-DR/シトルリン、HLA-DR/ビメンチンの発現の解析 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、最終の 24 時間 10 μM の MG132 でプロテアソーム阻害刺激を加えた。固定透

過処理の後、HLA-DR、ビメンチン、シトルリン、核 (DAPI)の発現を免疫細胞染色で評価した。IFN-γ 刺激と MG132 によ

る刺激を両方行うと、コントロールと比較して HLA-DR(緑)、シトルリン(赤)の発現が増加した。マージさせた画像では

HLA-DR とビメンチン、HLA-DR とシトルリンの局在の一致している部分がみられた 

IFN-γ: interferon-gamma 
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5.6 免疫沈降法による HLA-DR とシトルリン化ビメンチン

の結合の評価  

 

 SFs のライセートで抗 HLA-DR 抗体を用いた免疫沈降法を行った。HLA-DR

による免疫沈降産物はシトルリン、ビメンチンと結合しており、HLA-DR とシ

トルリン化ビメンチンは結合していると考えられた (Figure 18)。さらにタンパ

クの結合や相互作用を視覚化可能な Proximity Ligation Assay を用いて HLA-DR

とシトルリン化ビメンチンの相互作用を視覚化し評価を行うこととした。 

 

 

 

Figure 18. HLA-DR を用いた免疫沈降法による MHC class II とシトルリン化ビメ

ンチンの結合の評価 

 

HLA-DR で SFs ライセートの免疫沈降を行い、ウエスタンブロット法で解析し

た。HLA-DR の免疫沈降産物はシトルリン、ビメンチンと結合しており、HLA-

DR とシトルリン化ビメンチンは結合していると考えられた。 

IP: immunoprecipitation 
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5.7 Proximity Ligation Assay を用いた HLA-DR とシトルリ

ン化ビメンチンの結合 

 

 Proximity ligation Assay で MHC class II とシトルリン化ビメンチンの相互作用

を評価した。SFs を IFN-γ で刺激し、無血清培養による飢餓刺激によりオートフ

ァジーを誘導し、抗 HLA-DR 抗体、抗ビメンチン抗体、抗シトルリン抗体を用

いて Proximity ligation Assay を行い HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの

相互作用を評価した。無刺激、飢餓刺激のみ、IFN-γ 刺激のみでは HLA-DR/ビメ

ンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用は観察されなかったが、IFN-γ 刺激下で

飢餓刺激を行うと、HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用が増強

された。また、この効果はオートファジー阻害剤の 3-MA により抑制された 

(Figure 19)。同様にプロテアソーム阻害薬の MG132 により異なった経路でオー

トファジー誘導でも同様に、MG132 刺激のみでは HLA-DR/ビメンチン、HLA-

DR/シトルリンの相互作用は確認されず、IFN-γ 刺激下で MG132 刺激を行うと

HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用が増強され、この効果は 3-

MA により抑制された (Figure 20)。
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Figure 19. Proximity ligation assay による HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの複合体の評価 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、最終の 2 時間無血清培地で飢餓刺激を加えた。固定透過処理の後、HLA-DR/

ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用を Proximity ligation assay で評価した。(A) IFN-γ 刺激下で無血清培地による飢

餓刺激を行うと、HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用が増強された。この効果は 3-MA により阻害され

た。(B) Figure15 の代表的な細胞の強拡大像。HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの複合体が赤色のドットとして観

察された。 

IFN-γ: interferon-gamma, 3-MA: 3-methyladenine
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Figure 20. Proximity ligation assay による HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの複合体の評価 

 

SFs を 100 ng/mL の IFN-γ で 72 時間刺激し、最終の 24 時間 10 μM の MG132 でプロテアソーム阻害刺激を加えた。固定透

過処理の後、HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用を Proximity ligation assay で評価した。IFN-γ 刺激下で

MG132 によるプロテアソーム阻害を行うと、HLA-DR/ビメンチン、HLA-DR/シトルリンの相互作用が増強された。この効

果は 3-MA により阻害された。 

IFN-γ: interferon-gamma, 3-MA: 3-methyladenine
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6. 考察 

 

本研究では RA の SFs の細胞表面における B7-H3 の発現、IFN-γ 刺激による

HLA-DR、B7-H1 および B7-DC の誘導を確認し、SFs が抗原提示能を有すること

が示唆された。ACPA の主要な対応抗原がシトルリン化ビメンチンであることを

確認し、オートファジーが SFs の細胞内ビメンチンのシトルリン化を促進する

ことを示した。また、RA の SFs の細胞内において、MHC class II とシトルリン

化ビメンチンが結合していることを明らかにし、この相互作用が IFN-γ 刺激下

でオートファジー誘導を行うことにより増強されることを示した。 

これまでに、IFN-γ 刺激により SFs において MHC class II の発現が誘導される

ことが報告されている。また、T 細胞の共刺激分子である B7 スーパーファミリ

ー分子のB7-H3、B7-H1やB7-DCは SFsに発現していることが報告されている。

B7-H3 は 2002 年に B7 スーパーファミリー分子の一つとして同定され、T 細胞

の増殖や細胞毒性、IFN-γ 産生に関与している(Chapoval et al., 2001)一方で、抑制

性の効果も報告されている(Castriconi et al., 2004)。SFs における B7-H3 シグナル

は、炎症性サイトカイン存在下で活性化した T 細胞に対しては共刺激シグナル

として作用し、サイトカイン未刺激 T 細胞に対しては抑制性に作用することが

報告されており(Tran et al., 2008)、SFs が B7-H3 と活性化 T 細胞の相互作用を介

して RAの滑膜炎の病態に関与していることが示唆されている。B7-H1 と B7-DC

は programmed death-1 (PD-1)のリガンドとして同定された B7 スーパーファミリ

ー分子である(Bardhan et al., 2016)。滑膜由来の B7-H1 は活性化した T 細胞に対

して抑制的に作用すると報告されている(Raptopoulou et al., 2010)。RA の滑膜に

おいて B7-DC の発現がみられ(Guo et al., 2012)、RA の病態形成に何らかの関与

をしていることが示唆されているが、その詳細な機序についてはまだ明らかに

なっておらず、今後の検討が必要である。これらの複数の共刺激分子が作用し、

T 細胞との相互作用を制御しているものと考えられた。本研究により、SFs が

IFN-γ 刺激下で抗原提示細胞として機能し T 細胞と相互作用する可能性が示唆

された。 

オートファジーは飢餓状態での細胞の生存に関与し、プログラムされた細胞

死であるアポトーシスと対照的な機能である。オートファジーはミトコンドリ

アの傷害に際し活性酸素や損傷した DNA を除去し、アポトーシスを抑制する。

生体内ではこの両者がバランスをとり恒常性が維持されている(Meijer and 

Codogno, 2006)。両者を制御する分子は相互に関連しており、アポトーシス制御

分子のBcl-2はBeclin-1を制御することでオートファジーを抑制している(Levine 
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et al., 2008)。また、caspase 依存性に Beclin-1 が分解され、オートファジーが抑制

されプロアポトーシス因子の発現が誘導される(Wirawan et al., 2010)。免疫細胞

の生存と細胞死のバランスが、RA の病態形成に強く関与しており、RA におい

てアポトーシスは免疫細胞の活性化やサイトカイン産生を抑制し、抗炎症作用

を持つ。RA の滑膜線維芽細胞は TNF-α などの炎症性サイトカインによりオー

トファジーとアポトーシス抵抗性が誘導され(Keller et al., 2011)、高い増殖活性を

有している。活動性の RA の滑膜ではアポトーシス活性が低下していることが

報告されている(Korb et al., 2009 ; Liu and Pope, 2003)。RA の滑膜線維芽細胞は

OA と比較して小胞体ストレスによりオートファジーが強く誘導され、高いアポ

トーシス抵抗性を有している(Shin et al., 2010)。RA の滑膜においてはオートファ

ジー活性とアポトーシス活性は負の相関を示しており、オートファジーがアポ

トーシス抵抗性に作用することが示唆されている(Kato et al., 2014 ; Xu et al., 

2013)。免疫組織学的および分子的アプローチにより RA の滑膜において Beclin-

1 や Atg5、LC3-II などのオートファジー関連分子の発現が OA の滑膜と比較し

て亢進していることが報告されている(Zhu et al., 2017)。また、コラーゲン誘発性

関節炎マウスにおいてオートファジー阻害により関節炎が抑制され、PI3K/AKT 

経路を介し滑膜線維芽細胞でアポトーシスが促進されることが報告され(Li et al., 

2017)、オートファジーをターゲットにした治療の可能性も示唆されている。 

申請者は RA の SFs には ACPA の対応抗原が存在し、それがシトルリン化ビ

メンチンであることを確認した。また、飢餓刺激やプロテアソーム阻害によるオ

ートファジーの誘導に伴い SFsの細胞内のビメンチンのシトルリン化が亢進し、

オートファジー阻害によりこの効果は抑制された。 

シトルリン化はシトルリン化酵素である PAD により媒介される翻訳後修飾で

(Fuhrmann and Thompson, 2016 ; Vossenaar et al., 2004)ある。PAD のアイソタイプ

である PAD4 をコードする遺伝子の PADI4 は RA の疾患感受性遺伝子の一つと

して同定されており(Suzuki et al., 2003)、過剰なシトルリン化が RA の病態形成

に関与していることが示唆されている。また、PAD4 はシトルリン化抗原に対す

る自己抗体産生に関与しており、炎症性関節炎を誘発する(Shelef et al., 2014)。オ

ートファゴソームは高い PAD活性を有していることが報告されているが(Ireland 

and Unanue, 2011)、その詳細な機序については未だ明らかになっていない。本研

究におけるオートファジー誘導に伴うビメンチンのシトルリン化にも PAD の活

性化が関与した可能性が高いと考えられ、今後 PAD 活性に関する検討も併せて

行う必要がある。 

ACPA はビメンチンを含むフィブリンやエノラーゼなど様々なタンパクのシ

トルリン化されたエピトープを認識するが(Vossenaar et al., 2004 ; Wegner et al., 

2010)、ACPA の中でも抗シトルリン化ビメンチン抗体は関節破壊と強い相関が
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あることが知られている(Bang et al., 2007 ; Mathsson et al., 2008 ; Syversen et al., 

2010)。シトルリン化ビメンチンは RA 感受性の HLA-DRB alleles である Shared 

Epitope を有する患者の T cell のエピトープとなり得ることが報告されており

(Feitsma et al., 2010 ; Scally et al., 2013 ; Snir et al., 2011)、シトルリン化ビメンチン

が RA の主要な自己抗原であることが示唆されている。 

また、本研究において RA の SFs の細胞内において、MHC class II とシトルリ

ン化ビメンチンが結合していることが明らかにされた。また、MHC class II とシ

トルリン化ビメンチンの相互作用は IFN-γ 刺激下でオートファジー誘導を行う

ことにより増強された。 

オートファジーは MHC class II を介した細胞内抗原提示に関与することが報

告されており(Dengjel et al., 2005)、近年オートファジー依存性の MHC class II を

介した細胞内抗原提示を定義した“Type 2 cross-presentation”という概念が提唱

されており(Valecka et al., 2018) (Figure 21) 、オートファジーの活性化と抗原提示

の関連が注目されている。本研究ではオートファジー誘導により MHC class II と

シトルリン化ビメンチンの相互作用が増強され、オートファジー誘導により細

胞内抗原提示が促進されるという仮説を支持する結果であった。 

本研究では MHC class II の誘導に IFN-γ を用いたが、単一のサイトカイン刺激

では生体内の炎症環境を十分に再現できていない可能性も考えられる。前述の

ごとく、RA の発症には複雑なサイトカインネットワークが関与していることを

考慮し、複数のサイトカイン刺激を行い MHC class II とシトルリン化ビメンチ

ンの相互作用におよぼす影響を今後評価すべきであると考える。また、本研究で

はシトルリン化ビメンチンが MHC class II に load され実際に抗原提示されてい

るかは確認できていない。今後はシトルリン化ビメンチン、MHC class II の強制

発現系を作成し、シトルリン化ビメンチンが MHC class II に load され抗原提示

されていることを示し、T 細胞と相互作用していることを確認することが研究課

題である。  
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Figure 21. Type 2 cross-presentation (Valecka et al. 2018 より引用改変) 

 

MHC class II は細胞外の抗原提示に関与しているが、オートファジー依存的に細

胞内の抗原提示にも関与している。 

MHC class II: Major histocompatibility complex class II
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7. 総括および結論 

本研究では RA の SFs の細胞表面における MHC class II や T 細胞の共刺激分

子の発現を評価し SFs が抗原提示細胞として機能しうることを示した。また、

SFs における ACPA の主要な対応抗原がシトルリン化ビメンチンであることを

示し、オートファジーが細胞内のビメンチンのシトルリン化を促進することを

示した。最後に、SFs 細胞内において MHC class II とシトルリン化ビメンチンが

結合していることを示し、この相互作用が IFN-γ 刺激下でオートファジー誘導

を行うことにより増強されることを示した (Figure 22)。 

これまでにシトルリン化抗原に対する自己免疫は喫煙(Klareskog et al., 2008)や

歯周病(Lundberg et al., 2008)などによる PAD の活性化が誘因となることが報告さ

れているが、シトルリン化自己抗原に対する自己抗体の産生の機序や自己抗体

がどのようにして関節炎をおこすのかについてはいまだ明らかになってはいな

い。 

関節局所における自己免疫の機序を考える際に、脊椎関節炎の病態生理が手

掛かりとなりうる。脊椎関節炎は関節リウマチと同様に滑膜炎をきたす疾患で

あるが、脊椎関節炎における滑膜炎は付着部炎から分泌された炎症性サイトカ

インや成長因子による二次性の滑膜炎である(McGonagle et al., 1998)。脊椎関節

炎の一つのサブタイプである乾癬性関節炎では関節内において ACPA が産生さ

れることが報告されており(Spadaro et al., 2007)、滑膜炎により活性化された SFs

がその産生に関与している可能性がある。乾癬性関節炎においても RA と同様

に ACPA と関節破壊や疾患活動性には相関がみられ(Dalmády et al., 2013 ; 

Korendowych et al., 2005)、病原性を有していることが示された。RA においても

滑膜炎に伴って関節内で ACPA が産生されている可能性があり、本研究で示さ

れた SFs におけるシトルリン化ビメンチンと MHC class II の相互作用が関与し

ている可能性があると考えられる。 

今後は SFs においてシトルリン化ビメンチンが MHC class II を介して抗原提

示されていることや、T 細胞と相互作用すること証明することが研究課題であ

る。SFs においてオートファジーがシトルリン化ビメンチンの抗原提示に及ぼす

影響を評価し、ACPA の産生機序の解明や新たな治療ターゲットの同定を目標と

したい。 
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Figure 22. 本研究の結果のまとめ 

 

飢餓刺激および、プロテアソーム阻害によりオートファジーが誘導され、細胞

内のビメンチンのシトルリン化が亢進した。SFs 細胞表面には B7-H3 が発現し

ており、IFN-γ 刺激により MHC class II および B7-H1、B7-DC が誘導された。

IFN-γ 刺激下でオートファジー誘導をすることで MHC class II とシトルリン化

ビメンチンの相互作用が増強された。 

MHC class II: Major histocompatibility complex class II, SF: synovial fibroblasts, IFN-

γ: interferon-gamma
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