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要旨 

【背景と目的①】細菌やウイルスに感染することで感染症は生じる。その中で発表者

は複数の研究を通じて、Rhodobacter azotoformansの菌体成分の炎症における役割、新

型コロナウイルス感染症の新しい検査法の確立、さらに感染を含む片側の関節内炎症

が対側に波及する際の神経回路とその炎症誘導メカニズムについて、研究し、解明し

た。一つ目の研究は、Rhodobacter azotoformans由来 LPS（RAP99LPS）のウイルスに対

する免疫増強作用である。紅色非硫黄細菌は、硫黄粒を持たない光合成能を持つ細菌

群で自然界に存在する。わが国では特に Rhodobacter azotoformansの菌体成分が健康食

品としてヒト、家畜に利用されてきた。いくつかの紅色非硫黄細菌の LPS は、TLR4

を競合することで O157 など大腸菌依存性の食中毒を予防、治療できることがわかっ

ているが、RAP99LPS単体では免疫増強作用はないとされている。 

発表者は、この物質のウイルスに対する免疫増強作用を検討した。 

【対象と方法①】(1)まず、 RAP99LPS のマウス腹腔内投与は TLR4 受容体を介して

免疫系を活性化し、脾腫を誘導した。(2) 2019 年から SARS-CoV2 感染は猛威を振る

い、私たちの生活を制限している。発表者は RAP99LPS が SARS-CoV2 を含む RNA

ウイルス感染にどのような効果が見られるかを人工 RNA である poly(I:C)を用いて検

討した。 

【結果①、考察】(1)具体的には樹状細胞、マクロファージ、好中球、B細胞、gdT細

胞、NK 細胞、CD8+T細胞、Treg 細胞については数が増加し、血清中の STAT3 を活

性化する IL-6、NFkBを活性化する TNFα、IL1β、IL-17A、STAT活性化サイトカイン

である IFNg,IL-2,IL-3,IL-4,IL-12、GMCSF、ケモカインであるMIP1a,MIP1b,MCP1,KC、

RANTESの濃度を上昇させた。また、脾臓では、血管内皮細胞、線維芽細胞にて STAT3

とNFkBの同時活性化が認められ IL-6アンプの活性化が示された。これはRAP99LPS

そのものが免疫増強作用があることを示している。 

(2)RAP99LPS事前投与マウスでは、poly(I:C)投与後、COVID19重症化の主因であるサ

イトカインストームを引き起こすSTAT3を活性化する IL-6、NFkBを活性化するTNFα、

IL1β、IL-17A、STAT活性化サイトカインである IFNg,IL-2,IL-3,IL-4,IL-12、GMCSFの

産生を減少させた。一方、免疫細胞を感染局所に集積するMIP1a,MIP1b,MCP1ケモカ

イン発現は上昇した。 

【結論】RAP99-LPS は TLR4アゴニストであり、in vivo および in vitro において免疫

細胞を活性化し、ケモカインおよびサイトカインを分泌する。 
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【背景と目的②】二つ目の研究として、発表者は阪大産研と共同で AI ナノポアを用

いた新型コロナウイルス変異型の識別について研究を行った。 

具体的な研究内容として、SARS-CoV-2 を含む病原性ウイルス変異体を迅速かつ正確

に診断できるデジタルプラットフォームの開発は、パンデミックが過ぎ去り、withコ

ロナの時代である現在、喫緊の課題として挙げられている。 

発表者の共同研究者である大阪大学産研所属の谷口教授は、以前に武漢SARS-CoV-2

を5分以内に高い感度と特異性で検査できる人工知能（AI）-nanoporeプラットフォー

ムを報告したが、このプラットフォームがウイルスのどの部分を認識して、識別を行

なっているかは不明であった。同様に、このプラットフォームがSARS-CoV-2の変異

型や臨床検体中のウイルスの存在を検出できるかどうかについても、さらなる研究が

必要であった。 

【対象と方法②】発表者はこれまでに発見された6種のSARS-CoV-2ウイルスについ

て人工知能（AI）-ナノポアプラットフォームを用いて測定をした。その後、COVID-

19患者の唾液検体からο変異体を同定する実験を行った。 

【結果②、考察】発表者の研究グループは、前述した人工知能（AI）-nanoporeプラ

ットフォームの改良版を用いてSARS-CoV-2の変異型を識別できることを実証した。

さらに、δ型とο型のSタンパクを発現する武漢SARS-CoV-2ウイルスを開発し、これ

を同定し、ウイルスの表面構造を識別できることを示した。最後に、このプラットフ

ォームを使用して、COVID-19患者の唾液検体からomicron変異体を、それぞれ100%

と94%の感度と特異度で同定することに成功した。 

【結論】上記の結果から、改良型AI-nanoporeプラットフォームは、SARS-CoV-2変異

型の効果的な診断ツールであることが示され、今後はサル痘やインフルエンザウイル

ス、さらには豚コレラなどの診断ができるようにデータを取得中である。 

 

【背景と目的③】最後に、発表者は感染症によって起こりうる炎症性疾患の代表で

ある関節リウマチの遠隔炎症についての研究を行った。リウマチは片側に炎症が生じ

ると、もう片側にも炎症が生じる疾患であることが知られている。 

【対象と方法③】この研究で発表者が所属するグループはリウマチモデルマウスを

用いて、左足底関節にサイトカインを注射で投与し、炎症を起こさせた後に関節包や

関連神経などを解析した。 

【結果③、考察】上記の実験を行った結果、リウマチモデルマウスの左足関節の炎

症シグナルがATPを中核とする感覚ニューロン-介在ニューロン間のクロストークを

介して右側の足関節に広がることが示された。この神経経路を外科的に切除したり、

薬物を使って阻害したりすると、反対側での炎症発生が抑制されたことから、ATPは
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神経伝達物質であると同時に炎症促進物質でもあり、局所炎症と反対側の炎症を誘発

する神経経路の仲介役として機能しているというメカニズムがわかった。 

【結論】この結果は、遠隔炎症ゲートウェイ反射と名付けられ、この神経経路を遮断

することで、炎症性疾患、特に関節リウマチのように炎症が離れた位置まで広がる疾

患に対する治療効果が期待できることを示している。 
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略語表 

 

本文中、および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

AI artificial intelligence 

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome 

ATP adenosine triphosphate 

AUC Area Under the Curve 

BCG-CWS bacillus Calmette-Guerin-cell wall skeleton 

BSL3 biosafety level 3 

CCL2 CC-chemokine Ligand 2 

CFA Freund's Complete Adjuvant 

CGRP  Calcitonin Gene Related Peptide 

CD19 Cluster of Differentiation 19 

CNS Central Nervous System 

Cre cyclization recombination 

Ct  Cycle Threshold 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNase Deoxyribonuclease 

DRG dorsal root ganglion 

DC Dendritic cell 

EFBS Exosome-Depleted FBS 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EV Extracellular Vesicle 

FBS fetal bovine serum 

FG Fluoro-Gold 

GMCSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

gdT Ganma-delta Tcell 

HEK Human Embryonic Kidney cells 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPRT  Hypoxanthine guanine phospho-ribosyl- transferase 

HSV2 herpes simplex virus type 2 

IKK IκB kinase 

IL-6 Interleukin-6 

https://dictionary.cambridge.org/ja/dictionary/english/artificial-intelligence


 7 

IL-6R Interleukin-6 receptor 

IgG Immunoglobulin G 

IV Intravenous injection 

L5  lumbar spinal cord 

Light GBM Light Gradient Boosting Machine 

LPS Lipopolysaccharide 

LOS lipo‐oligosaccharide 

LSM laser confocal microscope 

MACS Magnetic cell sorting 

MCP monocyte Chemotactic protein 

MHC major histocompatibility complex 

MIP1a macrophage inflammatory protein 1-alpha 

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus 

mRNA messenger ribonucleic acid 

Myd88 myeloid differentiation factor 88 

Nav1.8 voltage-dependent Na+ 

NF-κB Nuclear factor-kappa B 

NK natural killer 

OCT Optimal Cutting Temperature 

Oligo(dT) oligo-deoxythymidylate 

Poly(I:C) polyinosinic-polycytidylic acid 

pSTAT3 Phospho-Signal transducer and activator of transcription 3 

P値 Probability値 

RA rheumatoid arthritis 

R azotoformans Rhodobacter azotoformans 

RANTES Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

RNA ribonucleic acid 

ROC曲線 Receiver Operatorating Characteristic 曲線 

RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 

RT-PCR Real time Polymerase Chain Reaction 

SA staphylococcus aureus 

SCC Squamous Cell Carcinoma 

SEM standard error of the mean 

SLE systemic lupus erythematosus 

SiN膜 silicon nitride thin膜 
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SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 

Sタンパク Spike タンパク 

T10 10th thoracic spinal cord 

TLR3 Toll-like receptor 3 

TNFα Tumor necrosing factor-α 

TRIF TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-β 

TRPV1 Transient Receptor Potential Vanilloid 1 

TCID50 Median Tissue Culture Infectious Dose 

VOI variant of interest 

VOC Variant of Concern 
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第一章 

Rhodobacter azotoformans由来 LPS（RAP99LPS）の 

ウイルスに対する免疫増強作用 

 

緒言 

リポ多糖（LPS）はグラム陰性菌の細胞壁の構成成分である。大腸菌由来の LPS（E. 

coli-LPS）は、Toll様受容体（TLR）4分子を介して、免疫細胞、特に樹状細胞

（DC）やマクロファージなどの自然免疫細胞を刺激することが知られている(K. 

Hoshino, et al., 1999)。TLRファミリーのメンバーは、保存された微生物構造を認識

し、自然免疫応答だけでなく、DCを介した T細胞の活性化を通じて適応免疫応答も

活性化する( R. Medzhitov, et al., 1997)。TLR4が LPSと結合すると、少なくとも 2つ

のシグナル伝達経路が活性化される。一つはミエロイド分化因子 88（Myd88）に依

存するもので、もう一つは TIRドメイン含有アダプター誘導 IFNb（TRIF）に依存す

るものである( B. Beutler., 2004).。TLR結合タンパク質であるMyd88は、NF-kBの活

性化に寄与し、IL-6、TNFa、IL-1bなどの炎症性サイトカインを誘導する。一方、

TRIF依存性のシグナル伝達は、IRF3の活性化を介して IFNgの発現につながる( K. 

Hoebe et al., 2003)。TLR3は、コロナウイルスのような一本鎖ウイルスも含め、感染

ウイルスの二本鎖RNAを認識する役割を担っている( M. Matsumoto et al., 2008; G.C. 

Sen et al., 2005) 。TLR4シグナルはマクロファージにおいて TLR3のアップレギュレ

ーションを誘導し（X. Ding et al., 2017）、我々は内皮細胞においても同様の効果を見

出した（未発表）。さらに、TLR4は LPSに結合することで内在化され、LPSに結合

した TLR4と TLR3はともにエンドソームに局在する。この 2つの TLRはまた、

TRIFが関与する共通のシグナル伝達経路を共有している(T. Kawai et al., 2010)。TLR3

および TLR4の結合パートナーである TRIFは、TBK1および TRAF3に結合し、IRF3

および IRF7を活性化して I型インターフェロン産生を誘導し、TRAF6と相互作用し

てNF-kBを活性化することにより自然免疫に寄与している(N.J. Gay et al., 2014)。 

Rhodobacter属細菌もグラム陰性菌であり、内毒素活性を持たない LPSを産生し、大

腸菌 LPSを含む他の LPSの拮抗薬として働くことが報告されている(W.J. Christ et al., 

1995; U. Seydel et al., 2000; M. Mullarkey et al., 2003)。さらに、IL-6などの炎症性サイト

カインを低レベルで誘導する。Rhodobacter azotoformans LPSであるRAP99-LPSの構

造は、グルクロン酸を含む短い糖鎖構造からなる新規なリポオリゴ糖を含んでいる
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(Y. Kanie et al., 2019)。しかしながら、RAP99-LPSの機能解析は行われていない。本

研究では、RAP99-LPSの TLR4アンタゴニスト機能を検討した。その結果、RAP99-

LPS は TLR4 を介して DC や T 細胞を含む様々な免疫細胞を活性化し、その前処

理によりマウスの生体内で大腸菌-LPS 誘発体重減少が抑制されることが示された。

さらに、RAP99-LPSはB16F1癌細胞の肺転移を抑制した。RAP99-LPS前処理は、IL-

1b、TNFa、IL-17A、IL-6などのNFkBおよびSTAT3刺激因子の TLR3介在性発現を

抑制したが、MCP1、MIP1a、MIP1bなどのケモカインの発現を増強した。これらの

知見は、RAP99-LPSが実際には TLR4刺激剤であり、拮抗剤ではないことを示して

おり、TLR4が介在するエンドトキシンショックや TLR3が誘発するサイトカインス

トームを弱め、肺腫瘍の転移を抑制するなど、in vivoで有益な作用を持つことを示し

ている。 
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実験方法 

1 マウス系統 

C57BL/6マウス、C3H/HeNおよびC3H/HeJ雄性マウス（6-9週）を日本 SLC（静

岡、日本）から購入した。本研究で行われたすべての動物実験は、北海道大学遺伝子

医学研究所の承認を得ており、すべてのマウスは同研究所の動物飼育ガイドラインに

従い、特定の病原体を含まない条件下で飼育・管理された。動物実験は北海道大学動

物実験委員会のガイドラインに従って行われ、動物実験のプロトコールは北海道大学

動物実験委員会の承認を得た。 

 

 

2   試薬  

本研究で使用した R.azotoformans BP0899 株は Nite Biological Resource Center に寄

託されていた（アクセッション番号：NITE BP-644）。RNase A、DNaseおよび

Proteinase KはMerck（ドイツ、ダルムシュタット）から購入した。Bacto Yeast 

ExtractはBD Difco (New Jersey, USA)から購入した。SA培地は、コハク酸ナトリウム

（1.0 g）、酢酸ナトリウム（1.0 g）、KH2PO4（0.5 g）、K2HPO4（0.6 g）、（NH4）

2SO4（1.0 g）、MgSO4 7H2O（0.2 g）、NaCl（0. 2 g）、CaCl2 2H2O（0.05 g）Bacto 

Yeast Extract（0.1 g）、微量元素溶液（1 mL）、ビタミン溶液（1 mL）を 1000 mLの

蒸留水に溶解した。微量元素溶液は、EDTA-2Na（1000 mg）、FeCl3 6H2O（2000 

mg）、ZnCl2（100 mg）、MnCl2 4H2O（100 mg）、H3BO3（100 mg）、CoCl2 6H2O

（100 mg）、Na2MoO4 2H2O（20 mg）、CuCl2 2H2O（10 mg）、NiCl2 6H2O（10 

mg）、Na2SeO3（5 mg）を蒸留水 1000 mLに溶解したものである。ビタミン溶液は、

蒸留水 100 mL中のチアミン-HCl（50 mg）、ナイアシン（50 mg）、p-アミノ安息香

酸（30 mg）、ピリドキシン-HCl（10 mg）、ビオチン（5 mg）およびビタミンB12

（5 mg）から構成された。ビタミン溶液は 5℃で暗所にストックした。SA培地

（pH6.7）を 121℃で 15分間オートクレーブした。質量分析に使用した溶媒はHPLC

グレードまたは LC/MSグレードであった。その他の溶媒および試薬は特殊グレード

を使用した。TLCプレート（シリカゲル、60 F254）はMerck Millipore（ドイツ、ダ

ルムシュタット）から購入した。 

R.azotoformansは 30℃のSA培地で好気的に増殖させた。培養液は遠心分離により

回収し、凍結乾燥した。凍結乾燥した細菌細胞（20.0 g）を褐色が消えるまでアセト

ンで洗浄した。その後、細胞を真空中で乾燥させ、熱フェノール-水法にかけた。抽

出液を 27200xg、4℃で 40分間、3回遠心分離した。上清を分離し、蒸留水を用いて

フェノールが検出されなくなるまで透析した（MWCO 7 kDa）。得られた抽出液を限
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外ろ過（MWCO 100 kDa）で 75 mLに濃縮した。抽出液にRNaseA（0.5 mg/mL）と

DNase（5 μg/mL）を加え、得られた溶液を 37℃で 6時間インキュベートした。次に

proteinase K 200 μg/mLを加え、溶液を 50℃で 4時間インキュベートした。残った沈

殿物に蒸留水 30mLを加え、撹拌して溶解させた。この水溶液を限外ろ過にかけた

（MWCO 100 kDa）。その後、沈殿画分を溶解した水溶液を熱フェノール-水法に 3

回供した後、透析（MWCO 7 kDa）、限外濾過（MWCO 100 kDa）を行った。得られ

たものを凍結乾燥し、165mgの精製 LOSを得た。 

大腸菌-LPS (055: B5) (タンパク質 2%、核酸 2.5%混入)は、Merck(ドイツ、ダルムシ

ュタット)から購入した。 

 

3 TLR2と TLR4シグナルアッセイとそれに伴う細胞株 

1型コラーゲン陽性内皮細胞BC1細胞株は、宮坂昌之教授（大阪大学、吹田市、日

本）より頂いた。 

BC1細胞は以下のようにして樹立された。BALB/cマウス（日本チャールス・リバ

ー株式会社、神奈川県）の大腿骨を分離し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄し

た後に平滑筋と骨膜を除去し骨髄細胞を採取した。残った骨は断片になるように切断

し、カルシウムとマグネシウムを除いたハンクス平衡食塩水溶液(0.5%コラゲナーゼ

添加）中に入れ、37度で 15分間穏やかに振盪した後に細胞（BC1 細胞）を回収

し、10% FBS 高グルコース DMEM で培養した。 

HEK-BlueTM mTLR2およびHEK-BlueTM mTLR4細胞は Invivogen社（アメリカ、

サンディエゴ）から購入した。当該細胞は 1X HEK-Blue selectionを添加した増殖培地

で維持培養し、増殖培地は 1週間に 1回更新した。 

実験時には 70-80％のコンフルエントに達した後、増殖培地を捨て、あらかじめ温

めた PBSで細胞を洗浄した。HEK-Blue検出培地で 280,000細胞/mLの細胞懸濁液を

調製し、細胞懸濁液 180μLと 96ウェルプレートの各ウェルにサンプルまたは陰性対

照または陽性対照 20μlを直ちに添加してプレートを 37℃、5％CO2中で 9時間インキ

ュベートした後に、iMark Microplate reader spectrophotometer（Bio-Rad, Tokyo, Japan）

を用いて、各ウェルを 630 nmで分析した。 

 

4 LPS介在エンドトキシンモデルマウス 

C57BL/6マウス、C3H/HeNマウスおよびC3H/HeJマウスに 200μgのRAP99-LPSま

たは大腸菌-LPSを腹腔内投与した後、体重を測定した。 

 

5 B16F1細胞を用いた肺がんモデルマウス 
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これはB16F1細胞を用いて行った。B16F1細胞を培養して 70-80％のコンフルエント

に達した後に回収し、無血清RPMI1640で 3回洗浄して生理食塩水に 1 x 107 cells/mL

で再懸濁した。 

調整したB16F1細胞（1 x 106/100μL）はC57BL/6マウスに i.v.投与された。その後、

RAP99-LPS（0.3mg/300μL）または生理食塩水（300μL）を 24時間ごとに腹腔内注射

し、RAP99-LPS投与群では、飲料水をRAP99-LPSを溶解した水（10×10-2 mg/mL）

に置換した。14日目に解剖して、マウスの肺の中のB16F1細胞コロニー数を解剖顕

微鏡（オリンパス、東京、日本）でカウントした。 

 

6 フローサイトメトリーおよび細胞調製  

大腸菌 LPS、RAP99-LPS、または生理食塩水を投与したマウスから脾臓を採取した。

得られた脾臓はDMEM培地を入れた 50mLチューブ中のセルストレーナー上で破砕

し、遠心分離して上清を捨て、沈殿物に 1 mLのNH4Clを氷上で 1分間加えた。Ter-

119の分析では、NH4Cl処理は省略した。その後、49mLのDMEMを加え、混合物

を遠心した。細胞ペレットを MACS Buffer で再懸濁し、単細胞懸濁液を得た。液中

の細胞数を血球計数装置で測定した後、フローサイトメトリー分析を行った。 

フローサイトメトリーにおいては脾臓細胞集団の細胞表面抗原を以下の抗マウス抗体

を用いて、2.4G2抗体存在下で染色した： FITC標識抗CD19（クローンMB19-1、

eBioscience社、東京、日本）、Pacific Blue標識抗CD3（クローン 145-2C11、

BioLegend社、東京、日本）、PE-Cy7標識抗CD4（クローンRM4-5； 

eBioscience）、FITC標識抗CD44（クローン IM7；eBioscience）、APC標識抗CD11c

（クローンN418；BioLegend）、APC標識抗MHCクラス II（クローンM5/114. 15. 

2；BioLegend）、FITC標識抗CD11b（クローンM1/70、BioLegend）、Pacific Blue標

識抗MHCクラス II（クローンAF6-120. 1；BioLegend）、PE標識抗CD45R/B220

（クローンRA3-6B2；BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA）、Pacific Blue

標識抗Gr-1（クローンRB6-8C5、BioLegend）、ビオチン標識抗CD11b（クローン

M1/70、BioLegend）、抗CD19（クローン 6D5、eBioscience）、抗NK1.1（クローン

PK136、eBioscience）。 

細胞内 Foxp3染色に関しては、1-5×105cells/mLの単細胞懸濁液を調製し、96Vウェル

ボトムプレートでCD4、CD25、陰性マーカーとしてのMHCクラス IIを含む表面マ

ーカーで染色した。MACS Buffer (5%FBS-PBS with 1.86g/l EDTA)で洗浄後、細胞ペレ

ットを 200μLの Foxp3 Fixation/Permeabilization working solutionとともに各ウェルに加

えた。細胞懸濁液を暗所 2-8℃で 30分間インキュベートした。その後得られたサン

プルを 400-600xgで 5分間遠心し、上清を捨て、沈殿をボルテックスしてから細胞を

200μLの 1X Permeabilization Bufferで 2回洗浄した。その後約 100μLの 1X 
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Permeabilization Bufferに 0.5μLの蛍光標識抗 Foxp3抗体（クローンMF23、Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey , America）を加え、室温で 60分間インキュベート

した。その後、細胞を 200μLの 1X Permeabilization Bufferで 2回洗浄した後に細胞は

MACS Bufferに再懸濁されて、フローサイトメトリー分析を行った。 

 

7 サイトカインのBioplex分析 

Bioplexアッセイは以下の方法で行った。 

抗体結合ビーズを 96ウェルプレートのウェルに入れ、50μLの血清検体および標準物

質と混合した。その後、プレートを 850 rpm で 30 分間、室温で振とうした後にプ

レートを 3回洗浄し、25μLの検出抗体を加え、プレートを 850rpm、室温で 30分間

振とうした。その後再度 3回洗浄し、50μLのストレプトアビジン-PEを各ウェルに

添加し、プレートを再び 850rpm、室温で 10分間振とうした。次に 125μLのアッセイ

バッファーを加え、プレートを 850rpm、室温で 30分間振とうした。最後に、bio-

plex analyzer (Bio-Rad, 東京)を用いてプレートを読み取った。 

 

8 免疫組織染色 

IL-6アンプ活性化の検証のため、刺激後の脾臓のパラフィン切片を用いて pSTAT3

（#9138, Cell Signaling Technology, マサチューセッツ, アメリカ）と pNFkB(pp65)

（SAB4504488, Merck）の免疫組織染色を行った。画像定量は、各マウスで 4箇所/切

片で行った。pSTAT3または pp65を有する核（DAB+領域）の面積比は、10000µm2

（ヘマトキシリン+領域）あたりの比で示した。 

 

9 統計処理 

実験データは平均値±標準誤差 (Mean±SEM)で示した。本研究では、2群間の有意差

検定に Student’s t検定を用いた。3群間以上の有意差検定には analysis of variance 

(ANOVA) 検定を用いた。p値は 0.05未満のものを有意とし、*p < 0.05、**p < 0.01、

および***p <0.001で示した。 
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結果 

 

1.RAP99-LPS は、大腸菌-LPS に対して拮抗活性を有する TLR4 リガンドである。 

我々は標準的な大腸菌-LPS 精製方法と同じ用法で RAP99-LPS を精製した(Y. Kanie 

et al., 2019)。結果、精製物のタンパク質と核酸の濃度は Sigma E.coli-LPSと同程度

（それぞれ 2.1%と 2.5%）であり、純度が高いことが示された。 

次に、2つの LPSの in vitroでの反応を調べた。その結果、RAP99-LPSは培養液中の

IL-6の濃度を用量依存的に上昇させたが、大腸菌-LPSほど強くは上昇しなかった

（図 1A）。さらに、精製 LPSに最も多く含まれる汚染 TLR活性化因子は TLR2リガ

ンドであるため(L.A. Haile et al., 2017)、TLR2を発現する細胞株において、RAP99-

LPSが IL-6濃度を上昇させるかどうかを検討した。具体的には mTLR2または

mTLR4を発現する 2つのHEK細胞株を用いて、RAP99-LPS活性が TLR2リガンド

に感受性があるかどうかを調べた。TLR2シグナル伝達は、大腸菌-LPSに対しては低

濃度ではあるものの有意な増加を示したが、RAP99-LPSに対しては優位な増加を示

さなかった（図 1B）。対照的に、どちらの LPSも TLR4シグナル伝達経路を活性化

したが、大腸菌-LPSの刺激の方が強かった（図 1C）。これらの結果から、RAP99-

LPSは TLR4リガンドであることが示された。 

次に、RAP99-LPS が大腸菌-LPS に対して拮抗作用を有するかどうかを調べた。大

腸菌-LPSを注射する前にRAP99-LPSを 1日 1回 5日間注射し（累計 6日目に大腸菌

-LPSを注射した、図ではDAY1と表記）、その後マウスを 5日間観察した。RAP99-

LPSの前処置により、大腸菌-LPSによる体重減少が有意に抑制され（図 2）たため、

RAP99-LPSの大腸菌-LPSに対する拮抗活性が示された。 
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図 1. RAP99-LPS の invitroでのTLR4抑制効果 

（A）ELISAによる培養上清中の IL-6濃度を示す。BC1細胞は分析前に大腸菌-LPS

またはRAP99-LPSで 24時間処理した。 

(B）HEK-BlueTM mTLR2細胞および（C）HEK-BlueTM mTLR4細胞を大腸菌-LPS

またはRAP99-LPSで処理した 6時間後にOD630を分析した。 

データは 3回分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のものを

示す。 
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図 2. RAP99-LPSによる前処置は大腸菌-LPSによる体重減少を抑制する。 

RAP99-LPS（200μg/日）または生理食塩水をC57BL/6マウスに 5日間毎日腹腔内注

射した後、6日目に大腸菌-LPS（200μg）を注射して体重を調査した。 

データは 5匹分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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2. RAP99-LPSは免疫細胞の活性化を誘導するTLR4アゴニストである。 

in vitroでの結果に続き、我々はRAP99-LPSが TLR4アゴニストとして in vivoで免

疫刺激活性を持つかどうかを調べた。マウスにRAP99-LPSと大腸菌-LPSを腹腔内投

与し、体重と脾臓の免疫細胞の活性化状態を調べた。それぞれの LPSの投与量は先

行研究(G. Srinivasan et al., 2012)に従い、200μgとした。 

その結果、RAP99-LPS注射は一過性の体重減少を誘発したが、その後は元に戻った

（図 3A）。大腸菌-LPS注射による体重減少はより大きかったが（図 3A）、脾臓の

脾臓細胞総数は、大腸菌-LPS注射よりもRAP99-LPS注射後の方が多かった（図

3B）。 

RAP99-LPS注射は、大腸菌-LPS注射よりも、DC（CD11c+）、単球/マクロファー

ジ（Ly6G/C-CD11b+）、好中球（Ly6G/C+CD11b+）、B細胞（CD19+）、および

NK細胞（NK1.1+）を増加させた。CD4+T細胞（CD44loCD4+および

CD44hiCD4+）、CD8+T細胞（CD44loCD8+およびCD44HiCD8+）、Treg細胞

（Foxp3+CD4+）および Ter-119+細胞の数も、RAP99-LPSを注射した脾臓でより増加

した。 

また、我々はRAP99-LPSおよび大腸菌 LPS投与後のサイトカインおよびケモカイン

の発現についても調べた。その結果、TNFa、IL-1b、IL-17AなどのNFkB刺激因子、

IFNg、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-12、GM-CSFなどの STAT刺激因子、

MIP1a、MIP1b、MCP1、KC、RANTESなどのケモカインはいずれも処理後に増加し

たが、RAP99-LPS処理後の IL-6、IL-17A、MIP1a、MIP1bのレベルは大腸菌-LPS処

理後よりも低かった（図 4）。 

さらに、LPSは TLR4を介して効く物質であるため、次に RAP99-LPS による体重

減少および脾腫が 実際に TLR4 に依存しているかどうかを調べた。 

これらの実験にはC3H/HeJマウスを用いた。C3H/HeJマウスはドミナントネガティ

ブ変異により TLR4のシグナル伝達を持たないからである。C3H/HeJマウスへの

RAP99-LPS投与は、対照のC3H/HeNマウスとは異なり、ごくわずかな一過性の脾腫

を誘発しただけであった（図 5Aおよび 5B）。また、RAP99-LPSを 6回投与して

も、C3H/HeJマウスでは IL-6がほとんど増加しなかった（図 5C）。このように、

TLR4刺激物質であるRAP99-LPSによる処置は、TLR4を介して免疫活性化を誘導す

ることがわかった。 
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図 3. RAP99-LPS処理による免疫活性化の誘導 

大腸菌-LPS（200μg/日）、RAP99-LPS（200μg/日）、または生理食塩水をC57BL/6マ

ウスに 8日間腹腔内投与し、（A）体重および（B）脾臓細胞数を観察した。 

データは生理食塩水は 4匹、LPSは 5匹分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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図 4. RAP99-LPSによる血清中サイトカイン、ケモカインの上昇 

大腸菌-LPS（200μg/日）、RAP99-LPS（200μg/日）、または生理食塩水をC57BL/6マ

ウスに 8日間腹腔内投与し、血清中の IL-6、サイトカインおよびケモカイン

（pg/ml）の量を分析した。データは生理食塩水は 4匹、LPSは 5匹分の実験結果の

平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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図 5.  TLR4は in vivoでのRAP99-LPSを介した免疫活性化に関与している。 

大腸菌-LPS（50mg/日）、RAP99-LPS（50mg/日）、または生理食塩水をC3HHe/Nマ

ウスおよびC3HHe/Jマウスに 9日間腹腔内注射し、（A）体重、（B）脾臓細胞数、

および（C）IL-6血清レベルを調べた。図（A）において、大腸菌 LPSおよび

RAP99-LPSを注射したマウスは生理食塩水を注射したマウスと比較して p値を算出

した。 

データは生理食塩水は 4匹、LPSは 5匹分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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3.マウスへのRAP99-LPS投与はB16F1細胞の肺転移を抑制した 

次に、我々は in vivoにおけるRAP99-LPSの有益な効果を調べることにした。 

サイトカイン、マクロファージ、NK細胞、および gdT細胞はB16F1細胞における

免疫応答に関与していることから( Y. Carmi et al., 2011; M. Cheng et al., 2014; I.J. Fidler., 

1974; S. Kim et al., 2000)、上記で示されたRAP99-LPSによる免疫活性化がB16F1細胞

の肺転移を抑制するかどうかを調べた。 

まず、B16F1細胞をマウスに静脈注射で投与し、その後RAP99-LPSもしくは生理食

塩水を 14日間静脈注射で投与した。 

その結果、RAP99-LPS投与は、B16F1細胞の体重減少と肺転移を有意に抑制した（図

6）。さらに、RAP99-LPS処置はB16F1細胞を有するマウスにおいても脾臓重量を有

意に増加させた（未発表）。したがって、RAP99-LPSは TLR4を介して in vivoでの抗

腫瘍反応を増強することが示された。 
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図 6. RAP99-LPSの投与はB16F1細胞の体重減少および肺転移を抑制した。 

1×106個のB16F1細胞をC57BL/6マウスに静脈内注射で投与後、RAP99-LPS

（200mg/日）もしくは生理食塩水を 14日間静脈内投与し、(A）体重の経過、および

(B）15日目に sacrificeさせた後の肺のB16F1細胞コロニー数を示す。 

データは各群 4匹分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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4.ウイルス感染前のRAP99-LPSの投与はTLR3を介するケモカインの発現を増強し

たが、NF-kBおよび STAT3の刺激因子の発現は抑制した。 

我々はこれまでのRAP99-LPSによる免疫系の増強は SARS-CoV2のようなRNAウイ

ルスに対する抗ウイルス応答も増強するのではないかという仮説を立て、実際に

RAP99-LPSによる前処理が人工ウイルスとして知られる Poly(I:C)に対する免疫応答

を増強するかどうかを調べた。 

RAP99-LPSをマウスに投与すると、MCP1、MIP1a、MIP1bを含むいくつかのケモカ

インの発現を有意に増強し、一方、TNFa、IL-1b、IL-17A、IL-6のようなNF-kB刺激

因子と STAT3刺激因子の発現を抑制した（図 7A、B）。NF-kBと STAT3は当教室

でこれまで研究している IL-6アンプと深く関連しているということが知られている 

( M. Murakami et al., 2013)。IL-6アンプとは、STAT3とNF-kB経路の同時活性化によ

り、非免疫細胞においてNF-kBの活性化を増強する免疫反応である。しかしなが

ら、この反応が増強しすぎるとサイトカインストームが体内で起こってしまい、重篤

な症状を引き起こすことが知られている。 

RAP99-LPSを投与した脾臓の免疫組織化学的解析から、RAP99-LPSおよび/またはポ

リ(I:C)で刺激した後の STAT3とNF-kBのリン酸化は、NF-kB刺激因子および STAT3

刺激因子の発現と相関していることが分かった(図 7C-E)。  

これらの結果から、RAP99-LPSを投与するによって TLR3介在ケモカインを増強す

ることにより effector細胞の局所蓄積を増強し、さらにNF-kB刺激因子および

STAT3刺激因子のレベルを低下させることにより、その後の RNAウイルス感染後の

サイトカインストーム誘導を抑制する可能性を示唆している。 
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図 7. RAP99-LPSに投与による人工ウイルス投与前の処置はケモカインの発現を

増強し、TLR3リガンド注射後のNF-kBおよび STAT3刺激サイトカインの発現を抑

制した。 

RAP99-LPS（200μg/日）または生理食塩水をC57BL/6マウスに 5日間毎日腹腔内投

与し、その後 6日目に poly(I:C)（200μg）を投与した後、血清ケモカイン(A)およびサ

イトカイン(B)を poly(I:C)投与 6時間後に分析した。 

脾臓の免疫組織化学は抗リン酸化-STAT3抗体（C）および抗リン酸化NF-kB抗体

（D）を用いて行った。 

(E）（C）および（D）の定量データ。pStat3または pp65を有する核の面積比（DAB

＋面積）を 10,000mm2あたり（ヘマトキシリン＋面積）で示した。 

データは全て各群 4匹分の実験結果の平均値と標準誤差を示す。 

*および**は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。** 

および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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考察 

 

我々は、他の Rhodobacter LPSとは異なり、Rhodobacter azotoformans BP0899の LPS

であるRAP99-LPSが TLR4アゴニストであり、in vivoおよび in vitroにおいて免疫細

胞を活性化し、ケモカインおよびサイトカインを分泌することを明らかにした。

RAP99-LPSは、（i）大腸菌-LPSによる細胞内毒素ショックで誘発される体重減少の

抑制、（ii）B16F1細胞の肺転移の抑制、（iii）TLR3を介したケモカインの誘導、サ

イトカインストームに関与するNF-kB刺激因子および STAT3刺激因子の抑制など、

in vivoで有益な効果を示した。Rhodobacter azotoformansの抽出物は、免疫応答を調

節して疾病を抑制するために、日本ではヒトや動物の健康補助食品として使用されて

いることから、今回の結果はこのサプリメントの in vivoでの効果を証明するもので

あると考えられる。 

しかし、この研究で使用された用量は、ヒトや動物が使用する市販のサプリメントの

用量よりもはるかに高いことに注意すべきである。 

上記の結果に加え、in vitroにおいて我々はRAP99-LPSが TLR4シグナル伝達経路を

刺激するが、TLR2シグナル伝達経路は刺激しないことを示した。 

また、RAP99-LPSは TLR4を介したシグナル伝達を持たないC3H/HeJマウスでは、

RAP99-LPSを介した体重減少と脾腫が有意に抑制されたが、コントロールの

C3H/HeNマウスでは抑制されなかったことから、大腸菌 LPSと同様に TLR4を介し

て免疫細胞を活性化しているということもわかった。  

実際、RAP99-LPSを in vivoで処理すると、DC、マクロファージ、好中球、NK細

胞、gdT細胞、B細胞、T細胞など、自然免疫系および適応免疫系のさまざまな免疫

細胞が活性化された。理研免疫細胞リファレンスデータベース

（http://refdic.rcai.riken.jp/welcome.cgi）によると、TLR4は主に上皮細胞、線維芽細

胞、間質細胞、B細胞、樹状細胞、マクロファージ、肥満細胞で発現しているが、T

細胞、NK細胞、NKT細胞では発現が低い。したがって、我々は RAP99-LPSは

CD4+T細胞、CD8+T細胞、Treg細胞、gdT細胞、NK細胞などの免疫細胞に直接的

およびサイトカインを介する間接的な影響を及ぼしているのではないかという仮説を

立てた。 

この仮説に関連して、大腸菌 LPS処理と比較してRAP99-LPS処理後はMCP1やKC

などのケモカイン濃度が高いこともわかったことから、大腸菌-LPSとRAP99-LPSは

どちらも TLR4 リガンドであるにもかかわらず、RAP99-LPS と大腸菌-LPS 処理に

よって免疫細胞の活性化が異なることを強く示唆している。さらに、E. coli-LPSは
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RAP99-LPSと比較して、in vitroでより多くの TLR4シグナルを伝達したことから

（図 1C）、TLR4アゴニストとしての活性の違いが示唆された。 

先述のように Rhodobacter azotoformansの抽出物は、健康補助食品として使用される

ことがあり、本研究では、マウスモデルにおいてRAP99-LPSの 3つの健康効果を示

した。マウスに大腸菌-LPSを注射するとエンドトキシンショックを引き起こし、サ

イトカインストームや体重減少を引き起こし、死に至ることもある(A. Haziot et al., 

1996)。しかし、Rhodobacterから分離された他のLPS(W.J. Christ et al., 1995; U. Seydel 

et al., 2000; M. Mullarkey et al., 2003)と同様に、RAP99-LPSでを事前に投与したマウス

は、大腸菌-LPSを投与してもに体重減少を示さなかった。 

この発見は、RAP99-LPSの補充が、大腸菌O157を含む TLR4を活性化する細菌によ

って誘発される食中毒を予防できることを示唆している。RAP99-LPSと大腸菌-LPS

はともに TLR4に結合することから、RAP99-LPSを介した体重減少抑制の分子メカ

ニズムには TLR4-受容体の競合が関与していることが示された(P. Rallabhandi, et al., 

2012)。大腸菌-LPSはRAP99-LPSと比較してより多くの TLR4シグナルを伝達した

ことから(F. Nomura et al., 2000)、TLR3リガンドと同様に、大腸菌-LPSに対する

RAP99-LPSの予防効果には、TLR4-受容体の競合だけでなく、LPS耐性やその他の要

因も関与していると考えられる。 

腫瘍細胞の転移に対する抵抗性はサイトカイン、マクロファージ、NK細胞、および

gdT細胞に依存するため( Y. Carmi et al., 2011; M. Cheng et al., 2014; I.J. Fidler et al., 1974; 

S. Kim et al., 2000)、B16F1肺転移モデルを用いてRAP99-LPSの抗腫瘍活性を調べた

ところ、RAP99-LPS処置が転移を有意に抑制することが分かったが、この抑制効果

が TLR4によって媒介されるかどうかは示さなかった。  

さらに、RAP99-LPSを投与すると、MCP1、MIP1a、MIP1bなどのケモカインの発現

が増加したが、TLR3リガンドである Poly(I:C)を注射すると、IL-1b、TNFa、IL-

17A、IL-6などのNF-kBおよび STAT3刺激因子の発現が抑制された。Poly(I:C)注射

は in vivoでのRNAウイルス感染を模倣することから、これらの結果は、RAP99-LPS

を含む Rhodobacter azotoformans抽出物を摂取している人が、RNAウイルスに対する

免疫系を活性化している可能性を示唆した。 

結論として、我々は、Rhodobacter azotoformansの抽出物に含まれる成分である

RAP99-LPSが、TLR4アゴニストとして免疫細胞を活性化することを証明した。これ

は、ロドバクターの LPSが TLR4アゴニストであるという初めての報告である。 

この研究によりRAP99-LPSを事前に投与すると、肺のB16F1腫瘍細胞の転移が抑制

され、Poly(I:C)を介するケモカインの発現が増強されてRNAウイルスに対する抵抗

性を得られることが示唆された。これらの結果は、日本で健康補助食品として使用さ
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れている Rhodobacter azotoformansの抽出物が、腫瘍の肺転移や SARS-CoV2を含むウ

イルス感染に対して有益な効果を示す可能性を示唆している。  
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総括および結論 

 

⚫ RAP99-LPSは TLR4のアゴニストである。 

⚫ RAP99-LPSは大腸菌-LPSによる細胞内毒素ショックで誘発される体重減少を抑

制する。 

⚫ RAP99-LPSはB16F1細胞の肺転移を抑制する。 

⚫ RAP99-LPS は TLR3を介したケモカインを誘導し、サイトカインストームに関

与するNF-kB刺激因子および STAT3刺激因子を抑制する。 

 

本研究では、健康食品として用いられているがその詳細な機能が明らかとなってい

なかった、Rhodobacter azotoformans BP0899の LPSであるRAP99-LPSの効能を明ら

かにした。今回の結果はこのサプリメントの in vivoでの効果を証明するものであ

る。 

具体的にはRAP99-LPSを投与するとその後の大腸菌-LPS投与による体重減少を抑制

したことから、RAP99-LPSは Rhodobacterから分離された他の LPSと同様に大腸菌-

LPSに対するアンタゴニストであることが示された。 

しかし、RAP99-LPSを投与すると、C57BL/6マウスでは脾腫と免疫細胞数の増加が

見られたが、C3H/HeJマウスでは見られなかったことから、RAP99-LPSは TLR4を

介して免疫細胞を刺激することが証明された。 

同様に、RAP99-LPSはB16F1腫瘍細胞の肺転移を抑制し、TLR3を介するケモカイ

ンの発現を増強した。 

これらの結果は、RAP99-LPSが TLR4アゴニストであり、免疫系の活性化状態を高

め、in vivoでの抗ウイルスおよび抗腫瘍活性を促進することを示している。 

我々がRAP99-LPSの研究を行ったことにより、今後、RAP99-LPSが健康食品として

出なく、その効能を活かして医薬品などに発展していくことが考えられる。 

この研究の課題点としては、他の Rhodobacter属の菌から分離された LPSがどのよう

な効能を持つのかについて実際に実験して評価できていないことがある。これらにつ

いては今後他の Rhodobacter属の菌の LPSを入手、または作成し、実際に in vivo, in 

vitroで実験を行っていきたい。 
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第二章 

AIナノポアを用いた新型コロナウイルス変異型の識別 

 

緒言 

 

2019年12月、感染性呼吸器疾患患者からヒトからヒトへの感染能力を持つ新規コロナ

ウイルスが発見された。その結果、現在 COVID-19と呼ばれる病気が世界中に急速に

拡大し、パンデミックを引き起こしている。COVID-19は病原性SARS-コロナウイル

ス2（SARS-CoV-2）によって誘導される。COVID-19の主な表現型は急性呼吸窮迫症

候群（ARDS）であり、重症例ではSARS-CoVやMERS-CoV (de Wit et al., 2016; Cevik, 

M et al., 2021; Huang, C et al., 2020; Wu, D. et al., 2020; Hu, B et al., 2021; Cevik, M et al., 

2020)を含む最近出現した他のコロナウイルスによる疾患と同様にサイトカインスト

ームを示す。 

SARS-CoV-2を含む多くのウイルスは常に変異している(Harvey, W. et al., 2021; van 

Dorp, L et al., 2020)。ほとんどの変異はウイルスの性質に影響を与えないが、中には高

い感染率や重篤な症状を引き起こし、治療や診断の効率を低下させるものもある

（Zhang, L. et al 2020）。SARS-CoV-2の変異型は、その出現が世界の公衆衛生に対す

る潜在的脅威となることから、Variants of Interest（VOI）とVariants of Concern

（VOC）に分類されている(Khateeb, J. et al., 2021; Tao, K et al., 2021)。VOCには少なく

とも、α型、β型、γ型、δ型、ο型の5種類があり(Duong, D.,2021; He, X et al.,2021)、し

たがって、感染患者の特定とともに変異型のタイプも特定する必要がある。 

現在、SARS-CoV-2亜型の検出には、次世代シークエンシングとRT-PCRが標準とな

っている(Chiara, M et al., 2020; Bhoyar, R et al., 2021)が、残念ながら、これらの方法は

特に高い処理能力を持つわけでも、費用対効果が高いわけでもない。そこで我々はこ

れらの問題を克服したより良い方法を開発すべく、ナノポアに着目して研究を実施し

た。 

まず、ナノポアとは、直径数ナノメートルから数百ナノメートルの穴を持つシリコン

ウェハー基板のことである（Taniguchi, M., 2015; Branton, D et al., 2008; Shi, W et al., 

2017; Howorka, S et al ., 2009; Rozevsky, Y et al., 2020）。厚みと直径の比が1未満の低ア

スペクトの固体ナノポアは、DNA、ウイルス、細菌、エクソソームを含む細胞外小

胞（EV）に関する様々な種類の情報（体積、構造、表面電荷など）を収集するため

に使用されてきた(Derrington, I.et al., 2010; Varongchayakul, N et al., 2018; McMullen, A et 
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al., 2014; Arima, A et al., 2018; Darvish, A. et al., 2019; Tsutsui, M et al., 2017; Ryuzaki, S et 

al,. 2021)。最近、我々は、HCoV-229E、SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2の4種

類のサイズが似ているコロナウイルスを正確に同定するためのAI-nanoporeプラット

フォームを開発した(Taniguchi, M. et al., 2021)。このプラットフォームは、唾液検体中

の武漢型SARS-CoV-2の検出において、5分以内の測定時間で感度90％、特異度96％

を示すことが示された(Taniguchi, M. et al., 2021)。しかし、(i)本システムがSARS-CoV-

2のどの表面タンパク質を区別できるか、(ii)本システムがSARS-CoV-2の変異体を区

別できるか、(iii)本システムが臨床検体中のSARS-CoV-2の変異体を認識できるか、と

いった疑問が残されたままである。 

そこで、この研究は我々が開発を行ったAI-nanoporeプラットフォームが、臨床サン

プル中のオミクロンを含むSARS-CoV-2変異体のスパイク(S)-タンパク質の差異を主

に認識し、高精度、迅速な診断結果の提示、そして高い費用対効果を達成している優

れた検出デバイスであることを示す。 
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実験方法 

 

1. 倫理声明 

本研究におけるウイルス分離手順は、ヘルシンキ宣言2013に従い、北海道大学施設審

査委員会の承認を得た。北海道大学および関連病院で募集したヒト被験者の検体を含

むすべてのプロトコルは、北海道大学および各病院の施設審査委員会の審査および承

認を受けた。すべてのヒト参加者は、書面によるインフォームド・コンセントを提供

した。 

 

2. 培養ウイルスの調製 

TMPRSS2をトランスフェクトしたアフリカミドリザル腎臓VeroE6細胞

（VeroE6/TMPRSS2細胞）を、5％FBSまたは5％エクソソームフリーFBS（EFBS）

（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を含むDMEM（Sigma-Aldrich, Japan）中で維

持・増殖させた。Wuhan（hCoV-19/Japan/TKYE610670/2020株、

GISAID:EPI_ISL_479681）およびα-（hCoV-19/Japan/QK002/2020株、

GISAID:EPI_ISL_768526）、β-（hCoV-19/Japan/TY8-612/2021株、

GISAID:EPI_ISL_1122890）、γ-（hCoV-19/Japan/TY7-501/2021株、

GISAID:EPI_ISL_8333）： EPI_ISL_833366）、δ-型（hCoV-

19/Japan/TKYTK1734/2021, GISAID: EPI_ISL_2378732）およびο型（hCoV-

19/Japan/TY38-873P0/2021, GISAID: EPI_ISL_7418017）のコロナウイルスを

VeroE6/TMPRSS2細胞を用いて増殖させた。これらのコロナウイルスのウイルススト

ックをMillex-HV Syringe Filter Unit 0.45 μm (Merck, Darmstadt, Germany)を用いてろ過し

た。濾液は、ナノポアおよび機械学習と組み合わせて診断に使用した。ウイルス力価

は、50%組織培養感染量（TCID50）アッセイとプラークアッセイを用いて算出し

た。δ型およびο型Sタンパクを発現するWuhan変異株は、reverse geneticシステム33を

用いて樹立した。 

 

3. 臨床検体中のSARS-CoV2亜種のPCRと塩基配列決定 

AmpdirectTM 2019-nCoV検出キット（島津製作所、京都、日本）またはTrexGeneTM 

SARS-CoV-2検出キット（東洋紡績、福井、日本）を用いてSARS-CoV-2 RNAを検出

した。 

具体的な方法として、AmpdirectTM 2019-nCoV検出キットを用いて、サンプル5μLと

サンプル処理試薬5μLを混合し、90℃で5分間加熱した後、氷上で冷却した。処理し
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た混合物を、ポリメラーゼ、dNTP、プライマー、プローブを含む反応混合物15μLと

混合した。LightCycler® 96システム（Roche, Basel, Switzerland）を用いてワンステッ

プRT-PCRを行った。2019-nCoV-N1-F（5'-GACCCCAAAATCAGCGAAAT-3'）、

2019-nCoV-N1-R（5'-TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3'）、2019-nCoV-N2-F（5'-

TTACAAACATTGGCCGCAAA-3'）のプライマー、 および2019-nCoV-N2-R（5'-

GCGCGACATTCCGAAGAA-3'）、ならびに2019-nCoV-N1-P（5'-ROX-

ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ2-3'）および2019-nCoV-N2-P（5'-FAM-N2-

P）のプローブを含む。 P（5'-FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1-3'）

は、“2019-Novel Coronavirus Real-time rRT-PCR Panel Primers and Probes”に記載されて

います。室温まで冷却後、ポリメラーゼ、dNTP、プライマー、プローブを含む反応

試薬40μLを加えた。LightCycler® 96 systemまたはQuantStudio 5 real-time PCR system

（Thermo Fisher Sceintific, Waltham, USA）を用いてワンステップRT-PCRを行った。

2019-nCoV-N1-F、2019-nCoV-N1-R、NIID-2019-nCoV-N-F2（5'-

AAATTTTGGGGACCAGGAAC-3'）のプライマー、 および2019-nCoV-N2-R、ならび

に2019-nCoV-N1-P（5'-Cy5-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ2-3'）および

2019-nCoV_N2-P（5'-ROX-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ2-3'）のプローブ

は“ Novel Coronavirus Real-time rRT-PCR Panel Primers and Probes "および “Pathogen 

Detection Manual 2019-nCoV ver.2.9.1”に記載されている。 

 

4. 培養ウイルスのパルス採取、測定方法 

ナノポアモジュール（M-AS-300-A028-001-Pm）、イオン電流測定システム

（nanoSCOUTERTM WEL1100）、波形抽出ソフトウェア（Aipore PC Software）は

Aipore Corporation（日本、東京）から購入した。これらの製品はBSL3実験室のクリ

ーンベンチに設置した。 

窒化シリコン上に作製したナノポアは、直径300 nm、厚さ50 nmである。これに通す

ための培養上清はアミコンフィルターで100倍に濃縮した。さらに得られた濃縮液を

DMEMで10倍に希釈し、0.45μmのメンブランフィルターでろ過した。 

具体的な測定方法としては、まず15μLのDMEMをナノポアモジュールのシスチャン

バーとトランスチャンバーに入れた。ナノポアモジュールは、装置付属の測定専用ソ

ケットに取り付け、測定装置に設置した。電圧-0.1 Vの印加下で、-35～-45 nAのベー

ス電流が得られたとき、導通テストは合格とみなし、シスチャンバーからDMEMを

取り除いて15μLの培養ウイルス溶液をシスチャンバーに入れた。イオン電流測定

は、測定装置に組み込まれた100kHzのローパスフィルターを用いて、-0.1Vで250kHz

のサンプリングレートで行った。汚染を防ぐために使い捨てのナノポアモジュールを

使用し、ナノポアモジュール1個の測定時間は10分であった。 
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イオン電流-時間波形は、Aipore PCソフトウェアとカルマンフィルターを用いて、デ

ータから自動的に抽出された。電流の上昇と下降（増加と減少）は、それぞれ連続す

るデータ点数が電流閾値を下回るか上回るかによって決定された。電流の下降時間は

波形の開始時間、上昇時間は終了時間、差は継続時間と定義した。波形の開始時間、

各波形の持続時間、最大電流（Ip）、電流の持続時間（td）は、Aipore-OneTM を用

いて示した。 

 

5. 臨床検体のパルス測定方法 

 電気的測定は、導通試験と緩衝液を1xPBSとした以外は上記の培養ウイルスを用い

た場合と同様に行った。RT-PCR陽性およびRT-PCR陰性唾液検体は、0.45μmメンブ

ランフィルター付き遠心チューブを用いて、室温で2分間、12000×gで遠心ろ過し、

その後唾液濾液を1xPBSで2倍希釈した。上記の導通テスト合格後、シスチャンバー

を15μLの希釈唾液濾液を含む別のシスチャンバーに交換した. 

 

6. 培養ウイルスから得られたパルスの機械学習  

抽出されたイオン電流-時間波形は、Aipore-OneTM サーバーを用いて解析された。

機械学習に用いた特徴は、波形の高さと波形の時間ベクトルの組み合わせである。波

形の高さと時間ベクトルの分割数は様々であった。汚染イオン電流-時間波形はPUC

によって除去された。機械学習に使用した分類器は、ランダムフォレストとサポート

ベクターマシンを実装したフリーウェアの機械学習プラットフォームであるscikit-

learnである。 

学習する波形を選択した後、機械学習を行った。機械学習ではアンダーサンプリング

法を採用し、全バリアントの波形数を比較のバリアントの中で最も少ない波形数に調

整した。精度の指標としてF値を採用し、10重クロスバリデーション法で計算した。

機械学習が完了すると、使用した特徴量（分類子、感度、特異度、精度、再現率、真

陽性率、真陰性率）がF値の高いものから順に表示され、F 値をもたらす混同行列が

自動的に生成された。 

 

7. 臨床検体から得られたパルスの機械学習  

Aipore PCソフトウェアを用いて、臨床検体から得られたイオン電流-時間波形を自動

抽出した。その後オープンライブラリtsfreshを用いて、学習過程で約800の特徴量を

抽出し、学習過程で高い精度を示した上位20の特徴量をテストに使用した。 

次に、LightGBMを分類器として波形学習データを学習した。分類器のデフォルト設

定は、ハイパーパラメータを変更せずに適用した。検体のFメジャーを最大にする陽

性波形の比率を機械学習した。 
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本研究で使用した特徴量は、オープンソースソフトウェア "tsfresh "を用いて生成し

た37。使用した分類器は、オープンソースソフトウェア "scikit-learn "に実装されてい

るものである38。 

 

8. データの利用方法 

本研究で得られたウイルスおよび臨床検体の電流-時間プロファイルの測定データ

は、Zenodo（https://doi.org/10.5281/zenodo.7244052）で公開されている。 
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結果 

 

1. ナノポア装置による精製SARS-CoV-2亜種の検出 

AI-nanoporeプラットフォームは、ナノポアモジュール、計測システム、AIソフトウ

ェア、AIクライアントサーバーから構成される（図1a）。直径300nmのナノポアは、

シリコン基板上に蒸着された厚さ50nmのSiN膜上に作製された。 

ナノポアモジュールでは、ナノポアデバイスの両面がPDMSチャネルに接着されてい

る。実験で得られたイオン電流-時間波形は、市販の電気測定システム

（nanoSCOUTERTM WEL1100）を用いて測定し、測定システムに接続されたPCに実

装された市販のソフトウェアを用いて抽出した。抽出された波形は、サーバー上に実

装された市販のAIソフトウェア（Aipore-ONETM）により機械学習され、分類され

た。 

分析対象物がナノポアを通過すると、イオンの流れが遮断されるためイオン電流が減

少する。イオン電流-時間波形には、ナノポアを通過する際の分析物の体積、構造、

表面電荷に関する情報が含まれている。機械学習は、これら3つの情報を含む特徴を

抽出し、波形の分類に基づいて分析物の同定を可能にする。 

このナノポアモジュールを用いた計測システムを用いて、精製した武漢型、α型、β

型、γ型、δ型、ο型のSARS-CoV-2ウイルスのパルス波形を-0.1 Vで測定した。測定時

は精製ウイルスとコントロールサンプル（培養上清）をシスチャンバーに、緩衝液

DMEMをトランスチャンバーに入れた。 

ほとんどの場合、イオン電流-時間波形の振幅は時間とともに減少した（図1bとc）。

0.1Vを加えた場合には波形は得られなかったことから、精製ウイルスが負に帯電して

いることが確認された。 

各波形の最大電流（Ip）と電流持続時間（td）のヒストグラムは、ほぼ重なっていた

（図1dとe）。最大電流と電流持続時間の大きなばらつきは、ウイルスがナノ細孔の

中心を通過しなかったことによるOff-axis効果(Smythe, W., 2003; Qin, Z et al., 2011; 

Berge, L et al., 1999; Ying, C et al., 2022)によるもので、これは中心軸からのずれが大き

いと、イオン電流の変化も大きくなる現象である。Off-axis効果は、ウイルスがナノ

細孔の中心軸から外れた方向からナノ細孔に接近した場合にも発生し、ウイルスの直

径が小さいほど中心軸からのずれが大きくなり、Off-axis効果が大きくなる。 

さらに分析を進めると、コントロールサンプルの最大電流はウイルスサンプルの最大

電流よりも小さいことがわかった（図1b）。我々はこれの原因は、ウイルス調製のた

めに細胞培養液に添加したFBS中のエクソソームではないかと推測した。そこで、

FBS中とエクソソームを含まないFBS（EFBS）中のナノ粒子のサイズを干渉光顕微鏡
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で別々に測定したところ、FBS中のナノ粒子の平均サイズは200nm（直径）以下であ

った。しかしウイルス感染なしの細胞培養上清中により大きなナノ粒子が検出された

ことから、細胞培養由来のナノ粒子にはFBS由来のエクソソームと細胞培養液中の細

胞由来のエクソソームの2種類が存在すると結論し、AI-nanoporeプラットフォームを

用いてこれらのエクソソームとウイルス粒子を区別した。 

この実験の結果、将来的に臨床サンプルを測定する場合には、サンプル中に体内の

様々な細胞からのエクソソームが存在するためナノポア解析の高感度化、高分解能化

の必要性が示唆された。 
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図1. AIナノポアプラットフォームを用いたウイルス測定。 

a.イオン電流-時間波形測定システムの概略図を示す。 

プラットフォームは、ナノポアモジュール、電気計測システム、PCソフトウェア、

サーバーソフトウェアの4つのコンポーネントで構成されている。測定には直径

300nm、厚さ50nmの孔径のナノポアが使用された。 

b.培養上清と6種類の培養ウイルスのイオン電流-時間プロファイル。 

c.培養上清のイオン電流-時間波形の重ね合わせ。  

d,e. 最大電流値（Ip）と電流持続時間（td）のヒストグラム。赤、橙、紫、水色、

緑、青はそれぞれ武漢型、α型、β型、γ型、δ型、o型を示す。黄色はネガティブコン

トロールを示す。 
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2. AI-nanoporeプラットフォームは6つのSARS-CoV-2変異型を同定することができ

た。 

まず、我々は前述のAI-nanoporeプラットフォームと方法を用いて武漢型とδ型、武漢

型とο型を比較した。F値は2×Recall×Precision/(Recall+Precision)として計算され、

Recall=2282/(2282+709)、Precision=2282/(2282+660)となり、武漢型とδ型のF値は

0.77、武漢型とο型のF値は0.63となった（図2a、2b）。すべてのF値が0.5以上であっ

たことから、これらの結果は、我々のAI-nanoporeプラットフォームが2つの変異体間

の違いを識別できることを示している。 

次に、6つのバリアントの中から2つの変異型の組み合わせをすべて計算したところ、

F値は0.58（α型とγ型）から0.8（武漢型とγ型、γ型とο型）の範囲であり、当社のAI-

nanoporeプラットフォームが任意の2つの変異型の違いを識別できることが確認され

た。次に、比較を3つの変異体に拡張し（図2c）、0.45から0.64のF測定範囲を得た

（図2e）。このF値が0.33以上であったことから、我々のAIナノポアプラットフォー

ムが3つの変異体間の違いを識別できることが確認された。 

同様に、4種類、5種類、6種類の変異型間の比較では、F値の範囲はそれぞれ0.38-

0.50、0.38-0.42、0.35となり（図2d、2e）、多くの種類を比較する際でも我々のプラ

ットフォームが有効であることが確認された。このように、AI-nanoporeプラットフ

ォームは6つのSARS-CoV-2変異型を同定した。 
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図2. 培養されたSARS-CoV-2変異体ウイルスの同定 

a.武漢型およびδ型、 

b.武漢型およびo型、 

c.武漢型、δ型およびo型、 

d.武漢型、α型、β型、γ型、δ型およびo型のイオン電流時間波形の機械学習によって

得られたConfusion matricsを示す。Confusion matricsの数字は、機械学習プロセスで使

用したイオン電流-時間波形の数を示す。 

e.チャートは、F-measuresの計算に使われた6種類の変異体の組み合わせを示す。赤、

オレンジ、紫、水色、緑、青は、それぞれ武漢、α-、β-、γ-、δ-、o-型に対応する。F

測定値が青い点線より大きい場合にウイルスが同定されたことを示している。 
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3. AIナノポアプラットフォームはウイルス表面のSタンパク質を検出する。 

変異体の変異は主にウイルス表面のSタンパク質に影響を及ぼしていることから、

我々はAI-nanoporeプラットフォームがSタンパク質を検出するという仮説を立てた。

この仮説を検証するため、PCA法によりδ型Sタンパク質とο型Sタンパク質を持つ武漢

型SARS-CoV-2ウイルスを樹立し（図3a）(Torii, S. et al., 2021) 、上述の6つの変異型と

同じ条件で、そのイオン電流-時間波形を測定した（図2d）。2変量比較のF値は0.62

から0.64の範囲であり（図3b-3dと3f）、3変量比較のF値は0.47であった（図3eと3f）

ため、AI-nanoporeプラットフォームはSタンパクの変異によりそれぞれのウイルスの

変異型を識別することが示唆された。しかし、F値が上記に示した武漢型とδ型、武漢

型とο型のそれらよりも少し低かったので、他の構造の違いも影響していることが考

えられる。 
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図3. δまたはo型のSタンパク質を持つ武漢型SARS-CoV-2変異体の同定 

a.武漢-δ型および武漢-o型は、それぞれδ-およびo-型Sタンパクを発現する武漢型のウ

イルスを示す。 

b.武漢型と武漢-δ型 

c.武漢と武漢-o型、 

d.武漢-oと武漢-δ型、 

e.武漢、武漢-δ、武漢-o型におけるそれぞれのイオン電流時間波形の機械学習によっ

て得られた混同行列を示す。混同行列の数字は、機械学習プロセスで使用されたイオ

ン電流-時間波形の数を示す。 

f. F値計算に使用した組み合わせを示す。赤、緑、青、紫、エメラルドグリーンは、

それぞれ武漢型、δ型、o型、武漢-δ型、武漢-o型に対応する。F値が青い点線を越え

たときにウイルスが同定されたと規定できる。 
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4. AI-nanoporeプラットフォームは患者唾液検体中のo型SARS-CoV-2ウイルスを検

出した. 

我々はAI-nanoporeプラットフォームが実際の臨床でも応用できるかどうかを検討す

べく、AI-nanoporeプラットフォームが患者の唾液検体中のSARS-CoV-2変異型ウイル

スを検出できるかどうかを調べた。 

具体的には、2021年10月から2022年5月にかけて、北海道大学病院、JCHO北海道病

院、KKR札幌医療センター、国立病院機構北海道医療センターにおいて、RT-PCRの

結果に基づいてSARS-CoV-2感染者132名または非感染者109名から採取した241検体

の唾液を用い、図4aおよび4bに示したワークフローとプロトコールに基づいて、100

個のο型SARS-CoV-2ウイルスを分析した。 

まず0.45μmのフィルターで唾液検体をろ過して異物を除去した後、ナノポアデバイ

スを用いて唾液中のο型SARS-CoV-2ウイルスのイオン電流-時間波形を記録した。し

かし、0.45μmフィルターでは唾液中に含まれるエクソソームを検体から除去するこ

とはできなかった。 

次に、得られたイオン電流-時間波形を機械学習に使用し、サンプル中のο型SARS-

CoV-2変異体を検出した（図4c）。機械学習では、RT-PCRの結果に基づいて、ο型を

含む感染検体100検体と非感染検体100検体のデータを無作為に選択し、学習を行っ

た。 

陽性50検体、陰性50検体で機械学習を行った場合、F値は0.65、感度と特異度はそれ

ぞれ100％と94％であった。したがって、AI-nanoporeプラットフォームは、臨床検体

中のο型SARS-CoV-2変異体を非常に正確に同定することができることが示された。

この結果は、RT-PCRの結果と同等かそれ以上であるが、AI-nanoporeプラットフォー

ムは測定時間5分という短い時間でこの結果を得ることができるため、より優れた診

断プラットフォームであると言える(Smithgall, M. et al., 2020) 。 
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図 4. 患者唾液検体を用いた実験の概略図とその結果 

a.患者から唾液検体を採取した後、遠心分離し、濾過した。濾過した検体を 1xPBSで

10倍に希釈し、各サンプルを 10分間測定した。その後イオン電流-時間波形を抽出

し、機械学習により解析した。この時最も高い特徴量と分類子は、サンプルが陽性か

陰性かを判定するための基準として適応された。結果、50のRT-PCR陽性サンプル

と 50のRT-PCR陰性サンプルを学習と学習ができているかのテストデータとして使

用した。 

b. データパイプラインの概略図を示す。測定により抽出されたイオン電流-時間波形

は機械学習された。RT-PCR陰性検体から得られた波形は、夾雑物が通過したことに

よる波形を含むこと、さらにRT-PCR陽性検体から得られた波形には、夾雑物が通過

したことによる波形とウイルスによる波形の両方が含まれていたが、夾雑物が通過し

たことによる波形は PUCにより可能な限り除去された。1回目の機械学習では、1つ

の波形が高い精度で陽性と判定された。 

c. RT-PCR陽性検体とRT-PCR陰性検体のイオン電流-時間プロファイルを示す。 

d.テスト工程で得られた波形の混同行列。数字は分類された波形の数を示す。  

e. 検査工程で得られたサンプルの混同行列。 

f. The receiver operating characteristic（ROC）曲線（AUC = 0.925）を示す。 

g. F値、感度、特異度のCt依存性を示す。 
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考察 

 

我々の共同研究者は以前、ナノ粒子のイオン電流時間波形に基づいた SARS-CoV-2

武漢型および SARSやMARSを含む他のコロナウイルスを認識するAI-nanoporeプラ

ットフォームを報告した。 

我々はそれをさらに発展させ、AI-nanoporeプラットフォームは上記に加えて全ての

SARS-CoV-2変異型を識別することができるようになった。 

前述の論文において、培養液はウイルスに匹敵するサイズの粒子を含まないため、完

全にネガティブコントロールとして認識されていたが、実際にはエクソソームが含ま

れていたことが判明した。そこで我々はエクソソームを夾雑物として認識して排除で

きるように、PUC法を応用した機械学習を用いて、精製された 6種類の SARS-CoV-2

変異型コロナウイルス（武漢、α、β、γ、δ、ο型）を高い精度で識別することに成功

した。 

また、このAI-nanoporeプラットフォームは、δ-または ο-型 Sタンパクを発現する

SARS-CoV-2武漢型を認識できることも示した。加えて、このAI-nanoporeプラット

フォームがCOVID-19患者から分離した唾液サンプル中の ο-型 SARS-CoV-2ウイル

スを同定できることも示した。 

したがって、我々のAI-nanoporeプラットフォームは、5分という非常に短い時間で

あるにもかかわらず、非常に高い精度で陰性や陽性を識別するだけでなく、SARS-

CoV-2変異型の識別も可能である非常に有益で利便性のある検査法である。 

AI-nanoporeプラットフォームから得られる波形から、ナノ粒子の体積、構造、表面

電荷に関する情報が得られることはすでに知られている(Tsutsui, M et al., 2017)。しか

し、これら 3つのパラメーターのうち、どれが同定に最も影響を与えるかを実験的に

実証するのは困難であった。SARS-CoV-2の変異型は主にウイルス表面の Sタンパク

に影響し、前述の実験でこのAI-nanoporeプラットフォームは現在までに確認されて

いる 6種の変異型を識別することができたことから、我々はこのAI-nanoporeプラッ

トフォームは表面電荷に着目して識別を行なっているのではないかという仮説を立て

た。 

武漢型と比較すると、α型はその Sタンパク質にN501Y、A570D、D614G、S983A、

D1118Hを含む 10の変異があり、β型もD80A、D215G、K417N、E484K、D614Gを

含む 10の変異があり、γ型は L18F、K417T、E484K、N501Y、D614G、T10を含む

13の変異がある、 D614G、および T1027I、δ型には T19R、G142D、E156G、

L452R、T478K、D614G、P681R、およびD950Nを含む 10の変異があり、ο型には 

T95I、G142D、G339D、S371L、K417N、N440K、T478K、E484A、Q493R、Q498R、
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T547K、D614G、N679K、N764K、D796Y、N856K、N969Kを含む 37の変異があ

る。 

これらの変異の多くには、アスパラギン酸（D）、グルタミン酸（E）、リジン

（K）、アルギニン（R）などの荷電アミノ酸が含まれており、これらすべてが表面

電荷、ひいてはイオン電流時間波形に影響を及ぼす可能性がある。δと οの Sタンパ

クを発現している武漢型の計測データをすでに我々は得ていたため、表面電荷の違い

を定量的に推定するために、我々はAPBS-PDB2PQR

（https://server.poissonboltzmann.org/）を用いて、武漢、δ、ο型の Sタンパクの表面電

荷の和（等電点）を計算した結果、等電点は武漢型が最も低く、δ型と o型は同じで

あることがわかった。 

上記の実験にもあった通り、AI-nanoporeプラットフォームは δまたは ο型 Sタンパ

クを発現する武漢型と通常の武漢型を識別することができた。しかし、δまたは ο型

の Sタンパク質を発現している武漢型と通常の武漢型と比較した場合、F値は δ型と

武漢型、ο型と武漢型を測定した場合の F値とは異なることが分かった。 

これらの結果は、我々のAI-nanoporeプラットフォームが表面電荷だけではなく、他

の要因も用いて変異型を識別していることを示している。 

SARS-CoV-2やインフルエンザウイルスを含む RNAウイルスは変異率が高く 35、こ

れらの変異の多くは、SARS-CoV-2では Sタンパク、インフルエンザではヘマグルチ

ニンやノイラミニダーゼなどの表面分子に影響を及ぼす(Lyons, D et al., 2018)ことが知

られている。前述の通り、我々のAI-nanoporeプラットフォームは表面電荷を主に用

いて識別を行うため、これらのウイルスの変異体にも柔軟に対応できる。RT-PCRと

次世代シーケンサーは、臨床検体中の SARS-CoV-2とその変異型を同定するための

標準的な手法であるが、これらの方法は効率的ではない上に、費用対効果も高くはな

い。我々が確立したAI-nanoporeプラットフォームは、これらの欠点をすべて克服す

ることができ、臨床症状を示すCOVID-19患者における病原性 SARS-CoV-2変異型

を検出するためのより良い方法であると言えるだろう。 
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総括および結論 

 

⚫ AI-nanoporeプラットフォームは武漢型をはじめとする 6種類の変異型 SARS-

CoV-2を識別することができる。 

⚫ AI-nanoporeプラットフォームは武漢型の Sタンパクを δのものに変えた武漢-δ

型や Sタンパクを οのものに変えた武漢-ο型をそれぞれ識別することができ

た。 

⚫ AI-nanoporeプラットフォームは主に Sタンパクの違いで各変異型を識別してい

るが、他の要因も用いている。 

⚫ AI-nanoporeプラットフォームは ο型の臨床検体中の SARS-CoV-2ウイルスを検

出し、陽性と陰性を非常に高い精度で判定することができる。 

⚫ AI-nanoporeプラットフォームは従来の検査法である RT-PCRと次世代シーケン

サーと比較して非常に効率が高い、迅速で信頼性のある検査法である。 

 

我々のAI-nanoporeプラットフォームは、培養中およびCOVID-19患者から分離され

た唾液検体中の SARS-CoV-2変異型を感度 100%、特異度 94%で認識する。さらに、

このプラットフォームは Sタンパクの違いにも敏感である。したがって、このプラッ

トフォームは SARS-CoV-2のような新興感染病原体の診断ツールとして有用であろ

う。 

我々の研究によりAI-nanoporeプラットフォームの診断ツールとしての可能性を提示

することができたが、今後の研究としては、サル痘やインフルエンザ、ムンプスウイ

ルスやHPV、結核菌などの我々に身近なウイルスを計測して解析を行うことによっ

て、AI-nanoporeプラットフォームを用いた感染症診断ライブラリを作成することが

できると考えられる。実際、我々はこの研究の後にサル痘とインフルエンザ 5種の計

測を完了しており、臨床検体についても多数のインフルエンザ患者唾液の測定と解析

を行っている。今後は高病原性鳥インフルエンザを含む残り 139種のインフルエンザ

を測定し、上述の感染症診断ライブラリを作成していく方針である。 

この研究の不足点としては、AI-nanoporeプラットフォーム自体が Sタンパクを主な

識別の基準にしていることが分かっているものの、残りの基準が分からずじまいにな

っているところがある。これについてはさまざまな部分を変化させたウイルスを作成

して計測し、今後解明していく方針である。 
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第三章 

関節リウマチの遠隔炎症の片側への波及メカニズム 

 

 

緒言 

 

関節リウマチ(RA)の基本的な特徴の 1つの基準は遠隔部の炎症であり、両側の関節に

激しい変形と不動性が生じる(Arnett et al., 1988; Clarke et al., 1994 )ことがあるとされ

る。同様の症状は乾癬や肺線維症など他の疾患でも観察され、神経機構が関与してい

ると報告されている（Kelly et al., 2007; Kidd et al., 1989）が、そのメカニズムの詳細は

明らかにされていない。    

IL-6アンプは、滑膜線維芽細胞や内皮細胞などの非免疫細胞において、組織特異的な

炎症とNF-κB活性化を亢進させるメカニズムである。IL-6アンプの誘導は、動物モ

デルやRA患者において、ケモカインや増殖因子を含む炎症を惹起させる因子の発現

を引き起こす(Murakami et al., 2011; Ogura et al., 2008)。 IL-6アンプではNF-κBと

STAT3の同時刺激によってNF-κBシグナルの亢進が誘導され、続いて局所炎症が起

こる(Atsumi et al., 2014; Harada et al., 2015; Lee et al., 2013; Murakami et al., 2013; 

Murakami et al., 2011; Ogura et al., 2008; Okuyama et al., 2018)ことが知られている。NF-

κB標的の 1つである IL-6は炎症時の主要な STAT3刺激因子であるため、副次的に

炎症性疾患において IL-6アンプを介して炎症性メディエーターを発現させるために

STAT3の活性化を維持する（Murakami et al., 2019）。実際、IL-6アンプは、皮膚、腎

臓、中枢神経系（CNS）、肺を含む多くの臓器の炎症性疾患において関与している

（Arima et al., 2012; Fujita et al., 2019; Higuchi et al., 2020; Hirano and Murakami., 2020; Lee 

et al., 2013; Stofkova et al., 2019; Takada et al., 2020）。 

我々は上記の数々の研究から、炎症とは、IL-6を介した免疫細胞の蓄積および／また

は局所の非免疫細胞の増殖、それに続く局所の恒常性の調節障害であると定義した

(Murakami et al., 2019)。  

血管内皮細胞において、我々は IL-6アンプは交感神経の活性化によって増強され、

次いで自己反応性CD4+ T細胞が血液関門を通過するためのゲートウェイを確立す

る、所謂ゲートウェイ反射と言われる現象を発見した（Kamimura et al., 2020；

Matsuyama et al., 2021）。この時、交感神経の活性化に伴って分泌されるノルアドレ

ナリンは IL-6アンプを介して局所内皮細胞のNF-κB活性化を誘導する。 
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ゲートウェイ反射では、痛み、ストレス、電気などの環境刺激による感覚神経の活性

化によって交感神経の活性化が引き起こされ、特定部位の血管に自己反応性 T細胞

のゲートウェイを誘導し、組織特異的な自己免疫疾患を引き起こす(Arima et al., 2012; 

Arima et al., 2015; Arima et al., 2017; Stofkova et al., 2019)。 

そこで我々は、2つの部位間の炎症をつなぐ神経の反射が、前述のリウマチのように

片側からもう片側へ広がる炎症に関与しているのではないかという仮説を立てた。さ

らに、いくつかの神経伝達物質がNF-κBおよび／または STAT3経路を活性化または

抑制すること（Murase and McKay, 2014; Nicolas et al., 2012）、さらには脳の微小炎症

によって誘導されたATPが新たな神経経路を活性化し、次いで突然死を伴う遠隔臓

器の炎症が起こる現象を実際に発見したことから（Arima et al., 2017）、神経伝達物

質の分泌が炎症の拡大を引き起こすかどうかをについて分析した。 

ゲートウェイ反射は、神経系と免疫系のクロストークを制御するメカニズムのひとつ

にすぎない。例えば、化学的交感神経切除術後に実験的自己免疫性脳脊髄炎の重症度

が悪化することから(Chelmicka-Schorr et al., 1992)、交感神経系が免疫反応に調節作用

を及ぼしていることが示唆される。さらに、Mollestonらは、視神経切断が脳上丘の

ミクログリアを活性化し、炎症病変が視神経切断側に局在することを示した

(Mollestonら、1993)。Pavlovと Traceyは、敗血症マウスモデルやRA患者、さらに

は炎症性腸疾患の患者において、迷走神経刺激が炎症反射として全身の炎症を抑制す

ることを示した（Pavlov and Tracey, 2017）。 

F759マウスは、関節の IL-6アンプに起因するRAを加齢とともに自然発症するRA

モデルマウスである(Atsumi et al., 2002; Murakami et al., 2011; Ogura et al., 2008)。これら

のマウスは、IL-6受容体の複合体中にある IL-6シグナル伝達物質である gp130に

Y759Fというアミノ酸置換を有している (Murakami et al., 2019)。リン酸化された

Y759は、IL-6シグナル伝達を負に制御する SOCS3の結合部位であるため、IL-6を介

した STAT3の活性化が亢進し、その後加齢に伴って両側の足関節にRA様疾患が発

症する。加えて I型コラーゲン陽性非免疫細胞における IL-6シグナルの亢進が、

F759関節炎の発症に関与している。 

この研究では、F759マウスを用いて炎症拡大の分子メカニズムを検討した。 

その結果、両足関節間の局所的な神経相互作用が、両脚でのATPの発現を介した炎

症の拡大誘導に重要な役割を果たしており、このATPが神経経路を活性化し、IL-6

アンプを介して炎症の進展を促進することを示した。この知見は、この神経経路の遮

断が、関節炎を含む様々な炎症拡大に対する治療戦略の可能性を示唆している。 
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実験方法 

 

1. マウス系統 

すべての実験に成体（8-10週齢）の雄マウスを用いた。 

C57BL/6マウスは日本 SLC（静岡県）から購入した。 

F759マウスはC57BL/6マウスと 10世代以上交配してから使用した。 

I型コラーゲン-Creマウスは、Dr. G. Karsenty（Baylor College of Medicine, Houston, 

TX）より提供され、STAT3flox/floxマウス（大阪大学審良教授より提供）（Takeda et 

al., 1998）および IKKγflox/floxマウス（Schmidt-Supprian et al., 2000）と交配した。

C57BL/6バックグラウンドのNFκBレポータートランスジェニックマウスも上記の

F759マウスと交配してから使用した（Sadikot and Blackwell, 2008）。 

B6.129(Cg)-Fostm1.1(cre/ERT2)Luo/マウスおよびB6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-

tdTomato)Hze/J(Ai14)マウスは Jackson Laboratoryから購入され、c-fos CreERT2-Ai14マ

ウスを得るために交配された。  

マウスは大阪大学医学部の規定に従って特定の病原体不検出条件下で飼育された。 

すべての動物実験は、大阪大学大学院生命機能研究科および医学系研究科、北海道大

学遺伝子医学研究所の施設動物実験委員会のガイドラインに従って行われた。 

本研究での全ての動物実験のプロトコールは、大阪大学大学院生命機能研究科・医学

系研究科および北海道大学大学院遺伝子病制御研究所の施設動物実験委員会の承認を

得た上に行われた。 

 

2. 抗体と試薬 

染色には以下の抗体を使用した： 

抗 c-Fosウサギポリクローナル抗体（Abcam、製品番号 ab190289）、抗Nav1.8ウサ

ギポリクローナル抗体（渡辺雅彦教授からの寄贈）、抗リン酸化 c-Fos（Ser32）ウサ

ギモノクローナル抗体（D82C12）（Cell Signaling Technologies、番号 5368S）。

Watanabe）、抗リン酸化 c-Fos（Ser32）ウサギモノクローナル抗体（D82C12）（Cell 

Signaling Technologies、製品番号 5368S）、抗HSV2ウサギ全抗血清（Novus 

Biologicals、製品番号NB120-9534）、抗プロエンケファリンモルモットポリクローナ

ル抗体（渡辺雅彦教授からの寄贈）、抗 TRPV1モルモットポリクローナル抗体（渡

辺雅彦教授からの寄贈）、抗カレチニンニワトリポリクローナル抗体（Encor 

Biotechnology, no. CPCA-Calret）、抗リン酸化 STAT3（Tyr705）ウサギモノクローナ

ル抗体（D3A7）（Cell Signaling Technologies、番号 9145）、抗ビメンチン（Abcam、

番号 ab92547）、抗リン酸化NF-κB p65（pSer276）ウサギポリクローナル抗体
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（Sigma-Aldrich、番号 SAB4504488）。SAB4504488）、抗 P2RX7ヤギポリクローナ

ル抗体（Abcam、No.ab93354）、抗マウスCD31ラットモノクローナル抗体（BD 

Pharmingen、No.550274）、Alexa Fluor 647標識抗リン酸化CREB（Ser133）ウサギモ

ノクローナル抗体（クローン 87G3、Cell Signaling Technologies、No. 14001S）、Alexa 

Fluor 546 ロバ抗ウサギ IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific、No.A10040）、Alexa 

Fluor 488 ロバ抗ウサギ IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific、No. A21206）、Alexa 

Fluor 555 ロバ抗ウサギ IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific、番号 A31572）、

Alexa Fluor 488 ロバ抗ヤギ IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific、番号 A11055）、

Alexa Fluor 647 ヤギ抗ニワトリ IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific、番号 

A21449）、Alexa Fluor 488 ロバ抗モルモット IgG（H+L）（Jackson 

ImmunoResearch、番号 756-545-148）、およびAlexa Fluor 555 ロバ抗ラット IgG

（H+L）（Abcam、番号 ab150154）。 

VECTASTAIN Elite ABC Kit Peroxidase (Rabbit IgG)と ImmPACT DAB Substrate Kit 

PeroxidaseはVector Laboratoriesから購入した。 

抗マウス IL-17 Ab（R &D Systems社、MAB421）および抗 IL-6R Ab（中外製薬社）

を in vivo中和に使用した。 

マウス IL-17Aは Peprotech社から購入した。 

ヒト可溶性 IL-6RαはR&D systemsから購入した。 

ヒト IL-6は東レより入手した。 

A438079 hydrochloride（No.2972）、A803467（No.2976）および IKK 16（No.2539）は

Tocris Bioscienceから購入した。 

Fluoro Gold (FG)は Fluorochrome (No.52-9400)から、ATPは Sigma-Aldrich (No.A6559)か

ら購入した。ATP測定試薬キットは Toyo Inkから購入した（No.LL100-1）。 

ブラジキニン EIAキット（ヒト、ラット、マウス）（No.EK-009-01）およびCGRP 

EIAキット（ラット、マウス）（No.EK-015-09）は Phoenix Pharmaceuticalsから購入

した。 

ELISAキットについてはヒト IL-6 ELISAセット（No. 555220,BD Biosciences社製）、

IL-17マウス ELISA（No.BMS6001,Thermo Fisher Scientific社製）、LEGEND MAXヒ

ト IL-6ELISAキット（No.430507,BioLegend社製）を使用した。 

ルシフェラーゼレポーターアッセイシステムについてはNo.E1500の Promega社製の

物を使用し、ノルエピネフリン EIAキットはNo.VA-10-0200の LDN社製の物を使用

した。 

Alexa Fluor-488（番号C22841）およびAlexa Fluor-555（番号C22843）結合コレラト

キシンBサブユニット、および Zenon Rabbit IgG標識キット、Alexa Fluor 488（番号
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Z25302）およびAlexa fluor 555（番号 Z25305）は、Thermo Fisher Scientificから購入

した。 

 

3. マウスの関節への注射 

IL-6、IL-17A、ATP、A803467、A438079、FG、HSV2（ATCC、番号VR-540TM）、

Alexa Fluor標識CTB、抗マウス IL-17抗体、および抗 IL-6R抗体をマウスの足関節お

よび膝関節に注射した。 

 

4. サイトカイン誘発関節炎の評価 

IL-6および IL-17Aを注射した F759マウスについて、関節炎の重症度は、両側から

評価された 2つのパラメータ、(1)足関節の腫脹と(2)足関節の可動制限に基づいてい

た。各パラメータの重症度は 0～3の尺度で評価され、0は変化なし、1は軽度の変

化、2は中程度の変化、3は重度の変化を示す。各マウスの片脚足関節 1点の平均値

を用いた。 

 

5. マウスの足神経の切断方法 

胸椎から仙椎の間の椎骨に沿って皮膚切開を行い、L4-5分節レベルまたは L4-6分節

レベルの脊髄の左後根を露出させ、脊髄と L5または L4-L6のDRG間の求心性線維

を切断した。偽手術対照群のマウスは、左のDRGと根が露出されたが、神経には傷

をつけずそのまま縫合した。対側はすべてのマウスで無傷のままであった。 

 

6. 坐骨神経の部分結紮 

坐骨神経の部分結紮（Seltzerモデル）は、臀部の皮膚を切開し、坐骨神経を露出さ

せ、神経の直径の約 1/3から 1/2のあたりを 6-0 PGA縫合糸（秋山、東京）で結紮す

ることで行った。偽手術マウスでは、神経は露出させたが結紮はしなかった。 

 

7. リアルタイム PCR 

sepasol-RNA I（ナカライテスク社製）、クロロホルム（Sigma-Aldrich製）、イソプ

ロパノール（Sigma-Aldrich製）を用いて L5 DRGから全RNAを調製するか、

GenElute Mammalian Total RNA Kit（Sigma-Aldrich製）を用いて足関節組織から調製

した。このRNAをDNase I（Sigma-Aldrich製）で処理し、Oligo(dT)18プライマーを

用いてM-MLV逆転写酵素（Promega製）で逆転写を行った。 

cDNA産物を各リアルタイム PCR反応に用いた。ゲノムDNAは、アルコール沈殿担

体 Ethachinmate（ニッポンジーン）とイソプロパノールを用いて、HSV2を注射した

L5 DRGとマウスの足関節から調製した。 
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7300高速リアルタイム PCRシステムと PROBE qPCRマスターミックス（KAPA 

Biosystems）を用いて、c-fosおよびHPRT mRNAとHSV2 DNAのレベルを定量し

た。 

TaqMan PCRプライマーペアは以下の通りである：  

マウスHPRTプライマー、5'-AGCCCCAAAATGTTAAGGTTG-3'および 5'-

CAAGGGCATCCAACAACAAAC-3'；  

マウス c-fosプライマー、5'-CCTTCTCCAGCATGGGCTC-3'および 5'-

CGTGGGATAAAGTTGGCACTA-3'； 

およびHSV2プライマー、5'-CGCATCAAGACCACCTCCTC-3'および 5'-

GCTCGCACCACGCGA-3'。 

TaqManプローブは以下の通りであった：マウスHPRTプローブ、5'-

GATCCAACAAAGTCTGGCCTGTATCCAACAC-3'［TAMRA］；マウス c-fosプロー

ブ、5'-GTGTCAACAGGACTTGCGCAGAT［TAMRA］；およびHSV2プローブ、5'-

GCGGCGATGCGCCAG［TAMRA］。 

TaqManリアルタイム PCRの条件は、95℃で 40サイクル、3秒間、続いて 60℃で 40

サイクル、30秒間であった。相対的なHSV2 DNA複製レベルは、ゲノムDNA量の

レベルで正規化した。 

7300高速リアルタイム PCRシステム（Applied Biosystems）および SYBR green qPCR

マスターミックス（KAPA Biosystems）を用いて、IL-6、CCL2、CCL3、CCL21、

CXCL2、およびHPRT mRNAのレベルを定量した。 

PCRプライマーペアは以下の通りである： マウスHPRTプライマー、5'-

GATTAGCGATGATGAACCAGGTT-3'および 5'-CCTCCCATCTCCTTCATGACA-3'；

マウス IL-6プライマー、5'-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3'および 5'-

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3'； およびマウスCCL2プライマー、5'- 

CCGGCTGGAGCATCCACGTGT-3'および 5'- TGGGGTCAGCACAGACCTCTCT-3'。 

リアルタイム PCRの条件は、94℃で 40サイクル、15秒後、60℃で 40サイクル、60

秒であった。 

 

8. 凍結パラフィン包埋切片の作製と免疫組織化学 

脊髄と足関節を摘出し、脊髄節を分離した。個々の脊髄セグメントと足関節をOCT

コンパウンド（SECTION-LAB、広島）に包埋した。切断面を粘着フィルム

（Cryofilm type IIIC (16UF)、SECTION-LAB）で覆い、凍結切片（10～20μm）をクラ

イオスタット（CM3050S）またはマクロトーム（CM3600XP、Leica Microsystems、ド

イツ）を用いて作製した。 
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パラフィン包埋切片のために、足関節を採取し、10％リン酸緩衝ホルマリンで固定

し、パラフィンに包埋した。得られた切片を上述の抗体で染色し、Hoechst 33342

（Invitrogen、東京）でカウンター染色した後、BZ-9000顕微鏡（KEYENCE、大阪）

または LSM980（Carl Zeiss、ドイツ）で解析した。 

 

9. 免疫染色の定量化 

リン酸化 c-fos+、c-fos+、MHCクラス II+、CD11b+、CD4+、pp65+、および

pSTAT3+領域を Image J（Wayne Rasband、NIH）を用いて測定した。共焦点化は、

Imarisソフトウェア（Bitplane）のColocモジュールを用いて測定した。 

 

10. 脛骨神経の電気刺激と電気生理学的信号の記録 

C57BL/6マウスをウレタン麻酔した。体温はサーモスタット式加温パッドとランプ

（ATC-101B-RS、ユニークメディカル、東京、日本）を用いて 37.0～37.5℃に維持し

た。右側または左側の足首周囲の脛骨神経を、刺激装置とアイソレータ（SEN-7203

および SS-202J、日本光電）を用いて、3秒ごとに 0.5msの矩形波パルスで刺激し

た。DRG近傍に分離した L5後根（n=5）および／または大腿部または足首周囲に分

離した坐骨神経（n=5）を、バイポーラ白金-イリジウムワイヤー電極上に置き、プリ

アンプ（MEG-6100、日本光電）、ADコンバータ（Micro 1401、ケンブリッジ・エレ

クトロニック・デザイン）、ソフトウェア（Spike 2、ケンブリッジ・エレクトロニッ

ク・デザイン）を用いて電気生理学的信号を検出した。神経は温めた流動パラフィン

で覆った。電気刺激によって誘発された反応は、ソフトウェアを用いて平均化した

（＞10試行）。 

 

11. マウス脊髄の切断  

胸椎から腰椎にかけての椎骨に沿って皮膚切開を行い、筋肉と椎弓を切除した。脊髄

を露出させ、鋭利な刃物で深さ 0.5-0.6mmで T9-13レベルの中央部で縦に切断した後

に縫合した。マウスは麻痺させなかった。偽手術対照群のマウスは、筋肉と椎弓を切

除したが、脊髄はそのままで縫合した。このマウスを使った実験は、手術の 10～14

日後に行われた。 

 

12. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

NF-κBレポーターTg/F759マウスの足関節を採取し、滑膜組織を passive lysis buffer

（Promega, 東京）でホモジナイズした。遠心後、上清を回収し、Bradford assayを用

いて総タンパク質量を調整した。組織溶解液のルシフェラーゼ活性は、Luciferase 

reporter assay system（Promega、東京）を用いて測定した。 
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13. ATPアッセイ 

個々のマウスから足関節を採取し、10mM HEPES-NaOHおよび 250mMスクロースを

含む蒸留水 10mLに 30分間浸した。4℃で 3000rpmの遠心分離を 10分間行った後、

上清を回収した。ATP測定試薬キット（TOYO Ink、東京）を用い、ホモジナイズス

テップを省略した以外は、製造者の指示に従ってルシフェリン-ルシフェラーゼアッ

セイでATPレベルを測定した。 

 

14. ELISA法 

細胞培養上清およびマウス血清中の IL-6濃度は ELISAキット（BD Biosciences, 東

京）を用いて測定した。マウスの足関節におけるノルエピネフリン、CGRP、ブラジ

キニンおよびサブスタンス Pのレベルは、ELISAキット（LDN、Nordhorn、ドイ

ツ；Phoenix Pharmaceuticals、Burlingame、カリフォルニア；またはR&D systems、東

京）を用いて測定した。マウス足関節におけるニューロペプチドYのレベルは、

ELISAキット（EMD Millipore Corporation, U.S.A.）を使用して測定した。血清中のヒ

ト IL-6およびマウス IL-17レベルは、ELISAキット（それぞれBiolegendおよび

eBioscience）を用いて測定した。 

 

15. 細胞培養と刺激条件 

I型コラーゲン陽性血管内皮細胞BC1は、宮坂教授（大阪大学）より入手した。W26

滑膜線維芽細胞の刺激には、細胞を 96ウェルプレート（1×104細胞/ウェル）にプレ

ーティングし、ヒト IL-6（50 ng/mL；東レ）＋ヒト可溶性 IL-6Rα（50 ng/mL；R&D

システムズ）、およびマウス IL-17A（50 ng/mL；R&Dシステムズ）で 24時間刺激

した。細胞培養上清は ELISA用に回収し、細胞増殖はMTTアッセイ（下記参照）で

評価した。 

 

16. MTTアッセイ 

チアゾリルブルーテトラゾリウムブロマイドを用いて、製造元の指示に従い測定した

（Sigma-Aldrich製、東京）。 

 

17. コラーゲン誘発関節炎 

CIAは、 C57BL/6マウスに 200μgのニワトリ II型コラーゲン（Sigma-Aldrich製）と

250μgのMycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin細胞壁骨格（BCG-CWS）を

CFAで乳化したものをマウスの背中に皮内注射した。 
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初回注射の 3週間後、200μgのニワトリ II型コラーゲンと 250μgのCFAに乳化した

BCG-CWSを含むブースター注射を尾の付け根に皮内投与した。2回目の免疫から 21

日間、2～3日ごとに臨床的関節炎活性を評価した。中手指節関節、中足指節関節、

足関節の関節炎の重症度を以下の尺度を用いてスコア化した： 0＝関節炎なし、1＝

関節炎の程度は小さい、2＝軽度の腫脹、3＝中等度の腫脹、4＝重度の腫脹。関節炎

スコアは、後肢の関係する関節のスコアの合計であった。 

 

18. 統計分析 

2群間の差の統計解析には Studentの t検定（両側検定）またはWelchの t検定を用い

た。多重比較にはDunnettの検定を用いた。関節炎モデルの臨床スコアの統計解析に

はWilcoxon順位和検定を用いた。統計解析は正規分布を仮定して行った。P値は

0.05未満を統計的に有意とみなした。 
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結果 

 

1. 感覚ニューロンは関節間の炎症の拡大において極めて重要である。 

我々は以前、IL-17Aと IL-6の足関節注射によって、F759マウスにサイトカイン誘発

性関節炎と非免疫細胞誘発性関節炎を確立した(Atsumi et al., 2017; Murakami et al., 

2011; Ota et al., 2020)。組織学的解析によると、滑膜腔は肥大化した滑膜線維芽細胞に

よって狭くなっており、MHCクラス II+細胞やCD4+細胞などの免疫細胞が罹患関節

に集積していることが示された（Murakami et al, 2011）。 

このモデルでは、炎症は片側、両側の 2通り誘導することができるため、足関節から

もう一方の関節へと炎症が拡大される様子を観察することができ、どちらの足関節に

サイトカインを注射しても、それぞれの関節に炎症が誘導される。 

我々は炎症が拡大される経路は神経経路に依存している可能性があると考え、第 5腰

髄（L5）横の後根神経節（DRG）の片側の感覚ニューロンの脱離を行い、足関節の

関節炎の発生に感覚経路が関与しているかどうかを調べた。 

まず F759マウスの両足関節に IL-17Aと IL-6を注射した。その後 L5DRGの片側の

感覚ニューロンを脱離すると、両足関節の関節炎の発症が抑制された（図 1、Aおよ

びB）。 

次に、片側の炎症がもう片側の炎症の引き金になるかどうかを調べた。まず F759マ

ウスの左足首にサイトカインを注射し、右足首関節の局所細胞の状態を調べた。 

その結果、サイトカイン注入 3日後には、CD11b+MHCクラス II+細胞が増加してい

たが、T細胞は増加していなかった（図 1C）。さらに対側の関節におけるサイトカ

イン誘発性関節炎を調べるために両群とも左足首にサイトカインを注射し、右足首に

は少量のサイトカインを注射した。その結果、右関節の臨床スコアは、左関節への

IL-17Aと IL-6の注射によって増強された（図 1D）。このように、両側の関節炎症の

発症には感覚経路が関与してい流ということが判明した。 

次に、炎症誘発後の神経活性化を調べた。IL-17Aと IL-6の注射により、同側の L5 

DRGで c-fosの発現が誘導されたが、同側の L3、L4、L6 DRGでは誘導されなかっ

た（図 1E）。 

足関節とDRGの直接的な神経接続は、逆行性神経トレーサーである FLUORO-

GOLD（FG）を右関節に注入して検出することで確認した。 

その結果、FG+細胞の 90.9%がNav1.8陽性、TRPV1陰性の神経細胞であった。

Nav1.8と TRPV1の二重陽性細胞は、L5 DRGの FG+細胞の 9.1%であった。 

同様に、サイトカイン注入後の対側の L5 DRGでは、活性化した c-fos+感覚ニューロ

ンはNav1.8+TRPV1-またはNav1.8+TRPV1+であった（図 1、GおよびH）。このよ
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うに、片側の足関節の炎症は同側の L5 DRGでNav1.8+TRPV1-の感覚活性化を誘導

し、その神経シグナルはその後、対側の L4-L6 DRGのNav1.8+TRPV1+/-感覚神経ニ

ューロンに伝わり、両側の足関節の炎症に感覚神経の回路が関与していることが示さ

れた。 
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図 1. 両側の足関節の炎症には活性化した神経回路が関与している。 

(AおよびB）左側の L5 DRGで脱神経または偽手術を行った F759マウスの左（A）

および右（B）足首の平均臨床スコア±SEMを示す。IL-17Aと IL-6（各 0.1μg）を

0、1、2日目に両足首に注射した（各群 n = 4）。 

(C）IL-17Aと IL-6または生理食塩水を注射して 3日目の F759マウスの足関節の

CD11b+MHCII+細胞染色図を示す。 

IL-17Aと IL-6または生理食塩水（各 1μg）を 0、1、2日目に左足関節に注射した。 

色については緑：MHC II。マゼンタ:CD11b。青色:核となっている。 

矢印はCD11b+MHCII+細胞を示す。 

(D）0-2日目に右足関節に IL-17Aおよび IL-6を低用量（各 0.01μg）、左足関節に高

用量（各 1μg）または生理食塩水を注射した後の F759マウスの右足関節の臨床スコ

ア（各群 n＝14）の平均スコア±SEMを示す。P値は、Wilcoxon順位和検定を用いて

算出した（★、P＜0.05）。 

(Eと F）0、1、2日目に IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を左足関節に注射

した。3日目に real-time PCRを用いて同側（E）または対側（F）の L3、L4、L5、L6 

DRGにおける c-fos発現を調べた（各群 n＝5-6）。棒グラフは平均スコア±SEMを示

す。P値は、Wilcoxon順位和検定を用いて算出した（★、P＜0.05）。 
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図 1. 両側の足関節の炎症には活性化した神経回路が関与している。 

(GとH）0、1、2日目に IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を左足関節に注

射し、3日目に同側（G）または対側（H）の L5 DRGで c-fos、Nav1.8、TRPV1を染

色した。 

図下方に示している染色図について、マゼンタ:c-fos。緑:Nav1.8または TRPV1。青

色:核、黄色の矢頭は c-fos+Nav1.8+TRPV1-ニューロンを、白矢印は c-

fos+Nav1.8+TRPV1+ニューロンを示す。 

上の棒グラフは、Nav1.8+TRPV1-、Nav1.8+TRPV1+、またはNav1.8-TRPV1+ニュー

ロンの総数に占める c-fos+細胞の割合を示す。実験は独立して 3回行い、データは平

均値±SEMで示した。P値は Student's t-testsを用いて算出した（★, P < 0.05; ★★, P < 

0.01; NS, not significant）。 

グラフの上または左に描かれた図は、実験設定を示している。Lは左足首、L5は第 5

腰椎レベル、DRGは後根神経節、Rは右足首。矢印はサイトカインまたは生理食塩

水の注射を示し、青丸は関節炎を評価した足関節（A-D）または検査したDRG（E-

H）を示す。 
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2. プロエンケファリン陽性の介在ニューロンネットワークは関節間の感覚神経ニュ

ーロンとつながって炎症を拡大させる。 

我々は足関節間の感覚路をつなぐ脊髄の神経回路の詳細を調べるため、単純ヘルペス

ウイルス 2（HSV2）を用いて、神経の追跡をおこなった（Turner and Jenkins, 

1997）。 

具体的な方法として、まず片側の関節にHSV2を注射した後、観察を行った。 

その結果、HSV2は 4日目には注射した側の L5 DRGに存在し（図 2A）、5日目には

L5後角に達し（図 2B）、7日目には同じ側の胸髄（T13）でも検出された（図

2C）。その後、10日目には T10-T13の対側右側で検出され（図 2D）、14日目には

対側のDRG（L4-6）で検出された（図 2Eおよびデータは示さず）。 

これらの結果は定量的 PCRによって確認された（図 2F）。 

また、電気信号が脛骨神経の神経回路の活性化を片側（左側）から他側へ誘導するか

どうかも調べた。対側（右側）の L5後根では興奮性電位が検出されたが（図

2G）、対側の脛骨神経では検出されなかった（図 2H）。 

これらの観察から、少なくとも両方のDRGを介した両足関節間の神経接続が確認さ

れた。次に、上記によりHSV2は T10-T13の胸髄の両側に存在したことが分かった

ので、関節間の感覚経路に接続する介在ニューロンの存在を調べた。方法としては胸

髄下部（T9-13）の脊髄を縦に切断し、回復期を経た後にサイトカインを注射する

と、偽手術マウスでは対側の L5 DRGで c-fosの発現が誘導されたが、脊髄切断マウ

スではほとんど発言が認められなかった（図 2I）。このことは、T9-13介在ニューロ

ンが関節間の炎症を拡大させるための重要な要因であることを示唆している。 

次に、我々は片側の関節にサイトカインを注射した後の脊髄の活性化を調べた。リン

酸化 c-fos+ニューロンは、注射した 15分後には主に L5後角の注入側に存在し、30

分後には両側で活性化ニューロンが増加することが分かった（図 2J）。また、L5脊

髄の中心管周辺のいくつかのニューロンも、サイトカイン注入後に活性化した（図

2J）。 

興味深いことに、活性化したニューロンは主に T13後角の注入側に見られたが、T11-

T12、L1-L4、L6には見られなかった（図 2K）。さらに、T10脊髄の中心管周辺のニ

ューロンは、刺激 30分後に活性化した（図 2L）。 

これらの結果から、炎症を拡大させる神経回路は、関節間の感覚ニューロン-介在ニ

ューロンネットワークとの結合であることが示唆された。 

炎症の拡大に関与する介在ニューロンマーカーを調べるために、我々は次にプロエン

ケファリンやカレチニンを含むいくつかの介在ニューロンマーカーに対する抗体を用

いた（Peirs et al.） 。その結果、サイトカイン注入後、L5と T13のほとんどの c-fos+

ニューロンがプロエンケファリンを発現したが、カレチニンは発現しなかった（図
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2、MとN）。したがって、プロエンケファリン陽性介在ニューロンネットワーク

は、関節間の感覚神経ニューロンにつながって炎症を拡大させていることが判明し

た。 
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図 2. 足関節へのサイトカイン注射は、両側関節間の脊髄におけるプロエンケフ

ァリン陽性介在ニューロンを含む神経経路を活性化する 

(A-E）HSV2（4.5×105pfu）または生理食塩水を F759マウスの左足関節に注射し、そ

の後観察した結果を示す。 

（A）.4日目に脊髄と L5 DRGでHSV2を染色した結果 

（B）.5日目に L5で染色した結果 

（C）.7日目に T13で染色した結果 

（D）.10日目に T10で染色した結果 

（E）.14日目に L5 DRGで染色した結果 

Hoechst 33342による核染色を青で示す。破線は脊髄とDRGの輪郭を示す。 

オレンジ色の枠内の拡大画像を中段に示している。 

さらに生理食塩水を注射したコントロール F759マウスの切片を下段に示している。 

(F）0日目にHSV2（4.5×105 pfu）または生理食塩水を F759マウスの左足関節に注射

し、その後 20日目に real-time PCR法で対側（右）の足関節のHSV2 DNAを検出し

た（各群 n = 2-4）データを示す。棒グラフは平均値±SEMで示した。 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 

Lは左足首、L5は第 5腰椎レベル、T9～T13は第 9～13胸髄、DRGは後根神経節、

Rは右足首。矢印はHSV2、サイトカインまたは生理食塩水の注射を示す。青丸は検

査した足関節またはDRGを示す。 
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図 2. 足関節へのサイトカイン注射は、両側関節間の脊髄におけるプロエンケフ

ァリン陽性介在ニューロンを含む神経経路を活性化する 

(GおよびH）左脛骨神経に電気刺激（0.5ms、3mA、0.3Hz）を加えた結果を示す。

刺激を加えた結果、電気信号は対側（右側）の後根（G）または脛骨神経レベル

（H）で検出された（各群 n = 5）。 

赤矢印は検出された電気生理学的信号を示す。 

陽性対照として、記録側（右）の神経に刺激を加えたところ、後根および坐骨神経レ

ベルで複合活動電位が検出された（図示さず）。   

(I）脊髄切断（SCC、T9-T13）または偽手術を受けた F759マウスにおける右 L5 DRG

の c-fos発現を棒グラフで示す。IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を 0、1、

2日目に左足首に注射し、3日目にリアルタイム PCR法で c-fos発現を調べて、その

平均値±SEMを棒グラフとして示した（各群 n＝15-23）。 

Lは左足首、L5は第 5腰椎レベル、T9～T13は第 9～13胸髄、DRGは後根神経節、

Rは右足首。矢印はHSV2、サイトカインまたは生理食塩水の注射を示す。青丸は検

査した足関節またはDRGを示す。 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 
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図 2. 足関節へのサイトカイン注射は、両側関節間の脊髄におけるプロエンケフ

ァリン陽性介在ニューロンを含む神経経路を活性化する 

(J-L)IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を 0日目に F759マウスの左足関節に

注射し、最後に注射した 15分後または 30分後に(J)L5脊髄、(K)T13脊髄、(L)T10脊

髄におけるリン酸化 c-fos発現を解析した。 

染色した図について、マゼンタはリン酸化 c-fos、青は核を示す。さらに、1フィール

ド（225,625μm2）あたりのリン酸化 c-fos陽性領域を定量して、平均値±SEMを棒グ

グラフに示した（各群 n=3）。 

(M-N）IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）または生理食塩水を 0日目に F759マウスの左足

関節に注射し、その後、最後の注射から 15分後に L5および T13脊髄におけるリン

酸化 c-fosおよび（M）プロエンケファリンまたは（N）カレチニンの発現を解析し

た。 

染色した図については緑はプロエンケファリン（M）またはカレチニン（N）であ

る。マゼンタはリン酸化 c-fos。青は核を示。矢印はリン酸化 c-fosシグナルを示す。 

Lは左足首、L5は第 5腰椎レベル、T9～T13は第 9～13胸髄、DRGは後根神経節、

Rは右足首。矢印はHSV2、サイトカインまたは生理食塩水の注射を示す。青丸は検

査した足関節またはDRGを示す。 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 
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3. 同側の足関節の炎症は反対側の足関節のATPを増加させ、炎症が発症するトリガ

ーとなる 

上記の結果から、我々は反対側の足関節における神経伝達物質を調べた。 

関節炎の発症にはATP、サブスタンス P、CGRP、ブラジキニンなどの多くの神経伝

達物質が関係していると考えられている（Grassel, 2014; Larsson et al., 1991; Miller et al., 

2002; O'Connor et al., 2004; Xie et al., 2014）。 

実際、戦術の実験で同側の関節で炎症が誘発された後、ATPが反対側の関節で増加

していることが分かった（図 3A）。同様に、ATP合成酵素の発現は、刺激後に反対

側関節のNav1.8+ニューロンで増加した（図 3B）。 

さらに、A438079（選択的 P2RX7アンタゴニスト）の注射により、対側関節におけ

るNF-κBの活性化、IL-6およびCCL2の発現が抑制され（図 3C）、A438079を対側

の足関節に注射すると、関節炎の発症が抑制された（図 3D）。 

これらの結果は、同側の足関節における炎症がATPを増加させ、対側の関節に関節

炎を誘発することを示唆している。 
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図 3.非免疫系細胞由来のATPは、IL-17Aおよび IL-6サイトカインシグナルをを

介して神経を活性化させ、遠隔炎症を誘導する。 

(A)IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を 0、1、2日目に F759マウスの左足関

節に注射し、その後、ATP（各群 n＝3）、ノルエピネフリン（NE）（各群 n＝5-6）

を分析した、 サブスタンス P（各群 n = 4）、CGRP（各群 n = 7-8）、ブラジキニン

（各群 n = 5-8）、および神経ペプチドY（各群 n = 4-5）の発現を 3日目に対側

（右）の足関節で分析した。グラフは、生理食塩水注射群に対する相対発現量を示

し、平均値±SEMを棒グラフとして示した。 

(B）IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を F759マウスの左足関節に 0、1、2

日目に注射し、3日目に対側（右）の足関節でATP合成酵素とNav1.8の免疫染色を

行った。ATP合成酵素とNav1.8の共局在は Z-stack画像を用いて定量した（各群

n=3）。棒グラフはNav1.8の全シグナル量に占める共局在化シグナル量の割合を示

す。染色については赤:ATP合成酵素、緑:Nav1.8。青:核を示す。 

((C）IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）または生理食塩水を、0、1、2日目に F759マウス

の左足関節に注射し、対側（右）足関節にA438079もしくはA438079溶媒を注射し

た。 

その後 3日目に対側足関節におけるNF-κB活性化、IL-6およびCCL2レベルを解析

して平均値±SEMを棒グラフとして示した（各群 n = 4-6）。 

(D）IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を左足関節に注射し、低用量の IL-

17Aと IL-6（各 0.01μg）とA438079溶媒、もしくは IL-17Aと IL-6（各 0.01μg）と

A438079（10μg）、もしくは IL-17Aと IL-6（各 0.01μg）を F759マウスの右足関節に

0、1、2日目に注射した後、右足関節の臨床的関節炎スコアを評価し、平均スコア

±SEMを示した。（各群 n = 4-5）。 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 96 

4. 反対側の脚関節における ATP 誘導には、関節間の感覚ニューロン-介在ニューロ

ンの相互作用が重要である。 

次に、我々は脚関節間の機能的な神経接続について調べるための実験を行った。 

具体的にはサイトカインを注射した側の脚の L5 DRGの感覚ニューロンの脱離（図

3E）、T9-13脊髄の切断（図 3F）、対側の L4-L6 DRGの感覚神経の脱離（図 3G）で

ある。 

これらから得られた結果は、脚関節間に機能的な感覚ニューロン-介在ニューロン結

合が存在し、反対側の脚関節におけるATPを誘導することを示唆している。 

 

5. 局所におけるATPは同側の関節炎症によって誘導され、反対側の関節での炎症を

発症させる神経伝達物質として機能する。 

上述の結果を受けて、我々は同側の関節炎症がどのように感覚ニューロンを活性化す

るかを調べた。以前、我々はサイトカイン刺激により局所血管から誘導される細胞外

ATPが脳内の神経経路の活性化を促進することを見出していた（Arima et al.、2017）

ことから、ATPに注目した。 

その結果、滑膜細胞における IL-17Aおよび IL-6刺激後のATP濃度は、in vitroでの

NF-κB活性化に依存した形で増加していることが分かった（図 3H）。さらに、ATP

濃度は I型コラーゲン陽性非免疫細胞に依存した形でサイトカイン注射後に足関節で

有意に増加した（図 3I）。一方の足関節に IL-6と IL-17Aに加えA438079を注射す

ると、L5 DRGニューロンの神経活性化が抑制され（図 3J）、他方の関節ではATP

濃度の上昇が抑制された（図 3K）。さらに、一方の足関節にATPを注射すると、対

側の関節のATP濃度が上昇した（図 3L）。 

次に我々はATPシグナルを遮断することで、サイトカインを注射した関節で炎症の

拡大が抑制されるかどうかを調べた。 

F759マウスにサイトカインを注射したのと同じ関節にA438079を注射すると、関節

炎の発症が抑制された（図 3M）。ここで重要なことは、A438079の同側注射によ

り、同側、反対側両方の関節炎の発症が抑制されたことである（図 3、Nおよび

O）。 

このように、I型コラーゲン陽性非免疫細胞におけるサイトカイン刺激は、脚関節の

感覚経路を活性化するATP発現を増加させ、炎症を拡大させるということが分かっ

た。 
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図 3.非免疫系細胞由来のATPは、IL-17Aおよび IL-6サイトカインシグナルをを

介して神経を活性化させ、遠隔炎症を誘導する。 

(E）左側の L5 DRGを脱離（Deaff)または偽手術（Sham）した F759マウスの左足関

節に、IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を術後 0から 2日目に注射し、その

後ATPアッセイキットを用いて 3日目に対側（右側）の足関節のATPレベルを解析

した平均値±SEMを棒グラフとして示した。（各群 n＝4）。 

(F）T9-13脊髄を切断（SCC）または偽手術（Sham）を施した F759マウスの左足関

節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）または生理食塩水を術後 0から 2日目に注射し、3

日目に対側（右）足関節のATPレベルを解析し、平均値±SEMを棒グラフとして示

した（各群 n＝4～6）。 

(G）右側の L4-L6 DRGを脱離（Deaff）または偽手術（Sham）した F759マウスの左

足関節に IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を、術後 0から 2日目に注射

し、3日目に対側（右側）の足関節のATPレベルを解析し、平均値±SEMを棒グラフ

として示した（各群 n＝8）。 

(H）W26滑膜線維芽細胞を 3群に分けて培養実験を行った。具体的には 

1.培養液に溶媒（DMSO）のみ添加した群、 

2.ヒト IL-6（50ng/mL）＋可溶性 IL-6Rα（50ng/mL）およびマウス IL-17A

（50ng/mL）で刺激し、IKK2阻害剤 IV（5μM）を加えた群、 

3.ヒト IL-6（50ng/mL）＋可溶性 IL-6Rα（50ng/mL）およびマウス IL-17A

（50ng/mL）で刺激し、溶媒（DMSO）を加えた群に分類した。 

その後培養上清を回収し、ATPアッセイキットを用いて評価した結果を示す（各群 n 

= 4）。 

(I）IF759マウス、F759/Col1α-cre IKKγflox/floxマウス、および F759/Col1α-cre 

STAT3flox/floxマウスの左足関節に L-17Aおよび IL-6（各 1μg）または生理食塩水を

0から 2日目に注射し、次いで 3日目に同側（左側）足関節のATP濃度を分析し、

平均値±SEMを棒グラフとして示した。（各群 n＝4）。 

(J）F759マウスを手術後 3群に分けて実験を行った結果を示す。 

1. 0から 2日目に左足関節に生理食塩水と P2RX7阻害剤A438079の溶媒を注射した

群 

2. 0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）と P2RX7阻害剤A438079

の溶媒を注射した群 

3. 0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）と P2RX7阻害剤

A438079(10μg)を注射した群に分け、 

3日目に同側（左側）L5 DRGにおける c-fos発現を解析し平均値±SEMを棒グラフと

して示した（各群 n＝8～9）。 
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(K）F759マウスを手術後 3群に分けて実験を行った結果を示す。 

1.  0から 2日目に左足関節に生理食塩水と P2RX7阻害剤A438079の溶媒を注射し

た群 

2.0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）とP2RX7阻害剤A438079

の溶媒を注射した群 

3. 0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）と P2RX7阻害剤

A438079(10μg)を注射した群に分け、 

3日目に対側（右）足関節のATP濃度を解析し平均値±SEMを棒グラフとして示した

（各群 n＝4）。 

(L）0から 2日目に F759マウスの左足関節にATP（2μg）または生理食塩水を注射

し、3日目に対側（右）足関節のATP濃度を解析した結果を平均値±SEMを棒グラフ

として示した（各群 n＝6）。 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 
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図 3.非免疫系細胞由来のATPは、IL-17Aおよび IL-6サイトカインシグナルをを

介して神経を活性化させ、遠隔炎症を誘導する。 

(M) F759マウスを手術後 3群に分けて実験を行った結果を示す。 

1. 0から 2日目に左足関節に生理食塩水、右足関節に IL-17Aおよび IL-6（各

0.01μg）を注射した群 

2. 0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）と P2RX7阻害剤A438079

の溶媒、右足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 0.01μg）を注射した群 

3. 0から 2日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）と P2RX7阻害剤

A438079(10μg)、右足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 0.01μg）を注射した群に分け、 

F759マウスの右足関節の臨床的関節炎スコアを評価し、平均スコア±SEMを示した

（各群 n = 14）。 

(NおよびO）F759マウスを手術後 3群に分けて実験を行った結果を示す。 

1. 0から 2日目に両足関節に生理食塩水を注射した群 

2. 0から 2日目に両足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 0.1μg）を、左足に P2RX7阻害

剤A438079の溶媒を注射した群 

3. から 2日目に両足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 0.1μg）を、左足に P2RX7阻害剤

A4380792(10μg)を注射した群に分け、 

F759マウスの右足関節の臨床的関節炎スコアを評価し、平均スコア±SEMを示した

（各群 n = 14）。 

 

 

P値は Studentの t検定（A-C）およびWilcoxon順位和検定（D）を用いて算出した

（★および#, P < 0.05; ★★および##, P < 0.01; ★★★, P < 0.001; NS, not significant）。 
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6. ATP は NF-κBの活性化によって分泌され、反対側の関節では重要な NF-κB刺激

因子となる 

免疫細胞の機能に対するATPとP2RX7の関係の重要性はすでに報告されており 

(Labasi et al., 2002)、我々はここで、感覚ニューロン、内皮細胞、線維芽細胞などの非

免疫細胞に対するATP-P2RX7の影響を調べた。 

その結果、I型コラーゲン陽性非免疫系細胞のNF-κBまたはSTAT3シグナルを欠損

させた F759マウスでは、片側の関節にATPを注入しても、対側の関節のATPは増

加しなかった（図 3P）。このことは、IL-6アンプが反対側の関節のATPの増加に重

要であることを示唆している。 

また、同側関節をサイトカインで刺激後に対側関節の滑膜線維芽細胞や内皮細胞を含

むビメンチン陽性細胞においてNF-κBとSTAT3分子がリン酸化されていた（図

3Q）。 

加えて、A438079による P2RX7シグナルの遮断は、対側のATP増加を抑制し（図

3R）、P2RX7はサイトカイン刺激の有無に関わらず、Nav1.8+ニューロンと同様にビ

メンチン陽性細胞およびCD31+細胞で発現した（図 3S）。 

これらの結果は、反対側関節の滑膜線維芽細胞と内皮細胞は同側でサイトカイン刺激

をした際に生じるATPに反応する細胞であることを示唆している。 

したがってこれらの非免疫細胞は、反対側関節の IL-6アンプに依存した形で、IL-6

とCCL2を分泌し、さらにATPを分泌して、炎症がより増強していくことが考えら

れる。 

さらに我々は前述の F759モデルで得られた知見を従来のRAモデルに適用できるか

どうかを検討した結果、コラーゲン誘発関節炎（CIA）でも類似したメカニズムが見

られることを発見した。従って、サイトカイン誘発関節炎モデルで同定された感覚ニ

ューロン-介在ニューロン経路は野生型マウスにも存在し、CIAモデルにおける両足

関節炎症の病態形成に寄与している。 
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図 3.非免疫系細胞由来のATPは、IL-17Aおよび IL-6サイトカインシグナルをを

介して神経を活性化させ、遠隔炎症を誘導する。 

(P）0から 2日目に F759マウス、F759/Col1α-cre IKKγflox/floxマウス、F759/Col1α-cre 

STAT3flox/floxマウスの左足関節にATP（2μg）または生理食塩水を注射し、3日目

に対側（右）足関節のATP濃度を解析して示した（各群 n＝4）。 

(Q)IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を F759マウスの左足関節に 0から 2日

目に注射し、免疫組織化学的に対側（右）足関節のリン酸化NF-κB p65（p-p65）と

STAT3（p-STAT3）、およびビメンチン（非免疫系細胞マーカー）を検出した。矢印

は p-p65+または p-STAT3+の核を示す。棒グラフは、全核に占める p-p65+または p-

STAT3+核の割合を示した（各群 n = 3）。 

(R）F759マウスを手術後 3群に分けて実験を行った結果を示す。 

1.  0日目に左足関節に生理食塩水を注射し、0から 2日目に右足関節に P2RX7阻害

剤A438079の溶媒を注射した群 

2.0日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）を注射し、0から 2日目に P2RX7

阻害剤A438079の溶媒を注射した群 

3. 0日目に左足関節に IL-17Aおよび IL-6（各 1μg）を注射し、0から 2日目に P2RX7

阻害剤A438079(10μg)を注射した群に分け、 

3日目に対側（右）足関節のATP濃度を解析した（各群 n＝7～10）。 

(S）IL-17Aと IL-6（各 1μg）または生理食塩水を、0から 2日目に F759マウスの左

足関節に注射し、3日目に反対側（右）足関節の P2RX7、Nav1.8、ビメンチン、

CD31を免疫染色した。染色図の色としてマゼンタ:P2RX7、緑:Nav1.8またはビメン

チン、赤:CD31、青色:核を示す。 

矢印はNav1.8+CD31+またはビメンチン+CD31+シグナルと融合した P2RX7シグナル

を示す。鏃は P2RX7シグナルとNav1.8またはビメンチンシグナルを併合したもの。 

 

実験は独立して少なくとも 3回行い、代表的なデータを示した。 

平均スコア±SEMを示す。P値は、Dunnettの検定（P、R、S）または Studentの t検

定（Q）を用いて計算した（★、P < 0.05；★★および##、P < 0.01；★★★★および

##、P < 0.001）。図は実験設定を示している。Lは左足首、L5は第 5腰椎レベル、

DRGは後根神経節、Rは右足首。矢印はサイトカイン、ATP、生理食塩水、または

A438079の注射を示す。青丸は検査した足関節を示す。 
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考察 

 

この研究を通じて、我々はサイトカイン誘発モデルおよび CIAモデルにおいて、足

関節間に炎症が拡大するメカニズムを示した。 

足関節周辺に分布する感覚ニューロンは、主に L5 DRGに接続しているが、L4およ

び L6 DRGにも接続している（Kawano et al., 2004）ことが知られている。F759マウ

スの片方の足関節にサイトカインを注射すると、L5 DRGの両側で c-fosの発現が誘

導されることから、片側からの炎症シグナルが両側の感覚ニューロンを活性化するこ

とが示唆された。この結果は、非免疫系細胞からのATPが、対側の関節に向かう感

覚経路を活性化するための重要な神経伝達物質であることを示している。 

またATPはATP合成酵素とともに、反対側関節の感覚ニューロンから放出されるこ

ともわかった。興味深いことに、内皮細胞（Arima et al., 2017）や滑膜細胞（図 3H）

もサイトカイン刺激後にATPを産生し、ATPは IL-6アンプの活性化を刺激した。 

よって、我々はATPは両関節において重要な神経伝達物質であると同時に炎症伝達

物質でもあるという仮説を立てた。 

炎症が片側から片側へ波及する症状はRAでは一般的である。Lefèvreらは、RAの滑

膜線維芽細胞（RASF）が遊走し、疾患の拡大に寄与することを示した(Lefevre et al., 

2009)が、RASFがどのようにして他の関節に到達するかについては、まだ解明され

ていない。 

我々はここで示された両側の炎症に対する局所的な神経制御が、ケモカインの発現を

誘発し、その後のRASFの動員を促進するという仮説を立てた。Donaldsonらは、完

全フロイントアジュバント（CFA）誘発関節炎を用いて、カプサイシン受容体

TRPV1陽性神経線維が炎症の対側への広がりに関与していることを報告した

(Donaldson et al., 1995)が、我々のデータもまた、F759関節炎における

Nav1.8+TRPV1+/-感覚ニューロンの関与を示唆している。しかしながら CFA誘発関

節炎では、前帯状皮質が炎症を対側へ広げる部位である可能性があり(Arima et al., 

2017) 炎症が拡大する際の各神経回路の詳細な関係を明らかにするためには、さらな

る研究が必要である。 
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総括および結論 

 

⚫ F759マウスは加齢と共に関節リウマチを発症するマウスであり、我々は左足の

足裏に IL-6と IL-17を３日間に渡り注射することによってサイトカイン関節炎

モデルマウスを作った。 

⚫ 感覚神経が遠隔炎症を悪化させる可能性を探るため、右足の神経の求心路を遮断

したマウスとそうでないマウスの足底にサイトカインを打って観察した結果、感

覚神経が炎症を悪化させる可能性があることが分かった。 

⚫ 炎症が片側から片側へ波及する神経回路は下部胸髄を経由していることが分か

った。 

⚫ 炎症が片側から片側へ波及するために必要な神経伝達物質はATPであった。 

⚫ RAモデルマウスはこの実験で主に使ったサイトカイン関節炎モデルマウスの他

にCFA誘発関節炎モデルマウスがいるが、このモデルマウスでも同様の結果が

得られ、この発見は炎症が拡大する病気全般に当てはまることを示唆すること

ができた。 

 

結論として、我々は 2つの関節炎モデルにおいて炎症を広げるメカニズムを報告し

た。 

我々は胸髄を介した関節間の局所的な感覚ニューロン-介在ニューロンの接続が、神

経経路を活性化し IL-6アンプを増強するATPを介して炎症を広げるのに重要である

ことを示した。 

RA患者や他のモデルにおける炎症の広がりに同じメカニズムが当てはまるかどうか

については今後の研究が必要であるが、我々は遠隔炎症ゲートウェイ反射と名付けた

この現象で証明した数々の結果から、神経経路の遮断は炎症の拡大を伴う様々な疾患

に対する治療標的となる可能性があることを示した。 

今後の研究としてはこの治験がシェーグレン症候群、SLE、強皮症、乾癬などの他の

炎症性疾患に共通するかどうかを実際のマウスモデルも用いて検討していく方針であ

る。 

また、この研究の不足している点としては、今回発見したメカニズムは中枢から抹消

へと向かう逆行性となっており、こちらの分子機構がまだ判明していない点である。

これについては逆行性の神経について詳しく解析していく方針である。また、もう一

つあるとすればヒト検体を用いた実験を一切やっておらず、実際のヒトでの証明がで

きていない点である。この点は、現在リウマチのみならず、さまざまな炎症性疾患の

末梢血、組織などを入手しているため、これらの詳細な解析を今後進めていきたい。 
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