
Ⅰ. はじめに

関節リウマチ（RA）は、関節滑膜を病変の主
座とする原因不明の炎症性疾患である。長年、
難治性の疾患とされ、対症療法として抗リウマ

チ薬・ステロイド・免疫抑制剤などが投与され
てきたが、いずれは骨・軟骨の破壊が起こり
QOL低下は避けられなかった。しかし、メソト
レキセートや抗TNFα抗体医薬（抗サイトカイ
ン療法）が登場して以降は、発症早期の積極的
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治療により、劇的な症状改善や、初期患者の完
全寛解が可能になってきている（リウマチ治療
のパラダイム・シフト）。
一方、RAの病因・病態の全容が解明されてい
ないことから、的確な病型・病勢マーカーや科
学的根拠に基づく診断指標が求められている。
現在、RAの確定診断は、患者の関節の腫れ・痛
み、症状の持続時間などの臨床所見と、血清中
の自己抗体価などのスコア化によって行われ、
基準を超えた場合に診断が確定する。しかし、
医師の肉眼的所見や経過観察への依存度が高く、
客観性・迅速性に乏しいことから、診断確定が
遅れるケースも多く、早期治療の機会を逸する
患者が存在することが問題となっている。また、
RA の病勢診断も、主に、自覚症状・肉眼所見
をもとにした診断スコア（DAS-28）により行わ
れている。やはり定量性・客観性に乏しく、薬
剤過剰投与による副作用（免疫抑制、感染症）
を招いたり、潜在的な病勢の悪化を見逃したり、
逆に治療が奏功しても寛解を正確に判定できな
いなどの問題が生じている。
これらの現行診断法の問題を解決するべく、

免疫細胞の動態や炎症強度を定量的に測定する
検査が待望されている。動物実験などからヘル
パーT（Th）細胞や種々のサイトカインが病態
悪化に重要な役割を担っていることが明らかに
なっている。本稿の前半では、近年RAへの関連
が注目されるTh17細胞のマーカー候補を遺伝子
発現プロファイル解析によって抽出し、SKG関
節炎モデルマウスを用いて病態に関係するマー

カーを検証した研究を紹介する。また、後半で
は、RA患者血清中の複数のサイトカインのプロ
ファイリングによる新規診断法開発の取り組み
を紹介する。

Ⅱ. ヘルパーT細胞と関節リウマチ

RAをはじめとする自己免疫疾患の正確な診断
のためには、免疫系細胞を分子生物学的レレベ
ルで理解することが重要である。ヘルパーT
（Th）細胞は獲得免疫系において重要な役割を
担う細胞である。ナイーブ Th細胞は、樹状細
胞・マクロファージ・B細胞などの抗原提示細
胞によるTCR刺激を受けることにより、エフェ
クターTh細胞に分化するが、周囲のサイトカイ
ン環境の違いにより機能的に異なるサブセット
へ分化する（図１）。これらのThサブセットは、
特徴的なサイトカインを分泌する1-5)。
Th1細胞は、主に IFN-γを産生することによ

り、ウイルス感染に対する防御機能や炎症反応
に関与している。Th2細胞は、主にIL-4、IL-13
を産生することにより寄生虫免疫やアレルギー
に関与している。また、制御性T細胞（Treg細
胞）は、細胞間相互作用や栄養因子、IL-10など
の抑制性サイトカインを介して過剰な免疫反応
や自己免疫の惹起を抑制するが、胸腺内で発生
するnTreg細胞と、炎症により分化誘導される
iTreg細胞の少なくとも２種類のサブタイプが存
在することが知られている。
我々が特に注目しているのはTh17細胞であ
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図１ ヘルパーT細胞の種類とその機能



る。Th17細胞は、炎症性サイトカインであるIL-
17、TNF-αなどを産生して細菌や真菌への防御
に働く一方で、RAなどの自己免疫疾患の病態に
おいて重要な役割を担うことが知られている4), 6-

11)。IL-17欠損マウスでは、Ⅱ型コラーゲン誘導
関節炎（CIA）が抑制され、Th17細胞の分化や
維持に関連する分子（IL-17、IL-6、TGF-β、IL-
23）欠損マウスにおいても実験的自己免疫性脳
脊髄炎（EAE）の発症が抑制される12)。ヒトに
おいてもRA患者の関節組織や関節液中のTh17細
胞増加が報告されており7-9), 11-13)、また、クローン
病・乾癬・多発性硬化症におけるTh17細胞の関
与や、抗IL-17抗体であるixekizumabがRAおよび
乾癬に対して治療効果を示すことが報告されて
いる13), 14)。これらの報告から、Th17細胞の解析
が、RAの病態メカニズムの解明や、新たな検査
マーカーの同定につながることが示唆される。

1) Th細胞サブセットの分化培養とTh17細胞マー
カー候補の抽出
Th17細胞には、IL-17A、RORγt、IL-23R、

CCR6が発現していることが知られているが、網
羅的にTh17細胞の遺伝子発現解析を実施した報
告は少ない。我々は、Th17細胞を特徴づけるマ
ーカー分子の同定を目的として、BALB/cマウス
由来のナイーブTh細胞からin vitro分化培養によ
って得たTh17細胞の発現マイクロアレイによる

網羅的遺伝子発現解析を実施した。比較対照と
して、同じくin vitro分化培養により得たTh1細
胞、Th2細胞、および、iTreg 細胞を用いた。
我々は、マーカー同定の精度を向上させるため
に、可能な限り高純度のTh17細胞の取得に努め
た。Th17細胞の分化培養には、IL-6とTGF-βが
必須であるが、これらだけでは高い分化効率が
得られなかったため、Th17細胞の分化促進や維
持に働くことが報告されているIL-1β、IL-23お
よびTNF-αを培養系に追加し、さらに、Th17細
胞分化抑制因子であるIFN-γ、IL-4およびIL-2を
抗体により中和することにより、約90％の純度の
Th17細胞を得ることに成功した4), 15-18)（図２A）。
得られたTh17細胞と、既報の分化培養法に従
って得られたTh1細胞、Th2細胞およびTreg細胞
の計４種類のTh細胞について発現マイクロアレ
イ比較解析を実施したところ、Th17細胞のみに
高発現（発現比3.0倍以上、かつ、P＜0.05：
ANOVA）する120種類の遺伝子を見出し、Th17
細胞マーカー候補とした（図２B）。これらの中
には、既知のTh17細胞マーカーであるIL-17や
RORγtなどが含まれていたことから、解析の信
頼性は高いと判断した。データベース検索によ
って、これらのマーカー候補が、接着分子など
の細胞膜局在タンパク質29種、サイトカインな
どの分泌タンパク質19種、細胞質タンパク質32
種、核内タンパク質13種などをコードしている
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図２ Th細胞サブセットの発現マイクロアレイ解析



ことがわかった18)（図２C）。

2) SKG関節炎モデルマウスによるTh17細胞マー
カーの検証
見出したTh17細胞マーカー候補のRAとの関連
性を評価するために、SKGマウス関節炎発症モ
デルを利用した。このマウスは、T細胞シグナ
ル分子の一つであるZAP-70に点突然変異を有
し、胸腺分化段階においてT細胞シグナル伝達
異常をきたす19)。そのため、通常はアポトーシ
スにより死滅する禁止クローン（関節炎惹起T
細胞）が排除されずに末梢中へ循環することと
なり、関節炎を自然発症する。関節外病変を伴
いリウマチ因子（RF）も産生されることなどか
ら、ヒトのRAに類似したモデルとされる。ま
た、発症や病態形成にTh17細胞の関与が強く示
唆されているため20)、Th17細胞マーカー評価に
は最適のモデルである。
SKG関節炎マウスの関節病変組織における、

細胞膜局在タンパク質をコードする29種類の
Th17細胞マーカー候補遺伝子の発現を解析した
ところ、関節炎増悪に伴い発現量が増加する分
子であるpodoplanin遺伝子を見出した。さらに、
関節炎浸潤Th17細胞を採取してフローサイトメ
トリー解析を行ったところ、多くのTh17細胞が
podoplanin陽性を示すことが確認された18)（図３）。
podoplaninは、滑膜細胞、ケラチノサイト、リ
ンパ管内皮細胞、および癌細胞などに発現し、
IFN-γ、TGF-β、TNF-αおよびIL-1β刺激によ

り発現が増強する21), 22)。また、好中球、単球、
血小板上のC-type lectin-like receptor 2（CLEC-2）
と結合して炎症性サイトカインを誘導すること
が報告されており、Th17細胞と好中球等の相互
作用による自己免疫疾患の炎症増悪に重要な役
割を担うことが示唆される23), 24)。さらに、Peters
らは、podoplanin陽性細胞がEAEマウスにおいて
異所性リンパ濾胞形成に関与することを報告し
ている25)。
これらの報告から、podoplanin陽性Th17細胞

がリウマチの病態増悪に有用な指標となる可能
性が示唆される。最近では、Th17細胞のなかに
も病原性を示すものと非病原性のものなど複数
のサブセットの存在が示唆されており26-28)、現
在、podoplaninと病原性Th17細胞との関係や、
RA病態との関係について解析を進めている。さ
らに今後、病態に関係するTh1、Th2およびTreg
細胞サブセットを検出するマーカーも同様に同
定し、個々の患者のTh1、Th2、TregおよびTh17
細胞のプロファイル分析を進め、新たな診断法
につなげたいと考えている。

Ⅲ. サイトカインと関節リウマチ

RA患者の滑膜からサイトカインをはじめとす
る様々な炎症メディエーターが産生され、骨・
軟骨破壊を促進させる。特に、生物学的製剤治
療の標的である、TNFα、IL-6、IL-17などの炎
症性サイトカインの濃度が、RA患者の関節組織
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図３ 関節病変のPodoplanin陽性Th17細胞



や関節液において上昇していることが報告され
ており29-34)、また、発症前から、末梢血において
各種サイトカイン動態が変動している可能性も
示唆されている35)。このように検査マーカーと
して有望と考えられるサイトカインであるが、
単独で決定的なマーカーはいまだ見出されてい
ない。その理由として、まず、①測定感度の問
題がある。血中のサイトカインは微量であり、
発色ELISA法では検出できないことが多い。ま
た、②疾患特異性の問題も挙げられる。リウマ
チに限らず、感染症や怪我などの要因でもサイ
トカインの血清レベルは変動する。そのため解
析対象の患者に合併症などが存在する場合には、
異なるサイトカイン・プロファイルを示す可能
性がある。我々は、①測定感度を改善するため、
化学発光検出法を導入し、高感度測定ELISA系
を構築した。また、②疾患特異性を確保するた
め、複数のサイトカインのパターン分析（プロ
ファイル）を応用することを考えた。
RAに関する既存の検査は、自己抗体やCRP等
の一般的な炎症マーカーに限られている。自己
抗体のうち抗CCP抗体は現在リウマチ確定診断
に最も有用な血清マーカーとされる。しかし、
感度が低く、全RA患者の約30％が抗CCP抗体陰
性であり、診断確定と治療開始が遅延すること
が問題となっている。我々は、血清サイトカイ
ン測定によって抗CCP抗体陰性RA患者と非リウ
マチ性の関節炎患者との明確な鑑別が可能かど
うか検討した。文献情報などからRAに関連する
可能性のあるサイトカイン28項目を選び、患者
血清におけるそれぞれの発現量を化学発光

ELISA 法で測定した（図４）。

1) 健常人・非リウマチ患者と関節リウマチ患者
の鑑別
RA患者（神鋼病院）および健常者の血清検体
を用いて、サイトカイン28項目を化学発光
ELISA法にて測定した。健常者に比べRA患者で
はサイトカインレベルは全般的に高い傾向はあ
るものの、健常者と同様に測定限界値以下を示
す患者も多く認められた（図５）。このことか
ら、単項目のサイトカイン測定値によってRA患
者を鑑別することは困難であることが再確認さ
れた。
そこで、我々は、RA患者に特徴的な複数のサ
イトカインの発現パターンを分析し、リウマチ
鑑別に利用できるかを検討した。サイトカイン
の多重ロジスティック回帰分析を試みたところ、
28項目のうち４項目のサイトカインを用いたリ
ウマチ判別式によって、RA患者と健常者を感
度：92.6％、特異度：88.7％で判別することがで
きた（図６）。さらに、別施設のRA患者（神戸
大病院）および健常者（ボランティア）の血清
検体を用いて、上記のサイトカイン４項目によ
るリウマチ判別式の性能を検証したところ、RA
患者と健常者を感度：82.0％、特異度：85.0％
と、ほぼ同等の性能で判別することができた
（図６）。
以上の検討から、少なくとも血清サイトカイ
ン４項目のパターン分析（多重ロジスティック
回帰分析）によって、リウマチ患者と健常者・
非リウマチ関節炎患者を精度よく鑑別できる可
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図４ リウマチ患者血清のサイトカイン測定



能性が示された。

2) 抗CCP抗体陰性リウマチ患者の鑑別
次に、抗CCP抗体陰性RA患者および非RA関

節炎患者の血清検体を用いて、多重ロジスティ
ック回帰分析を実施した。その結果、サイトカ
イン28項目のうち４項目の測定値を用いたリウ
マチ判別式によって、抗CCP抗体陰性RA患者と
非RA関節炎患者を感度：92.0％、特異度：
93.7％で判別することができた（図７）。さら
に、別施設の抗CCP抗体陰性RA患者および非
RA関節炎患者の血清検体を用いて、上記のサイ
トカイン４項目によるリウマチ判別式の性能を
検証することができた（感度：85.7％、特異
度：70.6％）（図７）。

以上の検討から、少なくとも血清サイトカイ
ン４項目の測定パターン分析（多重ロジスティ
ック回帰分析）によって、抗CCP抗体陰性RA患
者と非RA関節炎患者を鑑別できる可能性が示さ
れた。

Ⅳ. おわりに

これまでに、サイトカインやT細胞などの免
疫系をターゲットとした生物学的製剤が、RA治
療に多大な成功を収め、いまや治療目標は関節
破壊の進行を完全に阻止する寛解導入へとシフ
トしている。現在治験中の分子標的薬も複数あ
り、今後、ますます治療法の選択肢は増えてい
くと考えられる。しかし、一方で、高額な薬剤
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図５ 患者血清におけるサイトカイン測定値

図６ サイトカイン４項目の多変量解析によるRA鑑別



費による医療経済の圧迫や、感染症などの有害
事象の問題がRA医療においてより顕在化しつつ
ある。こうした背景を受けて、早期診断や、治
療効果・寛解を正確に判定する検査、さらには
個々の患者に最適な分子標的薬を選択するコン
パニオン診断の必要性がより高まってきている。
我々は、これに応えるために、免疫分子生物
学に基づく検査法の確立を目指して、Th細胞プ
ロファイルとサイトカイン・プロファイルの２
通りのアプローチに取り組んだ。その中で抗
CCP抗体検査にサイトカイン検査を組み合わせ
ることにより、早期診断の確率を向上できる可
能性のあることを示した。すでに、米国では、
血清因子12項目の測定値からRA活動性スコアを
算出する新たな病態診断法の実用化が進んでお
り、プロファイリングを診断に応用する動きは
急速な展開を見せ始めている36-39)。我々も開発ス
ピードを速め、免疫関連分子プロファイルに基
づく新たな診断コンセプトを開拓していきたい
と考えている。
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