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研究成果の概要（和文）：本研究では、関節リウマチの現状治療をさらに向上させestablish RAに至る病態を明
らかにするため、発症早期あるいはプレRAを対象として、関節滑膜及び肺病変検体を用いて、最新の網羅的解析
技術を組み合わせてマルチオミックス解析を行った。特に肺病変において先行してT細胞とB細胞の関連や疾患に
特異的な自己抗体産生が行われている事を示すことができ、これらの免疫応答を抑えることが治療成績の向上に
つながると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to further improve the current treatment of 
rheumatoid arthritis and to clarify the pathogenesis leading to established RA, we performed a 
multi-omics analysis using synovial joint and lung lesion samples from early onset or pre-RA 
patients, combining the latest comprehensive analysis techniques. In particular, we were able to 
show that T cell-B cell associations and disease-specific autoantibody production precede lung 
lesions, and that suppression of these immune responses may lead to improved therapeutic outcomes.

研究分野：リウマチ膠原病内科

キーワード： 関節リウマチ　シングルセル解析　自己抗体　間質性肺炎

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
早期・超早期の関節リウマチの病変局所の免疫応答の詳細解析として、一連の解析手法を確立し、疾患の病態プ
ロセスに関わる細胞群を同定することができた。本研究で得られた情報は今後の治療戦略を考える上で重要な手
掛かりとなると考えられた。さらに本研究で明らかに出来た病変部位での免疫応答は広く全身性自己免疫疾患に
共通するものである可能性が示唆され、他の疾患の病態研究に応用可能と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチは自己免疫反応を基盤とする持続性滑膜炎により関節破壊を来たす難治性疾患
である。従来は MTX による治療が一般的であったが、滑膜炎の分子病態の解析によって TNFαお
よび IL-6 の役割が明らかとなり、それらを標的とした生物学的製剤（biologicalDMARDs:bDMARDs）
は RA 治療に大きな進歩をもたらした。日常診療下での自施設の経験でも、MTX に加え、TNFα,IL-
6 受容体、T細胞副刺激分子リガンドを標的とする bDMARDs、サイトカイン受容体に会合する JAK
を標的とする阻害薬(JAK inhibitor:JAKi)の導入が進み、CDAI 寛解達成は 2011 年の 41%から
2018 年には 64%まで改善した。 
 しかしながら、世界的にも現状の治療薬による寛解達成は 60-70%が上限とされ、未だ解決さ
れない 3つの課題を上げることができる。一つは、寛解はすべての RA患者で達成されたわけで
はなく、また、一度寛解に至ってもそれを長期にわたって維持する事が難しい事（課題 1）、持
続的寛解が達成できたとしても、薬剤を減量・中止したタイミングで再燃は避けられず、MTX、
Bio、JAKi いずれかの治療は継続し続けなくてはならない事（課題 2）、10-20%の患者は既存治療
でコントロールが困難で、真の難治性 RA病態(Difficult to treat RA: DTRA)が存在する事（課
題 3）、である。 
 これらの課題を克服する一つの方策として、2010 年 ACR/EULAR 分類基準を満足する確立され
た RA(establish RA)の前の状態（プレ RA）で RAをより早期に診断し、そこから治療介入すれば
これらの課題解決につながるのでは無いかという仮説があり介入試験が行われたが、MTX、アバ
タセプト、リツキシマブの試験がいずれもプライマリーエンドポイントを満足しないことが報
告された。この結果は、現在の治療薬が RA 病態の一連のプロセスの臨床症状に近い病態下流を
抑える分子を標的とした治療であることに一因がある。下流の病態は、RA の病期が進行すると
増強されるため確立された RA での効果は高いものの、それでも 100%寛解達成は困難である。加
えて、上流に存在する RA病態を制御できていないため、治療薬を中止できない。 
 プレ RAの様な病態形成の早期では、確立した RA とは標的分子が異なる可能性がり、より上流
に適した標的を探す必要がある。それでは上流の病態は何か、という問いには明確な答えはない
が、RA 発症の必要条件の一つである自己抗体産生が考えられる。RA 発症前に特異的自己抗体で
ある抗修飾化ペプチド抗体（anti-modified peptide antibody: AMPA）の出現、IgA から IgG へ
のクラススイッチなどから、少なくとも B 細胞が関与する自己免疫反応が主要な必要条件とな
っている。最近、establish RA滑膜サンプル研究で同定されたRA自己抗体産生のB細胞(ITGAX+、
TXB21+)(Zhang F, et al. Nat Immunol: 20:928-42, 2019)の挙動が注目される。また、GWAS 解
析の結果等から HLA-DR shared epitope や PTPN22 をはじめとした T細胞の関与も間違いなく存
在し、2017 年には peripheral helper T 細胞(Tph)と呼ばれる CD4 の亜分画の病態への関与が報
告され(Rao D, et al. Nature 542:110-4, 2017)、申請者らも 2019 年に滑液由来の T細胞で
Tph 関連の遺伝子を含めた炎症性分子の発現亢進を明らかにした。寛解達成後の残存分子シグネ
チャーの解析から、複数シグナル経路の発現上昇を伴う CD14±CD16+intermediate 単球の役割
も注目されている。 
 RA の超早期病態が十分に解明されているとはいえる状況にない中で、本研究により分子レベ
ルの理解が深まれば、RA 発症抑制やより優れた治療戦略の構築につながるばかりでなく、症例
の RA 発症予防に向け必須の情報となると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、現状治療をさらに向上させ、establish RA に至る病態を明らかにするため、
発症早期あるいはプレ RA を対象として、最新の網羅的解析技術を組み合わせてマルチオミック
ス解析を行うものである。比較的入手が容易な末梢血、血清に加え、関節超音波検査によって対
象関節の炎症像を確認し、同意が得られた症例で超音波ガイド下にて滑膜生検ならびに滑液採
取を実施し、病変部位由来の臨床検体を収集する。さらに、一部の間質性肺炎合併 RA において
は肺胞洗浄液を収集する。得られた臨床検体は臨床情報と紐づけし、シングルセル RNA 
sequencing、プロテーム解析、マスサイトメーター（CyTOF）、当研究室で確立した研究手法であ
る病変部位由来の自己抗体ライブラリの作製及びその解析を行う。これにより、RA の病態に関
与する細胞群や分子病態を最新手法で精密包括的に解析し、早期 RA 病態の全体像を明確にする
ことで、現状の治療成績の限界を打破するための標的分子探索や介入タイミングの分子的根拠
を見出す。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではプレ RA の患者から採取可能な生体材料をトランスクリプトーム、プロテオーム、
細胞集団偏位、抗原認識機構、細胞間相互作用を詳細かつ網羅的に分析し、臨床情報と結び付け
て疾患病態の解明と介入点の探索を目指す。採取可能な臨床サンプルとしては、末梢血、血漿、
滑液、滑膜生検組織、肺胞洗浄液などがあげられる。 
 各段階の解析については次のように行なう。 
(1)細胞サブセット解析および細胞ソーティング 
フローサイトメトリーおよび CyTOF による細胞サブセット解析を行い、着目するサブセットを



セルソーターにより分取し、より詳細な解析に供した。 
(2)抗体産生細胞の抗原特異性解析 
シングルセルソートした抗体産生細胞に対し、Smart-seq2 法にてシングルセル cDNA ライブラリ
を作製した。各ライブラリから PCR にて抗体の可変領域を増幅し、hIgG1 および hIgM の定常領
域をコードした発現ベクターに挿入した。H鎖と L鎖の発現ベクターを Expi293 タンパク質発現
系にトランスフェクションすることで抗体タンパク質を産生し、Ab capcher mag2 を用いて抗体
を精製した。対応抗原は SBP タグを付けた状態で 293T 細胞にて細胞質内に発現させ、
streptavidin をコートした dynabeads にてオンビーズ精製を行ない、FACS にて抗体の反応性の
確認に用いた。 
(3)シングルセル遺伝子発現解析 
主に病変組織を用いてクロミウムコントローラーによる解析を行なった。リンパ球以外の細胞
も幅広く対象とし、各細胞の発現パターンから細胞のサブセット解析を行なった。同時に B細胞
受容体(BCR)、T細胞受容体(TCR)の配列の解析を行ない、②の解析と連動させ、自己反応性リン
パ球に特有の遺伝子パスウェイを探索した。 
(4)網羅的タンパク定量解析 
血清を用いて 386 種類のタンパク質を定量比較可能な O-link proteomics によるプロテオーム
解析を行った。 

 

４．研究成果 
(1)プレ RA、早期 RAの検体収集 
 当初プレ RAを中心とした患者リクルートおよび検体収集を予定していたが、2020 年-2021 年
は COVID-19 の影響で病院全体として新患が減少したため、早期 RA も積極的に含める事として
検体収集を行った。また病変組織検体としては、プレ RA 患者は滑膜増殖が基本的には観察され
ないため、滑液・滑膜検体を入手する事が困難である一方、関節リウマチに特異的な自己抗体が
陽性、関節症状陰性の方で、間質性肺炎のみを発症している方が一定数存在するため、早期 RA
患者の滑液・滑膜検体に加え、間質性肺炎を合併した RA 患者(抗体のみ陽性の患者を含む)の肺
胞洗浄液を収集した。 
 末梢血検体約 50 症例、滑膜生検検体 3例、肺胞洗浄液検体約 10例、およびそれぞれのコント
ロールとなる疾患の各種検体を収集し、オンサイトで解析を行なった。引き続き収集を続けてい
く。 

 

(2)肺胞洗浄液中のリンパ球の解析 
 間質性肺炎合併RA患者(RA-ILD)のBALFと、比較対象として間質性肺炎合併炎症性筋疾患(IIM-
ILD)および薬剤性間質性肺炎(DI-ILD)の BALF を収集し、BALF 中に含まれる細胞について詳細に
解析した。RA-ILD では好中球とリンパ球が、他の 2群ではリンパ球が主な細胞であり(図 1)、そ
の中の T 細胞に着目して BALF と末梢血を比較すると、明らかに BALF 中で CTLA-4、PD-1、Tim-
3、LAG-3 といった共刺激分子の発現が亢進していた(図 2)。T細胞は刺激を受けると増殖・分化
するとともに共刺激分子を発現するため、肺病変部位での活発な免疫応答を反映していると考
えられた。BALF 内の比較でも RA-ILD は共刺激分子の発現比率が高く、より活性化されている事
が想定された。T細胞の中でも、最近滑膜中から見出され、高い B細胞補助能があるとして着目
されている Tph 細胞についても肺でも調べた所、その比率は明らかに RA-ILD で上昇しており(図
3)、さらに PD-1 を含めた共刺激分子を発現している T 細胞の比率は BALF 中の形質細胞の比率
と良く相関していた(図 4)。これらの事から、肺病変内で Tph を始めとする活性化 T細胞が B細
胞の分化増殖を補助し、異所性リンパ濾胞を形成し持続的な免疫応答につながっている可能性
を示しており、罹患臓器が異なるもののリンパ球応答の面からは主病変である滑膜と同様の免
疫応答が行われている事を示すと考えられた。Tph および B細胞がどの様な抗体産生に関わるの
かは(3)でさらに詳細に解析した。 
 



 
 

(3)肺胞洗浄液中の抗体産生細胞の詳細解析 
 RA-ILD の肺病変でどの様な抗体産生が行われているのかを調べるため、BALF 中の抗体産生細
胞をシングルセルソートし、各細胞が産生する抗体の可変領域の配列を発現ベクターに組み込
むことで、各細胞が病変部位で産生していた抗体をモノクローナル抗体として研究室内で再現
した。RA-ILD3 例から 108 種類の抗体を作製し反応性を確認した所、抗 CCP 抗体、AMPA、リウマ
チ因子(抗ヒト IgG-Fc 抗体)が計 15 抗体含まれていた(図 5)。うち 1抗体は抗 CCP 抗体とリウマ
チ因子の両方の性質を持つ抗体であった。当初取得した可変領域を hIgG1 の定常領域に結合し
て抗体として作製して反応性を確認していたが、その時点ではリウマチ因子が全く検出されな
かった。そのため、同一モノクローナル抗体内でお互いの Fc 部分を認識して凝集してしまって
いる可能性を考え、hIgG1→hIgM に定常領域を変更して反応性を確認すると、リウマチ因子 5抗
体が同定された。抗体成分に対する抗体の解析の困難さを示す一例であった。同定された抗体の
体細胞超変異をゲノム配列に戻すことで、それらの抗体産生細胞が刺激を受ける前の naïve B 細
胞だった時にどの様な抗体を持っていたのかを解析したところ、変異を消すことで大幅に反応
性が低下したため、体細胞超変異によって抗体の親和性成熟が行われている事が明らかになっ
た(図 6)。 
 他の疾患でも同じことが行われているのかを調べるため、混合性結合組織病(MCTD)およびシ
ェーグレン症候群(SjS)の BALF についても同様に解析を行った。5症例から 146 種類の抗体を作
製したところ、うち 22抗体が抗 RNP 抗体および抗 SSA/Ro60 抗体であった(図 7)。RA・MCTD・SjS
ともに約 10-20％の抗体産生細胞が疾患特異的な抗体を産生しており、病変部位での疾患特異的
抗体の産生は間質性肺炎を合併した自己免疫疾患に共通する現象であることが示唆された。RNP
は 11 のタンパク質と RNA の複合体分子であり、作製した抗体がどの部分を認識するのかを調べ
るため、RNP の各構成タンパク質を個別に発現し、各モノクローナル抗体との反応性を確認した
(図 8、数字が高く赤いと結合あり)。一般的に抗 RNP 抗体の対応抗原は RNP 構成タンパク質のう
ち、70kDa, A, C とされ、残りの B,B’,D1-3,E,F,G は抗 Sm抗体の対応抗原とされるが、モノク
ローナル抗体レベルで調べると B や B’に結合する抗体(N34-13)や、A と B,B’の両方に結合す
る抗体(N83-28)が含まれており、自己抗体の対応抗原の epitope spreading を起こしている様
をモノクローナル抗体レベルで確認することができた。 
 



 
 
(4)進行中の解析と今後の展望 
 上記の肺胞洗浄液を用いた詳細解析に加え、早期 RA およびプレ RA の末梢血のフェノタイピ
ング解析、386 種類のタンパク質を定量比較可能な O-link proteomics による血清のプロテオー
ム解析、および超音波ガイド下滑膜生検により得た早期 RA の滑膜組織のシングルセル解析など
を引き続き進めている。肺病変で得た知見が滑膜でも認められるのか、さらにプレ RA の末梢血
でどの程度同じ変化が起きているのかを含め、RA 病態への分子レベルでの理解を深め、より良
い治療戦略の構築に貢献したい。 
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