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関節リウマチの遺伝要因の解明
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〈研究の目的と進め方〉
我々は、HTLV - I遺伝子導入トランスジェニック

（HTLV-I-Tg）マウスが関節リウマチに似た自己免疫性の
関節炎を引き起こすことを見いだした。さらにIL-1レセ
プターアンタゴニスト（IL-1Ra）ノックアウト（KO）マ
ウスも同様の自己免疫性慢性関節炎を発症することを見
いだした。これらのモデルマウスは、どちらも関節炎の
発症にマウスの遺伝的背景の影響を強く受け、BALB/c
背景で発症率が高く、C57Bl/6J背景でほとんど発症しな
い。本研究では、これらの結果をふまえ、１）IL-1Raの
変異がヒトでも関節リウマチの発症原因なっているか、
２）HTLV-I-Tgマウス、およびIL-1RaKOマウスにおいて、
関節炎感受性の差に関与している背景遺伝子は何か、３）
これらのマウスで、自己免疫の発症や炎症の誘起に関与
している遺伝子は何か、を明らかにすることを目的とし
た。

〈研究開始時の研究計画〉
１．関節リウマチ患者におけるIL-1Ra遺伝子の解析

東京大学医科学研究所付属病院、および筑波大学医学
部付属病院、これらの関連施設の協力のもと、関節リウ
マチ患者の血中のIL-1Raの量をELISA法により測定する。
IL-1Ra量の少ない患者が見つかった場合、完全長の
mRNAが正常に発現しているかどうかを調べるために、
RT-PCRで確認すると同時に、シークエンス解析を行う。
２．自己免疫感受性遺伝子の同定

HTLV-I-TgマウスとIL-1RaKOマウスは共にBALB/c背景
で発症率が高く、C57Bl/6J背景ではほとんど発症しない。
そこで、自己免疫発症の感受性を決定している背景遺伝
子を探索する目的で、連鎖解析を行う。具体的には、ま
ず、BALB/c背景のHTLV-I-Tgマウスと野生型のC57Bl/6J
マウスを交配し、F1世代での関節炎発症率を検討する。
さらに、このF1マウスをBALB/cマウスと交配し、戻し
交配の世代を作成し、各個体について関節炎発症時期と

重症度を観察する。また、この戻し交配世代は各個体に
ついて、マイクロサテライトマーカーを用いて、遺伝地
図を作製し、関節炎発症時期、または重症度との連鎖解
析を行う。
３．関節炎発症関連遺伝子の網羅的解析

関節炎治療薬の新しい標的を見いだすことを最終目的
に、HTLV-I-TgマウスとIL-1RaKOマウスとマイクロアレ
イを用いて、関節炎発症関連遺伝子の網羅的探索を行う。
関節炎発症との関与が示唆された遺伝子に関しては、新
たにKOマウスを作製することにより、その生理的・病理
的役割を解析する。

〈研究期間の成果〉
１．関節リウマチ患者におけるIL-1Ra遺伝子の解析

患者材料を用い、血中のIL-1Ra量をELISA法で測定し
たところ、リウマチ患者495名中、15検体に低い値が得ら
れ特に一検体はIL-1Raの値が検出限界以下であった。健
常人９名および全身性エリテマトーデス、シェグレン症
候群患者142名中には低い値はみられなかった (Table 1)。
そこで、その１５名の患者よりPBMCを採取し、mRNA
の発現量、およびサイズを確認した。しかし、mRNAの
発現量に有意な差は認められなかった。また、IL-1Ra遺
伝子の発現調節に関与することが知られている第２イン
トロン内の繰り返し配列の重複度を検討したところ、健
常人と差を認めなかった。これらの結果から、このIL-
1Raタンパク量の少なかった１５名患者の異常は転写レ
ベルではないことが示された。血中のIL-1Raタンパク質
が検出限界以下であった患者でもmRNAの発現量や、サ
イズも正常であったこと、また、その様な患者は１名し
かおらず、家族歴も認められなかったことから、これ以
上の解析は中断した。

尚、以上の解析は東京大学医科学研究所倫理委員会の
承認を得た上で、患者に対する説明と同意（インフォー
ムド・コンセント）に基づき行った。

Table 1
IL-1Ra levels (pg/ml) RA SLE & SS Healthy donor

0-50 3 (0.6%) 0 (0%) 0 (0%)
50-169 63 (12.7%) 14 (9.9%) 2 (22.2%)
169-1293 348 (70.3%) 117 (82.4%) 7 (77.8%)
>1293 81 (16.4%)* 11 (7.7%) 0 (0%)
Total 495 (100%) 142 (100%) 9 (100%)

Average 731±562 576±597 285±167

* p<0.05 vs. SLE & SS

２．自己免疫感受性遺伝子の同定
BALB/c背景のHTLV-I-Tgマウスと野生型のC57Bl/6Jマ

ウスを交配し、６８匹のF1世代のHTLV-I-Tgマウスを得
た。このうち、関節炎を発症した個体は９匹であった。
さらにこのF1世代を野生型のBALB/cマウスと交配し、
戻し交配（BC）世代243匹を得た。その内、関節炎を発
症したマウスは138匹、未発症のものは105匹であった。
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これらのBC世代のマウス243匹を用いて、マイクロサテ
ライトマーカーにより、遺伝子地図を作製し、関節炎発
症との連鎖を解析した結果、３番染色体の約7.2Mbの領
域と１３番染色体の約39.5Mbの領域が関節炎発症と連鎖
していることが示された。連鎖解析には発症率によるχ2

検定と受賞度を指標としたQTL解析の２通りの方法を用
いたが、何れの場合もほぼ同等の結果であった。また、
３番染色体の7.2Mbの領域には176の遺伝子が、１３番染
色体の39.5Mbの領域には377の遺伝子が含まれていた。
これらの遺伝子のなかから効率よく責任遺伝子を探索す
るために、マイクロアレイを用いた発現解析と組み合わ
せ、関節炎発症時に発現が変動する遺伝子にまず着目し
た。３番染色体の176遺伝子のうち、マイクロアレイに網
羅されていた遺伝子は106遺伝子で、そのうち、関節炎発
症時に発現が亢進する遺伝子が８遺伝子見いだされた。
１３番染色体の377遺伝子のうち、マイクロアレイに網羅
されていたのは、106遺伝子で、関節炎発症率に発現が亢
進する遺伝子は３遺伝子であった。

次に、この１１遺伝子の炎症誘導時での発現量が
BALB/cとC57Bl/6Jで異なるかどうかを調べる目的で以
下の実験を行った。まず、野生型のBALB/cマウスと
C57Bl/6JマウスにLPSを投与し、脾臓でのこれら１１遺
伝子の発現変動を確認したところ、３つの遺伝子が
BALB/cでより強く誘導されることがわかった。これら
の結果から、この３遺伝子が系統間による関節炎感受性
の差に関与している可能性が示唆された。

次に、関節炎発症時に発現変動を伴わない遺伝子の中
から、候補遺伝子を探索する目的で、疾患データベース
GAD（Genetic Association Database）に登録されている
遺伝子のなかから、免疫系疾患と関連があり、かつ前述
の領域に対応するヒト染色体領域に存在する遺伝子を探
索した。その結果、一つの遺伝子が候補遺伝子として示
唆された。

以上の結果から、合計４の遺伝子について関節炎発症
感受性の系統間による差に関与している可能性が示唆さ
れた。
３．関節炎発症関連遺伝子の網羅的解析

3-1 関節炎発症におけるIL-1の役割
我々は、HTLV-I-Tgがヒトの関節リウマチに良く似た、

自己免疫を伴う関節炎を自然発症することを見いだし、
このウイルスが関節リウマチの原因となる可能性を初め
て示した。HTLV-I-Tgの関節局所ではIL-1, TNFといった
炎症性サイトカインの発現が亢進していた。そこで、
我々は、IL-1KOマウスを用いて、関節炎や自己免疫の発
症におけるIL-1の役割を検討すると共に、IL -1の内在性
アンタゴニストであるIL-1RaKOマウスを作製し、このマ
ウスも自己免疫性の関節炎を自然発症することを見いだ
し（文献１）、IL -1の重要性を示した。さらに、このIL-
1RaKOマウスでは関節炎の発症にTNFが必須で、TNFを
欠損したIL-1RaKOマウスでは関節炎の発症が完全に抑制
されることを示した（文献12）。

一方、IL-1KOマウスを用いた結果では、（文献４）で、
IL-1がCD40リガンドやOX40を介して、Ｔ細胞依存的抗原
に対する抗体産生を亢進させること、（文献５）で、Ｔ細
胞依存的抗原に対する抗体産生にはIL-1αは関与せず、
IL-1βが重要であることを示した。

IL-1KOマウスを用いた関節炎発症における役割に関し
て（文献６）で、HTLV-I-TgとIL-1KOマウスを交配する
ことにより、関節炎の発症が抑制されることを示した。
この時、同時にコラーゲン誘導関節炎（collagen-induced
arthritis; CIA）の発症率もIL-1KOマウスでは低下するこ

とを見いだした。これに先立ち、我々はIL-1がＴ細胞上
のCD40リガンドやOX40をの発現亢進を介してＴ細胞の
反応性を高めていることを見いだした。そこで、関節炎
の発症におけるIL-1の役割を明らかにする目的で、リン
パ節細胞におけるこれらの副シグナル分子の発現を検討
した。その結果、野生型マウスのリンパ節細胞は、IICに
反応し、CD40LとOX40の発現が亢進していたが、IL-1-/-
- HTLV-I-Tgでは、これらの分子の発現亢進がみられず、
IL-1はＴ細胞の活性化を介して、関節炎の発症に関与し
ている可能性が示唆された（図１）。

3-2 関節炎発症におけるIL-17の役割
IL-17は炎症性サイトカインとして知られるが、ほかの

炎症性サイトカインとは異なり、活性化メモリーCD4+Ｔ
細胞を主な産生細胞としている。ほかにCD8+Ｔ細胞や好
中球から産生されているという報告もあり、病態によっ
て産生細胞が変わる可能性がある。産生細胞が比較的限
局されているのに対し、レセプターはほとんど全ての細
胞に発現しており、そのため、IL-17は多様な細胞に作用
すると考えられている。また、関節リウマチ患者の関節
滑液中に高濃度に存在することから、関節炎発症との関
与が疑われていたが詳細は不明であった。そこで、我々
はIL-17のKOマウスを作製し、このサイトカインの炎症
応答時における役割を検討した（文献７）。

まず、（文献１１）でIL-1RaKOマウスの関節炎発症に
IL-17が関与しているかどうかを確認するために、マウス
のCD4+T細胞を精製し、in vitroで、抗CD3抗体を用いて
刺激を行った。その結果、IL-1RaKOマウスと野生型マウ
スでは、細胞増殖には差が認められなかったが、培養上
清中のIL-17の濃度を測定したところ、IL-1RaKOマウスの
CD4+Ｔ細胞は過剰にIL-17を産生していることが見いだ
された（図２）。そこで、IL-1RaKOマウスとIL-17KOマウ



－ 299－

スを交配し、関節炎発症に及ぼす影響を検討した。その
結果、IL-17の欠損により、IL-1RaKOマウスの関節炎は完
全に抑制されることが明かとなった（図３）。

次に、（文献９）により、別の関節炎モデルであるCIA
のモデルを用いて、IL-17の欠損が関節炎発症に及ぼす影
響を検討した。その結果、CIAの系でもIL-17KOマウスで
は関節炎の発症が有意に抑制されることが示された。こ
れらの結果から、IL-17は関節炎治療薬の有効な標的とな
る可能性が示唆された。

3-3. 新規関節炎関連遺伝子探索の試み
これまでの結果から、IL-1やIL-17が関節炎治療薬の標

的分子として有効である可能性を示した。さらに、
HTLV-I-TgマウスとIL-1RaKOマウスの２種類の関節炎モ
デルマウスとマイクロアレイを用いることにより、新規
関節炎発症関連遺伝子の探索を試みた。これらの２種類
の関節炎モデルマウスの関節部位より、RNAを調整し、
Affimetrix社のオリゴDNAチップを用いて関節炎発症時
に発現が変動している遺伝子を探索した。

その結果、関節炎発症時に両方のモデルマウスで共通
に有意に変動している遺伝子を約500見いだすことに成功
した。発現変動していた遺伝子のうち、約95%は発現上
昇していた遺伝子で、約５％が発現が低下していた遺伝
子であった（図４）。さらに、この発現変動していた遺伝
子を各染色体上にマップすることにより、関節炎発症時
に発現変動する遺伝子クラスターの検出を試みた。その
結果、一番強いピークは、１７番染色体のMHC遺伝子ク
ラスターが存在する部分に見いだされた。MHC遺伝子ク
ラスターの関節リウマチ発症への関与は良く知られてお
り、この方法が有効であることが示された。興味深いこ
とに、これまで関節炎発症との関与が知られていなかっ
た遺伝子クラスターのなかから有意に発現変動している
ものが数カ所に見いだされた（文献１３）。

本研究では、最終的に治療薬の標的となる分子を見い
だすことを目的としている。そこで、細胞膜表面に存在

するもの、あるいは分泌されるタンパク質は抗体等、阻
害薬の開発が容易であると考え、我々はバイオインフォ
マティクスの手法を用い、細胞膜表面に存在する、また
は分泌されることが予想される遺伝子を選択しKOマウス
を作製した。

また、マイクロアレイ解析の結果、関節炎発症時に発
現変動が一番大きかった遺伝子はSerum Amyroid Aであ
ったが、この遺伝子も炎症や、関節リウマチ発症時に強
く誘導されることが良く知られている。そこで、遺伝子
発現の変動幅が大きかった遺伝子も順にリストアップを
行ったところ、機能未知の遺伝子が見いだされた。これ
らの遺伝子に関しても、バイオインフォマティクスの手
法を用い、細胞局在や、発現細胞、機能ドメインなどを
予測し、免疫担当細胞で発現し、かつ胞膜表面、あるい
は分泌される遺伝子を選びKOマウスの作成を開始した。

現在までに５遺伝子ついてKOマウスの作成し成功し、
２遺伝子はKOマウスの作成を試みている。先行するKO
マウスのうち、２系統はCIAの系を用い、関節炎発症に
おける役割の解析を行った。その結果、１つのKOマウス
はCIAの発症が抑制され、別の１系統はCIAの反応が亢進
した（図４）。

以上の結果から、２種類の関節炎モデルマウスを用い
た関節炎発症関連遺伝子の網羅的探索は治療薬の標的を
見いだすために有効な方法であることが示された。

〈国内外での成果の位置づけ〉
我々が開発したHTLV-I-TgマウスとIL-1RaKOマウスの

２種類の関節炎モデルマウスは疾患モデルとして、非常
に有用であることが国内外で認められ、広く利用されて
いる。また、我々はIL-1と関節炎の発症との関与を世界
に先駆けて示した。IL-1Ra遺伝子に変異のあるヒトのリ
ウマチ患者は未だ世界でも見つかっていないが、リンコ
ンビナントIL-1Raが臨床に応用されている。

さらに、我々は、IL-17KOマウスを作製し、種々の炎
症性疾患におけるIL-17の重要性を初めて示した。その後、
IL-17と炎症性疾患の関与は注目を集め、IL-17を産生する
Ｔ細胞はこれまでの概念であった、活性化メモリーＴ細
胞はTh1細胞とTh2細胞の２種類に分けられると言う考え
方を覆し、Th1やTh2と同じ分化段階であるThIL-17とい
う別の細胞集団が存在するということが示されている。
我々の作成したIL-17KOマウスも早速、その有用性が評
価され、広く利用され始めた。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
１．関節リウマチ患者におけるIL-1Ra遺伝子の解析

ヒトで、IL-1Ra遺伝子に変異のある関節リウマチ患者
をみつけることは出来なかった。これは、ヒトではその
様な患者が存在しないのか、存在するのに見つけること
が出来なかったのかどうかは判らない。しかし、我々は、
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１次スクリーニングにおいて関節リウマチ患者495名の血
中のIL-1Raタンパク質の量を測定し、検出限界以下であ
った１名を含む、１５検体に有意な低下を確認した。こ
れらの患者は全て転写レベルまでは正常で、IL-1Ra遺伝
子に変異は見つからなかった。そこで、この解析を中断
した。

今回の解析で、１次スクリーニングの数は不足してい
るとは考えて居らず、ヒトの場合逆にIL-1Raの機能不全
になると、より若年期に全身性の発熱性疾患等が優位に
発症するため検出できなかった可能性がある。実際、そ
の後別のグループによる約850名の患者と900名の健常人
を対象としたSNPs解析でも、IL-1Ra遺伝子と関節リウマ
チとの連鎖は未だ報告がなされていない。しかし、IL-1
は治療薬の標的としては有効であり、リコンビナントIL-
1Raは既に臨床に応用されている。
２．自己免疫感受性遺伝子の同定

連鎖解析の結果から候補遺伝子を４遺伝子見いだした。
５年間の研究期間での目的はほぼ達成できたと考えてい
る。
３．関節炎発症関連遺伝子の網羅的解析

新しいKOマウスを作製し、関節炎の解析に適した遺伝
的背景に戻し交配を行い、実際に解析をはじめるために
は、ES細胞で相同組換え体クローンを樹立後、さらに２
年を必要とする。網羅的探索の結果、関節炎発症との関
連が示唆された遺伝子のKOマウスの作成はほぼ順調に進
んだが、１遺伝子に関しては、1500クローンのES細胞を
スクリーニングしたが、相同組み換え体は得られなかっ
た。現在はBACを用い、相同領域を150kb程度にしたタ
ーゲティング・ベクターを作成中である。通常、相同組
み換え体は1/100̃1/500の頻度で得られるとされている
が、その遺伝子により頻度は大きく異なり、その理由は
世界的に解決されていない。

〈今後の課題〉
１．関節リウマチ患者におけるIL-1Ra遺伝子の解析

前述のように、今回検討した495名の関節リウマチ患者
の中には、IL-1Ra遺伝子に変異のある患者はいないこと
がわかった。現在は中断している。
２．自己免疫感受性遺伝子の同定

HTLV-I-Tgマウスを用いた連鎖解析の結果、系統によ
る関節炎発症感受性に関与している可能性のある遺伝子
として、現在４つの遺伝子が候補に挙がっている。これ
らの遺伝子のうち、既にKOマウスが作製されているもの
は、そのKOマウスを導入し、関節炎発症における役割の
検討をおこなう。
３．関節炎発症関連遺伝子の網羅的解析

HTLV-I-TgマウスとIL-1RaKOマウスの２種類の関節炎
モデルマウスを用いた、関節炎発症関連遺伝子の網羅的
解析の結果、関与が示唆された遺伝子のうち、既に５遺
伝子についてKOマウスを作製した。このうち、２遺伝子
は関節炎発症に関与していることが示された。残りの３
系統に関しては、順次解析をすすめる。また、別の２遺
伝子のKOマウスを作成中であり、完成次第解析を進める
予定である。
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