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慢性関節リウマチ,線織形態計測了胃･形成,胸腺外分化T細胞,幾駐韓

は じ め に

関節構成体のうちの骨の代謝を組織形態計測学的方法

で比較研究を行い,慢性関節リウマチ 洩A)における

骨吸収と骨形成のアンバランスを明らかにする.さらに,

ヒトおよび動物の骨髄細胞中の骨原細胞の骨芽細胞-の

分化や骨髄あるいは関節液中の破骨細胞株細胞の関節炎

による動態を明らかにするべ く研究を進めてきた.

浸潤を認めるが,このリンパ球の一部に胸腺外分化Tリ

ンパ球が存在することをヒトあるいはコラーゲン関節炎

モデルを用いて報告した.最近,コラ-ゲン関節炎発症

前に鞍粒球の一過性の増加がおこることに気づき,この

期投球増多と胸腺外分化 T細胞との関わり合い,そし

て骨代謝動態から,RA 発症および骨 8関節破壊の病

態解明とその制御の仕事を進めているので報告する.

組織形態計測学的検討

骨格では,つねに骨吸収と骨形成を繰り返している無

数の小さなユニ･ソト (Ⅰ汎 ItTlがあi),骨が吸収され新

しい骨が形成されている日 .2回骨標識を行うことで,

標本を非脱灰滞切切片の状態で蛍光顕微鏡下に観察する

と石灰化の進行状況をみることが出来る.一次パラメタ-

は面積,長さ,距轍,数であり,これらに基づいた2次

パラメタ-で骨嚢,類骨,吸収 (吸収面,破骨細胞数),

石灰化 (標識率,骨形成率),線維化骨髄蚤を把握する

ことが出来る2,3)

女性 RA患者の腸骨骨生検による検討

RA において,関節の腫脹 と同時に病気の初期から

関節周囲にみられる骨萎縮は重要な臨床所見である.一

方,RA患者は全身性の骨租擬症にも悩まされている.

そこで,骨の組織形態計測学的方法で RA によって引

き起こされている,あるいは薬剤によって修飾されてい

る,骨代謝動態の検討を行った4).

対象は女性 RA患者40例 撒A 群 :年齢逢5歳から74

歳,平均59歳)管,このうち21例はグルココ]L,チコイ ド

(ス剤)で治療中 (P 群)であり書残をH9例は非ス剤投

与中 (N 群)である.この両群間では年齢,雁病期間

に有意差はなく,対照群として ReekeTら5)の健常人

34倒 し午齢15-71歳lの値を用い/+I.

鳩-54歳,55-64歳,65-74歳の各年代で RA 群は

健常群に比べ骨壷 (BV/TV)の有意な減少と,吸収面

はS/BS)の増加を認めた (図 1).骨のリモデリング

は骨梁表面に破骨細胞を伴う吸収蘭を認める吸収期,そ

の吸収轟の破骨細胞が消失する逆転斯,類骨で覆われた

形成期 , そして休止期を経て再び活性化 される.RA

骨動態は全体で見ると,正常に近い骨回転であるが収支

は ne賢ativebaianeeであった.なお,体薬期間をi4

日間とっても2回標識されない骨形成速度ゼロの低回転

倒は4例に認められた.このうち3例は N 評であ り,

リウマチ本来の病態は骨形成抑制の方向-働いている可

能性が考えられた -方,骨形成速度 (BFR/BV")が

高く,活性破骨細胞面 (Oc.S/ES)の増加を伴った高回

転型は6例に認められた.このうち5例は P 群であっ

た.ス剤による二次性の上皮小体機能克進症の可能性 も

ンネル吸収像を伴っているものは1例のみだった.プレ

ドニゾロン換算で算出 した総 ス剤投与豪 と骨梁幅

(Tb.Th)との関係は非投与,総投与量 20g未満,岩og

以上の3群比較において有意差を認めた (分散分析

p<0.05上 すなわち,ス剤投与群ではlサイクルごとに

骨梁申毒摘言細 くなる,あるいは途絶していくことがわかる

成長期と成熟期のラット･コラーゲン

関節炎モデルによる検討

成長期と成熟期のラット コラーゲン関節炎をデル鋸

を伺い,不動性の要素の少ない関節炎発症前後の腰骨近

位部について組織形態学的検討を行った.腰骨近位部の

関心領域は growthplateの下 1.3mm の 2次海綿



羽生 :慢性関節 リウマチ(RIも)の発症および病態解明とその治療

州

Lri

ユーI

t5

川

(.'Jb
J
A
.L,I:l′tf

5

∩ 辛管

45_54 55･64 65･74

Age
L i ,

川

(
'JJLJ
J
fi
t
L
/'S
山

5

･ ㊥

45.54 55,64 65･74

1＼粁
h.

図1 各年齢群での腸骨組織形態計測値 (女性 RA患者群と Reckerらの健常群との比較)
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図3 RA愚者群と OA患者群との比較 (培養7日目の A及p陽性 CFUIFコロニ-敬)

骨領域とした.成長期 (6適齢で感作)ラットC王A の

骨濠 (BV/TV)は関節点数が増加 し始めるiO日日から

対照群に比べ有意な減少を認めた.ラットC‡A の破骨

細胞面 (Oc.S/BS)は同 じく10日目から有意な増加を

認め (図 れ それが2週間以上にわたって持続 してい

た7).逆に2重標識面 はLS/BS)や骨形成速度 (BFR

/BS")は初め低下したが,6週後では増加 し,その後

対照群より高値が持続した.

成熟期 (6か月齢で感作)ラットの関節炎は食倒発症

した.しかし,成長期ラットCIA のそれと異なってい

て,早期から骨形成の低下を認め,破骨細胞の有意な出

現は認めなかった (図 2上

骨髄中の骨原細胞の検討

骨髄中には骨芽細胞の前駆細胞である骨原栖胞が存在

し,骨形成に重要な役割を果た している.骨髄細胞

蟻onemaTTOW StrOmalceus)は培養下で線維芽細

胞様のコロニー しLIFLT-ド.colonyforming unit-

fibTOblastic)を形成する8-鋸 .前述のラットの左下

肢を伺い,太腿骨および腰骨骨髄を fiushoutL,10%

FBS含有培養液に浮遊させ,2Ⅹ10W8cell/wellで10日

間培養LAIp陽性 CFUIF数を計測した.

成熟期のラットCIA の AIp陽性 CFU-F数は感

作後 7日田と10日目すなわち関節炎発症直前の時期のみ

対照群に比べ有意な減少を認めた,

骨代謝疾患のない121例 (3-88歳)の腸骨稜から骨

髄血を採取 して有榛骨髄細胞を7日間培養 し,AIp陽

性 CFU-F数を計測した,腸骨より採取した2ml中

の有榛骨髄細胞数は年齢とともに軽度減少傾向を示すも

のの,各年齢で大きな差は認めなかった.培養 7日目の

AIp陽性 CFu-F数はiO歳以降,急激に減少 し,以

後なだらかな減少を示した10).

RA 患者32例 (32-75歳)を同じ方法で解析 した.

RA 患者群は同年代の変形性股関節症患者群に比べて

AIp陽性 CFU-F数が少ない例が目立った (図 3).

骨髄細胞を培養 L7日目に totalRNA を抽出し,

RT-PCR により BMPmRNA の発現を検討した.

その結果,B掴P-2から7の発現を認め9時に BM

P12の発現を強く認めた.さらに rBMP-2を培養

骨髄細胞に添加し,分化,増殖への影響を調べた.その

結果,細胞 数 には変化 を及 ぼ さない ものの Alp

活性を濃度依存性に促進した.培養 7日目の骨髄細胞が

PGJ2,デキサメサゾンの添加で脂肪細胞への分化が

認められた,
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図4 各種抗体投与によるコラ-ゲン関節炎の推移

TCRγ8抗体の投与で関節炎は増悪し,CDBβ抗体の投与 (CD8aα細胞のみ残存)

で関節炎は抑えられた (AraiK.,etal.:aⅠmmumol157:5170,1996[文献16]より)

RAの骨形成と骨吸収

RA の組織形態計測学検討で,病期の長い患者は種々

の修飾を受けており,低回転型から商回転型までいろい

ろな病態を里していた日.発症比較的早期でステロイド

薬を便周していない患者群の検討では,骨吸収の先進で

はなく骨形成の著名な低下を認めたと報告 されてい

る1日.今回の私たちの CIA を用いた関節炎発症前後の

骨動態の検討でも,成長期を過ぎている場合には反応が

異なっていて,その病態は骨吸収の克進ではなく骨形成

の著明な低下だった.さらに,骨髄細胞の培養系でも骨

形成能の抑制を示唆する結果を得た,成長期と成熟期の

反応の違いはリモデリングを繰 り返す骨単位 (ユニット)

が少ないことと骨芽細胞か ら破骨細胞-の uIICOtト

pling とが関与したためと考えている.一丸 骨粗擬症

の強い RA 患者の腸骨の骨董および骨梁は著 しく減少

しており,培養系による検討ではあるが,関節炎を認め

ない健常群に比べて,AIp陽性 CFU-F 数は少ない

例が目立った.すなわち,RA自体の病態は骨芽細胞数

を減らすあるいは機能低下させる方向-常に働いている

ものと推定した,
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治療に卿する展望として,RA 治療に強力な抗 リウ

マチあるいは免疫抑制療法が行われつつあるが,絶えず

つきまとう局所ならびに全身の骨租顛症の治療を同時に

行う新たな戦略が必要である.幸い,今回検討 した BM

P12 などの骨原細胞に対する分化調節能の検討から,

骨髄細胞の選択的分離,適切な調整因子の活用および開

発などにより,骨形成能が抑制されたこれらの疾病に対

しても治療や予防の道が開けるものと期待 している.ま

た,吸収系の制御にサイトカインないしレセプター抗体

を想定している.

胸腺外 rll細胞

RAの初期像は滑膜内におこる.その特徴は滑膜表

層細胞の塞層化,血管新生と滑膜内へのリンパ球の集族

である.しかし,その引き金は依然 として不明であ り,

T リンパ球や B 細胞といった免疫応答の概念だけでは

骨 f関節破壊のメカニズムの解明はいきづまってしまう.

T細胞は胸腺で分化することがよく知られている,し

かし,1990年マウスの肝類洞で T細胞の分化が起こる

ことを見いだされて以来,腸管,皮膚,子宮などでも分

化し,そこで機能するこ摘 言分かってきた1211隼 破壊
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関節部の関節腔内のリンパ球にも胸腺外で分化したもの

が流入しないのか?関節腔内で分化 していないのか?あ

るとしたら,この胸腺外分化 T細胞が関節炎の発症や

骨関節破壊にどのように関与 しているのか検討を行いた

いと考えた.そこで,作業仮説をもともと関節内に特有

な T リンパ球があり,刺激を受けて,増えているとし

た.

コラーゲン関節炎局所のリンパ球の解析

仮説を証明するために,RA の実験動物モデルの 1

つであるマウスⅡ型コラーゲン関節炎 (CIA)を用い

た15).DBA/1JマウスをウシⅢ型コラ-ゲンと完全

7ロイントアジュバントとで免疫L.21日f-'':H.二II型コラー

ゲンで追加免疫すると,42日日頃に関節炎が発症する.

このうち関節点数が高いマウスを選び,肝,滑膜,胸腺,

リンパ節および関節部の各組織の単核球を分離して解析

した16).細胞数は C王A 発症マウスの関節部とリンパ節

に増加していた.抗 CD3 と抗 IL棚2民声 (インタ-

ロイキン2レセプターβ)の蛍光抗体で処理してプロ-

サイトメトリーによって解析すると,C王A マウスの肝

臓では,同じ T細胞でもその表面の T細胞レセプター

(TCR)の数が胸腺由来の T細胞に比べて少ない in-

termediflteTCR (int-TCR)細胞ITlが増加する傾

rlL引二あ/-'た.(LIIA の問節炎部では.この int-TL1R 用

鞄の存在は明らかでなく h短h-TCR 細胞である.し

かし,礼-2民声 陽性細胞や y∂細胞,CD8aぼ 細

胞,CD44陽性の T細胞を多く混在し,肝臓の胸腺外

分化 T細胞の特徴に似ていた.また,対照群のマウス

の関節部にもこの細胞は割合は少ないものの陵隆だった.

関節炎部で増加した y∂細胞の使用している VァⅤ∂
の usageは関節炎のあるなしに関わらずほぼ同じで,

滑膜のものとは異なっていた.CIA マウスの関節部に

はリンパ球の分化増殖の際に発現する reeombination

activatin欝酢me一仁 2の mRNA の発現を認めた.

分離 した関節部のリンパ球に骨髄や末梢血のリンパ球の

conもaminatiofiの影響を否定するために,骨髄と末梢

血の T細胞中の yS細胞や CD8aα 細胞の検討をし

たが,先に示すような関節部のリンパ球の特徴は示さな

かった.免疫組織学的染色で対照群,CIA 群ともに関

節部に CD8α細胞が認められ,関節炎で増加 してい

た.以上の点から,関節部には肝臓のように固有の T

細胞が考えられた.

これらの細胞の機能をみるために,コラ-ゲン感作時

から各種抗体を投与して,関節炎の発症率や豪産度の比

較を行った.図 4に示すように,抗体投与群のうち 'T

CRy∂ 抗体の投与で関節炎は増悪し,CD8β 抗体の
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投与 (CD8αα 細胞のみ残存)で関節炎は抑えられた由

したがって,γ8細胞や CD8aa細胞は関節炎 su-

ppTeSSiom,CD4細胞や al9細胞は関節炎の effeetoT

cellで,しか私 CD4と CD8の両方の interaction

が発症に必要という結果を得た.

ヒ トにおける胸腺外分化 T細胞

ヒトの T細胞の中にも NK 細胞マ-力-である

CD 56ないし CD 57を有する細胞が存在 し,胸腺に

存在しないことや表面マーカーの検討からヒトにおける

胸腺外分化 T細胞と考えられている18).そこで,当科

で加療中の RA 患者45例で検討してみた19).

RA 患者の CD57陽性 T 細胞は末梢血 18.2±2.0

%,関節液 25.6:吏3.2%,関節近傍骨髄 36,8±8.5%で

あり,健常人の末梢血と比べ特に関節液と関節近傍骨髄

で高かった.CD56も NK 活性を持っているが,RA

の場合は有意な増加を認めなかった.CD57陽性 T細

胞では有意に CD8が多く,CD4NCD8-の割合は末

梢血中でも関節液中でも有意に高く,滞 細胞の比率 も

高い.CD57陽性 T細胞が増える白血病で RA の合

併が多いという報告21)や罷病期間と正の相関を認めた

とする報告20)がある.今回の検討でも CD57陽性

T 細胞は雁病期間に相関 して末梢血で増加 していた.

また,興味深いことに RA 患者の関節液の T 細胞に

村する CD57陽性 T細胞の割合は炎症パラメタ-の

一つである血沈と逆相関しており,破壊関節部に多 く存

在する CD57陽性 T細胞は炎症を抑える働 きをして

いると考えられた.このことは臓器移植後でも生者例で

はこの CD57+細胞が増加しているとの報告22)やマウ

スのコラ-ゲン関節炎における胸腺外分化 T細胞の検

討結果16)とも一致した.

これらの機能は関節部の異常自己細胞を排除しようと

しているものと思われる.したがって,関節炎発症後は

これらの細胞を増やす IL-2 療法などの補助療法 も

試みてみたい.

関節炎と搾粒球

最近,免疫学の領域で鞍駐韓の役割が再認識されてき

ている.RA においても活動期に関節液中にも末梢血

中にも願粒球の増多を認める.そこで,ラットの眼球結

膜から経略的に採血してみたところ,CIA 発症前の感

作後5ないし7日目の末梢血中に輝粒球を中心とした白

血球鞘-適性の増加をとらえた.足関節を中心とする感

作後3日目の病理組織所見でも関節周辺の骨髄に願投球
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ないし前駆細胞の増加を認めた,関節炎発症後にはこれ

らの細胞は消失し,関節腔および軟骨面に滑膜の増殖が

おこっていた書関節炎発症前から骨髄内に IL-1や王L-

6 が持続的に増加したとの報告23)から亨これに反応 し

て幣束球が動員されている可能性もあるが,図 5にま

とめたように,王L-1 や 払-6 ほ関節炎後 も持続

しており,これだけでは説明できない.輝粒球の一過性

の増加が関節炎発症に重要な役割を持っていると考えら

れた.

-方, C3H/Heマウスの腹腔に過剰の NSAID を

注射すると,後日後に骨髄および末梢血中に鞍粒球の増

多と,同時に肝臓の int-TCR 細胞の増加を認める.

この肝臓のリンパ球は自己胸腺細胞に対する細胞障害活

性が完進しているとの結果を得た24,25)

種々の刺激や免疫反応に引き続いておこる願粒球の急

激な増加と,関節部で分化する T細胞とのかかわ り合

い,そしてサイトカインを介した骨代謝のアンバランス,

ここに治療の糸口が見えてきたことを述べてきた.これ

ら一連の動きを証明するために骨動態の解析にもマウス

の系でというところに照準を合わせて,発症および病態

の把握とその制御の仕事を進めてる,
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