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要旨

背景

関節リウマチ (rheumatoidarthritis: 以下 RA)は、滑膜組織の過形

成と軟骨内に侵入し軟骨や骨の破壊を引き起こすパンヌスの形成とを

特徴とする自己免疫および炎症性関節疾患である。 TNFのおとりレセプ

ターである Decoyreceptor 3 (以下 DcR3)は TNFreceptorスーパ}フ

ァミリーの一つで、 Fas-L、LIGHT、TLlAをリガンドとする可溶型レセ

プターである。 DcR3は主に大腸癌、肺癌、神経謬腫などの腫蕩細胞で

発現しているが、関節リウマチ滑膜線維芽細胞 (rheumatoidsynovial 

fibroblast:以下 RA-FLS)においても発現し TNFα 刺激により発現が増

加する。我々は DcR3がおとりレセプターとして、 TNFα 刺激により過

剰発現して Fas誘導アポトーシスを阻害することを報告した。また近

年 DcR3はリガンドとしての直接作用を持つことが報告されており、

我々は DcR3が RA-FLSにおいて細胞膜上に発現している TLlAを介して

炎症性サイトカインによる細胞増殖誘導を抑制することを報告した。

さらに、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析により、 RA-FLSに

おいて DcR3により発現が抑制される候補遺伝子として TPHlを見出し

た。 TPHlは、セロトニン合成に関与する律速段階酵素であるトリプト

ファン水酸化酵素 (tryptophanhydroxylase: 以下 TPH) のアイソフオ

一ムの一つで、皮膚、腸、松果体などのセロトニンを発現する末梢組

織および中枢神経に発現する。本研究では、 RAの病態への TPHlや DcR3

の関与を明らかにするため、RAおよび変形性関節痘 (OA)一FLSにおける、

DcR3及び炎症性サイトカイン刺激による TPHlの発現の変化について検

討したD
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材料と方法

制および OA患者の膝人工関節手術時に採取した滑膜組織を、継代培

養して得られた RAおよび OA-FLSを用いた。RAおよび OA-FLSをDcR3-Fc

C1l1g/ml)あるいは IgG1C1l1g/ml)で 12時間、ならびに TNFα C1ng/ml)、

IL-1 s C1ng/ml)で 24時間刺激して、 TPH1mRNAの発現を RealTime-PCR

法で定量した。また、手術時に採取した滑膜組織から凍結切片を作製

し、 RA滑膜におけるセロトニンの発現を免疫組織染色にて解析した。

結果

RAおよび OA-FLSにおける TPH1発現の有無

Real-time PCRにて、 RAおよび OA-FLSにおける TPH1の発現の有無

を解析した。 RAおよび OA-FLSにおいて TPH1mRNAは発現していた

(Figure 1)。

RA-FLSにおいて DcR3刺激により TPH1発現は疾患特異的に抑制される

RAおよび OA-FLSにおいて DcR3および IgG1にて刺激を行い、 TPH1

発現の変化を Real-timePCRにて解析した。 DcR3刺激により TPH1mRNA 

発現は RA-FLSにおいて有意に (p<O. 05)減少したが (Figure2A)、

OA-FLSにおいては変化しなかった (Figure28)。

RAおよび OA-FLSにおける TPH1発現に及ぼす炎症性サイトカインの影

童

RAおよび OA-FLSにおいて炎症性サイトカインである TNFα および

IL-1 sにて刺激を行い、 TPH1発現の変化を Real-timePCRにて解析し
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た。 TNFα 、IL-1s刺激により、 RAおよび OA-FLSの双方で TPH1mRNA 

発現は有意に (P<O. 05)減少した (Figure3A， 38)。

RAおよび OA滑膜組織におけるセロトニン発現の免疫組織学的解析

RAおよび OA滑膜におけるセロトニンの発現と局在を確認するために

免疫組織染色を行った。 RA滑膜においては疾患特異的に重層化した滑

膜表層に、 OA滑膜においては滑膜表層に高度に発現していたが、下内

層には弱く発現していた (Figure4A， 48)。

考察

本研究で我々は、 DcR3により FLSにおける TPH1の発現が RAで疾患

特異的に抑制されることを明らかにした。 TPH1により合成される末梢

性セロトニンは、免疫系や血管収縮、炎症性疹痛や骨代謝などにおい

て多面的な作用を有するとの報告もある。セロトニンは、骨芽細胞の

増殖や骨形成、ならびに破骨細胞の分化や活性を制御する。

本研究で免疫組織染色においてセロトニンは、 RA滑膜においては疾

患特異的に重層化した滑膜表層に、 OA滑膜においては滑膜表層に高度

に発現していたが、下内層には弱く発現していた。それゆえ、セロト

ニンは RA滑膜の過形成において滑膜表層に特に重要な役割を果たすこ

とが示唆された。関節液や軟骨に対するさらなる研究により、セロト

ニンが関節炎や骨、軟骨破壊に与える影響を明らかにする可能性があ

る。

DcR3は RA-FLSにおける TPH1発現を制御することによりセロトニン

を介して、炎症性疹痛や骨リモデリングなどの、 RAの病態へ関与する

ことが示唆された。さらに、 RA患者の血清中の DcR3濃度が OA恵者の
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ものより有意に高いことが報告されており、 DcR3や TPHlが RA診療に

おけるバイオマーカーや治療ターゲットになり得る可能性がある。
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関節リウマチ(rheumatoid町 thritis:以下RA)は、自己免疫および炎症性関節疾患であ

る。Decoyreceptor 3 (以下DcR3)はTNFreceptorスーパーファミリーの一つで、Fas-L、

LIGHT， TLlAをリガンドとする可溶型レセプターである。 DcR3は主に腫蕩細胞での発

現掛カが2湘知ち印れる引ωカが2、リWウマ寸チ滑糠膜線鰍維芽矧細胞脈(仕r由h加e叩uma凶a“t加o州1吋d町m仰n即o制宣飾伽.brO帥o仙b
においても，τT.、NF，α刺激により過雪弟剰量剥j発現し、おとりレセプターとしてFas誘導アポトーシス
を阻害する。また近年DcR3のリガンド作用が報告され、研究者らのグノレ}プはDcR3が

RA-FLSにおいて細胞膜上のTLlAを介して炎症性サイトカインによる細胞増殖誘導を抑

制することを報告した。さらに、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析により、

RA-FLSにおいてDcR3により発現が抑制される候補遺伝子としてTPH1を見出した。

TPH1は、セロトニン合成に関与する律速段階酵素であるトリプトファン水酸化酵素

(tryptophan hydroxylase:以下TPH)のアイソフォームの一つで、セロトニンを発現する

末梢組織および中枢神経に発現する。本研究で研究者らは、 RAの病態へのTPH1やDcR3

の関与を解明するため、 RAおよび変形性関節症(OA)-FLSにおける、 DcR3及び炎症性サ

イトカイン刺激による TPH1の発現の変化について検討した。

RAおよびOA患者の手術時切除滑膜粗織から、 RAおよびOA-FLSを分離培養した。

RAおよびOA-FLSをDcR3-Fc(1問/凶)あるいはIgGl(1μgl凶)で12時間(RA:n= 13， OA: 

n= 13)、ならびにTNFa.(lngl凶)(RA: n= 18， OA: n= 10)、IL-1B(lng/ml) (RA: n= 12， OA: 

n= 12)で24時間刺激して、 TPH1mRNAの発現をRealTime-PCR法で定量した。また、

手術時切除滑膜組織から凍結切片を作製し、 RAおよびOA滑膜におけるセロトニンの発

現と局在を免疫組織染色にて解析した。 DcR3刺激により TPH1mRNA発現はRA'FLS

において有意に減少したが(77土24%)、OA-FLSにおいては変化しなかった。

TNFa.、 IL-1B刺激により、 RA(49土20%，28士9%)およびOA-FLS(63土10%，34%10%)の

双方でTPH1mRNA発現は有意に減少した。免疫組織染色にてセロトニンは、 RA滑膜に

おいては疾患特異的に重層化した滑膜表層に、 OA滑膜においては滑膜表層に高度に発現

していたが、下内層には弱く発現していた。

本研究で研究者らは、 DcR3により FLSにおける TPH1の発現がRAで疾患特異的に抑一

制されることを明らかにした。 DcR3はRA-FLSにおける TPH1発現を制御することによ

りセロトニンを介して、炎症性疹痛や骨リモデリングなどの、 RAの病態へ関与すること

が示唆された。本研究は、 RAの病態へのTPH1やDcR3の関与について研究したもので

あるが、従来解明されていなかったDcR3により FLSにおける TPH1の発野臥で疾患

特異的に抑制されることを初めて報告したものである。 DcR3やTPH1がRA診療におけ

るパイオマーカーや治療ターゲツトになり得るという重要な知見を得たものとして価値あ

る業績であると認める。よって本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があるものと認

める。




