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概要 

 
背景：Interleukin (IL) -17Aは、関節リウマチ (rheumatoid arthritis; RA) の病態におい

て、滑膜線維芽細胞やマクロファージを活性化し、炎症を惹起する。また IL-17A

は骨芽細胞に作用し receptor activator for NF-B ligand (RANKL) の発現を誘導し、そ

の RANKLは破骨細胞の分化を亢進させ過剰な骨破壊をもたらす。IL-17Aの主な産

生細胞は、Th17細胞であるが、RAや変形性関節症 (osteoarthritis; OA) 患者の滑膜

組織マスト細胞も、IL-17Aを発現していると報告されている。しかし、滑膜マスト

細胞の IL-17Aの発現頻度は報告により様々であり、詳細は不明である。 

  

目的：OAおよび RA患者の滑膜組織マスト細胞における IL-17Aの発現頻度につい

て検討することと各種刺激によって滑膜マスト細胞から IL-17Aが産生されるかど

うかについて検討することを目的とした。 

  

方法：RAおよび OA患者の人工膝関節置換術によって得られた滑膜組織を、免疫

組織化学染色を行い共焦点顕微鏡で観察し陽性細胞数を数えた。RAおよび OA患

者の滑膜組織から培養マスト細胞を樹立し、各種刺激後の滑膜培養マスト細胞にお

ける IL-17Aの mRNAの発現と IL-17Aの産生をそれぞれ定量的 reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) と enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) で解析した。 

  

結果： 全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度、全 IL-17A陽性細胞数中

の IL-17A陽性マスト細胞数頻度は、RAと OA患者の滑膜において有意差を認めな

かった。培養滑膜マスト細胞は、恒常的に少量の IL-17Aを分泌していたが、IgEも

しくは IgG依存性刺激、IL-33、tumor necrosis factor-TNF-、complement component 

5a (C5a)、lipopolysaccharide (LPS) および IL-23 + IL-1βの刺激によって IL-17A産生

の増加はみられなかった。 

 

結論：滑膜マスト細胞はRAにおける IL-17Aの主な産生細胞ではないと考えられた。 
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略語 

 

ACPAs: anti-citrullinated peptide antibodies 

C5a: complement component 5a 

C/EBP: CCAAT/enhancer binding protein 

CIA: collagen-induced arthritis 

CRP: c-reactive-protein 

CXCL1: C-X-C motif ligand 1 

DMARDs: disease modifyig antirheumatic drugs 

EIA: enzyme immunoassay 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating Factor 

IL: Interleukin 

IMDM: Iscove’s modified Dulbecco’s medium 

LPS: lipopolysaccharide 

LSM: lymphocyte separation medium 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MMP: matrix metalloproteinase 

MTX: methotrexate 

NF-B: nuclear factor-kappa B 

NSAID: nonsteroidal antiinflammatory drug 

OA: osteoarthritis 

O. C. T: Optimal Cutting temperature 

PBS: phosphate buffered saline 

PsA: psoriatic arthritis 

RA: rheumatoid arthritis 

RANKL: receptor activator for NF-B ligand 

ROR: retinoid-related orphan receptor 

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

SCF: stem cell factor  
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SEF: similar expression to fibroblast growth factor 

SEFIR: similar expression to fibroblast growth factor/IL-17receptor 

TGF-transforming growth factor-

TNF-tumor necrosis factor- 
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緒言 

 
1. 関節リウマチ (rheumatoid arthritis; RA) 

 

RAは、複数の遺伝的要因に環境因子が加わり自己免疫応答が惹起され、これら

の結果として慢性炎症性病態が複数の関節に対称性に生じ、進行性の破壊性関節炎

に至る疾患と考えられている (1, 2)。RA患者の血清中には抗シトルリン化蛋白抗体 

(anti-citrullinated peptide antibodies; ACPAs) などの自己抗体が検出され、これらが病

態発症との関連を示す全身性の自己免疫疾患である (1, 2)。RAの炎症の主病変は関

節滑膜である。RAでは滑膜の毛細血管周囲に抗原提示細胞と T細胞の浸潤が起こ

り、続いて B細胞の浸潤がみられる。T細胞のなかでも Th17細胞が病態発症に中

心的な役割を担っていることが知られている (3)。Th17細胞は、Interleukin (IL) -17A

を産生し滑膜線維芽細胞を活性化して炎症を惹起する。滑膜線維芽細胞は炎症が進

展するにつれ増殖し、多層化、絨毛状になる。滑膜の深部では炎症細胞の浸潤と血

管の新生が起こり、肉芽組織が形成されその中で骨破壊を担う破骨細胞が活性化さ

れる (1, 2)。血管新生、滑膜表層細胞の増生、炎症細胞の活性化、骨・軟骨の破壊

などの病態は、種々の細胞から分泌される種々のサイトカインやケモカインが複合

的に働いた結果であると考えられている。前述した IL-17Aや、マクロファージおよ

び滑膜細胞の産生する receptor activator for NF-B ligand (RANKL)、tumor necrosis 

factor-TNF-、IL-1および IL-6などの炎症性サイトカインが病態形成の主要因と

考えられている (1, 2, 4)。1980年代に RAに対するメトトレキサート (methotrexate; 

MTX) の有効性が確立され、アンカードラッグとして RA治療の中心となってきた。

またMTXの反応が十分でない症例には TNF-阻害薬、IL-6受容体阻害薬などの生

物学的製剤を使用して関節破壊を抑制し、寛解状態に持ち込める確率が向上した 

(4)。しかし生物学的製剤は、高価であり、生物学的製剤に反応しない患者も存在し、

より効果的で安価な治療法は望まれる。 

 

2. 関節リウマチと IL-17A 
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自己免疫性関節炎モデルマウスにおいて、IL-17Aが欠損したマウスは関節炎が抑

制されるという報告がある。また、自己免疫性関節炎の実験モデルにおいて、IL-17A

の供給源は CD4+T細胞 (Th17細胞) であることが示唆されている (5, 6, 7)。IL-17A

は TNF-や IL-1のような炎症性サイトカインの産生や滑膜線維芽細胞やマクロフ

ァージの活性化を促進する (8, 9)。 IL-17Aは RAの滑膜細胞でマトリックスメタロ

プロテイナーゼの産生を誘導し (10)、骨芽細胞に作用し RANKLを介して破骨細胞

の分化を促進する (11)。IL-17Aは活動性のある RAで滑液や血液に多く検出される 

(12, 13)。そのため IL-17Aは炎症と骨破壊を促進することが示唆されている。 

 

3. IL-17A, B, C, D, E, Fと受容体について 

 

IL-17 は、IL-17A～IL-17F の 6 つの遺伝子からなるファミリーを形成している。

これらファミリーは、IL-17Aと IL-17Fは 50%、IL-17Aと IL-17Eは 16%と様々な相

動性を有する (14, 15)。 

IL17受容体ファミリーは IL-17A受容体 (IL-17RA) ～IL17E受容体 (IL-17RE) ま

での 5つのサブユニットで構成されている。それらは細胞外フィブロネクチンⅢ様

ドメイン、単一膜貫通ドメイン、細胞質 SEF (similar expression to fibroblast growth 

factor) /IL-17R (SEFIR) を含む構造的特徴を有している (15)。IL-17、IL-17A/Fおよ

び IL-17Fは、2本の IL-17RA鎖と 1つの IL-17RCサブユニットで構成される受容体

の複合体に結合する。IL-17RAおよび IL-17RCは、SEFIRドメインを介してアダプ

タータンパク質 Act1と相互作用する (16)。そして、nuclear factor-kappa B (NF-B)、

mitogen-activated protein kinase (MAPK) および CCAAT/enhancer binding protein 

(C/EBP) を活性化する (14, 17)。 
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(Kirkham BW, Kavanaugh A, Reich K. Interleukin-17A: a unique pathway in 

immune-mediated diseases: psoriasis, psoriatic arthritis and rheumatoid arthritis. 

Immunology. 2013; 141: 133-142 Figure 1を参考に作図) 

 

IL-17Aと IL-17Fは、Th17細胞やその他の免疫細胞から、ジスフィルド結合した

ホモダイマーまたはヘテロダイマーとして分泌される (18)。IL-17Aと IL-17Fには、

IL-1や IL-6、TNF-などの炎症性サイトカイン、C-X-C motif ligand 1 (CXCL1)、matrix 

metalloproteinase (MMP) および抗菌ペプチドの発現を誘導し、炎症誘導や細菌感染

防御に関与している (14)。 

IL-17B はコラーゲン誘導関節炎 (collagen-induced arthritis; CIA) の軟骨細胞に発

現しており、IL-17C と同様にヒト単球系細胞株から TNF-、IL-1を誘導すること

(19)、IL-17B遺伝子を導入した CD4+ T細胞をマウスに移植し、CIAを誘導すると

関節炎が悪化すること、抗 IL-17B 抗体投与により CIA が抑制されることが報告さ

れている (20)。 

IL-17Cは CIAにおいて炎症局所に存在する CD4+ T細胞、樹状細胞、マクロファ

ージに発現している。IL-17Cの受容体は IL-17RAと IL-17REからなるヘテロダイマ

ーである (21)。IL-17Cが受容体に結合した後、NF-BやMAPKを活性化する (22)。 

IL-17Dは様々な細胞に発現しており、免疫細胞においてはナイーブCD4+ T細胞、
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B 細胞で発現が認められ (23)、内皮細胞においては IL-6、IL-8 および granulocyte 

macrophage colony-stimulating Factor (GM-CSF) の発現を誘導する。 

IL-17E は Th2 細胞、マスト細胞、好酸球に作用し、IL-4、IL-5、IL-13 といった

Th2サイトカインの産生や B細胞においては IgE産生を誘導する。IL-17E受容体は

IL-17RA と IL-17RB からなるヘテロダイマーであり、IL-17E と相互作用すると

NF-B、MAPKおよび CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) の活性化を惹起する 

(14)。 

 

4. 関節リウマチとマスト細胞 

 

RA患者の滑膜組織では、関節疾患のない患者の滑膜組織もしくは、半月板切除

術後の半月板組織と比較してマスト細胞数が増加し、マスト細胞数と臨床的な滑膜

炎症の程度との相関すること (24, 25)、脱顆粒像を示すマスト細胞が増加し、マス

ト細胞周囲に TNF-や IL-1が存在すること (26)、RA患者の関節液中においてヒス

タミンが検出されること (27)、RA患者の滑液内のヒスタミンやトリプターゼの量

も増加し、マスト細胞の活動性は RAの病因に関連すると報告されている (28, 29)。

またMCTC タイプ (tryptase、chymaseの両方のプロテアーゼを持つマスト細胞) の

マスト細胞数は、変形性関節症 (osteoarthritis; OA) と健常膝関節滑膜組織と比較し

て増加していること (30) が報告されている。RA患者の滑膜マスト細胞は OA患者

の滑膜マスト細胞と比べ抗 IgE抗体 (31)、アナフィラトキシン C5a (32) に反応して

ヒスタミンを遊離することが報告されている。これらの結果からマスト細胞が RA

の病態、特に、炎症の増悪に関与していることが示唆されていた。2012年、共同研

究者の Leeらは免疫複合体が高親和性 IgG受容体である FcRI、低親和性 IgG受容

体である FcRIIAを介して関節滑膜マスト細胞を活性化することを報告したが、RA

と OAの関節滑膜マスト細胞表面の FcRI、FcRII、FcRIIIおよび高親和性 IgE受

容体である FcRIの発現量に差はなく、FcRIや FcRIの架橋によって遊離される

ヒスタミン量やサイトカイン量には差がなかった (33)。また最近、RA患者の関節

滑膜組織において stem cell factor (SCF) の受容体である Kit やトリプターゼなどの

マスト細胞特異的遺伝子発現と血清 c-reactive-protein (CRP) などの RAの重症度に

は負の相関が見られることから、マスト細胞は、RAの関節炎において抗炎症作用
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を有している可能性が示唆されている (34, 35)。 

共同研究者の Leeらは、凝集 IgGが FcRIと FcRIIを介してヒト滑膜マスト細胞

を活性化すると報告した (33)。さらに凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞から

の IL-8 と TNF-α の産生が IL-33 によって相乗的に増加すると共同研究者の

Kashiwakuraらは報告した (36)。 

 

5. マスト細胞と IL-17A 

 

IL-17Aは Th17細胞、細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、好中球、

好酸球、マスト細胞など多くの細胞によって分泌されていることが知られている

。Baarsenらは、足関節もしくは膝関節の滑膜組織の IL-17Aの発現頻度は RA、

psoriatic arthritis (PsA)、OA と同等であると報告している (38)。Noordenbos らは、

RAの脊椎関節炎患者の滑膜マスト細胞において全 IL-17A陽性細胞数中のマスト細

胞数は 26%程度、全マスト細胞数中の IL-17A 陽性マスト細胞数頻度は 26%と報告

している (39)。Hueber らは RAの関節滑膜において全マスト細胞数中の IL-17A陽

性マスト細胞数頻度は 91%だったと報告しており (40)、Truchetetらは強皮症患者の

皮膚組織において、IL-17+細胞の約 20～30%がマスト細胞であると報告している 

(41)。一方、ヒトマスト細胞は、IL-17Aを産生しないが、外因性 IL-17Aを補足し貯

蔵して放出するという報告がある (42)。 

IL-17A の産生誘導に関して、Hueber らは凝集 IgG、TNF-α、C5a、および

lipopolysaccharide (LPS) の刺激によりヒト臍帯血由来培養マスト細胞から 400-800 

pg/mL の IL-17A 産生が惹起されると報告している (40)。さらに、Lin らは、IL-23

と IL-1β の刺激により皮膚マスト細胞は、extracellular trap formation が惹起され、

IL-17Aを放出すると報告している (43)。 

 

 以上をまとめると、ヒト滑膜マスト細胞 (39, 40)、皮膚マスト細胞 (41, 43) およ

びヒト臍帯血由来培養滑膜マスト細胞 (40) は、IL-17Aを発現しており、IgG、TNF-α、

C5a、LPS、および IL-23と IL-1βの刺激によって IL-17Aが産生されると報告されて

いる (40, 43) が、RA患者の滑膜組織におけるマスト細胞が IL-17Aの主な産生細胞

であるのかは結論がでていない。また、ヒトマスト細胞が IL-17Aを産生するという
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論文は 2報告 (40, 43) だけで、産生しないという報告もある (42)。したがって、本

研究では RAの滑膜マスト細胞が免疫複合体等の刺激によって IL-17Aを産生し、滑

膜繊維芽細胞、マクロファージ様滑膜細胞、軟骨細胞および破骨細胞を活性化し RA

の病態に関与していると仮説をたてた。そのために、OA は機械的、力学的刺激な

どにより軟骨の変性や摩耗を生じる非炎症性疾患であり、多くの論文 (44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53) で RAの対照疾患として OAを用いられているため OAを対照

疾患とした。OAとの比較によって RAの滑膜組織におけるマスト細胞が IL-17Aの

主な産生細胞であるのかどうかを検討し、さらに既報でのマスト細胞に対しての

IL-17A 産生を惹起する刺激因子が滑膜マスト細胞においても同様に刺激因子とし

て働くのかどうかを検討した。 
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目的 
OAおよび RA患者の滑膜組織マスト細胞における IL-17Aの発現頻度について検討

することと各種刺激によって滑膜マスト細胞から IL-17A が産生されるかどうかに

ついて検討することを目的とした。 
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対象と方法 

 
1. 使用抗体、試薬、物品 

以下の抗体、試薬、物品は、それぞれ下記の会社から購入した。HistoDenz solution、

ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin; BSA) およびC5aおよびLPSは

Sigma-Aldrich (St, Louis, MO, USA)、ヒトIgEは、Calbiochem (San Diego, CA, USA)、

ウシ胎児血清、ペニシリン/ストレプトマイシンは、GIBCO (CA, USA)、リンパ球分

離溶液 (lymphocyte separation medium; LSM) は、Organon Teknika (Durham, NC, USA)、

ヒトリコンビナントSCF、ヒトリコンビナントIL-6は、PeproTech (Rocky Hill, NJ, 

USA)、無血清Iscove’s methylcellulose mediumは、Stem Cell Technologies (Vancouver, BC, 

Canada)、TaqManプライマーは全て、Applied Biosystems (Tokyo, Japan)、miRNeasy Mini 

kitはQiagen (Hilden, Germany)、抗FcRI F(ab')2 フラグメント(F[ab’]2FcRI, clone 10.1) 

はID Labs (London, ON, Canada)、ヒトIgG、マウスIgG1 F(ab')2フラグメント 

(F[ab’]2mIgG1) および抗マウスIgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギF(ab')2フラグメン

ト (gF[ab’]2mF[ab’]2) はJackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)、ヤギ抗ヒト

IL-17Aポリクローナル抗体、TNF-、IL-23、IL-およびヒトリコンビナントIL-33 

(bioactivityがあることが確認された活性型IL-33) はR＆D Systems (Minneapolis, MN, 

USA)、抗ヒトトリプターゼモノクローナル抗体および抗ヒトIgE抗体はDako 

Cytomation (Carpinteria, CA, USA)、抗FcRI抗体はeBioscience (San Diego, CA, USA)、

DAPIはInvitrogen (Carisbad, CA, USA)、臍帯血パックはRIKEN Bio Resource Center 

(Tsukuba, Ibaraki, Japan)。 

 

2. ヒト滑膜マスト細胞の分離と培養 

平成 22年 2月 8日付けで関節滑膜組織の使用に際して、倫理委員会・臨床研究審

査委員会の承認番号 RK-100115-4を受けた。その後改訂版として平成 23年 4月 12

日、平成 24年 12月 17日、平成 25年 6月 25日付けで追加承認を受けた。平成 28

年 2月 5日付け承認番号 RK-160112-2を受けた。手術前にインフォームドコンセン

トを患者とその家族に行い、承諾書を頂いた。その後、日本大学医学部附属板橋病

院にて行われた、人工膝関節置換術で切除された関節滑膜組織の一部を実験に供し
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た。滑膜組織を酵素的に処理し、細胞を単離した (マスト細胞の純度は約 5%)。マ

スト細胞の純度はキムラ染色 (54) を用いて算出した。マスト細胞の純度を上げる

ために、単離された細胞を 2%ウシ胎児血清と 100 units/ml ペニシリンと 100g/ml

ストレプトマイシンを添加した Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM; 

Invitrogen) に再浮遊させた後、22.5% HistoDenz solutionとリンパ球分離溶液 (LSM: 

lymphocyte separation medium) を用いて比重遠心した。滑膜マスト細胞の前駆細胞と

成熟マスト細胞は、その遠心により得られた沈殿層と LSMの境界面の細胞層より

回収された (33)。キムラ染色陽性細胞 (54)、すなわちマスト細胞の平均純度は 43 ± 

4% (9検体の平均 ± 標準誤差)であった。比重遠心後に回収した滑膜マスト細胞を

無血清 Iscove’s methylcellulose mediumに 200 ng/mlのヒトリコンビナント SCFと 50 

ng/mlのヒトリコンビナント IL-6を添加した IMDMに直接再浮遊させ培養した。42

日目には methylcellulose mediumをリン酸緩衝液 (phosphate buffered saline; PBS) で

溶解し、0.1% BSA、100 ng/mlのヒトリコンビナント SCF、50 ng/mlのヒトリコンビ

ナント IL-6、100 units/ml ペニシリン/ストレプトマイシンを含有した IMDM (マスト

細胞 [MC] 培地と呼ぶ。以下同様) に直接再浮遊させ培養を 12週から 15週まで継

続した。共同研究者の Leeらによって、ヒト滑膜由来マスト細胞の樹立を行った際

12～15週で純度がほぼ 100 %となり、それ以降細胞数が緩徐に減少するという知見

を得たためこの培養期間を用いた (33)。 

 

3. 免疫組織化学染色、共焦点顕微鏡での解析 

人工膝関節置換術後の新鮮な滑膜組織を径 5 mmの切片に切って、4%のパラホル

ムアルデヒドと 4℃で約 24時間混合しその後 4℃、10%スクロースで 4時間、15%

スクロースで4時間、20%スクロースでover nightで置換させ、O. C. T (Optimal Cutting 

temperature) コンパウンドを用いて凍結させて固定した。クライオスタットを用い

て 4 mの切片に加工し凍結した切片をプレパラートに乗せ、PBSで 5分間ずつ 3

回洗浄した。アセトンをプレパラート上の滑膜切片に 5分間湿らせて穴あけを施行

し PBSで 5分間ずつ 3回洗浄した。2%ノンファットスキムミルク PBSで 1時間、

37℃でブロッキングした。次に AlexaFluor○R 488を結合させた抗ヒト tryptaseモノク

ローナル抗体を 5分暗所でインキュベートし、mouse IgG、2%ノンファットスキム

ミルク PBSで 5分ずつブロッキングした。次に抗ヒト IL-17A抗体をインキュベー
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トし 4℃で over nightした。PBSで 3回洗浄し、抗ヒト IL-17A抗体に AlexaFluor○R 555

を結合させ、2%ノンファットスキムミルクでブロッキングした。Negative コントロ

ールとして AlexaFluor○R 488を結合させたマウス IgG1と AlexaFluor○R 555を結合させ

たヤギ IgGを用いた。マスト細胞数や IL-17A陽性細胞数は ProLong○R Gold Antifade 

Reagent、DAPI （Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を使用しModel FV1000 共焦点顕

微鏡（Olympus,Tokyo,Japan）を用いて 2人の実験者がブラインドでカウントしその

平均をとった。 

 

4. total RNA抽出、相補的 DNA (cDNA) への逆転写、定量的 reverse 

transcriptase-polymerase chainreaction (RT-PCR) 

RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を用いて、OAおよび RA滑膜由来

マスト細胞から total RNAを抽出した。抽出した total RNA (100 ng) を 10 mM dNTP 

mix、oligo-dT primer (Invitrogen Life technologies)、nuclease-free waterを混合し、65ºC

で 5分反応後、4ºCで急冷した。この混合液に 5×First strand buffer、0.1 M 

1,4-Dithiothreitol (DTT)、 RNase out、Super Script II (Invitrogen Life technologies) を添

加し、42ºCで 50分、72ºCで 15分反応させ、4ºCで急冷し、total RNAを cDNAに

逆転写した。逆転写した cDNA (5 ng) と TaqMan Universal master Mix II (Applied 

Biosystems)、FAM標識された各遺伝子に対するプローブセット (Applied Biosystems) 

もしくは VIC標識された GAPDHと IL-17Aに対するプローブセット (Applied 

Biosystems)、Nuclease free waterを、96穴プレートに添加し、定量的 RT-PCRを実施

した。定量的 RT-PCRは、StepOne Plus (Applied Biosystems) を用いて測定した。定

量的 RT-PCRデータは、StepOne software v2.1 (Applied Biosystems) で解析し、GAPDH

および IL-17Aの発現量を測定した。 

 

5. DNA chip解析 

OAマスト細胞、RAマスト細胞および臍帯血由来培養マスト細胞の発現遺伝子を

DNA chipを用いて網羅的解析を行った。OAマスト細胞と RAマスト細胞から

RNeasy Mini kit (QIAGEN) を用いて total RNAを抽出し、前述の方法で cDNAに逆

転写した。逆転写した cDNAと biotin標識されたヌクレオチド三リン酸を用いて、

ビオチン化相補的 RNA (Biotin-cRNA) を合成した。Biotin-cRNAと Human Genome 
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U133 (Affymetrix) を 45ºCで 16時間反応させ、ハイブリダイゼーションした。その

後、streptavidin-phycoerythrin (PE) と反応させ、Hewlett-Packard Gene Array Scanner 

(Palo Alto, CA, USA) を用いて蛍光強度を読み取った。各プローブの蛍光強度は、

GeneChip Analysis Suite 5.0 (Affymetrix) で数値化した。数値化したデータを

Genespring software (Agilent Techologies) を用いて解析し、IL-17Aとマスト細胞の発

現している特異的遺伝子を抽出した。データは rawデータを%GAPDHで示した。 

 

6. ヒト T helper 17 (Th17) 細胞の誘導 

健常人からヘパリン採血し、PBSで 3倍に希釈した。LSMを用いて比重遠心を施

行した。単核球層を回収し PBSと混和し洗浄した。Easy Sep CD3 negative selection kit 

(Stem Cell Technologies Inc.)を用いて、単核球層から T細胞を単離した。4℃で over 

nightし、10 g/mlの抗 CD3抗体 (Biolegend, clone OKT3)を固層化させた 24穴プレ

ートに 1×106個の細胞を播種した。さらに 2.5 g/mlの抗 CD28抗体 (clone 9.30)、

50 ng/mlの IL-6 (R&D System Inc.)およびng/mlの transforming growth factor 

(TGF)-1 R&D System Inc.)を添加し、℃、5% CO2で細胞培養した。3日目の細胞

から上清を採取した。この細胞上清を ELISAの IL-17Aの陽性コントロールに使用

した。IL-17A mRNAのコントロールはこの 3日目の細胞に 10 g/mlの抗CD3抗体、

2.5 g/mlの抗 CD28抗体、50 ng/mlの IL-6、20 ng/mlの IL-23およびng/mlの TGF-1

で再刺激しさらに 3日間培養した細胞から total RNAを抽出し、cDNAを作製した後

に IL-17A mRNAの陽性コントロールとした。 

 

7. 凝集 IgGの作成 

凝集 IgGはヒト IgG （Jackson Immune Laboratory, West Grove, PA, USA）を 63 ℃、

1時間でインキュベートして、30分で遠心分離しその上清を凝集 IgGとして実験に

供した。 

 

8. 滑膜マスト細胞の活性化 

マスト細胞を上記のマスト細胞培地に浮遊させマスト細胞数を 105個/100 lとし

た。FcRI架橋実験では、まずマスト細胞を 0.5g/mlのヒト IgEと 37℃、30分間

インキュベートし、IgE感作をした。その細胞を 1回洗浄しマスト細胞培地に浮遊
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させた。IgEに感作されたマスト細胞を抗ヒト IgE抗体で 30分間もしくは 6時間イ

ンキュベートした。 

FcRIの架橋実験では、まずマスト細胞を 1g/mlの抗 FcγRI F(ab’)2フラグメント

（clone 10.1）、またはマウス IgG1 F(ab’)2フラグメントと共に 37℃、30分間インキ

ュベートした。その細胞を洗浄してマスト細胞培地に浮遊させ、マスト細胞を抗マ

ウス IgG F(ab’)2フラグメント特異的ヤギ F(ab’)2フラグメントと 6時間インキュベー

トした。 

マスト細胞を単量体 IgG、凝集 IgG、IL-33 (R&D System Inc.) で 6時間インキュベ

ートした。IL-33 (0, 10あるいは 30 ng/ml) 存在下で抗 FcRI抗体 (clone CRA1)、単

量体 IgGあるいは凝集 IgGで6時間インキュベートした。さらにマスト細胞をTNF- 

(R&D Systems Inc.)、C5a (Sigma-Aldrich)、LPS (Sigma-Aldrich) あるいは IL-23 (R&D 

Systems Inc.) +IL-1(R&D Systems Inc.) で 24時間インキュベートした。 

 

9. 臍帯血マスト細胞の分離 

臍帯血パックを 37℃ water bathで完全に解凍し、あらかじめ 20 mlのデキストラ

ンを加えた 50 ml tubeに回収し転倒混和し 7分、遠心した。上清を除去し、35 ml

の PBSに懸濁させた。50 ml tubeに 13 mLの LSMを加え、細胞懸濁液 35 mlを重

層し比重遠心した。単核球層を 50 ml tubeに回収し、MACS bufferで洗浄しMACS 

buffer 200 lに懸濁させ、50 µlの FcR blocking reagent および 50 µlのMACS-beads 

(CD 34)を加え 4℃、30分でインキュベートした。MACS bufferで洗浄後、

MACS-Positive selectionする。LS columnをMACSにセットし、3 mlのMACS buffer

で洗浄した。標識細胞を 500 µlのMACS bufferに懸濁させ、カラムにアプライし 3 ml 

のMACS bufferを加えて洗浄した。この洗浄を 3回行った。新しい 15 ml tubeにカ

ラムを移し、5 ml のMACS bufferを加え細胞を押し出す。遠心後 CD34+ 細胞を 300 

l の serum free mast mediumに懸濁させ、2 g/ml の SCFおよび 500 ng/ml の IL-6

を含む 300 lの serum free mast mediumを 3 mlのメチルセルロース培地に加え撹拌

し、10分静置し 0.6 ml/wellで 24穴プレート 8 wellにまいて 37℃、CO2 5%でインキ

ュベートした。培養 2週間毎に 200 ng/mlの SCFおよび 50 ng/mlの IL-6をくわえた

メチルセルロースを加え、培養した。42日後からの培養は関節滑膜由来培養マスト

細胞と同様の方法で行った。培養した臍帯血マスト細胞に対して DNA chip解析を
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行った。 

 

 Mediator assays

ヒト IL-17Aと IL-8は BioLegend Inc (San Diego,CA,USA)と BD Biosciencesからそ

れぞれ購入した enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) キットで測定した。 

IL-17Aの最少検出度は 2 pg/mlであった。マスト細胞からのヒスタミンの分泌は

histamine enzyme immunoassay (EIA) キット (Immunotech,MBL, Nagano, Japan) で測

定した。 

 

・IL-17 ELISA法について 

抗体が固層化された 96穴プレートを 300 lの wash bufferで 4回洗浄し、50 lの

Assay Buffer を各 wellに添加した。Standardもしくはサンプルを 50lずつ各 well

に加え 2時間、室温で振動させながらインキュベートした後、300 lの wash buffer

で 4回洗浄した。100lの Detection Antibody solutionを各 wellに加え 1時間、室温

で振動させながらインキュベートした後、300 lの wash bufferで 4回洗浄した。100 

lの Avidin-HRP D solutionを各 wellに加え 30分、室温で振動させながらインキュ

ベートした後、300 lの wash bufferで 5回洗浄した。次に 100lの Substrate Solution 

Fを各wellに加え30分、室温、暗室で静置し反応させた。最後に100 lのStop Solution

を各 wellに加え反応を停止させた後に 450 nmの吸光度を測定した。 

 

・IL-8 ELISA法について 

96穴プレートを Coating Bufferで 250倍希釈した 100 lの capture antibodyを各

wellに添加し 4℃で over nightした後、300 lの wash bufferで 3回洗浄した。200 l

のAssay Diluentを各wellに加え、1時間室温でインキュベートした後 300 lのwash 

buffer で 3回洗浄した。Assay Diluentで 200倍希釈した Standardもしくはサンプル

を 100lずつ各 wellに加え 2時間、室温でインキュベートした後、300 lの wash 

bufferで 5回洗浄した。Assay Diluentで 250倍希釈した 100 lの Detection 

Antibody+Avidin-HRP D solutionを各 wellに加え 1時間、室温でインキュベートした

後、300 lの wash bufferで 7回洗浄した。次に 100lの Substrate Solutionを各 well

に加え 30分、室温、暗室で静置し反応させた。最後に 50 lの Stop Solutionを各
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wellに加え反応を停止させた後に 450 nmの吸光度を測定した。 

・ヒスタミン アッセイ法について 

プラスチックの試験管に 25 lのアシル化液、100 lの標準液あるいは検体を加え、

25 lのアシル化緩衝液を加えて攪乱した。抗体感作マイクロカップにアシル化した

標準液あるいは検体を 50 l加えさらに標識液 200 lを加えた後、洗浄ビンを用い

て 2回洗浄した。200 lの基質液を各 wellに加え、抗体感作マイクロカップに蓋を

して 25℃、30分間振盪反応させた。50 lの反応停止液を各 wellに加え、反応を停

止させた後に 415 nmの吸光度を測定した。 

 

11. 統計解析 

RAと OA患者の滑膜におけるマスト細胞数、IL-17A陽性マスト細胞数、IL-17A

陽性細胞数,全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度、全 IL-17A陽性細胞

数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度の違いは2群間のノンパラメトリックな統計解

析法であるのでMann-Whiteny U 検定を用いて算出した。2群間のサイトカイン産

生量の解析には One-way ANOVAと Tukey’s multiple testを用いて算出した。p value

は 0.05未満を信頼区間に設定した。 
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結果 

 

1. OAおよび RA患者の関節滑膜における IL-17Aの発現 

RA患者の滑膜マスト細胞が IL-17Aを発現するかどうかについて検討した。RA 6

ドーナーおよび OA 6ドーナーの関節滑膜組織を用いた。患者の概要については表

1に示した。OA患者は nonsteroidal antiinflammatory drug (NSAID)、RA患者はMTX、

disease modifying antirheumatic drugs (DMARDs) や抗 TNF-抗体で治療されていた

表。滑膜サンプルを抗 IL-17A抗体と抗トリプターゼ抗体を用いて 2重染色を

施行した。対照として OA患者の関節滑膜を用いた。OA患者 (図.1A-c) および RA

患者の滑膜マスト細胞 (図.1B-c) が IL-17Aを発現していることがわかった。 

 

2. OAおよび RA患者の関節滑膜におけるマスト細胞数、IL-17A陽性マスト細胞

数、IL-17A陽性細胞数、全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数の頻度、 

全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数の頻度 

OAと RA患者間で滑膜マスト細胞における IL-17Aの発現頻度を比較した。OA

と RA患者の滑膜組織において、マスト細胞数 (図 2A)、IL-17A陽性マスト細胞数 

(図 2B)、IL-17A陽性細胞数 (図 2C)、全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞

数の頻度 (図 2D)、全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数の頻度 (図 

2E) には有意差を認めなかった。OAにおいて全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽

性マスト細胞数頻度は平均 25%、RAでは平均 8%であった。 

 
3. OAおよび RA患者の培養滑膜マストからの IL17-Aの産生の検討 

OA2ドーナー、RA2ドーナーに対して microarrayを用いた培養滑膜マスト細胞に

おける IL-17A mRNAの発現比較では、RA1ドーナーで present callであったが、OA2

ドーナー、RA1ドーナーでは absent callであった。また、臍帯血由来培養マスト細

胞においても IL-17A mRNAの発現は、absent callだった。マスト細胞に特異的な

KITや FcRI鎖は全例 present callであった (表 2)。マスト細胞に特異的な FcRI

とFcRIを介する刺激によって滑膜マスト細胞から IL-17Aが産生されるかどうかを

解析するために、マスト細胞に IgEと抗 IgE抗体、抗 FcγRI F(ab’)2フラグメントと
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抗マウス IgG F(ab’)2フラグメント特異的ヤギF(ab’)2フラグメントを添加し刺激した。

OAおよび RAの培養滑膜マスト細胞における刺激前と FcRI架橋刺激後 2時間後

の IL-17A発現の定量的 RT-PCR解析において、OA患者 4ドーナー、RA患者 3ド

ーナーを用いて検討した結果、刺激前の IL-17A mRNAの発現は RAの 1ドーナーの

みで CT値 41.8と検出されたが、それ以外は検出されなかった。FcRI架橋刺激後

では IL-17A mRNAの発現は、OA患者 4ドーナー中 2ドーナーが CT値 41.7、40.9

と検出され、RA患者は 2ドーナー中 2ドーナーが検出感度以下であった。1検体は

未検だった。ポジティブコントロールとして健常者の末梢血より誘導した Th17を

用いて IL-17A mRNAの発現を確認した (表 3)。図 3に示すように、非刺激で 6時

間培養したマスト細胞の上清では少量の IL-17A (10~20 pg/ml) が検出された。しか

し、FcRIもしくは FcRI架橋刺激によって IL-17Aの産生は上昇しなかった (図 3A

と 3B)。OAと RA患者からの IL-17A産生量に有意差は認めなかった (図 3A)。滑

膜マスト細胞が抗 IL-17A抗体によって染色されたことより、マスト細胞内に IL-17A

が貯留されていることが考えられた。そのため脱顆粒反応と同時に IL-17Aが分泌さ

れるかどうかを調べるため、FcRIの架橋刺激後マスト細胞が 30分以内に IL-17A

を分泌するかについて検討した。IgEに感作した RA2ドーナー、OA3ドーナーの滑

膜マスト細胞を抗 IgE抗体 0.1、1.0および 10 g/mlでインキュベートし、FcRIの

架橋刺激後の細胞上清中の IL-17Aとヒスタミンを測定した。ヒスタミンは抗 IgE

抗体の刺激によって分泌されたが、滑膜マスト細胞から IL-17A分泌は認められなか

った。次に凝集 IgGによる OA患者滑膜マスト細胞からの IL-17Aの産生について検

討した。凝集 IgG、単量体 IgG刺激のどちらでも IL-17Aの産生は惹起されなかった 

(図 3C)。IL-33刺激による OAおよび RA患者の滑膜マスト細胞からの IL-17A産生

を検討した。IL-33を3、10および30 ng/mlで6時間刺激した後の細胞上清中の IL-17A

を測定した。IL-33刺激によって有意な IL-17Aの産生は認められなかった。また

IL-33の 0 ng/mlと 10 ng/mlにおいて RA患者からの IL-17A産生量が OA患者から

の IL-17A産生量よりも統計学的に有意に高かったが、図 3Aでは非刺激時において

その産生量に有意差は認められなかったため、ドーナー間による差と考えた (図 

3D)。次に FcRI架橋刺激および凝集 IgG刺激による滑膜マスト細胞からの IL-17A

産生における IL-33の影響を検討した。抗 FcRI抗体 0.3 g/ml、単量体 IgG 1g/ml、

あるいは凝集 IgG 1g/mlと同時に IL-33を添加し 6時間後の細胞上清中の IL-17A
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を測定した。IL-33はこれらの刺激による IL-17Aの産生に明らかな影響を及ぼさな

かった (図 3E)。ポジティブコントロールとして滑膜マスト細胞からの IL-8の産生

を抗 FcRI抗体 0.3 g/ml、単量体 IgG 1g/mlあるいは凝集 IgG 1g/mlと IL-33を

同時に刺激した上清を用いて ELISAで測定した。滑膜マスト細胞は抗 FcRI抗体、

凝集 IgGの刺激によって 5.6 ng/mlおよび 1.9 ng/mlの IL-8を産生し、凝集 IgG刺激

による滑膜マスト細胞からの IL-8産生は、30 ng/mlの IL-33の添加により有意に上

昇した (図 3F)。さらに IL-17Aのポジティブコントロールとして健常者の末梢血よ

り Th17細胞を誘導しその培養上清中に 393 pg/mlの IL-17Aを検出した。一方ナイ

ーブ T細胞の細胞上清の IL-17Aは 14.5 pg/mlであった (図 3G)。 

 

4. 各種刺激 24時間後の培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aと IL-8産生 

ヒト臍帯血マスト細胞を TNF-α、C5a、LPSあるいは IL-1IL-23で刺激すると

IL-17Aの産生が惹起されるという報告 (40, 43) があり、滑膜マスト細胞からの

IL-17Aの産生を、同刺激を用いて検討した。しかし、これらの刺激で IL-17Aは産

生されなかった (図 4A)。ポジティブコントロールとして同実験における細胞上清

中の IL-8の産生量を測定したところ LPSと IL-23 + IL-1は有意に IL-8の産生を惹

起した。(p < 0.05) 
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考察 

 
OA、RA患者ともに滑膜マスト細胞は IL-17Aを発現していたが、その発現頻度

はドーナーによって様々だった。RA患者の滑膜の IL-17A陽性全細胞数、IL-17A陽

性マスト細胞数と全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度は OA患

者と比較して有意差はみられなかった。今回の報告は Baarsenらの報告 (38) に合致

している。彼らの報告は RA患者の滑膜中の IL-17A陽性全細胞数をコントロールの

OA群と比較したもので、RAと OAでは IL-17Aの発現数は類似しており、個々の

患者によってかなりの変動が大きいためRA患者に抗 IL-17A抗体による治療は効果

がないことを示唆している。今回の結果では OAと RA患者の全マスト細胞数中の

IL-17A陽性マスト細胞数頻度はそれぞれ 45%および 14%、全 IL-17A陽性細胞数中

の IL-17A陽性マスト細胞数頻度はそれぞれ 26%および 8%だった。その結果は

Noordenbosらの RAの脊椎関節炎患者の滑膜マスト細胞において全 IL-17A陽性細

胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度は 26%程度、全マスト細胞数中の IL-17A陽

性マスト細胞数頻度は 26%という報告 (39) とほぼ一致している。一方、Hueberら

は、RAの関節滑膜において全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数頻度は

91 %だったと報告している (40)。 

ヒト臍帯血のマスト細胞は TNF-、IgG複合体、C5aおよび LPSの刺激により 500

～800 pg/mlといった多量の IL-17Aを産生するという報告がある (40)。滑膜マスト

細胞に同一条件、同一時間、同一濃度でこれらの刺激を添加したが IL-17Aの産生

は認められなかった。DNAchip解析を用いて臍帯血由来培養マスト細胞の IL-17A 

mRNA発現を検討したが、このマスト細胞において IL-17Aの発現は認められなか

った。皮膚のマスト細胞の IL-17Aの発現は、IL-23 + IL-1の刺激により extracellular 

trap formationが惹起され IL-17Aを放出するという報告がある (43)。ナイーブ T細

胞が transforming growth factor-TGF-+ IL-6、もしくは IL-1の刺激を受け、Th17

細胞への転写因子である核内オーファン受容体 (retinoid-related orphan receptor; 

ROR) tを発現することによって Th17細胞へと分化される。そして RORtは Th17

細胞上に IL-23Rの発現を誘導し、IL-23がそれに作用することによって Th17細胞

は増殖し存続する (55, 56)。しかし今回の実験では IL-23 + IL-1の刺激による滑膜
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マスト細胞からの IL17-Aの産生は認められなかった。Linらは正常皮膚の切片に

IL-23 + IL-1を 3日間投与して免疫組織化学染色を施行している。そこで Linらの

実験ではマスト細胞以外の細胞の影響はあった可能性を否定できない。本研究では

膝関節の滑膜由来培養マスト細胞を使用し、そのマスト細胞の純度は 99 %であり、

他の細胞の影響はないと思われる。IL-23 + IL-1の長期間の刺激が、マスト細胞に

IL-17Aの発現を惹起するかどうかはさらなる研究が必要となる。また、本研究に

用いた滑膜培養マスト細胞は 12週間の長期培養が必要であり、組織に存在してい

る滑膜マスト細胞と同一の細胞ではなく、今後組織から分離した直後の滑膜マスト

細胞を用いての検討が必要である。しかしながら、培養滑膜マスト細胞を抗 IL-17A

抗体で染色すると組織マスト細胞と同様に染色されたことから (data not shown)、 

培養滑膜マスト細胞から少量の IL-17Aが産生されるという知見は、培養細胞と組

織の違いだけでは説明がつかない。マスト細胞は FcRIの架橋刺激後 30分以内に

IL-17Aは分泌しないことがわかった。従って IL-17Aは顆粒内に貯留されていない

かあるいは貯留されていても IL-17Aの量は非常に微量であると考えられた。 

今回の免疫組織染色の検体に用いた滑膜組織は RAではプレドニン、MTX、抗

TNF-抗体や DMARDsで治療を受けていた患者からの組織でこれら薬剤がマスト

細胞の IL-17Aの発現に影響があったことは否定できない。一方 OAは全例 NSAIDs

で治療を受けており同一の治療であっても、IL-17A発現細胞数の頻度にはドーナ

ー間で差異があった。培養マスト細胞は分離後 12週間培養された細胞であり手術

前の治療の影響は少ないと考えられた。 

 マスト細胞 (106 cells/ml) は非刺激では 10～20 pg/mlという少量の IL-17Aを分

泌していた。OA患者 22ドーナー中 3ドーナーはこの自発的な IL-17の分泌量は

ELISAで検出感度以下だった。マスト細胞を FcRI架橋、FcRI架橋、凝集 IgG、

C5a、TNF-および LPSの刺激をおこなっても IL-17Aの産生は惹起されなかった。

IL-17A陽性マスト細胞数の頻度は RAと OA患者間で有意差はなく、滑膜マスト細

胞は RAにおける IL-17Aの主な産生細胞ではないと考えられた。 

RA患者の血清 IL-17A濃度はコントロールより高いことがメタアナリシスで報告

され (57)、また、白色人種においては IL-17Aの遺伝子多型と RAの関連が示され

た (57)。しかしながら RAの発症危険度と IL-17Aの遺伝子多型との関連はなかっ

た (57)。またポーランド人 (58)、アルジェリア人 (59) においては IL-17Aの遺伝子
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多型と RAの発症危険度には有意な相関はなく、一方、中国人 (60) ではその相関

がみられたとの報告もある。また、ノルウェー人において IL-17Aのプロモーターの

遺伝子多型と RAとの間に弱い関連がみられたという報告もある (61)。本研究では

IL-17Aやプロモーターの遺伝子多型と IL-17A陽性マスト細胞数頻度との関連につ

いては検討しなかったが、今後の検討であろう。 

ヒト化抗 IL-17Aモノクロール抗体 Ixekizumabは phase II試験にて生物製剤未使

用の RA患者およびヒト化抗 TNF-モノクローナル抗体で充分の反応がなかった

RA患者両者に対して有効であり、安全性も確認された (62)。さらにメタアナリシ

スでも抗 IL-17A抗体治療は RAに有効と報告されている (63)。一方、抗 IL-17RA

抗体による RAに対する治療は有効でなかったのは、IL-17A、IL-17F、とその受容

体は RAのみならず OA患者の滑膜組織と同様に発現しているからと推察している

報告がある (38)。本研究においても IL-17Aの発現頻度はOAとRAで差がみられず、

さらに症例を増やして検討する必要がある。 

本研究で滑膜組織ではその発現頻度に変動があるもののマスト細胞が IL-17Aを

発現しており、マスト細胞は IL-17Aの産生細胞の一つであることが示唆された。し

かしながら、滑膜由来培養マスト細胞は非刺激で少量 (10-20 pg/ml) の IL-17Aを分

泌していたが、本研究で施行した刺激ではその分泌量を増加させなかった。最近、

マスト細胞は、IL-17Aを産生せず捕捉し分泌するという報告があるので (42)、滑膜

由来培養マスト細胞を IL-17Aとインキュベートした後、IL-17Aの発現を抗 IL-17A

抗体を用いて免疫染色を行い、インキュベート前後で IL-17Aの発現の変化を調べた

が、その差はなかった (data not shown)。今後、in situ hybridization法を用いて滑膜

組織のマスト細胞における IL-17A mRNAの発現確認を行う必要がある。 
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まとめ 

 
OAおよびRA患者の滑膜マスト細胞における IL-17A発現頻度は様々であり、IL-17A

発現陽性滑膜組織マスト細胞数およびその頻度は OAと RAの両患者間で有意差は

なかった。滑膜マスト細胞は、RAにおける IL-17Aの主な産生細胞ではないと考え

られた。 
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           表 
 

表 1: OAおよび RA患者の検査結果、治療情報 
 

Patient sex Age 
Onset 

(year) 

WBC 

(/mm3) 

CRP 

(mg/dl) 

anti-CCP Ab 

(U/ml) 

MMP3 

(ng/ml) 

RF 

(mg/dl) 
Treatment 

OA1 F 80 2011 6000 0.1 n.d n.d n.d NSAIDs 

OA2 M 77 2011 6300 0.1 n.d n.d n.d NSAIDs 

OA3 F 82 2002 6400 0.23 n.d n.d n.d NSAIDs 

OA4 F 76 2014 7800 0.1 n.d n.d n.d NSAIDs 

OA5 F 83 2014 6200 0.1 n.d n.d n.d NSAIDs 

OA6 M 72 2010 2700 0.13 n.d n.d n.d NSAIDS 

          

RA1 F 69 2001 7000 0.51 <0.6 342.8 n.d NSAIDs＋anti-TNF-＋PSL 

RA2 F 73 2012 7900 15.8 322 1490.5 15.2 MTX＋anti-TNF- 

RA3 F 74 2010 4000 0.10 0.6 n.d 5.3 DMARDs＋NSAIDs 

RA4 F 74 2012 5700 0.59 36.4 256.5 11.1 MTX＋PSL＋NSAIDs 

RA5 F 78 2014 8000 3.78 727 386.7 n.d MTX 

RA6 F 76 2014 4600 0.43 20.7 133.3 15.8 MTX＋PSL 

 

anti-CCP Ab: anti-cyclic citrullinated peptide antibody、anti-TNF- anti-tumor necrosis factor - antibody 

therapy、CRP: C-reactive protein、DMARDs: disease modifying antirheumatic drugs、F: female、M: male、

MMP3: matrix metalloproteinase 3、MTX: methotrexate、n.d: not done、NSAIDs: non-steroidal 

anti-inflammatory drugs、OA: osteoarthritis、PSL: prednisolone、RA: rheumatoid arthritis、RF: rheumatoid 

factor、WBC: white blood cells 
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表 2: microarrayを用いた OAおよび RAの培養滑膜マスト細胞および臍帯血由来培

養マスト細胞における IL-17A mRNAの発現比較 

  OA1   OA2   RA1   RA2   C-mast   

KIT 1.3 P 1.3 P 1.6 P 1.2 P 0.75 P 

FcRⅠ鎖 0.57 P 0.56 P 0.27 P 0.30 P 0.08 P 

IL-17A 8.8×10-4  A 5.4×10-4   A 4.6×10-5  A 1.1×10-3  P 8.1×10-3  A 

 

データは microarrayの raw データを%GAPDHで示す。 

Ａ:absent call, P:present call 

C-mast: cord blood derived-cultured mast cell 
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表 3: OAおよび RAの培養滑膜マスト細胞における刺激前と FceRI架橋刺激後 2hの

IL-17A発現の定量的 RT-PCR解析 

 

  OA1 OA2 OA3 OA4 RA1 RA2 RA3 Th17 

刺激前                 

IL-17A N.D N.D N.D N.D N.D 41.8 N.D 34 

GAPDH 28.0 26.8 23.6 25.7 24.7 25.9 25.1 22.7 

                
 

FcRI架橋刺激後 2h               
 

IL-17A N.D N.D N.D N.D N.D - N.D 
 

GAPDH 26.9 26.8 24.5 23.4 24.2 - 33.0 
 

 

データはＣＴ値で示す。 

N, D  not detected: 50サイクルを PCR反応させたが、検出されなかった。 

- 未検 
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図 
 
図 1: OAおよび RA患者の関節滑膜における IL-17Aの発現 
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図 2: OAおよび RA患者の関節滑膜におけるマスト細胞数 (A)、IL-17A陽性マスト

細胞数 (B)、IL-17A陽性細胞数 (C)、全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞

数の頻度 (D)、全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数の頻度 (E)  
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図 3: OAおよび RA患者の培養滑膜マストにおける IL17-Aの産生の検討 

(A) FcRI架橋刺激による OAおよび RA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産

生 

(B) FcRⅠ架橋刺激によるヒト OA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aの産生 

(C) 凝集 IgG刺激によるヒト OA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産生 

(D) IL-33刺激による OAおよび RA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aの産生 

(E) FcεRI架橋刺激および凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産

生に対する IL-33の影響 

(F) FcεRI架橋刺激および凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-8産生に

対する IL-33の影響 

(G) ナイーブ T細胞および Th17細胞の培養上清中の IL-17Aの測定 
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図 4: 各種刺激 24時間後の培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aと IL-8産生 
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図説 
 

図 1: OAおよび RA患者の関節滑膜における IL-17Aの発現 

OA (A) および RA (B) 患者の関節滑膜における IL-17A陽性細胞 (トリプターゼ陽

性細胞) の発現を免疫組織化学染色で調べた。抗トリプターゼ抗体が緑 (a)、抗

IL-17A抗体が赤 (b)、混合した像が黄 (c)、青が核染色を示している。白矢印が示

す細胞が抗トリプターゼ抗体、抗 IL-17A抗体の両方が陽性な細胞を示している。バ

ーは 10 m。ネガティブコントロールとして OA患者の滑膜サンプルをマウス IgG1

とヤギ IgGで染色した (C)。結果は OA 6例、RA 6例の患者で解析した。 

 

図 2: OAおよび RA患者の関節滑膜におけるマスト細胞数 (A)、IL-17A陽性マスト

細胞数 (B)、IL-17A陽性細胞数 (C)、全マスト細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞

数の頻度 (D)、全 IL-17A陽性細胞数中の IL-17A陽性マスト細胞数の頻度 (E) 
グラフは、OA (白丸 6例)、RA (黒丸 6例)患者の滑膜における上記の数を示してい

る。分散図の右のバーは中央値と四分範囲を示す。N.S., not significant 

 

図 3: OAおよび RA患者の培養滑膜マストにおける IL-17Aの産生機序の検討 

(A) FcRI架橋刺激による OAおよび RA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産

生 

OA (白バー、n = 4ドーナー)と RA (黒バー、n = 4ドーナー)患者のマスト細胞を IgE

感作後に抗 IgE抗体 (0.1, 1および 10 g/ml) で 6時間インキュベートした。上清中

の IL-17A量を ELISAで測定した。 

(B) FcRI架橋刺激によるヒト OA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aの産生 

OA (n = 4ドーナー) 患者のマスト細胞と1 g/mlの抗FcγRI F(ab’)2フラグメント (黒

バー) もしくはマウス IgG1 F(ab’)2フラグメント (白バー) で 30 分間インキュベー

トし、洗浄後抗マウス IgG F(ab’)2フラグメント特異的ヤギ F(ab’)2フラグメント (0.3, 

1および 3 g/ml) で 6時間刺激した。上清中の IL-17A量を ELISAで測定した。 

(C) 凝集 IgG刺激によるヒト OA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産生 

OA (n = 6ドーナー) 患者のマスト細胞を単量体 IgG (0.1, 1および 1 g/ml) もしくは
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凝集 IgG (0.1, 1および 1 g/ml) で 6時間刺激した。上清中の IL-17A量を ELISAで

測定した。 

(D) IL-33刺激による OAおよび RA患者培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aの産生 

OA (白バー、n = 7ドーナー) と RA (黒バー、n = 4ドーナー) 患者のマスト細胞を

IL-33 (3, 10および 30 ng/ml)で 6時間刺激した。上清中の IL-17A量を ELISAで測定

した。**: p < 0.01 

(E) FcεRI架橋刺激および凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-17A産

生に対する IL-33の影響 

(F) FcεRI架橋刺激および凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-8産生

に対する IL-33の影響 

OA (n = 5-6ドーナー) 患者のマスト細胞を IL-33 (0, 10および 30 ng/ml) と抗

FcR1抗体 (CRA1, 0.3 g/ml)、単量体 IgG (1 g/ml) あるいは凝集 IgG (1 g/ml) と

同時に刺激を 6時間行った後、上清中の IL-17A (E) と IL-8 (F) を ELISAで測定し

た。白、斜線、黒のバーはそれぞれ 0, 10および 30 ng/mlの IL-33濃度を示している。

データは平均値 ± 標準誤差で示した。*: p < 0.05 

(G) IL-17Aのポジティブコントロールとして健常者の末梢血よりTh17細胞を誘導

しその培養上清中の IL-17A濃度を測定した。 
 

図 4: 各種刺激 24時間後の培養滑膜マスト細胞からの IL-17Aと IL-8産生 

OA患者 (n = 3ドーナー) のマスト細胞を TNF-ng/ml、C5a g/ml)、LPS 

ng/mlあるいは IL-23 ng/ml+ IL-1ng/mlで時間刺激した。IL-17Aの

値は 3ドーナー中 2ドーナーが検出感度以下だった。1ドーナーは IL-17Aの産生が

見られ、そのデータを示した。上清中の IL-8の濃度 (n = 3) は、平均値 ± 標準誤

差で示した。また、IL-17Aのポジティブコントロールとして健常者 (n = 1)から採取

した末梢血よりナイーブ T細胞および Th17細胞を分化誘導しその上清中の濃度を

示した。*: p < 0.05 
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