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１．研究背景 

 

 関節リウマチ（Rheumatoid arthritis：RA）は、関節の慢性炎症を特徴とする自己免疫

疾患であり、その発症には環境要因、遺伝的要因、ホルモンを含む複数の要因が報

告されている[1,2]。 RA における免疫応答の 1 つの特徴は、抗シトルリン化蛋白抗体

（Anti-citrullinated protein antibody: ACPA）の産生である[3]。ACPA は RA 患者にお

いてその症状の発症に先行して血中に出現する[4]。RA 患者の滑膜組織に存在する

多数のシトルリン化蛋白はその自己抗原として作用すると考えられる[5]。 

 このシトルリン化はペプチジルアルギニンデイミナーゼ（Peptidylarginine deiminase : 

PAD）によって触媒される。哺乳動物には 5 つのアイソザイムがあり、各アイソザイムの

哺乳動物間の相同性は 70〜95％であり高度に保存されている[6]。脊椎動物の免疫

系細胞系では PAD アイソザイムとして PAD2 と 4 が発現する[6]。PAD4 発現は好中球

と単球に限定されているのに対して、PAD2 は免疫細胞以外を含め全身の組織に遍

在的に発現している[6]。他のアイソザイムとは異なり、PAD4 は核内に移行するため、

転写因子もしくは核内ヒストンのシトルリン化を介して細胞増殖、遺伝子翻訳、および

好中球細胞外トラップ（Neutrophil extracellular traps: NET）の形成を独自に調節する

[7–9]。また PAD4 は non MHC 遺伝子の RA の疾患感受性遺伝子としても同定されて

いる[10]。RA 感受性の PAD4 多型では mRNA の安定性が増すことが示されており、
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結果として PAD4 蛋白の産生亢進による蛋白の過剰なシトルリン化が示唆されている

[10]。 

 好中球は、RA 患者の滑液中の浸潤細胞のうち 90％以上を占め[11]、パンヌス-軟骨

接合部にも豊富に存在する[11]。好中球は RA 患者において TNF-αを放出すること

により軟骨の破壊に関与し[12]、滑膜線維芽細胞の増殖を刺激[13]し、また破骨細胞

の活性化を刺激する(14)。実際に、抗 Gr-1 抗体を用いた好中球の除去がマウスモデ

ルでの関節炎の発症を抑制することが示されている[15]。一方、関節炎モデルマウス

での好中球除去による関節および血中シトルリン化蛋白の変動についての報告はな

い。また、関節炎モデルマウスでの関節と他の組織内の好中球 PAD 発現の比較も検

討されていない。 

 グルコース-6-リン酸イソメラーゼ（Glucose-6-phosphate isomerase; GPI）は、遍在

する解糖系酵素であり、K/BxN 関節炎マウスで病原性自己抗原として同定された[16]。 

GPI の T 細胞エピトープとなる特定のペプチド配列の免疫は、DBA / 1 マウスに関節

炎を誘発する（peptide-GPI induced arthritis; pGIA）[17]。GPI 誘導関節炎モデルは免

疫後 14 日程度をピークとして消失する一過性関節炎であるが、CD4 陽性 T 細胞が

重要な役割を果たし、生物学的製剤の効果も RA 患者と同様に認められる[18,19]。  

 インターアルファトリプシンインヒビター重鎖 4（Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 

chain 4： ITIH4）は当初 120 kD の血漿蛋白 PK-120 としてヒトで発見され、その相同
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性から ITIH ファミリーに分類された[20]。後にマウスにおいてもその存在が確認されて

いる[21]。ITIH4 は主に肝細胞内で合成および分泌され、その発現は急性炎症時に

亢進する[22,23]。当研究室の先行研究において、ペプチドグルコース 6-リン酸イソメ

ラーゼ誘発関節炎（peptide glucose-6-phosphate isomerase-induced arthritis: pGIA）

マウスと RA 患者の血中でシトルリン化 ITIH4（Citrullinated inter-alpha-trypsin 

inhibitor heavy chain 4: cit-ITIH4）が特異的に増加することを報告した。 興味深いこ

とに、血中の cit-ITIH4 の発現量は、pGIA マウスの関節炎スコアと RA 患者の疾患活

動性に応じて変動する。また、RA 患者において、cit-ITIH4 発現量は治療効果に応じ

て減少し、RA のバイオマーカーとなることが示された。加えて RA 患者血中で cit-

ITIH4 エピトープに対する抗体が特異的に検出された[24]。一方、ITIH4 蛋白の機能

について、ヒトにおいて好中球の食作用の抑制が報告されているが[25]、その他の詳

細な機能は不明である。他の ITIH ファミリー蛋白で補体の阻害作用が報告されている

が[26] 、ITIH4 での報告はない。また、ITIH4 のシトルリン化の機序、および関節炎に

おける cit-ITIH4 の役割は明らかにされてない。 
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２．目的 

 以上の背景より、本研究は pGIA マウスおよび RA 患者における ITIH4 の発現、その

シトルリン化のメカニズムと、好中球の機能に関連する ITIH4 および cit-ITIH4 の役割

を明らかにすることを目的とした。 
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３．対象と方法 

 

３－１．マウス 

 オスの DBA / 1 マウスはチャールズリバージャパン（東京、日本）から購入し、6〜10

週齢で使用した。すべてのマウスは筑波大学施設内で Specific pathogen free の環境

下で飼育された。すべての実験プロトコルは、筑波大学内の動物実験委員会によって

承認され（参照番号：19-416）、すべての動物実験は施設内倫理ガイドラインに従って

実施され。すべての処置はイソフルラン麻酔下で行われ、苦痛を最小限にするために

最大限の注意が払われた。マウスはケージあたり 3〜7 匹のマウスで飼育され、水と食

物を自由に摂取できるものとした。 

 

３－２．ヒト検体 

 1987 年米国リウマチ学会分類基準[27]または 2010 年米国/欧州リウマチ学会分類

基準[28]を満たしリウマチ専門医により診断された日本人の RA 患者から血漿（n = 65、

平均年齢：52.2 歳、範囲 20-73 歳、女性：81.5％）、および滑液（n = 7、平均年齢：53.6

歳、範囲 32-72 歳、女性：85.7％） を収集された。変形性関節症（OA）の日本人患者

から血漿と滑液の対照サンプルを収集した（n = 6、平均年齢：60.3 歳、範囲 56〜79 歳、

女性：83.3％）。また健康なボランティア（Healthy volunteer：HV）から血漿を収集した

た（n = 25、平均年齢：48.7 歳、範囲 34〜65 歳、女性：80％）。すべてのサンプルは、
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インフォームドコンセントを得た後、筑波大学付属病院で収集された。この研究は、筑

波大学の倫理委員会（参照番号：H29-041）によって承認された。 

 

３－３．ペプチド GPI 誘導関節炎 

 aa325-339 に相当する 15mer のヒトＧＰＩペプチド（peptide GPI: pGPI）（Invitrogen）

25μg を Complete Freund’s adjuvant（CFA）（Becton Dickinson）と混合し、DBA / 1

マウスの尾根部に皮内注射しペプチド GPI 誘発関節炎を誘導した。PBS を CFA で 1：

1 の体積比で乳化したものをコントロールとして免疫した。関節炎を誘発するための免

疫当日および 2 日目に 200ng の百日咳毒素（Sigma-Aldrich）を腹腔内注射した。関

節炎を一日おきに評価し、各足の腫れと発赤を 0〜3 のスケールで評価し、Clinical 

score として四肢の点数を合計した[17]。 

 

３－４．免疫組織化学 

 免疫 0、7、14 および 28 日後の pGIA マウスおよびコントロールのマウスの足関節組

織を採取した。サンプルは 10％中性緩衝ホルマリンで固定後、脱灰後パラフィンに包

埋後し３µm に薄切した。 ITIH4 および PAD4 蛋白を検出するために、1：1000 に希釈

したウサギ抗 ITIH4 抗体（Abcam）もしくは 1：200 に希釈したウサギ抗マウス PAD4 抗

体（Proteintech）で 16 時間もしくは 2 時間室温でインキュベートした。ITIH4 を検出す

る二次抗体として、rabbit-specific IHC polymer detection kit HRP/DAB (Abcam)を使
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用した。PAD4 を検出する二次抗体として 1：1000 に希釈した HRP 結合ヤギ抗ウサギ

IgG（H + L）（Bio-Rad）を使用した。 

 

３－５．免疫細胞化学 

 免疫 14 日後の pGIA マウスの骨髄、末梢血、および足関節からの細胞を分離し、

Smear Gell（Genostaff）によってスライドガラスにマウントした後、10％中性緩衝ホルマリ

ンで固定した。足関節については関節腔を解放後に HBSS で洗浄し細胞を回収した。

標本を 1：200 希釈のウサギ抗マウス PAD4（Proteintech）と、1：200 希釈のラット抗マウ

ス Gr-1 抗体（Biolegend）と室温で 1 時間インキュベートした。標準ウサギ IgG

（Invitrogen）およびラットアイソタイプ IgG（Biolegend）をコントロール染色として使用し

た。その後、これらのサンプルをAlexa Fluor 488抗ウサギ IgG（Invitrogen）またはAlexa 

Fluor 647 抗ラット IgG（Invitrogen）と室温で 1 時間インキュベートした。核は DAPI で

対比染色した。画像は、蛍光顕微鏡（BZ-X710; Keyence）を用いて、対照 IgG 染色が

検出されない露光時間で観察・分析された。 

 

３－６．ウエスタンブロット 

 マウス組織ライセートは、改変 RIPA バッファー（50 mM Tris-HCl、pH 7.4、150mM 

NaCl、1％Triton X-100、0.5％デオキシコール酸ナトリウム、20mM EDTA、およびプロ

テアーゼ/ホスファターゼ阻害剤カクテル（Cell Signaling Technology ）で溶解した。抗
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修飾シトルリン（Anti-modified citrullin：AMC）抗体および抗 ITIH4 抗体のウエスタンブ

ロットで、１ウェルあたりそれぞれ 50µg および 10μg の蛋白を泳動した。蛋白は SDS-

PAGE で分離し、PVDF（polyvinylidene difluoride）膜に転写した。シトルリン化蛋白検

出のためシトルリン残基の化学修飾を施行した [29]。試薬 A（20％H2SO4、25％

H3PO4、および 0.025％FeCl3）と試薬 B（1％ジアセチルモノキシム、0.5％アンチピリ

ン、1 M 酢酸）を 2：1 の体積比率で混合し、このバッファーで転写後のブロットを遮光

容器内で 37℃で 2.5 時間インキュベートしシトルリン残基を化学修飾した。次に、ブロ

ットを 0.05％Tween-20 を含む TBS（tris buffered saline with tween 20: TBST）で洗浄

し、5％スキムミルク（TBST で希釈）でブロックし、5％スキムミルクで 1：3200 に希釈した

AMC 抗体（東京都健康長寿医療センター研究所が提供）で 4°C で 16 時間反応し

た。 TBST で洗浄後、5％スキムミルクで 1：5000 に希釈した HRP 結合ヤギ抗ウサギ

IgG（H + L）（Bio-Rad）と室温で 1 時間反応した。 ITIH4 発現の分析のために、1：3000

に希釈したウサギ抗 ITIH4 抗体（Abcam）を使用してウエスタンブロッティングを行った。

免疫沈降では、マウス関節ライセートおよびヒト滑液を、それぞれウサギ抗 ITIH4 Ab

（プロテインテック、マウス用）およびマウス抗 ITIH4 Ab（昭和大学提供、ヒト用）で 4℃

で一晩インキュベートし、次にプロテイン G アガロース（Cell Signaling Technology）で

4°C で 4 時間とインキュベートした。撮影は、ImageQuant LAS-4000（GE Healthcare）

を使用し、バンド強度は ImageQuant TL ソフトウェア（GE Healthcare）または Image J ソ
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フトウェア（NIH）で解析した。 

 

３－７．Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction(qRT PCR) 

 製造元から提供された指示に従い、Isogen（Nippon Gene）を使用して、pGIA または

コントロールマウスの足首関節からトータル RNA を抽出した。抽出された RNA はラン

ダムプライマーで cDNA に逆転写された。 TaqMan（Applied Biosystems）および SYBR 

Green （ Takara bio ） 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ と Padi2 （ Mm01341648_m1 ） 、 Padi4

（Mm01341658_m1）、Itih4（MA115999）および Gapdh（Mm99999915_g1、MA162228）

プライマーを使用して、ABI 7500 アナライザー（Applied Biosystems）で解析し、リアル

タイム定量 PCR を実施した。 Gapdh の発現を対照として使用した。 

 

３－８．酵素免疫測定法 

 血漿および滑液中のヒト ITIH4 レベルは、R＆D Systems の ELISA キットを使用して

測定し、培養血清中のヒト C5a レベルは、Abcam の ELISA キットを使用して、製造元

の指示に従って測定した。 

 

３－９．pGIA マウスでの好中球除去 

 抗 Gr-1ｍAb による好中球除去のため、関節炎を誘発した DBA/1 マウスに、アイソ

タイプコントロール IgG または抗 Gr-1 mAb（RB6-8C5、Biolegend）を 7 日目（100 µg）、

9 日目（250 µg）、11 日目（500 µg）、および 13 日目（500 µg）に腹腔内投与した。同様
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に、アイソタイプコントロール IgG または抗 Ly6G mAb（1A8、Biolegend）を 9 日目（1

㎎）、10 日目（2 ㎎）、12 日目（2 mg）に腹腔内投与した。それぞれ 4 匹のマウスがラ

ンダムに割り当てられた。全血球を自動血球計算盤（CelltacαMEK6458;日本光電）

でカウントした。好中球画分は FACS Verse（BD）で CD45 + 7-AAD-細胞をゲーティン

グした後、Gr1high CD11b +の分画として測定した。 

 

３－１０．リコンビナント蛋白の作製 

 富士レビオ社からリコンビナント完全長ヒトフィブリノーゲンおよび ITIH4 は提供され

た。リコンビナント蛋白の発現には Expi293 Expression System（Gibco）を使用した。端

的には、Expi 293F 細胞に、ヒト ITIH およびとフィブリノーゲン（α、β、γ）の Hexa-

His タグ付き cDNA クローンを含むプラスミドをそれぞれトランスフェクトした。その後、

一過性発現細胞の培養物をリコンビナント蛋白精製に使用した。トランスフェクトされた

細胞は、製造者によって提供された指示に従って培養され、培地は 72 時間のインキ

ュベーション後に収集された。蛋白精製は、HisTrap HP（GE ヘルスケア）によって施行

され、純度は SDS-PAGE および WB によって分析された。シトルリン化は、0.1 mol / l 

Tris-HCl（pH 7.4）、3 mmol / l CaCl2、および 1 mmol / l ジチオトレイトールの条件下

で酵素対基質モル比が 1:50 となるようにウサギ骨格筋 PAD（Sigma-Aldrich）を使用し

て、37°C で 1.5 時間で施行した。バッファーは、Amicon 超遠心フィルター（Merck、

MWCO = 50kD）で 0.1M TrisHCl に変更された。 
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３－１１．好中球遊走アッセイ 

 好中球は、Polymorphoprep（Abbott Diagnostics Technologies AS）を用いた密度勾

配遠心分離により分離された。細胞を Diff-Quick（Sysmex）で染色して、PMN の純度

が 90％を超えていることを確認した。好中球遊走アッセイは、96 ウェルトランスウェル

プレート（3μm 孔径; Corning）で行った。精製したヒト好中球をヘキスト 33342 で 10 分

間標識した後、洗浄した。その好中球を HBSS-0.1％BSA で希釈し 8x104cell 相当を上

部チャンバーに加えた。6%健常ヒトプール血清（0.1MTrisHCl で希釈）に各蛋白を加え

37℃で 30 分間インキュベートした。それらを HBSS-0.1％BSA で 25％に希釈し、遊走

因子として下部チャンバーに加えた。0.1MTrisHCl のみに各蛋白を加え同様にインキ

ュベートした溶液もコントロールとして使用した。遊走アッセイは、5％CO2 インキュベ

ーターで 37℃、45 分間行った。遊走した好中球は、蛍光顕微鏡（BZ-X710; Keyence）

で計測した。 

 

３－１２．統計分析 

 すべてのデータは、平均±平均の標準誤差（SEM）として表した。グループ間の差異

はマンホイットニーU 検定を使用し、多重比較では事後 Tukey 検定を伴う one-way 

ANOVA を使用して統計的有意性を評価した。 P 値は 0.05 未満を有意と見なした。

統計分析は、Graph Pad Prism バージョン 8.4.2 を使用して実行した。 
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４．結果 

４－１．pGIA マウス関節における ITIH4 および cit-ITIH4 の発現 

 ITIH4 シトルリン化のメカニズムを明らかにするために、DBA / 1 マウスを pGPI で免

疫して多発性関節炎を誘発するマウス pGIA 関節炎モデルを使用した。足首関節切

片を、pGIA マウスとコントロールマウスの両方で免疫組織化学により抗 ITIH4 抗体で

染色した。 ITIH4 は、pGIA マウスでのみ免疫 14 日後（関節炎極期）に増加し、28 日

後（関節炎後期）に消失した（図１）。 免疫 14 日後に pGIA とコントロールマウスの関

節の ITIH4 mRNA 発現に有意差は認めなかった（図 2）。一方、ｐGIA マウスで肝臓で

の ITIH4mRNA 発現は有意に増加していた（図 3）。次に、関節炎期の pGIA マウスか

らの関節ライセートを、免疫沈降とそれに続くウエスタンブロットで評価したところ、

ITIH4 のシトルリン化が明らかになった（図４）。 免疫 14 日後の pGIA マウスからの組

織ライセートおよび血漿の比較では、cit-ITIH4 レベルは関節で有意に増加し（図 5）、

ITIH4 のシトルリン化が主に炎症関節で起こることが示唆された。 

 

４－２．ｐGIA マウスにおける PAD の発現 

 次に、シトルリン化酵素で PAD 発現につき、免疫系に発現する Padi2 および Padi4 

mRNA の発現を pGIA マウスの関節で定量的 PCR によって検討した。 その結果免疫

14 日後に、Padi4 mRNA が、対照マウスと比較して pGIA 関節で有意に増加していた

（図 6）。 PAD4 抗体を用いた免疫組織化学により、特に浸潤する好中球において蛋
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白レベルでの PAD4 発現が確認された。さらに、PAD4 は好中球周囲の細胞外にも存

在し、連続切片の対応する領域に ITIH4 蛋白が存在していた（図 7）。組織学的検討

では PAD4 発現細胞の 90.4％が好中球であった（図 8）。次に、免疫 14 日後に pGIA

関節の浸潤細胞を分離し、抗 Gr-1 抗体を使用した免疫細胞化学的検討を実施した。

その結果、PAD4 陽性細胞の 90.2±1.4％が Gr-1 陽性であることが観察された。以上

から好中球が pGIA 関節における PAD4 の主な供給源であることが示唆された（図 9）。 

 

４－３．pGIA マウス好中球における PAD4 発現 

 関節に局在する好中球における PAD4 発現の違いを評価するために、pGIA 関節か

ら単離された細胞を骨髄および末梢血細胞と比較しました。これらの細胞は、抗 PAD4

および Gr-1 抗体を用いた免疫組織化学によって検査されました。注目すべきことに、

関節炎の関節に由来する Gr-1 陽性細胞における PAD4 の発現は、陽性率と強度の

両方において他のグループよりも有意に高かった（図 10）。 

 

４－４．好中球除去による pGIA マウスのシトルリン化蛋白レベルの変化 

 好中球と蛋白のシトルリン化の関連をさらに調査するために、抗 Gr-1 抗体の腹腔

内投与により pGIA マウスの好中球を除去させることを試みた。抗 Gr-1 抗体は、アイソ

タイプコントロールと比較して末梢好中球数を減少させ、関節炎の重症度を軽減した

（図 11）。また、免疫組織化学的検討により、好中球の除去で PAD の関節局所発現が
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著しく低下することが明らかになった（図 12）。さらに、血漿および関節におけるシトル

リン化蛋白の発現は、抗 Gr-1 抗体の投与により有意に低下した（図 13）。なお、この

効果は ITIH4 蛋白のみに限定されなかった（図 14）。また、抗 Gr-1 抗体と比較して、

より好中球を特異的に結合するとされる抗 Ly6G 抗体を用いて好中球の除去を施行し

たところ、同様にシトルリン化 ITIH4 の発現低下が確認できた（図 15）。これらの結果

は、pGIA マウスにおいて好中球が関節炎の発症と蛋白のシトルリン化を媒介すること

を示すものと考えられた。 

 

４－５．RA 患者滑液中の ITIH4 および cit-ITIH4 の発現 

 ヒト関節におけるシトルリン化蛋白の関連を評価するために、OA および RA 患者由

来の滑液を AMC 抗体を用いたウエスタンブロットで検討した。その結果、ITIH4 の分

子量に対応する 120kD バンドを含むいくつかのシトルリン化蛋白を RA 患者滑液での

み観察した（図 16a）。次に、免疫沈降とウエスタンブロットにより滑液を分析した。 

ITIH4 は OA グループと RA グループの両方で沈降したがが、そのシトルリン化は RA

患者でのみ観察された（図 16b）。次に、ウエスタンブロットにより、各患者の血漿およ

び滑液中の特定の 120kD シトルリン化蛋白の発現を比較した。 RA 患者の間では、

バンド強度は血漿よりも滑液で有意に高く（図 17）、ITIH4 のシトルリン化が主に炎症を

起こした関節で発生したことが示唆された。 ELISA では RA 患者の滑液の総 ITIH4 レ

ベルは OA 患者よりも有意に高かった（図 18）。なお血漿中の総 ITIH4 レベルは HV、
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OA、およびRA患者間で有意差がなく、RA特異的血漿バイオマーカーとして総 ITIH4

レベルは与しないと考えられた（図 18）。 

 

４－６．ITIH4 および citITIH4 蛋白の好中球遊走への関与 

 補体系の活性化は好中球の遊走を惹起する[30]。また、他の ITIH ファミリー蛋白に

おいて補体カスケードの阻害作用が報告されており[26]、ITIH4 蛋白と好中球遊走に

関して焦点を当て検討を行った。実験には、全長のリコンビナントヒトフィブリノーゲン

（コントロール）および全長のリコンビナントヒト ITIH4 を使用した。リコンビナント蛋白は

ウサギ骨格筋由来の PAD でシトルリン化した。リコンビナント蛋白のシトルリン化を図

19 に示す。 

 好中球は密度勾配遠心分離により健康なボランティアの末梢血から分離し、8 x 104

の好中球をトランスウェルプレートの上部チャンバーに加えた。また、健常ヒト血清を各

蛋白と 37℃で 30 分インキュベートした後、トランスウェルプレートの下部チャンバーに

加えた。図 20 に実験スキームを示す。その結果、ITIH4 の添加は、フィブリノーゲンと

比較して好中球の遊走を有意に抑制した。一方で cit-ITIH4 には抑制的な作用は認

めず遊走を亢進させた（図 21）。なお、血清を含まない場合には遊走は惹起されず、

ITIH4 蛋白単独で走化性作用はないと考えらえた（図 21）。次に、蛋白とインキュベー

トした血清において、補体カスケードの主要産物であり好中球走化性因子として作用

する C5a のレベルを測定した。その結果 ITIH4 添加血清では C5a の濃度が有意に低
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下しており、ITIH4 の補体カスケード阻害能が示唆されたが、一方 cit-ITIH4 ではその

作用は認めず、添加により C5a レベルは上昇した （図 22）。 
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５．考察 

 

 本研究では、pGIA マウス関節および RA 患者関節の両者で cit-ITIH4 が増加して

いることが示された。関節内の PAD4 を発現する好中球がこのシトルリン化の一因とな

る可能性があり、これは、好中球除去による cit-ITIH4 発現低下により確認された。さら

に、ITIH4 および cit-ITIH4 蛋白が補体系のカスケードをへの作用を介してヒト好中球

の遊走に関与することが示唆された。 

 ITIH4 のシトルリン化のメカニズムとして、今回の研究から関節内に浸潤する好中球と

その PAD4 の寄与が推測された。pGIA マウスと RA 患者いずれでも血漿よりも関節に

おいて cit-ITIH4 は豊富に分布しており、循環する cit-ITIH4 が主に炎症を起こした

関節に由来すると考えられた。これは以前に報告されたように[24]、citITIH4 が関節炎

の程度を反映する特異的血清バイオマーカーとして機能する事実と合致する。また、

RA 患者では cit-ITIH4 に対する抗体産生が認められるが[24]、豊富な関節内 cit-

ITIH4 は自己抗原の主要な供給源となりうる。今後症例を増やし、滑液中の cit-ITIH4

値と関節リウマチの活動性や関節破壊の程度との相関も検討を加えていく予定である。  

 関節内好中球における PAD4 の発現亢進に関しては複数の機序が推測される。1 つ

は NET 形成に関連した PAD4 産生である。NET 形成の過程で PAD4 がマウスとヒトの

好中球の両方で過剰発現する[31–33]。実際に複数の報告でマウス関節炎および RA
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患者の関節における NET 形成が示されている[34,35]。なお、NET 形成を促す好中球

への刺激としてTNFα、IL-17A、リウマトイド因子、およびACPAが報告されている[35]。 

2 つ目の可能性は好中球への IL-6 刺激である。Yahagi らは好中球への IL-6 刺激が

NET 経路とは独立してマウスでPAD4産生を誘発できることを報告している[36]。また、

もう一つの機序として、Romero らは（35）が膜侵襲複合体とパーフォリンが好中球

PAD4 の活性化と RA 患者の関節内での過剰なシトルリン化を惹起することを明らかに

している。したがって、ｐGIA マウスにおいても、NET 形成、IL6 刺激、およびパーフォリ

ン産生を含めた追加の検討が、関節局在好中球における PAD4 発現の亢進のメカニ

ズムを解明するために必要と推測される。 

 マウス関節炎モデルにおいて、抗体投与による好中球の除去が関節炎を改善する

ことが複数報告されている[15,37,38]。その主な機序として好中球から脱顆粒もしくは

好中球由来の TNF-a、IL-1、IL-6 などの炎症性サイトカインの減少であると推測され

ている[38]。本研究は、関節炎モデルマウスで好中球の除去が、関節炎の改善のみな

らず血液と関節におけるシトルリン化蛋白の発現を減弱させることを示した初めての報

告であり、シトルリン化における好中球の重要性を実証するものと考える。しかしながら、

関節炎の減弱自体がシトルリン化の減弱に関与している可能性は排除できない。その

ため、今後はこのモデルマウスにおいて、マクロファージまたは他のエフェクター細胞

を除去し、本研究結果と比較することにより明確な証拠を得られると考える。さらに、こ
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の好中球除去のアプローチが、シトルリン化自己抗原を減少させることで、ACPA 産生

を抑制もしくは改善できるかどうかについても、検討が必要である。 

 関節における ITIH4 の増加に関しては pGIA マウス関節での ITIH4-mRNA レベル

の上昇は観察されず、関節炎局所での ITIH4 の産生は支持されなかった。別の機序

として、ITIH4 が元来豊富に存在する血漿から濃度勾配を介して貯留した滑液内に移

行することが推測される。今回の検討でも血漿中の ITIH4 の濃度は滑液よりも高く、局

所的産生よりも関節への流入を支持するものと考えられた。また、以前の報告では他

のヒト ITIH ファミリー蛋白がヒト好中球の表面に結合することが示されている（38）。した

がって、ITIH4 は浸潤する好中球への結合を介して、炎症関節により集積する可能性

がある。以上から関節炎発症に追随して ITH4 が集積すると推測するが、今後より発症

早期の関節を解析し、好中球流入の時期との比較を含めて検討を加える。 

 本研究では ITIH4 蛋白の補体カスケードの抑制作用が観測された。他のヒト ITIH フ

ァミリー蛋白において補体系の抑制作用が報告されており、それらの作用は複数の補

体蛋白（C1q、C2、C3、C4、C5、プロパージン、D 因子）への結合を介するものと考え

ら[26]、ITIH4 蛋白について同様の機序が推測される。また、血清への ITIH４の添加

は補体カスケードを抑制し、結果として C5a 産生が抑制され、好中球の遊走が減少し

たものと推測された。一方、シトルリン化により ITIH4 蛋白のこの作用は消失し、C5a レ

ベルは上昇した。シトルリン化では、アルギニンのグアニジノ基がウレイド基に置換され
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る。この修飾により、蛋白質の正味の正電荷が減少し、イオン結合および水素結合が

阻害されるため、蛋白質の構造とその本来の機能の変化が起こりうる[39]。シトルリン

化により ITIH4 は本来の補体への結合能力を失い、補体蛋白または補体調節蛋白と

の新たな相互作用を獲得した可能性も推測される。 この ITIH4 のシトルリン化が好中

球の遊走亢進を介して、関節炎の増悪に寄与する可能性も考慮される。今後は RA 患

者の血清および滑液においても ITIH4 および cit-ITIH4 の補体系への影響を検討し

ていく。また、生体内での ITIH4 の正確な機能についての検討のためには、ITIH4 欠

損マウスを使用した検討が必要になると考えられる。 
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６．結論 

 ｐGIAマウスおよび RA患者の炎症関節において cit-ITIH4の発現が示された。PAD4

を高発現する好中球がそのシトルリン化に寄与すると考えらえた。また、シトルリン化

ITIH4 は補体系への作用を介して好中球の遊走を惹起する可能性が示された。 
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７．略語 

 

ACPA: anti-citrullinated protein antibody 

AMC antibodies: Anti-modified citrulline antibodies 

ANOVA: analysis of variance 

CFA: complete Freund’s adjuvant 

Cit-ITIH4: citrullinated inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4 

DTT: dithiothreitol 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

Fng: fibrinogen 

HV: healthy volunteer 

IHC: immunohistochemistry 

IP: immunoprecipitation 

ITIH4: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4 

NETs: neutrophil extracellular traps 

OA: osteoarthritis 

PAD: peptidylarginine deiminase 

PBS: phosphate-buffered saline 
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pGIA: peptide glucose-6-phosphate isomerase-induced arthritis 

PVDF: polyvinylidene difluoride 

RA: rheumatoid arthritis 

SEM: standard error of the mean 

SF: synovial fluid 

TBST: tris buffered saline with tween 20 

WB:  Western blotting 
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10．図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. pGIA マウス関節の抗 ITIH4 抗体による免疫組織化学 

pGIA またはコントロールマウスの関節切片を ITIH4 抗体で免疫組織化学的に染色し

た。ITIH4 は、pGIA マウスでのみ関節炎極期である免疫 14 日後に関節内で増加した。

スケールバー：200μm。実験はそれぞれ 3 つの異なるサンプルで行われ、同様の結

果が得られた。  
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図２．ｐGIA 関節の Itih4-mRNA 発現の検討 

免疫 14 日後におけるコントロール（N = 5）と pGIA マウス（N = 6）の関節の Itih4 mRNA

レベルに有意差は認めなかった。n.s.( Mann–Whitney U test) 
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図 3．ｐGIA 肝臓の Itih4-mRNA 発現の検討 

免疫 14 日後におけるコントロール（N = 3）と pGIA マウス（N = 5）の肝臓の Itih4 mRNA

レベルでｐGIA 肝臓で有意な増加を認めた。** p <0.01( Mann–Whitney U test) 
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図 4 pGIA マウスからの関節ライセートの免疫沈降 

免疫 14 日後の pGIA マウスからの関節ライセートを ITIH4 抗体で免疫沈降後に、抗

ITIH4 抗体および AMC 抗体を使用したウエスタンブロットを施行し関節の ITIH4 のシ

トルリン化を確認した。 
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図 5 マウス組織での cit-ITIH4 の発現の比較 

免疫 14 日後の pGIA マウス（n=3）からの組織ライセート（肺、肝臓、脾臓、骨髄、関節）

と血漿をAMC抗体と抗 ITIH4抗体を使用したウエスタンブロットで分析した。cit-ITIH4

レベルは関節で有意に増加していた。* p <0.05、** p <0.01（one-way ANOVA with a 

post hoc Tukey’s test for multiple comparisons） 
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図 6. pGIA マウス関節における PAD 遺伝子の発現 

コントロールおよび pGIA マウスの関節における Padi2 および Padi4 mRNA レベル。n = 

6（d0）、n = 3（d7-28）。免疫 14 日後に、Padi4 mRNA が、対照マウスと比較して pGIA

関節で有意に増加した。* p <0.05、** p <0.01（one-way ANOVA with a post hoc 

Tukey’s test for multiple comparisons）。 
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図 7  pGIA マウスの足関節の抗 PAD4 抗体による免疫組織化学 

PAD4 は好中球周囲の細胞外にも存在し、連続切片の対応する領域に ITIH4 蛋白が

存在していた。 

（上段）免疫 14 日後のコントロールおよび pGIA マウスの足関節における抗 PAD4 抗

体による免疫組織化学。スケールバー：50 µm。  

（下段）上段囲み内の連続関節切片（4µm）、抗 PAD4、抗 ITIH4、および対照抗体で

染色。スケールバー：10 µm。 
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図 8  pGIA マウスの足関節の PAD4 発現細胞の組織学的検討 

抗 PAD4 抗体による免疫組織化学染色およびギムザ後染色した足関節の標本で

PAD4 発現細胞の組織学的検討を行った。発現細胞の 90.4％が好中球であった。独

立した二人の観察者で盲検的に施行し、強拡大にて合計 300 細胞をカウントした。** 

p <0.01（one-way ANOVA with a post hoc Tukey’s test for multiple comparisons） 
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図 9  pGIA マウスの足関節細胞の抗 PAD4 抗体および抗 Gr-1 抗体による免疫細胞

化学 

免疫 14 日後のｐGIA マウスで検討した（n=3）。PAD4 陽性細胞の 90.2±1.4％が Gr-1

陽性であり、好中球が pGIA 関節における PAD4 の主な供給源であることが示唆され

た。スケールバー：20 µm。 * p <0.05（Mann–Whitney U test) 
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図 10 ｐGIA マウスの末梢血、骨髄、関節における PAD4 の発現の比較 

（a）pGIA マウス（免疫 14 日後）末梢血、骨髄、および関節細胞における 14 日目の抗

PAD4 および Gr-1 抗体を使用した免疫細胞化学。（b）Gr-1 陽性細胞における PAD4

染色の陽性率および強度。Gr-1 陽性細胞における PAD4 の発現は、陽性率と強度の

両方において他のグループよりも有意に高かった。n=7。* p <0.05、** p <0.01（one-

way ANOVA with a post hoc Tukey’s test for multiple comparisons） 
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図 11 pGIA マウスにおける抗 Gr-1 抗体による好中球除去 

コントロール抗体（n = 4、破線）と抗 Gr1 抗体（n = 4、実線）を投与した pGIA マウスの

末梢血中の好中球数および関節炎スコア。抗 Gr-1 抗体は、アイソタイプコントロール

と比較して末梢好中球数を減少させ、関節炎の重症度を有意に軽減した。* p <0.05

（Mann–Whitney U test) 
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図 12  抗 Gr-1 抗体による好中球除去を行った pGIA マウスでの PAD4 発現の比較 

免疫 13 日目の足関節切片における抗 PAD4 抗体を用いた免疫組織化学。好中球の

除去で PAD の関節局所発現が著しく低下した。2 列目の画像は、1 番目の画像の四

角で囲んだ領域の拡大図。スケールバーは 1 番目と 3 番目の画像：50 µm、2 番目の

画像：20 µm。 
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図 13 抗 Gr-1 抗体による好中球除去を行った pGIA マウスでのｃit-ITIH4 の発現の

比較 

血漿（上段）と関節（下段,免疫 13 日後）におけるシトルリン化蛋白の発現を、AMC 抗

体と抗 ITIH4 抗体を使用したウエスタンブロットで分析した。 免疫 12 日後（血漿）また

は 13 日後（関節）のバンド強度を各グループで比較した。血漿および関節におけるシ

トルリン化蛋白の発現は、抗 Gr-1 抗体の投与により有意に低下した。* p <0.05

（ Mann–Whitney U test) 
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図 14 抗 Gr-1 抗体による好中球除去を行った pGIA マウスの関節におけるシトルリン

化蛋白の発現検討 

 

関節のシトルリン化蛋白の発現を、AMC 抗体を使用したウエスタンブロットで分析し、

citITIH4 以外の蛋白の減少も認められた。 
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図 15 pGIA マウスにおける抗 Ly6G 抗体による好中球除去 

末梢血好中球数（a）および関節炎スコア(b)の推移と、血漿（c）および関節ライセート

（d）でのシトルリン化蛋白発現を示す。抗 Ly6G 抗体投与でも血中および関節での

cit-ITIH4 発現の有意な減少を認めた。 
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図 16  RA 患者の滑液中のシトルリン化蛋白の検討 

（a）RA（n = 6）および OA（n = 5）患者の滑液（SF）を、AMC 抗体を使用したウエスタン

ブロットで分析した。 （b）抗 ITIH4 抗体による RA（n = 3）および OA（n = 3）患者の SF

の免疫沈降、および AMC 抗体を使用したウエスタンブロットで分析した。ITIH4 のシト

ルリン化は RA 患者でのみ観察された。 
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図 17 滑液と血漿の cit-ITIH4 の検討 

AMC 抗体および ITIH4 抗体を使用したウエスタンブロットにより滑液（SF）と血漿(PL)

を比較した。 RA 患者（n=7）について cit-ITIH4 のバンド強度を評価した。RA 患者の

間では、バンド強度は血漿よりも滑液で有意に高かった。** p <0.01、（Mann–Whitney 

U test) 
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図 18 血漿および滑液中の ITIH4 濃度の ELISA 法による測定 

ITIH4 濃度は、ELISA により（a）血漿（HS; n = 25、OA; n = 6、RA; n = 65）および(b)滑

液（OA; n = 6、RA; n = 6）を分析した。（ｃ）RA 患者で滑液と血漿を比較した（各線は

同一患者を示す）。血漿中の総 ITIH4 レベルは HV、OA、および RA 患者間で有意差

がなかった。 ** p <0.01 (それそれ one-way ANOVA with a post hoc Tukey’s test for 

multiple comparisons、および Mann–Whitney U test) 
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図 19 リコンビナント蛋白のシトルリン化 

リコンビナントヒト ITIH4 とフィブリノーゲン（Fng）は、ウサギ PAD を使用してシトルリン

化され、AMC アッセイで確認された。 
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図 20 好中球遊走実験のスキーム 

プールした正常なヒト血清（N = 5）または 0.1MTrisHCl（コントロールバッファー）を各蛋

白とインキュベートし、遊走性を検討した。 
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図 21 好中球遊走実験 

（上段）遊走実験の代表的な結果。（下段）遊走した細胞数の結果（4 回の独立した実

験を施行）。遊走した好中球の数は、蛋白を含まないチャンバーへの移動細胞数を基

準とし、その相対値で示した。ITIH4 の添加は、フィブリノーゲンと比較して好中球の遊

走を有意に抑制した。一方で cit-ITIH4 には抑制的な作用は認めず遊走を亢進させ

た。* p <0.05、** p <0.01（one-way ANOVA with a post hoc Tukey’s test for multiple 

comparisons） 
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図 22 C5a 濃度の比較 

リコンビナント蛋白が添加し、37℃30 分インキュベートされた血清での C5a 濃度を分析

した。値は、コントロールサンプル（蛋白を添加せずインキュベート）に対する変化倍率

として表示した。これらの結果は、3 つの独立した実験の結果である。* p <0.05、** p 

<0.01（one-way ANOVA with a post hoc Tukey’s test for multiple comparisons） 

ITIH4 添加血清で C5a の濃度が有意に低下したが、一方 cit-ITIH4 ではその作用は

認めず、添加により C5a レベルは上昇した。 

 

 

 


