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Ⅰ.概要	

【目的】 

	 TNFα-induced adipose-related protein (TIARP)は関節炎モデルマウスの単

球、滑膜、好中球で高発現しており、炎症に対して抑制的に働いている。

TIARPのヒトホモログである six transmembrane epithelial antigen of 

prostate 4 (STEAP4)は関節リウマチ（RA）患者の CD14陽性単球で健常人に

比べ発現量が増加しており、近年ブタ肺臓では STEAP4のエクソン 3欠損変

異体 (v-STEAP4)が高発現していることが報告された。本研究の目的は RA患

者の単球における STEAP4及び v-STEAP4の発現と RA病態における機能を

明らかとすることである。 

【対象と方法】 

1) 健常者および RA患者 CD14陽性単球を用いて、v-STEAP4発現を PCR-

sequence法で解析し、定量 PCRにてその発現を比較した。 

2) RA患者の CD14陽性単球で、STEAP4及び v-STEAP4の発現と臨床検査

情報との相関について検討した。 

3) RA患者の CD14陽性単球で、STEAP4及び v-STEAP4の IL-6拮抗薬治療

前後の発現を比較した。 

4) ヒト単球系細胞株である THP-1に STEAP4と v-STEAP4遺伝子をそれぞ

れ導入して過剰発現株を作成した。 
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5) LPS刺激による炎症性サイトカイン産生への影響を Cytometric Bead Array  

(CBA)で検討した。 

6) 過剰発現させた STEAP4及び v-STEAP4が toll-like receptor 4 (TLR4)の下

流シグナルへ与える影響について免疫ブロット法で検討した。 

7) NFκB阻害薬と STAT3阻害薬の投与によるサイトカイン産生に与える影

響を検討した。 

【結果】 

1) v-STEAP4がマウス TIARPと同様にヒトでも存在した。STEAP4及び v-

STEAP4の発現量、v-STEAP4/STEAP4比は RA患者において健常者より増

加していた。 

2) STEAP4は CRP、ESRに対して正の相関、v-STEAP4は CRP、RFと正

の相関を示した。 

3) IL-6阻害薬投与後、STEAP4及び v-STEAP4の発現量は低下していた。 

4) STEAP4及び v-STEAP4過剰発現細胞株を作成した。 

5) v-STEAP4により LPS刺激に伴う TNFα産生が増強しており、IL-6産生が

抑制されていた。 

6) LPS下流のシグナル伝達物質の検討では、v-STEAP4により NF-κBのリン

酸化は増強、IκΒαの degradationは遷延し、一方で STAT3のリン酸化は抑制

されていた。 

7) NFκBのリン酸化を抑制することで TNFα産生が抑制され、STAT3のリン

酸化を抑制することで IL-6産生が抑制された。 
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【考察】 

	 本研究でヒト単球において v-STEAP4が存在し、健常者と比べ RA特異的

に発現が増加していることが見出された。RAにおける STEAP4及びその変

異体は CRP や ESR といった炎症マーカーと正の相関を持って増加しており、

一方で IL-6阻害薬の治療後に低下することからこれらの分子は RAの炎症に

よって誘導されている可能性が示唆された。 

	 その機能を解析するために、ヒト単球系細胞株に STEAP4と v-STEAP4を

それぞれ過剰発現させたところ、興味深いことに v-STEAP4は TNFα産生を

有意に増加させたのに対して、IL-6産生を抑制した。後者は特に顕著で、IL-6

産生はほぼ消失していた。TIARP KOマウスが関節炎を自然発症することか

ら、スプライシングを受けた v-STEAP4が STEAP4よりも機能的に重要であ

り、単球細胞内の STAT3のリン酸化抑制を介して RA病態に抑制的に働くこ

とが示唆された。 

	 一方で TNFαの産生経路に対しては相反する効果を示しており、今後は関

節炎モデルマウスで TIARP 変異体を過剰発現させるなどの検討が必要である。 

 【結論】 

	 本研究によって v-STEAP4が RA単球で炎症に伴い増加しているだけでな

く、細胞内シグナルを介してサイトカイン産生を制御することが示唆された。 
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Ⅱ.序論	

	 関節リウマチ (RA)は慢性、全身性、炎症性の関節疾患であり、TNFαや

IL-6といった炎症性サイトカインが関与している。これらのサイトカインを

標的とした治療が RAに有効であることから、この 2つのサイトカインは RA

の病態形成に重要であると考えられている [1-3]。 

	 TNFα阻害薬が有効な関節炎モデルマウスの Glucose-6-phospate 

isomerase (GPI) 誘導関節炎の CD11b陽性脾細胞において TNFα-induced 

adipose-rerated protein (TIARP)の発現が上昇していたことから TIARPは関節

リウマチの病態に関わる分子であると考えられる [4]。TIARPは 5つのエクソ

ンから構成される mRNAから翻訳される 6回膜貫通型タンパクの鉄トランポ

ーターであり（図 1）、細胞形質膜の他、ゴルジ体、リソソームなどの細胞

内小器官の膜上に局在し、マクロファージや肝細胞、脂肪細胞といった様々

な細胞において TNFαの他に IL-6や IL-1βのような炎症性サイトカインや

lipopolysaccharide (LPS)によってその発現が誘導されるが、そのリガンドは

不明である [5-12]。 

	 TIARP欠損マウスで関節炎が自然発症することや collagen-induced arthritis  

(CIA)や K/BxN 血清移入関節炎によりその関節炎が増悪することから TIARP

は関節炎の抑制性因子であると考えられる [13,14]。さらに、好中球やマクロ

ファージの細胞数と TNFαや Il-6、CXCL2といった炎症性メディエーターは

TIARP欠損マウスの関節局所で増加しており、マクロファージで TIARPは
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nuclear factor-kappa B (NFκB)や signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3)といったシグナル伝達物質の抑制を介して、炎症性サ

イトカイン産生を抑制している [13]。TIARPは細胞内の分子制御を介して

RAの炎症機序に関わっている可能性がある。 

	 TIARPのヒトホモログである six transmembrane epithelial antigen of 

prostate 4 (STEAP4) は RAの CD14陽性単球と CD68陽性滑膜細胞に高発現

していた [15,16]。STEAP4の発現は RA患者の CD14陽性細胞でトシリズマ

ブの治療後に抑制され、in vitroでは TNFαまたは LPS刺激によって誘導さ

れた[15]。STEAP4の mRNA発現は RA滑膜組織において TNFαと正相関し

ていた [16]。  

	 STEAP4の機能に関連して、関節リウマチ患者の線維芽細胞様滑膜細胞由

来の細胞株である MH7Aや all-trans retinoic acidによって好中球様に分化さ

せた HL60に STEAP4を過剰発現させた報告がある[16,17]。STEAP4は

MH7Aにおいて TNFα刺激に伴う IL-6や IL-8の mRNA発現と HL60の RA

滑液への遊走を抑制した [16,17]。しかしながら、ヒト単球における STEAP4

の機能についての報告はない。  

	 近年、STEAP4のエクソン 3欠損変異体 (v-STEAP4)がブタ肺組織に高発

現しており、ヒト肝細胞の細胞株である HepG2にも存在し、STEAP4と共

に LPSによってその発現が増加したとの報告があった[18]。同じエクソン 3

欠損変異体の発現がマウスの GPI誘導関節炎の脾臓と関節組織で認められ、

その発現量は関節炎の重症度と相関して増加していることを確認した (データ
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未表示)。選択的スプライシングは遺伝子の豊富な多様性を生み出す非常に優

れた制御機構である [19]。しかしながらヒト末梢血単球における STEAP4変

異体の発現とその機能については明らかとなっていない。  

	 本研究では RA患者の単球における v-STEAP4の存在を同定し、その発現

量を健常者と比較し、RAの臨床指標との関連について解析した。さらに v-

STEAP4を過剰発現させた細胞株を作り、v-STEAP4がサイトカイン産生や

細胞内シグナル伝達物質に与える影響について解析した。  
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Ⅲ.目的	

	 RA患者の末梢血単球における STEAP4及び v-STEAP4の発現と RA病態

における機能を明らかにする。 
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Ⅳ.対象と方法	

1. 参加者と血液検体 

	 対照となる健常者 14例と RA患者 19例、さらにこれとは別にトシリズマ

ブで治療された RA患者 6例から血液検体を得た。全血から末梢血単核球を

Ficoll密度勾配法で分離し、さらに CD14陽性単球を抗 CD14磁気ビーズ 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)と磁気細胞分離装置を用いて

分離した。患者背景は表 1と表 2に示した通りである。疾患活動性スコア 

(DAS)は、欧州リウマチ学会議 (European League Against Rheumatism)の基

準に従って算出した [20]。RA患者は全て 1987年のアメリカリウマチ学会 

(American College of Rheumatology)の分類基準もしくは 2010年の RA分類

基準を満たしている [21,22]。  

	 本研究は筑波大学附属病院研究倫理審査委員会 (承認番号: H24-164)におい

て、倫理的・科学的妥当性について審査され、その実施が承認されている。

各参加者からは署名入りの文書でインフォームドコンセントが得られている。	

 

2. リアルタイム qRT-PCR 

	 全 RNAを Isogen (Nippon Gene, Toyama, Japan)を用いて抽出し、cDNA

を逆転写キット (Takara Bio, Otsu, Japan)を用いて合成した。リアルタイム

定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (qRT-PCR)は、7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA)で TaqMan プローブ法を用いて
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行った。 対照及び RA患者のデータを、標準曲線を用いて分析した。全ての

データをヒト - グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ内因性コント

ロール (VIC® ⁄ MGB Probe, Primer Limited) (Applied Biosystems)に対して標準

化した。STEAP4及び v-STEAP4のそれぞれに特異的なプライマー、蛍光標

識プローブセット下記の通り作成した（図 2）。 

STEAP4 probe, [FAM]3’-TCTTTGCTTGGCTTTGCTGTCATTTCCACA-

5’[TAMRA], STEAP4 forward, 5’-GCAAGTCGGCAGGTGTTTG-3’, STEAP4 

reverse, 3’-GTCCAAGATTACGAACAATATCCATCA-5’, v-STEAP4 probe, 

[FAM]3’-TTCTTGAGTATTGCCTGCCGACTTGCAT-5’[TAMRA], v-STEAP4 

forward, 5’-TGGGCTCTCCAGTCAGGAG-3’ and v-STEAP4 reverse, 3’-

CAGGCTGAGGAGGTGCTAAA-5’(Sigma Aldrich, Japan)  

	 STEAP4と v-STEAP4に対する特異性の評価は後述するクローニング後の

ベクターDNAを用いて行った (データ未表示)。 

 

3. STEAP4および v-STEAP4のクローニング  

	 pLVSIN-IRES-ZsGreen1ベクター（Takara Bio）を用いて STEAP4および

v-STEAP4過剰発現細胞を構築した。このベクターは、目的遺伝子とマーカ

ー遺伝子を単一の mRNAから IRESを介して 2つの独立したタンパク質とし

て翻訳するバイシストロン性発現ベクターであり、ZsGreen1を形質導入効率

の指標やフローサイトメトリーを用いた選択マーカーとして使用することが

できる。  
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	 ヒト CD14 陽性単球から PrimeSTAR Max DNA Polymerase（Takara Bio）

を用いた逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）法により得られたヒト

STEAP4（NM_024636.3）とそのエクソン 3欠損変異体の開始コドンから終

止コドンまでの DNA配列をそれぞれ In-Fusion HD Cloning Kit（Takara Bio）

により pLVSIN-IRES-ZsGreen1ベクターに挿入した。STEAP4と v-STEAP4

の RT-PCRに用いたプライマーの配列は以下に示す通りである。 

STEAP4/v-STEAP4 forward, 5’-ATGGAGAAAACTTGTATAGATGC-3’,  

STEAP4/v-STEAP4 reverse, 5’-CTAGTGTTTTGAGTTCCTTTCCC -3’ (Life 

Technologies Japan, Tokyo, Japan) 

対照となる mockのために、ZsGreen1 のみを発現する空ベクターを用意した。	 	 	 	  

	 これらのベクターDNAを ECOSTM Competent E. coli DH5 α (Nippon Gene, 

Toyama, Japan)を用いてクローニングした。 

	   

4. 過剰発現細胞株の樹立 

	 レンチウイルスは、用意したプラスミドをレンチウイルス産生する Lenti-

X293Tパッケージング細胞にトランスフェクションすることによって調製し

た。培養上清中のレンチウイルス粒子を Lenti-X concentrator kit（Takara Bio）

を用いて濃縮した。レンチウイルスの宿主側の細胞としてヒト単球細胞系細

胞株である THP-1細胞(RIKEN RBRC-RCB1189)を用意した。48ウェルカル

チャープレート上の 250μlの完全培地で 7.5×104個を 24時間培養した後、

産生・濃縮したレンチウイルス粒子（MOI=80）とポリブレン 16µg/mlを加え、
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32℃、1200 x gで 90分間遠心し、形質導入した。MoFlo cell sorter 

(DakoCytomation, Glostrup, Denmark)を用いて ZsGreen1陽性細胞のソーテ

ィングと培養を 3回繰り返すことで形質導入率を上げ、安定細胞株を樹立し

た。  

 

5. 細胞培養研究 

	 THP-1細胞は 10％FBS（Sigma Aldrich）、100U / mlのペニシリンストレ

プトマイシン（Gibco）、および 10ng / mlのホルボール 12-ミリスチン酸塩

13-アセテート（PMA）（Sigma Aldrich）を加えた RPMI-1640（Sigma 

Aldrich、St. Louis、MO）培地で、37℃、5％CO 2の湿潤インキュベーター内

で培養した。1×106細胞/ mlの STEAP4、v-STEAP4過剰発現細胞、および

mockを 48ウェル細胞培養プレートに播種し、48時間培養しマクロファージ

様に分化させた後、PMAフリーの完全培地に置換し、24時間さらに培養し

た後、S3I-201もしくは Bay 11-7082（Sigma Aldrich）の存在下または非存

在下で 1μg/ mlリポ多糖（LPS）により刺激した。 

	 上清を LPS刺激の 24時間後に回収し、酵素結合免疫吸着アッセイ

（ELISA）キット (R&D systems)またはサイトカインビーズアレイ（BD 

Biosciences, San Jose, CA）を用いて IL-6および TNFαなどの炎症性サイト

カインの産生を測定した。 免疫ブロット法の為に、LPS刺激 1μg/ mlの後、

0分もしくは 15分、30分、60分間の時点でウェル中の接着細胞を、プロテ
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アーゼ/ホスファターゼ阻害剤（CST）を補充した緩衝液（Tris-HCl pH7.4, 

50mM,MgCl2 5mM, PMSF 2mM, NP-40 0.5%）中で溶解した。 

 

6. 酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA) 

	 ELISAキット（R＆D Systems）を使用して、細胞培養上清中のサイトカイ

ンおよびケモカインならびに TNFαおよび IL-6の血清濃度を測定した。  

 

7. Cytometric Bead Array (CBA) 

	  IL-8、IL-1β、IL-6、IL-10、TNFαおよび IL-12p70を含むヒトサイトカイ

ンを同時に検出する BD Cytometric Bead Array Human Inflammatory 

Cytokines Kit（BD Biosciences）を用いて血清サンプル中のサイトカインの

レベルを測定した。サンプルは、BD FACSVerseサイトメーター（Becton 

Dickinson、Franklin Lakes、NJ）を用いて評価し、FCAPアレイソフトウェ

ア（BD Biosciences、San Jose、CA）を用いて分析した。  

 

8. SDS-PAGE 免疫ブロット法 

	 BCAタンパク質アッセイ試薬キット（Pierce、Rockford、IL）を用いてタ

ンパク質濃度を計算し、等しい濃度に調整した検体を等量ずつ SuperSep Ace 

10-20％ゲル（Wako、Osaka、Japan）の各ウェルに充填した。 STEAP4お

よび v-STEAP4の両方を認識することができる抗 STEAP4 C末端領域抗体

（Aviva Systems Biology、San Diego）および抗 actin 抗体（Sigma-Aldrich）
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を 1：1000および 1：3000で希釈した。一次抗体の希釈液には 10% ブロッ

クエース（Dainippon Pharmaceutical, Osaka, Japan）を用いた。Toll様受容

体 4 (TLR4)の下流シグナルである NF-κBp65、リン酸化された（p-）NF-κ

Bp65（Ser536）、IκBα、p-p38（Thr180 / Tyr182）、p38、p-ERK1 / 2

（Thr202/Tyr204）、ERK1 / 2、JNK、p-JNK（Thr183 / Tyr185）、SOCS3、

STAT1、p-STAT1（Ser727）、STAT3（Cell Signaling Technology）および

p-STAT3（Thr202 / Tyr204）（Assay Biotechnology Company）に対する抗

体を 10％ブロックエース（Dainippon Pharmaceutical）で 1：1000に希釈し

た。抗ウサギ IgG-HRPコンジュゲート二次抗体（Bio-Rad、Hercules、CA、

USA）を STEAP4については 1：1000、シグナルタンパク質については 1：

2000、actin については 1：6000 で、Solution 2（TOYOBO、Osaka、Japan）

に希釈した。  

 

9. 統計学的解析 

データは平均±標準偏差（SD）または平均±標準誤差（SEM）として記載し

た。 STEAP4過剰発現 THP-1細胞株に関するデータを、Levene検定により

P > 0.05 (等分散性)を確認した後、Tukey検定を用いて統計学的有意差につい

て解析した。 Mann-Whitney U検定を使用して、対照群と RA群との間の

種々のパラメーターの差ならびに THP-1細胞株における TLR4下流シグナル

特異的阻害剤によるサイトカイン抑制アッセイの結果について解析した。ト

シリズマブ治療群の前後の差異を Wilcoxon の符号順位検定によって解析した。 
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STEAP4 発現と臨床情報との間の相関性を Spearman 検定によって解析した。 

0.05未満の P値は統計的に有意であるとした。 
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Ⅴ.結果 

1. ヒト末梢血単球での STEAP4のエクソン 3欠損変異体の同定。 

	 ヒト初代単球における変異型発現を調べるために、STEAP4の RT-PCRを

行った。対照および RAから得られた検体において、全長 STEAP4バンド

（1340bp）だけでなく低分子量バンド（812bp）も見出し、この 812bpのバ

ンドの強度は対照よりも RAで強い傾向があった。 これらの電気泳動で展開

されたバンドをアガロースゲル上からそれぞれ切り出し、溶出した DNAをク

ローニングしてその塩基配列を解析した。重分子量バンド(1340bp)は全長

STEAP4として同定され、一方で低分子量バンドはそのエクソン 3欠損変異

体（v-STEAP4）（812bp）として同定された（図 3）。  

 

2. RA患者と健常者の STEAP4および v-STEAP4発現量の比較検討 

	 次に、STEAP4と v-STEAP4のそれぞれに特異的なプライマープローベセ

ットを作成し、19人の RA患者（RA群）および 14人の健常者（対照群）か

ら得られた末梢血 CD14 陽性単球における STEAP4および v-STEAP4の

mRNA発現レベルを分析するために qRT-PCRを行った。 STEAP4および v-

STEAP4の発現は、双方ともに対照群と比較して RA群で有意に高かった（P 

< 0.05）（図 4）。 RA群では STEAP4と v-STEAP4との間に正の相関が認

められ（R = 0.463、P < 0.05）（図 5）、STEAP4に対する v-STEAP4の発

現比は RA群で対照群より有意に高かった （図 6、P < 0.05）。  
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3. RA患者における STEAP4および v-STEAP4発現と臨床情報との相関 

	 CD14 陽性細胞における STEAP4および v-STEAP4の発現は、対照群より

も RA群で有意に高かった。しかしながら、RA患者におけるこれらの炎症性

因子とそれらの発現との間の関連性は、これまで検証されていない。そこで、

STEAP4または v-STEAP4の発現レベルと、C反応性タンパク質（CRP）、

赤血球沈降速度（ESR）、リウマトイド因子（RF）、マトリックスメタロプ

ロテイナーゼ 3（MMP-3）と RA患者における臨床的疾患活動性のマーカー

である DAS28-CRP / ESRなどの臨床情報との相関を調べた。STEAP4は

CRP（R = 0.619、P < 0.01）、ESR（R = 0.499、P < 0.05）と正の相関を持

ち、v-STEAP4は CRP（R = 0.549、P < 0.05）、RF（R = 0.485、P < 0.05）

と正の相関を持っていた（図 7）。MMP-3 と DAS-28-CRP/ESR は STEAP4、

v-STEAP4のいずれとも相関しなかった（図 8）。 

	 STEAP4 と v-STEAP4の発現が生体内で炎症性サイトカインにより制御さ

れていることを明らかにするために、トシリズマブ（IL-6阻害薬）が

STEAP4および v-STEAP4 mRNA発現レベルに及ぼす影響について検討した。 

本研究では、12週間のトシリズマブ治療を受けた 6人の RA患者から得られ

た治療前後の CD14 陽性単球において、v-STEAP4 / STEAP4発現比は変動し

なかったものの、STEAP4および v-STEAP4発現は共に有意な減少を示した

（表 2、図 9）。  
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4. STEAP4および v-STEAP4の過剰発現細胞株の樹立 

	 ヒト単球における STEAP4および v-STEAP4の相対的な機能を解析するた

めに、STEAP4および v-STEAP4過剰発現細胞を樹立した。 

	 過剰発現細胞株の各群の培養とレポータータンパク質 ZsGreen1を用いた

ソーティングを 3回繰り返すことにより、導入効率を上げた。 3回目の選別

後、純度は 95％以上に上昇した（図 10A）。 各過剰発現細胞株における

STEAP4および v-STEAP4の mRNA発現を確認するために RT-PCRを実施

した。 全長 mRNA バンドおよびエクソン 3 欠損変異体のサイズのバンドが、

過剰発現細胞株の各グループにおいて明瞭に検出された（図 10B）。 次に、

内部対照としての actinに対する STEAP4および v-STEAP4のタンパク質発

現レベルを確認するために免疫ブロット法を行った。 STEAP4過剰発現細胞

株における全長 mRNAに相当するバンド（52kD）の強度は空ベクターを導

入した対照となる mockと比較して増加し、エクソン 3欠損変異体のバンド

（31.3kD）も v-STEAP4過剰発現細胞株で増加した（図 10C）。 

 

5. STEAP4および v-STEAP4過剰発現細胞株による機能解析 

	 次に、STEAP4および v-STEAP4の機能を解明するために、LPS刺激を介

して炎症性サイトカイン産生を検出しようと試みた。 LPS受容体である

TLR4の発現を上げるために、LPS刺激の前に THP-1細胞を PMA刺激によ

りマクロファージ様に分化させた。 STEAP4過剰発現細胞株では IL-6の産生

が増加し、TNFαは v-STEAP4過剰発現細胞株で産生が増加した（図 11、
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左） 。一方で、興味深いことに v-STEAP4過剰発現細胞株では IL-6の産生が

著明に抑制された（図 11、中央）、 さらに、IL-1βの変動は IL-6と同様の傾

向を示した（図 11、右）。  

	 次に、STEAP4および v-STEAP4過剰発現細胞株の LPS刺激を介した下流

シグナル伝達タンパク質の変動を調べた。まず、NF-κBと STAT3に注目し

た。TNFα産生の主要な TLR4下流シグナリング経路である NF-κBシグナル

伝達に関して解析したところ、p-NF-κBは、v-STEAP4過剰発現細胞株にお

ける LPS刺激の 15分後および 30分後に増加し、NF-κBの分解阻害分子で

ある IκBαの degradationは、v-STEAP4過剰発現細胞株において 30分およ

び 60分で遷延していた（図 12A）。一方、v-STEAP4過剰発現細胞株では、

LPS刺激の 15分、30分、60分後に p-STAT3が減少していた。興味深いこ

とに、0分、15分,30分および 60分で STAT3は v-STEAP4で内部対照の

actinと比較して degradationしていた。p-STAT1は過剰発現細胞株の各群間

でほぼ同等であった。さらに、STAT3の負の調節因子として知られている

SOCS3は、v-STEAP4過剰発現細胞株において LPS刺激によって誘導され

なかった（図 12B）。 

	 また、マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）ファミリー（p38、

ERK1 / 2、および JNK）であるその他の TLR4関連シグナル伝達カスケード

を分析した。 STEAP4過剰発現細胞株において 15分および 30分で P-p38

が減少し、30分で p-ERK1 / 2が減少したが、p-JNKは STEAP4及び v-

STEAP4過剰発現細胞株では影響を受けなかった（図 12C）。 
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	 NF-κBまたは STAT3シグナル伝達がそれぞれ TNFαまたは IL-6の産生に

必要であるかどうかを確認するために、この実験系においてそれぞれのシグ

ナル伝達物質に特異的な阻害剤による実験を行った。未感染の THP-1マクロ

ファージにおいて、NF-κB阻害剤（Bay 11-7082）により LPS刺激後の

TNFα産生および LPS刺激後 15分での NF-κBのリン酸化および IκBαの

分解が抑制され、STAT3阻害剤（S3I-201）により IL-6産生および STAT3の

リン酸化が抑制された（図 13A、B）。これら実験によって THP-1マクロフ

ァージの LPS刺激を介したこれらのサイトカインの産生に NF-κBおよび

STAT3がそれぞれ必要であることを確認した。mockと v-STEAP4過剰発現

細胞株において TNFα産生は、NF-κB 阻害剤に用量依存的に抑制されたが、

STEAP4過剰発現細胞株では抑制されなかった（図 14、左）。 IL-6産生は、

mockおよび v-STEAP4過剰発現細胞株で STAT3阻害剤によって抑制された

が、STEAP4過剰発現細胞株では増加した（図 14、右）。 

	 以上をまとめると、STEAP4および v-STEAP4の過剰発現は、LPS刺激の

下流カスケードに影響を与え、v-STEAP4過剰発現細胞株における主なカス

ケードは、NF-κB経路を介した TNFαと STAT3を介した IL-6 産生であるこ

とを示唆する（図 15に要約）。 
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Ⅵ.考察 

	 本研究では、最初にヒト単球における STEAP4のエクソン 3欠損変異体 

(v-STEAP4)を同定した。 STEAP4および v-STEAP4の mRNA発現は、RA

患者においてより高く、RAに関連した炎症マーカーである CRPや ESRと

正の相関があった。 STEAP4の mRNA発現は、CD14陽性単球における

TNFαによって誘導され[15]、RA患者において TNFα阻害薬での治療により

減少した [17]。 この研究では、STEAP4および v-STEAP4の発現が IL-6阻害

薬によって有意に減少することを見出した。 これらの知見は、STEAP4およ

び v-STEAP4の発現が、TNFαや IL-6などの炎症性サイトカインによって制

御されていることを示唆する。しかしながら、サイトカイン産生とそれに関

連するシグナル伝達物質に対する STEAP4および v-STEAP4の機能的差異は

依然として不明である。 

	 STEAP4または v-STEAP4のいずれかを過剰発現する単球系細胞株を独自

に樹立した。LPS刺激による IL-6および IL-1βの産生が v-STEAP4において

著明に抑制されたが、TNFαは増加していた。一方で、STEAP4は IL-6およ

び IL-1βの産生を有意に増加させたが、TNFαは LPS 刺激によって増加せず、

STEAP4および v-STEAP4が LPS刺激下の異なる経路に影響することが示唆

された。 STEAP4は RAのヒト単球、好中球および滑膜線維芽細胞に見出さ

れ、RAの病因における負の制御因子であると考えられている [15〜17]。しか

し、ヒト単球では、v-STEAP4の過剰発現は in vitroで TNFαおよび IL-6の
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産生に反対の効果を有した。この研究でより重要な結果は、v-STEAP4の過

剰発現が IL-6の産生を著明に抑制したことである。 STEAP4の選択的スプラ

イシングの制御メカニズムは未知であるが、LPS /IL-6カスケードのこの

STEAP4と v-STEAP4の機能的差異は、v-STEAP4の主要な抗炎症性の役割

を示している。 

	 過去のマウスの研究では、TIARP 欠損マウス（TIARPおよびその変異体の

両方を欠損している）では、IL-6の血清レベルが高く一方で TNFαは検出さ

れなかった。TIARP欠損マウスでコラーゲン誘導性関節炎および K / B×N血

清移入性関節炎を起こすと野生型と比べより関節炎が増悪し、その関節炎は

IL-6阻害薬により改善したが、TNFα阻害薬では改善が見られなかった 

[13,14]。 したがって、TIARPは関節炎における負の調節因子であると考えら

れており、その機能は、in vivoで TNFαより IL-6の調節に依存している。 

また、GPI誘導性関節炎におけるエクソン 3欠損変異体が関節炎の症度に応

じて発現が増加することも見出した（予備的観察）。 TIARPの変異体は、関

節炎モデルにおいて IL-6の抑制に関連する可能性があり、今後は関節炎モデ

ルマウスで TIARP変異体を過剰発現させるなどの検討が必要である。 

	 私が知る限り、これはヒト STEAP4と比較してヒト v-STEAP4の細胞内機

能を比較した最初の報告である。免疫ブロット法により、v-STEAP4過剰発

現細胞における LPS刺激下の p-NF-κBおよび p−STAT3の明らかな違いを

確認した。 v-STEAP4過剰発現細胞において、TNFα産生の変動は、NF-κB

シグナル伝達の活性化と一致し、IL-6は、STAT3のリン酸化と一致した。こ
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れらの知見は、v-STEAP4の過剰発現が、それぞれのシグナル伝達経路の

各々を介して各サイトカインの産生に影響を及ぼすことを示唆している。

STAT3のリン酸化の負の調節因子として知られている SOCS3が LPS刺激で

誘導されるとの報告も過去にはある [23,24]。しかし、我々の研究では、

SOCS3は、v-STEAP4過剰発現細胞株において LPS刺激で誘導されなかっ

た。したがって、v-STEAP4による STAT3リン酸化の抑制は SOCS3を介し

てはいないと考えられた。さらに、NF-κBには Bay 11-7082、STAT3には

S3I-201 といったそれぞれのシグナル伝達経路に特異的な阻害剤を使用して、

未感染の THP-1マクロファージにおいて LPS刺激後の TNFα、IL-6産生を

検討することでこの実験系においては TNFα産生には NF-κBシグナル伝達

経路が必要であり、IL-6産生には STAT3シグナル伝達経路が必要であること

を確認した。これらの阻害剤は、mockおよび v-STEAP4過剰発現細胞株に

おける TNFαおよび IL-6産生を抑制したが、STEAP4過剰発現細胞株では抑

制しなかったことから、STEAP4はおそらく NF-κBおよび STAT3カスケー

ドとは別のシグナル伝達経路を調節する可能性がある。  

	 v-STEAP4と違い、STEAP4は p-ERK1 / 2および p-p38を減少させた。 

しかしながら STEAP4過剰発現細胞株におけるサイトカイン産生はこれらの

MAPKファミリーと共に有意に抑制されなかったため、その影響は限定的で

あると考えられた。 一方で、STEAP4は特に STAT3特異的阻害剤での IL-6

産生の増加に関連し得る p-STAT1を増加させる可能性がある。 
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Ⅶ.結論	

	 v-STEAP4が RA患者で増加しているだけでなく、RA炎症状態を模倣した

LPSによって誘導される炎症性サイトカインの産生経路を特異的に制御する

という機能的意義を明らかにした。v-STEAP4経路を特異的に活性化する新

規治療は、NF-κBおよび STAT3経路におけるサイトカインの制御を介して

RA炎症の軽減をもたらし得る。 さらに、v-STEAP4の制御は、正常な免疫

応答を維持し、有害な免疫抑制を回避できる可能性がある。 我々の研究は、

RAにおけるヒト単球での STEAP4およびその変異体による炎症制御の分子

メカニズムについて新しい洞察を提供した。今後の治療応用のためにより詳

細なメカニズムの解明が望まれる。 
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Ⅹ.主要略語一覧 

本論文において用いた主な略語を以下に示す。	

	

TNFα: tumor necrosis factor alpha 

TIARP: TNFα-induced adipose-

related protein  

STEAP4: six transmembrane 

epithelial antigen of prostate 4  5 

RA: rheumatoid arthritis  

v-STEAP4: exon3-spliced variant 

STEAP4  

PCR: polymerase chain reaction  

TLR4: toll-like receptor 4 10 

 IL: interleukin 

 LPS: lipopolysaccharide  

p-: phosphorylated  

NF-κB: nuclear factor-kappa B   

STAT3: signal transducer and 15 

activator of transcription 3  

RT-PCR: reverse transcription 

polymerase chain reaction  

qRT-PCR: quantitative reverse 

transcription polymerase chain 20 

reaction  

PBMC: peripheral blood 

mononuclear cell  

GPI: glucose-6-phosphate isomerase  

PMA: phorbol 12-myristate 13-25 

acetate  

ELISA: enzyme-linked 

immunosorbent assay  

SOCS3: suppressor of cytokine 

signaling 3  30 

DAS: Disease Activity Score  

SD: standard deviation  

SEM: standard error of the mean 

CRP: C-reactive protein 

ESR: erythrocyte sedimentation rate,  35 

RF: rheumatoid factor  

MMP-3: matrix metalloproteinase 3 
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表 1.   

RA患者の臨床的背景  (n = 19) 

Age 

Female, n (%) 

Disease duration (years) 

DAS28-CRP 

DAS28-ESR 

Erythrocyte sedimentation Rate (mm/h) 

C-reactive protein (mg/dl) 

Rheumatoid factor (IU/ml) 

Matrix metalloproteinase 3 (ng/ml) 

Anti-CCP antibodies Positive, n 

Prednisolone use, n (%, mean dose) 

Methotrexate use, n (%, mean dose) 

Use of biological Agents, n (%) 

 64.3± 10.2 

13 (68%) 

14.7±10.2 

   3.1±  0.9 

   3.4±  1.0 

 29.2±20.2 

    1.7±  1.8 

120.7±168.5 

243.5±291.4 

  11 (unknown: 6) 

  11 (58%, 5.7± 0.6mg/day) 

  11(58%, 6.5± 0.7mg/week) 

    0 (0%) 

Values are the mean ± SD.  RA = rheumatoid arthritis, CRP = C-reactive 

protein. DAS 28 = disease activity score in 28 joints; CCP = cyclic 

citrullinated peptide.  

 60 

 

 

 



 
 

35 

 

表 2. 

トシリズマブ治療をした RA患者の臨床的背景 (n = 6) 

Age 

Female, n (%) 

Disease duration (years) 

Use of biological Agents before 

tocilizumab, n (%) 

Anti-CCP antibodies Positive, n (%) 

DAS28-CRP 

DAS28-ESR 

Erythrocyte sedimentation Rate (mm/h) 

C-reactive protein (mg/dl) 

Prednisolone use, n (%, mean dose) 

Methotrexate use, n (%, mean dose) 

 53.7± 7.4 

    5 (83%) 

    9.6± 5.7 

 

	   2 (17%) 

      5 (83%)   

      3.5± 0.6 

       3.7± 0.8 

     27.6± 9.9 

       1.0± 0.50 

       6 (100%, 6.2± 1.2mg/day) 

       3 ( 50%,10±    2.0mg/week) 

Values are the mean ± SD. CRP = C-reactive protein. RA = rheumatoid 

arthritis; DAS 28 = disease activity score in 28 joints; CCP = cyclic 

citrullinated peptide.  

 65 

 

 

 

 



 
 

36 

 

 70 

 

図 1  TIARP/STEAP4の構造  

TIARP/STEAP4は 5のエクソンから成る mRNAで構成され、翻訳されたタンパク

は 6回膜貫通型の構造となっている。 
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 90 

図 2  STEAP4及び v-STEAP4のそれぞれに特異的なプライマー、蛍光標

識プローブセットの認識部位  

STEAP4のプライマーとプローブは v-STEAP4には存在しないエクソン 3を認識

部位とすることで STEAP4を特異的に増幅、検出するように設計した。v-STEAP4

については STEAP4には存在しないエクソン 2 とエクソン 4の連結部をプローブの95 

認識部位とすることで v-STEAP4に特異的な検出系となるように設計した。 
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図 3  ヒト末梢血単球での STEAP4のエクソン 3欠損変異体の同定  110 

RT-PCRを用いた CD14 陽性単球（対照,n = 3; RA, n = 3）における STEAP4

およびそのエクソン 3欠損変異体の検出とクローニングシークエンス解析に

よる同定を行った。 
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 125 

図 4 RA患者で STEAP4と v-STEAP4の発現が上昇している。  

qRT-PCRを用いた対照（n = 14）と RA（n = 19）との間の末梢血 CD14 陽

性単球における STEAP4（左）および v-STEAP4（右）mRNA発現レベルを

比較した。 * P < 0.05は Mann-Whitney U検定による。 
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 140 

図 5 RA患者では STEAP4と v-STEAP4発現に正相関がある。  

STEAP4と v-STEAP4との間の qRT-PCRによる mRNA発現の相関の分析。 

Rは相関係数であり、* P < 0.05は Spearman検定による。 
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図 6 RA患者で v-STEAP4 / STEAP4比が増加している。  

対照（n = 14）と RA（n = 19）との間の末梢血 CD14 陽性単球における

qRT-PCRによる v-STEAP4 / STEAP4比を比較した。 値は平均±SDである。 

 * P < 0.05は Mann-Whitney U検定による。  160 
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(A) 

 

(B) 165 

 

 

 

 

図 7 STEAP4、v-STEAP4発現と CRP、ESR、RFとの相関  170 

RA患者における(A) STEAP4または(B) v-STEAP4の qRT-PCRによる

mRNA発現と、CRP、ESR（n = 18）、RF（n = 19）などのバイオマーカー

との相関を解析した。 Rは相関係数であり、* P < 0.05、** P < 0.01は

Spearman検定による。 
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図 8 STEAP4、v-STEAP4発現と DAS28-CRP/ESR、MMP3との相関  

RA患者における(A) STEAP4または(B) v-STEAP4の mRNA発現と DAS28-185 

CRP、DAS28-ESR（n = 15）または MMP3（n = 14）との相関を Spearman

検定で解析した。Rは相関係数である。  
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 190 

 

 

 

図 9 IL-6阻害薬投与により STEAP4と v-STEAP4の発現は低下した。  

IL-6阻害薬 (トシリズマブ)による治療を行い、疾患活動性が低下した 6人の195 

RA患者の治療前後の末梢血 CD14 陽性単球における STEAP4または v-

STEAP4の発現を解析した。 * P < 0.05はWilcoxonの符号順位検定による。  
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図 10 STEAP4、v-STEAP4過剰発現細胞株の樹立  225 

 (A) トランスフェクションの導入率をレポーター蛋白である ZsGreen1発現

により確認した。(B)クローニング後のベクターDNAを positive control (PC)

として mRNAレベルでの STEAP4、v-STEAP4の発現を RT-PCRで確認した。

(C)免疫ブロット法で蛋白レベルの STEAP4、v-STEAP4の発現増加を確認し

た。actinに対する STEAP4と v-STEAP4の発現比を棒グラフで示した。  230 
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図 11 STEAP4、v-STEAP4過剰発現細胞株でのサイトカイン産生  235 

PMA処理後の THP-1マクロファージからの 1μg/ mlの LPS刺激から 24時

間後の培養上清中の TNFα、IL-6および IL-1βの濃度を、CBAを用いて測定

した。 THP-1マクロファージは、空ベクター (mock)または STEAP4、v-

STEAP4を発現するプラスミドのいずれかをトランスフェクトした。 値は、

各群当たり 3ウェルの平均±SEMである。**P < 0.01は Levene検定により240 

P > 0.05 (等分散性)を確認した後の Tukey検定による。 
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図 12 STEAP4、v-STEAP4過剰発現細胞株での TLR4下流シグナル  255 

空ベクターまたは STEAP4、v-STEAP4を発現するプラスミドのいずれかを

トランスフェクト後に PMA刺激で分化させた THP-1マクロファージに 1μg/ 

mlの LPS刺激後 0分、15分、30分または 60分後の全細胞溶解物で（A）p-

NF-κB、NF-κB、IκBα、actin、（B）p-STAT-3、STAT-3、SOCS-3、

STAT1、p-STAT1、actin、（C）p-p38、p38、p-ERK1 / 2、ERK1 / 2、p-260 

JNKおよび JNKについて 免疫ブロット法を実施した。  
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図 13 未感染 THP-1マクロファージにおける LPSによる炎症性サイトカ

イン産生は、TLR4下流シグナルの特異的阻害剤によって抑制された。  

 NFκB阻害薬である Bay 11-7082または STAT3阻害薬である S3I-201の存

在・非存在下に（A）PMA処理後の未感染 THP-1マクロファージに 1μg/ ml270 

または 100ng / mlの LPSで 24時間刺激し、培養上清中の TNFαおよび IL-6

の濃度を、ELISAを用いて測定した。値は、各群当たり 3ウェルの平均±

SEMである。 * P < 0.05は Mann-Whitney U検定による。（B）LPS刺激で

15分後の未感染 THP-1マクロファージで p-NF-κB、NF-κB、IκBα、

STAT-3および STAT-3について免疫ブロット法を行った（n = 2ウェル/群）。 275 
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図 14 STEAP4、v-STEAP4の LPSによる炎症性サイトカイン産生は、280 

TLR4下流シグナルの特異的阻害剤によって抑制された。  

NFκB阻害薬である Bay 11-7082または STAT3阻害薬である S3I-201の存

在・非存在下に PMA処理後の STEAP4、v-STEAP4の過剰発現した THP-1

マクロファージに 1μg/ mlまたは 100ng / mlの LPSで 24時間刺激し、培養

上清中の TNFαおよび IL-6の濃度を、ELISAを用いて測定した。4ウェルの285 

平均±SEMである。* P < 0.05は Mann-Whitney U検定による。 
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図 15 v-STEAP4は、NFκB経路を活性化し、STAT3経路を抑制する。  300 

 LPSの受容体である TLR4への結合は、IκBaのリン酸化とその後の

degradationにより、p-NF-κBの核内移行を可能にする。一方で STAT3をリ

ン酸化し、その核内移行を可能にする。v-STEAP4は NFκB経路の活性化を

介して TNFα産生を増加させ、STAT3経路の抑制を介して IL-6産生を低下

させる。 305 
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