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〈要 約〉

　Th17細胞が自己免疫疾患に関与することが明らかにされてきたが，それぞれの自己免疫疾患において標的となる組織をどのように傷害するのか，炎症を起こした組織において炎症に関連するほかの細胞とどのように相互作用するのかについてはくわしくわかっていない．この研究において，筆者らは，自己免疫性の関節炎を自然発症するモデルマウスを用い，関節炎を惹起するTh17細胞が関節の滑膜細胞からのGM-CSFの産生をひき起こし関節炎を惹起すること，炎症を起こした関節において自然リンパ球が活性化し増殖していることを見い出した．活性化した自然リンパ球はインターロイキン2，インターロイキン33，TLR9のリガンドによる刺激によりGM-CSFを多く産生した．滑膜細胞あるいは自然リンパ球によるGM-CSFの産生を選択的に欠損させることにより関節炎の発症は抑制された．また，Th17細胞から産生されるGM-CSFは関節炎の発症には必要なく，関節炎の増悪に関与した．関節リウマチの患者の滑膜液においてもGM-CSFを産生する自然リンパ球が増加していた．したがって，Th17細胞，滑膜細胞，自然リンパ球による炎症性サイトカインの産生による炎症カスケードの形成が自己免疫性の関節炎の発症および増悪において重要であり，これらの経路を標的とする新規の治療法の開発が期待される．
はじめに

　炎症性サイトカインは自己免疫疾患を代表とする炎症性疾患の発症および維持において重要である．関節リウマチは全身性の炎症性疾患であり，TNF，インターロイキン1，インターロイキン6などの炎症性サイトカインが病態および病理の形成に中心的な役割をはたす．自己反応性のT細胞が炎症を起こした滑膜細胞を刺激することが関節の破壊にいたる炎症細胞のあいだの相互作用のひとつである1)．臨床的にも，TNF阻害剤，インターロイキン6阻害剤，インターロイキン17阻害剤は関節リウマチや乾癬の治療薬として使われ，非常に高い効果を示す2)．最近の自己免疫疾患を対象としたゲノムワイド関連解析においても，さまざまな自己免疫疾患に共通して関連する遺伝子は炎症性サイトカインおよびその受容体をコードする遺伝子であることが明らかにされている3)．しかし，炎症性サイトカインが炎症を起こした組織においてどのように免疫細胞および組織の細胞を制御するのか，環境因子や遺伝要因はどのように炎症に関与するのか，自己免疫疾患を治療するにはサイトカインに依存性の炎症経路をどのように標的とすればよいのか，くわしくはわかっていない．この研究において，筆者らは，関節炎を惹起するT細胞が炎症の局所の細胞やサイトカインネットワークをどのように刺激し，組織に炎症を惹起し増悪させるかについて検討した．
1．Th17細胞が産生するGM-CSFは関節炎の発症に必要ではない

　GM-CSF（granulocyte macrophage colony-stimulating factor：顆粒球単球コロニー刺激因子）は樹状細胞やマクロファージの活性化に重要な炎症性サイトカインであり4)，実験的自己免疫性脳脊髄炎の惹起においてはTh17細胞の産生するGM-CSFが鍵となる5,6)．Th17細胞に依存性の関節リウマチのモデルマウスであるSKGマウスを用いて7,8)，GM-CSFの自己免疫性の関節炎に対する寄与，産生細胞，その制御機構について検討したところ．これまでの報告と一致して，関節炎の局所のTh17細胞はGM-CSFを多く産生することが確認され，GM-CSFを欠損したSKGマウスはマンナンの投与による関節炎の惹起に対し抵抗性を示した．一方，SKGマウスに由来するCD4陽性T細胞をRAG2ノックアウトマウスに移入することにより関節炎の惹起が可能であるが，GM-CSFを欠損したCD4陽性T細胞の移入によっても同様に関節炎が惹起され，自己免疫性の関節炎のモデルマウスにおいてはTh17細胞の産生するGM-CSFは炎症の強さには関与するが発症にかかわらなかった．これらの結果から，T細胞以外の細胞が産生するGM-CSFが関節炎の発症により強く関与することが示唆された．
2．滑膜細胞および自然リンパ球から産生されるGM-CSFが関節炎の発症および増悪に重要である

　実験的自己免疫性脳脊髄炎とは対照的な結果として，GM-CSFを産生するSKGマウスに由来するCD4陽性T細胞をGM-CSFを欠損したRAG2ノックアウトマウスに移入したところ，移入されたT細胞のTh17細胞への分化およびGM-CSFの産生能については正常であったにもかかわらず，関節炎はまったく発症しなかった．したがって，関節炎の発症にはT細胞以外の細胞の産生するGM-CSFがむしろ必須であることが明らかにされた．
　炎症を起こした滑膜細胞はGM-CSFを産生する細胞の候補と考えられた．SKGマウスの炎症を起こした関節から滑膜細胞を分離しインターロイキン17により刺激したところ，刺激ののち1～3時間以内に，GM-CSFをコードするCsf2遺伝子のほか，Ccl20遺伝子，Cxcl1遺伝子，Cxcl5遺伝子，Il6遺伝子，Nfkbiz遺伝子，Lif遺伝子，Zc3h12a遺伝子のmRNAについて発現の上昇が認められ，滑膜細胞はGM-CSFを産生する細胞のひとつであることが明らかにされた．
　炎症を起こした関節に浸潤した免疫細胞をソーティングし定量的PCR法によりCsf2遺伝子を発現する細胞を探索した．その結果，CD45陽性の血球系細胞のなかでGM-CSFを発現していたのはT細胞および自然リンパ球であった．自然リンパ球は通常は腸管や肺などの粘膜の組織に常在する免疫細胞である．予想に反して，自然リンパ球は炎症を起こすまえの正常な関節に常在しており，関節炎の発症により増殖することが見い出された．さらに，滑膜の自然リンパ球の表現型は2型自然リンパ球に類似していた．これら滑膜の自然リンパ球はインターロイキン13およびGM-CSFを産生し，GM-CSFの発現を誘導する転写因子をコードするBhlhe40遺伝子の発現も認められた．関節炎の惹起にはたす自然リンパ球の役割について調べるため，関節炎をひき起こす際に自然リンパ球を特異的に除去したところ，関節炎の重症度が有意に抑制された．
　滑膜細胞および自然リンパ球の産生するGM-CSFが関節炎の発症および増悪に関与するかどうか明らかにするため，滑膜細胞あるいは自然リンパ球によるGM-CSFの産生を特異的に欠損する骨髄キメラマウスを作製し関節炎をひき起こした．その結果，滑膜細胞においてGM-CSFが欠損することにより関節炎の発症そのものが抑制され，自然リンパ球においてGM-CSFが欠損することにより慢性炎症期における増悪が抑制された．したがって，滑膜細胞および自然リンパ球の産生するGM-CSFは関節炎の発症および増悪に相乗的に関与することが明らかにされた．
3．滑膜の自然リンパ球によるGM-CSFの産生の制御機構

　インターロイキン2，インターロイキン7，インターロイキン33が2型自然リンパ球の機能を制御することが知られていることから9)，これらが滑膜の自然リンパ球によるGM-CSFの産生にかかわるかどうか検討した．その結果，インターロイキン33の産生量は健常な関節に比べ炎症を起こした関節において有意に増加しており，インターロイキン2は活性化したTh17細胞から供給されていた．滑膜の自然リンパ球をソーティングし，インターロイキン2，インターロイキン7，インターロイキン33により単独あるいは組合せで刺激したところ，インターロイキン33の刺激によりGM-CSFの産生が起こり，インターロイキン2とインターロイキン33の組合せの刺激によりGM-CSFの産生が相乗的に増加した．
　近年，ヒトの自然リンパ球においてToll様受容体（Toll-like receptor：TLR）の発現が報告されていることから10)，滑膜の自然リンパ球の発現するToll様受容体を定量的PCR法により評価した．その結果，滑膜の自然リンパ球はTLR2，TLR3，TLR4，TLR9を選択的に発現しており，機能的には，これらTLRのリガンドによる単独の刺激ではGM-CSFを産生しなかった．しかし，インターロイキン33とTLR9のリガンドの組合せの刺激により滑膜の自然リンパ球からのGM-CSFの産生が増加した．これらの結果から，滑膜の自然リンパ球はインターロイキン2，インターロイキン33，TLR9のリガンドに応答してGM-CSFを産生し関節炎の増悪に関与することが示唆された．
4．関節リウマチの患者の滑膜液にもGM-CSFを産生する自然リンパ球が存在する

　関節リウマチの患者および変形性膝関節症の患者の末梢血および滑膜液に存在する自然リンパ球を解析した．関節リウマチの患者の滑膜液における自然リンパ球の存在頻度は，変形性膝関節症の患者の滑膜液および末梢血に比べ有意に高く，サイトカインの産生能についても，GM-CSFを産生する自然リンパ球が有意に増加していた．関節リウマチの患者の滑膜液に含まれるGM-CSFの産生細胞はT細胞，マクロファージ，自然リンパ球であり，おのおのの細胞がそれぞれのGM-CSFの産生機構をはたらかせ関節炎の増悪に寄与するものと考えられた．
おわりに

　この研究において，関節炎を惹起するTh17細胞が滑膜細胞および自然リンパ球と炎症カスケードを形成し関節炎の発症および増悪を制御することが明らかにされた（図1）．それぞれの関節炎の局所におけるGM-CSFの産生機構は，Th17細胞による自己抗原の認識，滑膜細胞による炎症性サイトカインの刺激，自然リンパ球によるインターロイキン33および内在性のTLR9のリガンドなどの傷害関連分子パターンの刺激であると考えられる．関節リウマチの患者の滑膜液には多量のGM-CSFが含まれており11)，治療の標的として期待されている．現在，関節リウマチの患者に対しGM-CSF阻害剤を使った臨床治験が進んでおり，高い有効性が示されている12)．さまざまなステージにおいて組織における炎症を的確に制御するため，将来的には，Th17細胞，滑膜細胞，自然リンパ球などのおのおのの細胞が産生するGM-CSFを特異的に標的とする免疫学的な制御法の開発が必要とされる．
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〈図説明〉

図1　関節炎の発症および増悪の分子機構
関節炎の発症期には，Th17細胞の産生するインターロイキン17が滑膜細胞からの炎症性サイトカインおよびケモカインの産生において重要である．とくに，GM-CSFの産生が関節炎の発症に大きな役割をはたす．慢性炎症期においては，Th17細胞，滑膜細胞，自然リンパ球の相互作用および炎症性サイトカインによる炎症カスケードの形成が関節の破壊をひき起こす．
