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シミュレーションによる関節リウマチ末梢血のサイトカイン抑制機構の理解

諸　言

　関節リウマチ（RA）は免疫システムが過剰に反応し，
自己を攻撃してしまう病気である．その病態には，
ヘルパー T 細胞（Th 細胞）が重要な役割を果たして
おり，Th細胞が放出するサイトカインと呼ばれるタン
パク質によって免疫が調節されている．Th 細胞には
細胞性免疫に関与するTh1 細胞と，液性免疫に関与
するTh2 細胞があり，このバランスの破綻が病気の原
因だと言われて来た 1)．しかし，近年，RAがTh1 型疾
患ではないことを示唆するデータが報告され，更に，
Th17細胞と呼ばれる新しいサブセットがRAの病態形
成に重要な役割を果たすことが示された2)．
　我々はRA 患者の生物学的製剤（サイトカインを抗
体によって直接抑える新しい薬）による治療前の末梢
血をサンプルとし，Th1/Th2/Th17 細胞サブセットが
産生する代表的なサイトカインIFN-γ，IL -4，IL -17
を定量した．これらのサイトカインは刺激がない状態
では測定できず，RAに特異的な抗原も発見されてい
ないことから，類似研究でも数多く用いられている抗
原非特異的な刺激（PMA ＋ Ionomycin）を用いた．そ
の結果，意外なことにRA 患者の末梢血ではIL -17は
むしろ抑制されており，他のTh 性のサイトカイン産
生も強く抑制されていた 3, 4)．さらに治療に効果がな
かった患者群のサイトカイン産生は，効果があった
患者群に比べて有意に抑制されていた（Miyoshi, et al. 
unpublished data）．
　一方で，投与前に抑制されていたサイトカイン
産 生 は， 生 物 学 的 製 剤 の 投 与 後 に い ず れ も 有 意
に 上 昇 し， 健 常 人 と 同 じ レ ベ ル ま で 回 復 す る．
よって末梢血においてサイトカイン産生が抑制さ
れ る こ と が，RAの 病 態 や 治 療 効 果 と 深 く 関 連 が
あると示唆される．しかし，慢性的な炎症によって
本来 Th 細胞が活性化しているRA 患者において，サ
イトカイン産生が増加するのではなく，むしろ減少

している結果は，既存の概念では説明が困難である．
従って，この結果を説明するには，例えば，“RA 患
者において，抗原特異的なTh 細胞による免疫応答が
強まっており，一方で抗原非特異的なTh 細胞による
免疫応答は抑制されているため，結果として非特異
的な刺激によるサイトカイン産生が減少している ”
といった新しい理論が必要である．
　RAにおいてTh 細胞が炎症性サイトカインを産生
するようになるには，Th 細胞が抗原提示される必要
がある．この反応が起こる場所はリンパ節が中心で
あり，末梢血で見られている現象は，この結果に過
ぎない．そのため，この仮説を検証するには末梢血
だけではなく，炎症局所（関節やリンパ節）の解析が必
須である．しかしヒトは倫理的な面から末梢血以外の
経時的なサンプリング測定が困難であり，この仮説
をヒトで検証することは難しい．よって本研究では，
RAのモデル動物マウスであるコラーゲン誘導性関節
炎モデルを用いることにした．一方で，今回の仮説を
理論的に説明するためには，炎症局所と末梢という
2つの場，Th 細胞とTh 細胞を抑制する制御性 T 細胞

（Treg）という2つの細胞集団，抗原特異的と抗原非特
異的な細胞集団という2つの分類，これらの細胞集団
の移動，最低限以上の点を考慮したモデルを考える必
要があり，仮説を説明するための最も合理的な方法と
してシミュレーションを用いたモデル構築に取り組む
ことにした．

材料と方法

　再現性の高いシミュレーションモデルを作成する際
には，反応速度式のパラメーターや，細胞数などの初
期値パラメーターが必要である．しかし，前述のよう
にヒトでは倫理的な問題点から末梢血以外の経時的な
サンプルの取得は困難である．よって今回は，RAの
モデル動物であるコラーゲン誘導性関節炎のマウスを
用いて，関節炎を発症させてシミュレーションモデル
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構築に必要なパラメーターを測定することにした．
モデルの構築
　モデル化する対象は，末梢（末梢血 or 脾臓）と炎症
局所（鼠径リンパ節）の2 部位とする．そして，それぞ
れの部位において抗原特異的・非特異的 Th 細胞の2
種類とTregの2 種類の細胞集団，計 4 種類の細胞集団
を定義する（図1参照）．モデル化するサイトカインは，
Th 細胞とTregから算出･消費される代表的なサイト
カインであるIL -2，Th 細胞から産生されるIL -17（予
備としてIFN-γ，IL -4）とする．
反応速度式の作成
　詳細はパラメーターの測定の部分に後述するが，今
回は測定した実験データを元に反応速度式のパラメー
ターを逆算して決定する必要がある．よって必要最低
限のパラメーター数にし，8つの連立一次微分方程式
で記述した．ただしモデルの再現性を見て，測定結果
が再現できなければ，IL -2やIL -17といったサイトカ
イン産生の部分に関しては，汎用的な転写発現式 5)に
置き換える予定である．
パラメーターの測定
　2 回コラーゲン免疫し，関節炎を発症させた後のマ
ウスとコントロールマウスから必要なパラメーター
の取得を行った．末梢血は採取が難しく，細胞数が少
ないため，今回は脾臓（末梢）と鼠径リンパ節（炎症
局所）を採取し，フローサイトメトリー法を用いて，
Tregと活性化されたT 細胞であるEffector memory T
細胞（CD44high CD62Llow CD4 T 細胞）の細胞比と絶対
数を測定した．またIL -2，IL -17（予備としてIFN-γ，
IL -4）の産生に関しては，in vitroにおいて，それぞ
れサンプルを調整した後，RAの末梢血におけるサイ
トカイン産生を測定した際と同様の抗原非特異的な
刺激（PMA ＋ Ionomycin）を行い，産生量をELISA 法

を用いて測定した．抗原特異的な細胞と，それ以
外 の 抗 原 非 特 異 的 な 細 胞 の 比 に 関 し て は，RAに
おいて現在，区別する方法がない．よって上記で測
定したそれぞれの細胞の全体数とそれぞれのサイ
トカイン産生量から，結果に最も合うように細胞
比をパラメーター推定法を用いて予測した．モデル
の構築，パラメーター推定，シミュレーションに
関 し て は， 細 胞 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン ソ フ ト ウ ェ ア 
E - Cell 3 6)を用いて行った．

結　果

　シミュレーションモデルの作成に必要なパラメー
ターを得るために，コラーゲン誘導性関節炎モデル
のマウスを用いて，TregとEffector memory T 細胞の
比率，及び in vitroにおけるIL -17のサイトカイン産生
量の測定を行った（図2）．
　末梢（脾臓，Sp）における培養上清中のサイトカ
イン産生量の結果は，ヒトの末梢血と同様の結果
で あ り，IL -17 産 生 量 は 関 節 炎 を 発 症 し た マ ウ ス

（day28）でコントロールマウス（control）に比べて
有意に低かった．一方で炎症局所（鼠径リンパ節，
LNs）においては，予想に反して IL -17 産生量に有意
差はなかった．Tregに関しては，末梢と炎症局所の
両方でday28で有意に割合が多く，Effector memory 
T 細胞に関しては炎症局所でのみ有意に割合が多
かった．
　シミュレーションモデルに関しては，まだ途中段階
であるが，末梢と炎症局所のIL -17のサイトカイン産
生は再現できている（図 3）．今後は，2 部位間の細胞
移動などの部分に関して，T細胞の移動に関する論文 7)

を参考にしてパラメータチューニングを行なっていく
予定である．

図 1.	 シミュレーションのモデル図．
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図 2.	 シミュレーションのために必要なパラメーターの測定．LNsは鼠径リンパ節，Spは脾臓，controlはコラーゲンで免疫
をしていないコントロールマウス，day7はコラーゲンを1 回だけ免疫したマウス，day28はコラーゲンを2 回免疫し，
関節炎を起こしたマウス．細胞培養時間は24h．** p ＜0.01，* p ＜ 0.05 （Mann-WhitneyのU- test）．

図 3.	 IL -17のシミュレーションの結果．実験結果（8h，16h，24h）は丸でプロットしてある．
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考　察

　シミュレーションモデルは構築するまでは手間がか
かるが，一度構築すれば，in silico 実験によって，モ
デル化した細胞やサイトカイン濃度などの能動的な変
化を網羅的に取得できること，そして倫理的な問題点
が存在しないことから，薬剤の効果や影響を考察する
のに大きな効力を発揮する手法である．
　今回作成しているシミュレーションモデルは，
末梢と炎症局所という2つの部位におけるTregと
Effector memory T 細胞の相互作用を考慮したシン
プルな関節炎のモデルに過ぎないが，RAが全身性の
炎症疾患であることを踏まえると，複数部位の相互
作用を考慮することは病態を理解する上で非常に重
要である．このような取り組みがまだ原因が不明で
あるRAの病因や治療効果の予測に繋がっていくと
期待される．
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