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Thesis

緒　言

　関節リウマチ（RA）は，関節滑膜の慢性炎症により
多発関節炎をきたし関節破壊に至る自己免疫性疾患
である 1)．関節破壊には種々のサイトカイン（腫瘍壊死

因子（TNFα），インターロイキン-1（IL -1），IL -6など）
や炎症細胞が関与しており，TNF αとIL -6 の阻害薬
ならびにT 細胞の共刺激調節薬は最も有効な治療法の
一つとして，実臨床で使用されている2 -7)．
　RAの病態におけるB 細胞の関与が推測されている．
RAの滑膜組織では，約 10 -23％のRA 滑膜組織におい
て異所性リンパ濾胞である胚中心（GCs）に似た，T

関節リウマチにおけるBAFFと臨床的指標ならびに疾患活動性との関連

大学病院　リウマチ膠原病科

※ 現所属：国立病院機構東埼玉病院　リウマチ科

中嶋　京一

【目的】関節リウマチ（RA）などの自己免疫疾患において，B 細胞刺激因子（B-cell - activating factor 
belonging to the TNF family: BAFF）が上昇することが知られている．本研究では，まずRA 滑膜組織に
おけるBAFFとBAFF-Rの分布と機能ならびに血清と関節液中の可溶性 BAFF 濃度について検討した．
次に，RAにおける臨床的指標と血清中の可溶性 BAFF 濃度との相関の有無をACPA 陽性群に注目して
臨床的な検討を加えた．疾患活動性指標は，SDAIおよびCDAIを使用した．

【結果】RAの滑膜組織から分離したB 細胞・T 細胞・CD14 陽性単球でBAFFが発現し，BAFF-RはB 細
胞とT 細胞で発現していた．mRNAレベルでは，滑膜単核細胞においてBAFFとBAFF-Rのいずれも発
現を認めた．免疫組織化学染色では，滑膜組織中に単核細胞の局所的もしくはびまん性の浸潤と一部
胚中心様構造を認め，いずれにおいてもBAFFとBAFF-RがT 細胞とB 細胞で発現していた．またCD3
陰性 CD20 陰性 BAFF 陽性細胞が滑膜表層ではなく深層に存在し，BAFF-Rは表層および深層のいず
れにも発現していなかった．RA 患者滑膜検体を処理し4から6 継代して得た線維芽細胞様滑膜細胞

（RA-FLS）は無刺激の状態で細胞質にBAFF 蛋白およびmRNAを発現していたが細胞表面にBAFF 蛋
白は存在せず，BAFF-Rは蛋白質ならびにmRNAいずれのレベルでも発現していなかった．関節液中
の可溶性 BAFF 濃度を同じ日に採取した血清中の可溶性 BAFF 濃度と比較すると，関節液中の可溶性
BAFF 濃度が常に高値だった．臨床的評価では，全症例において可溶性 BAFF 濃度とプレドニゾロン
投与量に関連を認め，罹病期間とも弱い関連を認めた．ACPA 陽性群においては，可溶性 BAFF 濃度
と罹病期間が関連し，プレドニゾロン投与量と軽度関連していた．ACPA 陽性群において，SDAIと
各臨床的指標との単回帰分析で関連した項目（可溶性 BAFF 濃度，IgM-RF，赤沈，MMP-3，HAQ，
プレドニゾロン投与量）を説明変数，SDAIを目的変数として重回帰分析を施行したところ，可溶性
BAFF 濃度・IgM-RF・HAQ・プレドニゾロン投与量が有意な説明変数だった（自由度調整 R2 ＝ 0.64）．
一方，ACPA 陽性群においてCDAIと単回帰分析で関連を認めたのはIgM-RF・赤沈・MMP-3・HAQ・
プレドニゾロン投与量で，これらを説明変数としSDAIを目的変数とした重回帰分析を施行したところ，
IgM-RF・HAQが有意な説明変数（自由度調整 R2 ＝ 0.58）だった．CDAIと可溶性 BAFF 濃度は軽度の
関連を認めたが，有意ではなかった．また，CRPと血清中の可溶性 BAFF 濃度は相関しなかったが，
関節液中の可溶性BAFF濃度とは有意な相関を認めた．

【結論】RAの滑膜組織にBAFF 陽性細胞を認め，血清および関節液中の可溶性 BAFF 濃度が上昇してい
ることから，RAとBAFFとの関連が示唆された．またACPA 陽性 RAにおいて血清中の可溶性 BAFF 濃
度とSDAIに関連を認めており，臨床的に有用な予後予測因子になる可能性がある．
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細胞，B 細胞，濾胞樹状細胞の集族像があり，そこで
は抗原特異的なB 細胞の分化を含む，いくつかの典型
的なGCsとしての機能が認められる 8, 9)．またRA 患者
ではリウマトイド因子（IgM-RF）などの自己抗体が産
生される 1)が，IgM-RF 値が異所性 GCs 形成と相関す
るとの報告もある 10)．RAモデル動物からのB 細胞除
去による発症抑制効果 11)や，抗 CD20 抗体（リツキシ
マブ）によるB 細胞を標的とした治療がRAに有効であ
る事実は 12)，RAにB 細胞が関与することを強く示唆
している．
　B 細胞刺激因子（B-cell - activating factor belonging to 
the TNF family: BAFF）は，RAの病態との関連が示唆
されるサイトカインである．BAFFはB 細胞の生存・
分化・抗体産生に必須の因子であるが 9, 13, 14)，RAの血
清ならびに関節液中では可溶性 BAFF 濃度が上昇し滑
膜中にはBAFF 発現細胞が存在すること 15 -17)が知られ
ている．抗 BAFF 抗体は新規治療薬の候補であり，現
在国内外で抗 BAFF 抗体（ベリムマブ，タバルマブ）の
治験が進行している20, 21)．
　近年，RAの臨床において重要性を増した指標が
ある．一つは抗環状シトルリン化ペプチド抗体（Anti -
cyclic citrullinated peptide antibody: ACPA）で，関節破
壊の予後不良因子である 22, 23)．もう一つは，simplified 
disease activity index （SDAI）とclinical disease activity 
index（CDAI）で，疾患活動性と臨床的寛解の評価に簡
便かつ有用であり 24 -26)，28 - joint disease activity score 

（DAS28）27)とともに使用されている．
　本研究においては，RAにおけるBAFFの関与を明
らかにするために，2つの観点から検討した．まず滑
膜組織におけるBAFFとBAFF-Rの分布と機能ならび

に血清と関節液中の可溶性 BAFF 濃度について検討
した．次に，RAにおける臨床的指標と血清中の可溶性
BAFF 濃度との相関の有無をACPA 陽性群に注目して
臨床的な検討を加えた．疾患活動性指標であるSDAI
およびCDAIにおけるBAFFの影響については，多変量
解析を使用した．

 方法と材料

1．患者および検体
　 ア メ リ カ リ ウ マ チ 学 会（ACR）の 分 類 基 準 28)を
満たし，関節置換術を施行した12 名のRA 患者から滑
膜検体を採取した．各患者の背景については，Table1
に示した．変形性関節症（OA）の滑膜検体，健常成人
からの扁桃組織ならびにリンパ節組織は，コントロー
ルとして使用した．可溶性 BAFF 濃度は，治療目的に
関節穿刺が必要だった20 名の異なるRA 患者の関節
液，ならびにRA 患者 28 名と健常人 31 名から採取した
血清を用いて解析した．血清 C 反応性蛋白（CRP）は診
療時に採取し，臨床検査室にてラテックス免疫比濁法
で計測した．本研究に参加した全ての患者及び健常人
はヘルシンキ宣言に基づくインフォームドコンセント
を受けている．本研究は，国立国際医療研究センター
倫理委員会の承認を受けた．
　臨床的な評価は，埼玉医科大学病院リウマチ膠原
病科外来通院中または入院中の62 名のRA 患者を対象
とした（Table 2）．通常診察により，関節評価（圧痛関
節数，腫脹関節数）と患者評価（患者全般評価，HAQ

（生活機能評価））を施行した．診療時採取した血液に
より，赤沈（Westergren 法），CRP，MMP-3（マトリッ
クスメタロプロテアーゼ -3，ラテックス免疫比濁法），

Table 1. 検体種類別患者背景

CRP；C-反応性蛋白，IgM-RF；リウマトイド因子．数値は平均±標準偏差または患者数（%）を示す（別途記載のあるものを除く）．
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IgG（免疫グロブリンG，免疫比濁法），IgM-RF（ラ
テックス凝集法），ACPA（酵素結合免疫吸着法）を計
測した．X 線は，診察を担当する医師以外の熟練した
2 名が臨床的な情報なくシャープスコア変法（関節裂
隙 狭 小 化 ス コ ア（joint narrowing score）， 骨 び ら ん
スコア（erosion score），総シャープスコア（modified 
total Sharp score））にて評価した．この臨床評価に関す
る研究は埼玉医科大学病院 IRBの承認を受けており，
この研究に参加した全ての患者はヘルシンキ宣言に基
づくインフォームドコンセントを受けている．

2．細胞処理
　 関 節 置 換 術 施 行 時 に 採 取 し た 滑 膜 検 体 を 細
切後，デオキシリボヌクレアーゼⅠ（Worthington, 
L a k e w o o d ,  N J ,  U S A ）， コラーゲナーゼ Ⅳ

（Worthington），ヒアルロニダーゼ（Sigma, St Louis, 
MO, USA）に て 処 理 し た．その後Ficoll（Muto Pure 
Chemicals Co.Ltd, Tokyo, Japan）を用いた濃度勾配遠
心法にて，単細胞浮遊液を得た．RPMI 1640（Invitrogen 
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）に10 ％ ウ シ
胎 児 血 清（FCS; ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA），
ペ ニ シ リ ン−ス ト レ プ ト マ シ イ ン（Invitrogen Life 
Technologies），ゲンタマイシン（Sigma）を加えた培
養液中で一晩培養後，付着細胞を線維芽細胞様滑膜細
胞（fibroblast-like synoviocytes: FLS）として回収した．
FLSは4から6 継代したものを，実験に使用した．末梢
血単核細胞（PBMCs）はFicoll（Muto Pure Chemicals）
を用いて健常人より採取した．CD19 陽性細胞は，
CD19-MicroBeadsキット（Miltenyi Biotec, Auburn, 
CA, USA）のプロトコールに従い分離した．分離さ
れた細胞のうちB 細胞の占める割合が95％以上である
ことは，フローサイトメトリーにて確認している．

3．フローサイトメトリー
　滑膜の単核細胞とFLS は，マウス抗ヒトmAbで
あるCD3 -FITC（SK7; BD Biosciences, San Diego, CA, 
USA），CD19 -FITC（4G7; Beckton Dickinson, San Jose, 
CA, USA），CD14-FITC（M φ PQ; BD Biosciences），
BAFF-PE（137314; R&D Systems, Minneapolis, MN, 
USA），BAFF-R-PE（11C1; BD Biosciences）にて染
色した．細胞には50 μg/mlのmAbと，2 ％ FCSを含
むリン酸緩衝液（PBS）を加え，30 分間氷上に静置
した．細胞質のBAFF を染色する前には，PBSで4％
に調整した冷却パラホルムアルデヒド（PFA）を細胞
に加え室温で10 分間静置して細胞固定し，Hanks 塩
類溶液（HBSS）で0.05％に調整したサポニン（ICN）
で透過膜処理を行った 29)．解析にはBD FACS Calibur

（BD immunocytometry Systems）とFlowJo 6.1.1ソフ
ト ウ エ ア（Tree Star Inc. Ashland, OR, USA）を 使 用
した．RA-FLSにおける細胞質 BAFF，膜結合 BAFF，
B A F F - R  は ，1 0  n g / m l の リコンビナントT N F - α

（RELIATech GmbH, Wolfenbütel, Germany）で刺激す
る前後で染色を行った．

4．RNA 抽出と逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Reverse 
transcriptase polymerase chain reaction: RT-PCR）
　トータルR N A は，TRI  REAGENT（Molecu lar 
Research Center, Cincinnati, OH, USA）を用いて滑膜の
単核細胞，FLS，コントロール用細胞から抽出した．
1 μgのトータルRNAに対して，200Uのモロニーマウ
ス白血病ウイルス（Moloney murine leukaemia virus: 

Table 2. 患者背景

数値は中央値または患者数（％）を示す．ACPA：抗シトル
リン化ペプチド抗体，BAFF：B 細胞刺激因子，IgM-RF：
リウマトイド因子，CRP：C- 反応性蛋白，MMP-3：マト
リックスメタロプロテアーゼ -3，IgG：免疫グロブリンG，
SDAI：simplified disease activity index，CDAI; clinical 
disease activity index，DAS28-ESR4： 疾 患 活 動 性 ス コ ア，
HAQ：生活機能評価．
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M-MLV）逆 転 写 酵 素（Invitrogen Life Technologies），
25 mMデオキシリボヌクレオシド三リン酸（dNTPs）
ミックス（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA），
50 μgオ リ ゴ（dT）12-18プ ラ イ マ ー（Invitrogen Life 
Technologies）を用いて相補的 DNA（cDNA）を合成
し た．PCR 反 応 で は 次 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プライマーと，GeneAmp PCR system 9700（Applied 
Biosystems）を使用した：BAFF,
5’-CCCCAACCTTCAAAGTTCAAGTAG-3’ (forward),
5’-TGAGTGACTGTTTCTTCTGGACCC-3’ (reverse) ; 
BAFF-R,  5 ’ -GGTCCTGGTGGGTCTGGTGAG-3’ 
(forward), 5’-GGCTGAATGCTGTGGTCTGTAGTG-3’ 
(reverse);GAPD, 5’-GAAATCCCATCACCATCTTCCAG
-3’ (forward), 5’-ATGAGTCCTTCCACGATACCAAAG-3’ 
(reverse).

5．免疫組織化学
　免疫組織化学染色では，500 倍希釈ラット抗ヒト
BAFF モノクローナル抗体（mAb）（Buf fy-2; Alexis 
Corporation, Lausen, Switzerland），1000 倍 希 釈 マ
ウス抗ヒトBAFF-R mAb（11C1; Alexis Corporation），
200 倍 希 釈 マ ウ ス 抗 ヒ トCD3 mAb（F7.2.38; 
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA），200 倍希
釈 マ ウ ス 抗 ヒ トCD20 mAb（L26; DakoCytomation）
を使用した．パラフィンで包埋切片は，まずクエン
酸緩衝液（pH 6.0）中で121℃ 10 分間オートクレー
ブにて前処理を行った．次に上記の抗体を用いて，
DakoCytomation Autostainer（DakoCytomation）と
Mouse EnVision HRP（DakoCytomation）システムに
より切片を免疫染色した．発色剤はジアミノベンジン

（DakoCytomation）を使用し，最後にヘマトキシリン
染色を施行した．

6 . 血清ならびに関節液中の可溶性 BAFF の測定
　血清中および関節液中の可溶性 BAFF 濃度は診察時
に採取した血清の一部を使用し，Quantikine Human 
BAFF Immunoassay kit（R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA）を用いたサンドイッチELISA 法により，プ
ロトコールに従い測定した．吸光度の計測はModel 
680 Microplate Reader（Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, USA）もしくはImmunoMini NJ-2300 plate reader 

（InterMed, Tokyo, Japan）を使用した．

7．疾患活動性スコア
　RA 疾 患 活 動 性 の 指 標 と し て，DAS28，SDAI，
CDAIを使用した．

8．データ解析
　データはJMP 9.0（SAS Institute, Cary, NC, USA）に
て解析した．二群間の比較はMann-Whitney testまたは

Fisher’s exact test，相関関係の検定にはSpearman rank 
testを使用した．重回帰分析は，全症例ならびにACPA 
陽性群に対して行った．SDAIおよびCDAIと各臨床的
指標との単回帰分析で有意（p ＜ 0.05）だった臨床評価
項目を説明変数，SDAIとCDAIを目的変数とした．

結　果

1．RA 滑膜組織におけるBAFF とBAFF-R 発現とその分布
　RA 患者の滑膜組織では単核細胞の浸潤様式に
より3つのカテゴリーに分類されることが知られて
おり 8, 9, 18)，本研究でも同様の結果を得た 17)．ほとんど
の組織検体では単核細胞がびまん性に浸潤しGCsの
形成を認めなかったが（Fig. 1B, C），1 検体でGCs 様
構造を伴うリンパ濾胞（いわゆる「異所性 GCs」）像が
認められた（Fig. 1A）．異所性 GCsにおけるBAFFと
BAFF-R，およびT 細胞とB 細胞の発現様式は，報告さ
れている正常リンパ節と同様だった 30)．またびまん性
浸潤もしくは集族像を示すT 細胞とB 細胞いずれに
おいても，BAFFとBAFF-Rが発現しており（Fig. 1），
正常リンパ器官と同様の結果だった 30)．注目すべきこ
とは，BAFFが滑膜表層細胞ではなく深層細胞で発現
していたことである．BAFFを発現していたほとん
どの細胞はCD3とCD20が陰性で，核小体が目立つ大
きな核と大きな細胞質を持っており，滑膜細胞と同
定された．尚，この滑膜深層にある非リンパ細胞は，
BAFF-Rを発現していなかった（Fig. 1C, D,矢印）．

2．滑膜単核細胞におけるBAFF とBAFF-R 発現
　RA 滑膜中の細胞におけるBAFFとBAFF-R 発現を
確認する目的で，方法と材料の項で述べた手法で滑
膜組織中の単核細胞を得た．フローサイトメトリーを
用いた解析より，BAFF 蛋白はT 細胞（平均蛍光強度

（MFI）＝8.4; p ＜ 0.01），B細胞（MFI＝17.1; p ＜ 0.01），
CD14 陽性単球（MFI ＝ 7.694; p ＜ 0.05）の細胞質で有
意に多く発現していた（Fig. 2A, B）．
　一方，BAFF-RはT 細胞（MFI ＝ 9.79; p ＜ 0.01），
B細胞（MFI ＝ 170.9; p ＜ 0.01）の細胞表面に有意に
多く発現していたが，CD14 陽性単球の細胞表面には
認めなかった（MFI＝6.7; p＝0.08）（Fig. 2A, B）．

3．RA-FLS におけるBAFF とBAFF-R 発現
　 滑 膜 細 胞 はFLSと し て 分 離 し て か ら， 解 析 を
行った．4 から6 継代したRA-FLS は，無刺激の状態で
細胞質でのBAFF 蛋白（Fig. 3 中央）およびmRNA（Fig. 
4 中央）を発現していた．一方，細胞表面には発現が認
められなかった（Fig. 3 左）．尚，BAFF-RはmRNAなら
びに蛋白質いずれのレベルでも発現は見られなかった

（Fig. 3 右 , Fig. 4 中央）．OAから分離したFLSはわず
かにBAFF mRNA を発現していたが，BAFF-R mRNA 
は認めなかった（Fig. 4 右）．
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4．RA 患者の関節液と血清中における可溶性 BAFF 濃
度の上昇
　RA 患 者 か ら 採 取 し た 血 清（n ＝ 28）と 関 節 液

（n ＝ 20）を 用 い て 可 溶 性 BAFF 濃 度 を 解 析 し た．
Fig. 5Aに示すように，RA 血清では健常人血清と比
較して可溶性 BAFF 濃度が有意に高値だった（中央
値 1.348 vs.0.818 ng/ml, p ＜ 0.05）．更にRA 血清より
も関節液中の可溶性 BAFF 濃度が高値であり（4.085 
vs.1.348 ng/ml, p ＜ 0.05），これまでの報告と同様の結
果だった 15, 16, 31)．5 名のRA 患者において血清と関節液
を同時に採取して比較すると，血清よりも関節液中の
可溶性 BAFF 濃度が常に高値であり（p ＜ 0.05, Mann-
Whitney test）（Fig. 5B），関節組織中にBAFF 産生細
胞が存在する可能性が示唆された．
　血清または関節液の可溶性 BAFF 濃度を測定した患
者の一部において血清 CRP を同じ日に測定し（血清 : 
n ＝ 27; 関節液 : n ＝ 16），CRPと可溶性 BAFF 濃度の
相関を検討した．その結果，CRPと血清中の可溶性
BAFF 濃度は従来の報告同様 32, 33) 相関関係を認めな
かったが（r ＝− 0.03, p ＝ 0.88）（Fig. 5C），CRP と関
節液中の可溶性 BAFF 濃度には有意な相関を認め（r ＝

0.64, p ＝ 0.01）（Fig. 5D），RAの関節炎とBAFFの関連
が推測された．

5．可溶性 BAFF 濃度と臨床的指標との相関
　臨床的指標との関連を検討したRA 患者における可
溶性BAFF濃度（Fig. 6）は，ACPA陽性群と陰性群で有
意差を認めなかった（p＝0.9168）．
　全症例においては，可溶性 BAFF 濃度とプレド
ニゾロン投与量は逆相関（r ＝− 0.28, p ＝ 0.03）した

（Table 3，Fig. 7H）．また罹病期間についても弱い逆
相関を認めた（r ＝− 0.24, p ＝ 0.06）が，その他の臨床
評価項目とは相関を認めなかった（Fig. 7A -G）．ACPA 
陽性群においては，可溶性 BAFF 濃度と罹病期間は逆
相関（r＝−0.32, p＝0.02）しており（Table 3，Fig. 7I），
プ レ ド ニ ゾ ロ ン 投 与 量 と は 軽 度 逆 相 関 し て い た

（r ＝− 0.26, p ＝ 0.07）．ACPA 陰性群では，いずれの項
目とも有意な相関を認めなかった．

6．可溶性 BAFF 濃度とSDAI・CDAI との関連
　SDAIとCDAIを 測 定 し 得 た52 例 で， そ れ ぞ れ 各
臨 床 的 指 標 と の 単 回 帰 分 析 を 施 行 し た．SDAIに

Fig. 1. 3 種類の浸潤パターンを呈したRA 滑膜組織中 MNCsにおけるBAFFおよびBAFF-R 発現の免疫組織化学染色．（A）異
所性 GCsを伴うリンパ濾胞．（B）リンパ球集族．（C, D）びまん性浸潤．滑膜表層細胞はL，深層細胞はSLで示した．
Cの枠内の強拡大がD．倍率は20 倍（A - C），400 倍（D）．（Nakajima K, et al. Scand J Rheumatol 2007;36:365 - 72の
Fig. 1を許可を得て転載）
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おいては，可溶性B A F F 濃度（p ＝ 0.030），A C P A
（p ＝ 0.011），IgM-RF（p ＜ 0.001），赤沈（p ＜ 0.001），
CRP（p＜0.001），MMP-3（p＝0.029），HAQ（p＜0.001），
プレドニゾロン投与量（p ＝ 0.005）で関連を認めた

（Table 4）．これらの臨床的指標を説明変数，SDAI
を目的変数として重回帰分析を施行したところ（赤
沈とCRP は強い相関を認めた（r ＝ 0.83）ため赤沈
のみ使用），可溶性 BAFF 濃度（p ＝ 0.015），IgM-RF

（p ＝ 0.012），HAQ（p ＜ 0.001），プレドニゾロン投与
量（p＝0.032）が有意な説明変数（p ＜ 0.0001）であった

（自由度調整R2 ＝0.66）．
　ACPA 陽 性 群（42 例 ）で は， 可 溶 性 BAFF 濃 度

（p ＝ 0.026），IgM-RF（p ＜ 0.001），赤沈（p ＜ 0.001），
CRP（p＜0.001），MMP-3（p＝0.012），HAQ（p＜0.001），
プレドニゾロン投与量（p ＝ 0.032）が単回帰分析に
てSDAIと関連していた．重回帰分析では，可溶性
BAFF 濃度（p ＝ 0.015），IgM-RF（p ＝ 0.017），HAQ

（p ＜ 0.0001）， プ レ ド ニ ゾ ロ ン 投 与 量（p ＝ 0.031）
が 有 意 な 説 明 変 数 で あ り， 全 症 例 と 同 様 の 結 果

（p ＜ 0.0001）であった（自由度調整R2 ＝0.64）．
　一方，CDAI と関連していたのは，全症例ではACPA

（p ＝ 0.010），IgM-RF（p ＜ 0.001），赤沈（p ＜ 0.001），
CRP（p ＜ 0.001），HAQ（p ＜ 0.001），プレドニゾロン
投与量（p ＝ 0.006）であり，ACPA 陽性群ではIgM-RF

（p ＜ 0.001）， 赤 沈（p ＜ 0.001），CRP（p ＜ 0.001），
MMP-3（p ＝ 0.044），HAQ（p ＜ 0.001），プレドニゾ
ロン投与量（p ＝ 0.033）だった（Table 3）．可溶性 BAFF 

Fig. 2. RA 滑膜組織（RA-ST）に浸潤した単核細胞（MNCs）
におけるBAFFおよびBAFF-R 蛋白発現．（A）細胞質
内 BAFFと細胞膜上 BAFF-Rに特異的なモノクロー
ナル抗体で染色したRA 滑膜組織中 MNCsの代表的
ヒストグラム（CD3，CD19，CD14 陽性細胞をゲー
ティング）．灰色のヒストグラムはアイソタイプコン
トロール．（B）RA 滑膜組織中 MNCsのBAFFおよび
BAFF-R 蛋白レベルの分布．箱の中央線は中央値，箱
の上下辺は四分位範囲，線の上下辺は10および90
パーセンタイルを示す．C：アイソタイプコント
ロール．*p ＜ 0.01，**p ＜ 0.05．MFI，平均蛍光強度．

Fig. 3. RAの繊維芽細胞様滑膜細胞（RA-FLS）におけるBAFF 
お よ びBAFF-R 蛋 白 発 現．BAFFとBAFF-Rに 特 異
的なモノクローナル抗体で染色した細胞質内 BAFF

（c-BAFF）， 細 胞 膜 上 BAFF（m-BAFF），BAFF-R 
RA-FLS の代表的ヒストグラム．灰色のヒストグラム
はコントロール．

Fig. 4. RAの滑膜組織（RA-ST）ならびにRA-FLSにおける
BAFFおよびBAFF-R のmRNA 発現．RA-STの下の番
号とRA-FLSの下の番号が同一の場合は同じ患者の
検体であることを示す．扁桃組織（Tc）はリンパ組織
の代表的なコントロールとして使用した．健常人の
皮膚繊維芽細胞（HDF）を正常コントロール，変形性
関節症のFLS（OA-FLS）を疾患コントロールとした．

（Nakajima K, et al. Scand J Rheumatol 2007;36:365 -72 
のFig. 5 を許可を得て転載）
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濃度は両群で軽度の関連を認めたが（p ＝ 0.065 ならび
にp ＝ 0.053），有意ではなかった．CDAI を目的変数
とした重回帰分析では，IgM-RF（p ＝ 0.004 ならびに
p ＝ 0.007）とHAQ（p ＜ 0.001 ならびにp ＝ 0.001）が両
群において有意な説明変数（p ＜ 0.0001）であった（自
由度調整R2 ＝0.61 ならびに0.58）．
　ACPA 陰性群（10 例）における単回帰分析では，
SDAIとIgM-RF（p ＝ 0.0475），赤沈（p ＝ 0.0165），CRP

（p＝0.0235），罹病期間（p＝0.0002），HAQ（p＝0.0054）
が関連しACPA 陽性群とほぼ同じ傾向だった．CDAI
と 関 連 し て い た の は 罹 病 期 間（p ＝ 0.0031），HAQ

（p ＜ 0.0001）だった．いずれにおいても，可溶性BAFF 
濃度は関連を認めなかった．
　可溶性 BAFF 濃度とSDAI・CDAI を構成する5 つの
要素（圧痛関節数，腫脹関節数，CRP，患者全般評価，
医師評価）との相関係数は，全症例およびACPA 陽性
群いずれも有意ではなく（Table 3），特定の要素との
関連を認めなかった．

考　察

　今回免疫組織化学染色により，RAの滑膜組織にお
けるBAFFとBAFF-Rの正確な発現様式を示した．解析

した全ての滑膜組織において，リンパ球が局所性もし
くはびまん性に浸潤していた．ほとんどのリンパ球は
集族像を形成していたが，1 検体で異所性 GCs 構造が
認められた．RAの関節滑膜におけるこれらの異所性
GCsは，クローンの増幅や，新規点突然変異の集積と
して測定される免疫グロブリン（Ig）可変領域遺伝子
の多様性に寄与すると推測されている．このことが，
個々の抗原に対する親和力を備えたB 細胞の多様性を
生み出している34, 35)．
　BAFFは元々単球と樹状細胞で発現が認められ
ていたが，RAの滑膜組織に浸潤したT 細胞とB 細胞
でもBAFFとBAFF-Rを発現していた．これまでの報
告では滑膜表層細胞でのみ 19)，もしくはCD68 陽性
マクロファージでのみBAFFが発現したとしている18)．
今回の研究において，BAFFとBAFF-RはRAと健常人
のPBMC での発現様式およびRAの滑膜組織での発現
様式が同じだったことから，我々は滑膜組織でBAFF
を発現していたリンパ球が特別なリンパ球ではない
と考えている．この結果から推測すると，滑膜組織に
浸潤している成熟したB 細胞とT 細胞は，BAFFシグ
ナルを相互にやりとりできるのかもしれない．また滑
膜組織の異所性 GCs におけるBAFFとBAFF-Rの発現

Fig. 5. RA 患者における血清ならびに関節液中の可溶性 BAFF 濃度．（A）RA 患者の血清（RA serum, n＝28）ならびに関節液
中（RA SF, n＝ 20）の可溶性 BAFF 濃度．コントロールは31 名の健常人血清（Normal serum）．箱の中央線は中央値，
箱の上下辺は四分位範囲，線の上下辺は10および90パーセンタイルを示す．*p ＜ 0.01. **p ＜ 0.05. （B）RA 患者に
おける血清（RA serum）と関節液（RA SF）を同時に採取した時の可溶性 BAFF 濃度．5 名の患者より同じ日に両方の
検体を採取した．棒グラフは白色がRA 血清，黒色がRA SF を示す．（C）血清 CRPと血清中可溶性 BAFF 濃度の相関．

（D）血清CRP と関節液中可溶性BAFF 濃度の相関．



T36 中 嶋 　京 一中 嶋 　京 一 関節リウマチと BAFF

様式は正常リンパ節と同一であることが観察されて
おり 30)，RAの滑膜組織でBAFFが作用することで異所
性GCs の反応を促進している可能性が示唆される．
　我々は当初，RAの関節では滑膜細胞とリンパ球が
局所的にポジティブフィードバックを形成して相互
に刺激し合っており，BAFFはその刺激に関わる因
子の一つだと仮定していた．今回の研究では，滑膜
深層細胞はBAFFを発現していたが表層細胞は発現

しておらず，以前の報告と結果が異なっていた 19)．そ
の後，早期 RAにおいて滑膜表層細胞ではなく深層細
胞にMig/CXCL9が発現し，滑膜組織に浸潤した形質
細胞上の受容体 CXCR3に作用を及ぼしていることが
報告された 36)．このことは，滑膜細胞は滑膜深層に浸
潤した細胞と相互作用していることを示唆している．
注目すべきは，継代培養にて純化したRA-FLSがBAFF 
mRNAとBAFF 蛋白を無刺激で発現し続けていること
である．今回，BAFFを発現した滑膜深層 FLSとBAFF
を発現していない表層 FLSを分離していないためこれ
らFLSの違いは不明であるが，滑膜深層のFLSがRA 特
異的で元々（もしくは遺伝的に）健常人のFLSと異な
りBAFFを無刺激で発現していることは考えにくい．
むしろFLSは，おそらくリンパ球から刺激を受けて，
BAFFを発現したと考えられる．ただし滑膜表層細
胞も深層細胞もBAFF-Rを発現していなかったこと
から，BAFFのみに反応している訳ではないことが示
唆される．
　SDAIは，ACPA 陽性群において可溶性 BAFF 濃度
と 関 連 を 認 め た．近 年，shared epitopeと 呼 ば れ る
HLA class Ⅱの特徴的なアミノ酸配列の重要性，喫煙
の影響，さらに臨床的に典型的な経過と関節破壊の
進行および不良な予後という観点から，RAはACPA

Table 3. RA患者における可溶性BAFF濃度と臨床評価項目との相関関係

可溶性BAFF濃度と臨床的指標との関連．*p ＜ 0.05．

Fig. 6. 全症例，ACPA 陽性，およびACPA 陰性 RAにおける
可溶性BAFF濃度．線は中央値．
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Fig. 7. 可溶性BAFF濃度と臨床的指標との相関．*p ＜ 0.05. TSS; modified total sharp score.

Table 4. RAにおけるSDAI/CDAIと臨床的指標との関連

SDAIまたはCDAIを目的変数とした重回帰分析．説明変数は単回帰分析で有意だった臨床的指標．*p ＜ 0.05．
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陽性群と陰性群に分けて考えられる傾向がある 1)．特
に病態を解析する場合には典型的なRAであるACPA 
陽性群に着目する意味がある．本研究においても同様
の観点から，ACPA 陽性群での臨床的検討を行った．
SDAIとCDAIは，臨床的寛解およびX 線上の骨病変の
進行予測に有用とされる．まずこれまでにDAS28は可
溶性 BAFF 濃度と相関することが報告されており 37)，
DAS28と相関しなかった報告 33)においても治療後
DAS28の改善とともに可溶性 BAFF 濃度が低下してい
ることから，可溶性BAFF濃度はRAの疾患活動性と関
連することが示唆された．
　CDAIについては，可溶性 BAFF 濃度と軽度の相関
を認めたが有意ではなかった．CDAIとSDAIの違い
はCRPの有無のみであり，CRPと可溶性 BAFF 濃度の
関連が疑われたが，可溶性 BAFF 濃度とCRP は相関
していなかった（Table 2）．先行研究においても，血清
中の可溶性 BAFF 濃度は赤沈やCRPといった炎症反応
とは相関を認めていない 32, 33)．しかしながら，CRPと
関節液中の可溶性 BAFF 濃度には有意な相関を認めて
おり（Fig. 3B），CRP はわずかに可溶性 BAFF 濃度の
影響を受けてCDAIの相関が弱くなった可能性がある．
　可溶性 BAFF 濃度は，プレドニゾロン投与量と逆
相関した．全症例ならびにACPA 陽性群で同様の傾向
だったが，ACPA 陰性群では関連を認めなかった．RA 
患者から分離した線維芽細胞様滑膜細胞に in vitro で
副腎皮質ステロイドを投与すると，BAFFのmRNA 発
現が抑制され可溶性 BAFFの分泌が低下していた 28)．
このことから，プレドニン投与量の少ない方が可溶性
BAFF 濃度が高値だったと推測される．
　SDAIとCDAIは，HAQな ら び にIgM-RFと 関 連 し
ていた．HAQはSDAI，CDAIならびにDAS28とも相
関することが知られている29)．またIgM-RFも高疾患活
動性例で上昇し，治療により活動性が低下すると減少
する40)．いずれの結果も，本研究と同様の傾向だった．
尚，抗 CD20 抗体のリツキシマブ（RTX）治療により
DAS28とIgM-RFが低下する症例では形質細胞の減少
が報告されており 41)，IgM-RF 産生細胞である形質細
胞の関与が推測される．
　可溶性 BAFF 濃度とACPA 抗体価は，全症例なら
びにACPA 陽性群で関連を認めず，従来の報告と同
様だった 32, 42)．我々はBAFF によりB 細胞が成熟し形
質細胞からのACPA 産生 43)に影響すると予想したが，
ACPA 陽性群・陰性群いずれにおいても関連しな
かった．ACPA 産生に関与する形質細胞には長寿命

（long - lived plasma cells（PCs））と短寿命（short - lived 
PCs）の2 種類が存在する44)．RTX 治療後に総 IgG 値や
細菌に対する抗体価が変化せずACPA など自己抗体の
抗体価が減少する 45)のは，RTXが自己抗体産生細胞で
あるCD20 陽性 short-lived PCsに影響したためと推測
される44, 46）．他方，可溶性 BAFF 濃度高値例とACPA 抗

体価に関連を認めた報告もあり 33)，両者の関連につい
ては今後も検討を要する．
　ACPA 陰 性 群 に お い て，SDAIな ら び にCDAIと
可溶性 BAFF 濃度は関連しなかった．可溶性 BAFF 濃
度とSDAIを構成する5 つの要素（圧痛関節数，腫脹
関節数，CRP，患者全般評価，医師評価）にも，相関
は認めていない．陽性群は全て正の相関で，陰性群
は全て負の相関だったことが影響した可能性がある．

（Table 2）．
　CRPと 関 節 液 中 の 可 溶 性 BAFF 濃 度 に 相 関 を 認
めた．BAFF 発現細胞は関節炎のある滑膜組織に存在
すること，関節液中の可溶性 BAFF 濃度は同日に採取
した血清中の可溶性 BAFF 濃度よりも高値であること
から 17, 31)，関節炎局所の影響をより反映しやすい関節
液中の可溶性 BAFF 濃度のみCRPと相関したと推測さ
れる．この結果は可溶性 BAFF 濃度がRAの臨床的指
標になり得ることを示しているが，治療の進歩により
関節液が貯留する機会は残念ながら減少しており，関
節液中の可溶性 BAFF 濃度が今後指標となる可能性は
低い．
　一方で，血清中の可溶性 BAFF 濃度はACPA 陽性群
の有効な指標となる可能性がある．SDAIは疾患活動
性，身体機能，およびX 線学的な関節破壊の進行度に
おける予後と関連しており 20 -22)，本研究では血清中の
可溶性BAFF濃度とSDAIが関連していたことから，血
清中の可溶性 BAFF 濃度は典型的なRAと考えられる
ACPA 陽性群における予後予測因子の一つになるかも
しれない．

要　約

　RAの滑膜組織にBAFF 陽性細胞を認め，血清およ
び関節液中の可溶性 BAFF 濃度が上昇していることか
ら，RAとBAFFとの関連が示唆された．またACPA 陽
性 RAにおいて血清中の可溶性 BAFF 濃度とSDAIに関
連を認めており，臨床的に有用な予後予測因子になる
可能性がある．

　本研究の内容の一部は，第 56 回日本リウマチ学会
（2012 年4 月，東京）にて発表した．

本論文は
　Nakajima K, Itoh K, Nagatani K, Okawa-Takatsuji M, 
Fujii T, Kuroki H, Katsuragawa Y, Aotsuka S, Mimori A. 
Expression of BAFF and BAFF-R in the synovial tissue 
of patients with rheumatoid arthritis. Scand J Rheumatol 
2007;36:365 -72.
　中嶋京一，進藤靖史，神津教倫，三村俊英 . 関節
リウマチにおけるBAFFと臨床的指標ならびにSDAIと
の関連．埼玉医科大学雑誌 2013;39:113 -20.
の一部を含む．
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