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要旨

これまで、多くのMHC クラス 2 拘束性自己免疫疾患において、 CD4 陽性T細胞による自己抗

罪の認識が、組織特異性を決定する主な要因であると考えられてきた。本研究において我々は、

F759 マウスのMHC クラス 2 拘束性関節炎発症について、これまでとは異なる新たな機序を明

らかとした。

F759 マウス関節炎発症には特に Th17 細胞が重要であり、産生される IL-17 は 1 型コラーゲ

ン陽性の線維芽細胞において IL-6 と協調的に作用し IL-6 の発現を相乗的に上昇させる。この

IL-6 は更なる IL-6 産生を引き起こし IL-6 ループが形成される。過剰に産生された IL-6,IL-17

の相乗効果により IL-6 を始め様々な炎症性サイトカインやケモカイン等の発現が 1 型コラーゲ

ン陽性の細胞にて几進する。この現象を我々は IL-6 誘導性炎症 Amplifier (IL-6 Amp) と呼び、

IL-6Amp の活性化が、関節炎や多発性硬化症等の慢性炎症を伴う自己免疫疾患の発症に深く寄

与することを示してきた。

本研究においては、変異マウスを用いた関節炎の解析より、 CD4 陽性T細胞による組織特異

的自己抗原の認識は F759 マウス関節炎の発症に必須ではないことを証明した。 F759 関節炎の

関節特異的な病態の形成メカニズムを以下のように証明した。関節への物理的ストレスに因る微

小出血に起因して Th17 細胞が関節局所に集積することを継起とし、 Th17 細胞から産生される

IL-17A にて局所において一過性に IL-6Amp が活性化する。この IL-6Amp の活性化が、 Th17

細胞の遊走因子 "CCL20" を誘導してさらに Th17 細胞の関節局所への集積が生じる。このこ

とが、さらに、 IL-6Amp を活性化して他の細胞の集積を引き起こし、最終的に関節局所に慢性

的な IL-6 Amp の活性化が生じ関節炎が発症する。微小出血のような局所的事象が組織特異的自

己抗原認識に代わる特異性決定要囚となり得ることが示唆された。

これらの結果から、私は、慢性炎症を伴う MHC クラス 2 拘束性自己免疫疾患発症における "4

ステップモデル”を確立した。それら 4 つの事象とは、 1) CD4 陽性 T 細胞の活性化とサイ卜

力イン産生、 2)CD4 陽性 T 細胞の標的臓器への集積、 3) 標的臓器における一過性の IL-6Amp

の活性化、 4) CD4 陽性 T 細胞が産生するサイトカインに対する感受性の充進、である。 CD4

陽性 T 細胞の活性化と標的臓器への集積は、必ずしも標的臓器抗原に依存している必要は無い。

F759 マウスの関節炎ばかりでなく、臓器特異的な慢性炎症を伴う自己免疫疾患の発症一般に、

臓器特異的な IL-6 Amp の慢性的な活性化九進は重要な役割を担っていると考えられる。本研究

は、これまで多くの自己免疫疾患において、病因となる自己抗原が特定されていなかった理由の

ひとつの説明となり得る。
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序論

免疫応答は本来、外来の異物を排除する生体防御機構であり、生命体として自己の恒常性を維持

する生存に必須の機構である。免疫担当細胞は自己と非自己を識別する特有の能力を持ち、免疫

寛容により自己への攻撃は抑制される。ー方で自己免疫疾患は、この免疫系が自己の組織を攻撃

し機能障害と難冶性慢性炎症が引き起こされるものである。自己免疫疾患には、 1 型糖尿病やバ

セドウ病、橋本病などの臓器特異性自己免疫疾患と、全身性エリテマトーデス(SLE)、関節リウ

マチ(RA)などの全身性自己免疫疾患とがある。いずれも遺伝的要因、環境要因などの複合的な

要因が考えられ、免疫応答の過剰充進が見られる(Marrack et al., 2001; Mathis and Benoist, 2004) 。

いくつかの自己免疫疾患、特に関節リウマチのような主要組織適合抗原複合体クラス 2(MHC

class II)対立遺伝子に随伴する疾患は、 CD4 陽性 T 細胞による自己抗原認識により、抗原の発現

する組織で特異的に発症すると考えられてきた(Imboden, 2009; Steinman, 2001; Zhang et al., 2008)。

実際ヒト関節リウマチ患者において、プロテオグリカン、フィプリン、コラーゲンなど、いくつ

かの関節組織特異的な自己抗原ペプチドが同定されている(Chapuy-Regaud et al., 2005; Elsaid and 

Chichester, 2006; Polgar et al., 2003; Takizawa et al., 2006; Van Steendam et al., 2010)。また、マウス

のコラーゲン誘導性関節炎モデルにおいて、免疫優性の MHC クラス 2 分子に提示される抗原ペ

プチドはそれらのペプチドの集積が関節組織の損傷の結果であるのか、原因であるのかは不明で

あるが、ヒトの関節リウマチに見られるものと一致している(Andersson et al., 2010)。そのため、

自己抗原に対する免疫寛容の決定機構が自己免疫疾患の病因解明の主眼となっている。これら多

くの MHC クラス 2 拘束性疾患において、抗原特異的な T 細胞活性化の知見はいくつか報告され

ているにもかかわらず、活性化 T 細胞によって認識される組織特異的な自己及び非自己の抗原

が同定されていない疾患も多い(Mocci et al., 2000; Skapenko et al., 2005)。このことは、 CD4 陽性 T

細胞における組織特異的抗原に対する免疫寛容の破綻は、必ずしも自己免疫疾患発症において決

定的ではないことを示唆している。むしろ、 CD4 陽性 T 細胞の活性化は、何らかの遺伝的もし

くは環境的要因により標的組織で生じる炎症反応の結果として起こる現象であるかもしれない

(Hirano, 1998; Marrack et al., 200 l; Matsumoto et al., 1999)。その場合、活性化 CD4 陽性 T 細胞によ

る自己抗原の認識よりもむしろ、直接的もしくは間接的なサイトカイン産生の充進が、組織特異

性を決定する主な要因である可能性が考えられる。 CD4 陽性 T 細胞にはいくつかのサブセット

があり、 Thi 細胞、 Th2 細胞、 Thl7 細胞はそれぞれ IFN-y 、 IL-4 、 IL-l7A を多量に産生する(Bettelli

et al., 2007; Cua et al., 2003; Glimcher and Murphy, 2000; Harrington et al., 2005; Mosmann and 

Coffman, 1989; Park et al., 2005; Veldhoen et al., 2006; Zhu et al., 2006)。これらの細胞群が、 T 細胞

容体(TCR)の交差依存的なサイトカイン産生により疾患の発症と進行を引き起こすのかもし

れない。

加えて、加齢に伴い胸腺からの T 細胞の供給が減少するため、末梢における T 細胞の恒常的な

増殖 (homeostatic proliferation; HP) が生じ、記憶・活性化 CD4 陽性 T 細胞が増加する(Surh and 

Sprent, 2000)。さらに、加齢に伴い末梢のナイ一ヴ CD4 陽性 T 細胞が減少することで、免疫寛

容の正の選択に関与するような、自己抗原を含むペプチドを提示した自己の MHC クラス 2 と

TCR との弱い相互作用の頻度が増える。また、 T 細胞の生存維持を担う IL-7 などのサイトカイ
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ンの細胞あたりの消費量が増える、といったことが言われている(Surh and Sprent, 2000)。いくつ

かのグループにより、 CD4 陽性 T 細胞の恒常的増殖が、糖尿病、関節炎、オーメン症候群とい

った自己免疫疾患発症に関与することが報告されている (Jang et al., 2006; Khiong et al., 2007; 

King et al., 2004; Sawa et al., 2006)。また、この過程は IL-l7A や IFNyを含む特定のサイトカイン

産生の特性にも関与する(Gudmundsdottir and Turka, 2001; Khiong et al., 2007; Nishihara et al., 2007) 。

なかでも、 IL-6(Interleukin-6)について着目すると、自己免疫疾患において重要な役割を示唆する

報告がいくつかある (Awasthi and Kuchroo, 2009; Hirano, 1998; Hirano, 2010; O'Shea et al., 2002; 

Sakaguchi and Sakaguchi, 2005)。 IL-6は神経細胞、血球系細胞など多様な細胞に作用し、細胞増殖、

分化、生存、運動など種々の細胞運命を決定し、生命機能の制御に重要な役割を果たす。 IL-6は

細胞膜表面のIL-6受容体aおよび、 IL-6 ファミリーに共通の受容体であるgp130 と複合体を形成し、

その下流に 2 つのシグナル伝達経路を有する。ーつはgpl30のチロシン767 亀 824,905,915 のYXXQ

モチーフを介したSTAT3の活性化経路、もう一つはgpl30の759番目のチロシン残基 (Y759)を介

したSHP-2 、 GAB 、 ERK/MAPKの活性化経路である。この 2 つ目の経路の下流の分子である SOCS3

(Suppressor of cytokine signaling 3) は、 STAT3 の活性を負のフィードバック機構により制御して

いる。本研究室では、 IL-6-gpl30シグナル伝達の生体内における役割を解明するため、シグナル

特異的変異gp130 を発現するノックインマウスを樹、乞した。ヒト gpl30のチロシン 759および

YXXQモチーフを持ったチロシン767,824,905,915 をフェニルアラニンに変換した変異体は、そ

れぞれSOCS3·STA T3 を介するシグナルを伝達することができない。これら変異（本及び野性型

cDNAの細胞膜・細胞内領域を含む断片をマウスgpl30染色体DNAの同じ部分に相同組み換え法

により挿入しノックインマウスを作製した。このマウスにおいては、細胞外をマウスgp130、細

胞膜・細胞内領域をヒト gp130及びその変異体に置換されたマウスーヒトキメラ gp130 を発現する。

その結果、 gpl30 Y759F発現マウス (F759マウス）において生後 l 年から l 年半以内にほぼ100%の個

体において自己免疫性の関節炎を発症することが明らかになった(Atsumi et al., 2002; Sawa et al., 

2006)。このマウスでは、 SOCS3 による STAT3活性化抑制が欠損していることにより、 STAT3の

活性化が几進している (Ohtani, 2000; Sawa et al., 2006)。免疫系の異常として、ガンマグロプリン

高値、リウマトイド因f等の目己抗体形成、牌腫大、リンパ節肥大、記憶／活性化T細胞の増加が

見られる。関節炎ば慢性、進行性であり、好中球の浸潤、滑膜繊維芽細胞の過形成、パンヌス形

成、関節破壊・強直性変異を伴い、ヒトの憾性関節リウマチ (RA) に酷似している。 IL-6 シグ

ナル伝達の恒常的な活性化が自己免疫疾患発症に寄与することをボ唆している。さらに、抗IL-6

受容体抗体療法は、い＜らかのRA患者に対し有効性が確認され、実用化されつつある(Nishimoto

and Kishimoto, 2004)。このことからも、 F759マウスはRAの発症機構を研究する上で有用な動物

モデルであるといえる。

これまでに、 F759マウス関節炎発症機序について、いくつかの知見が得られている。まず、 CDS

陽性T細胞やB細胞ではなく、 MHCクラス 2 拘束性のCD4陽性T細胞が発症に省与する(Sawa et al., 

2006)。 方、 Foxp3発現CDS陽性T細胞サブセットは関節炎発症に抑制的に作用する(Nakagawa et 

al., 2010)。 l 府リコラーゲン陽性細胞における過剰なIL-6 シグナルはT細胞生存囚 fである IL-7の産

牛を誘導する,, IL-7 によりホメオスタティック増殖がん進し、記t意・活性化CD4 陽性T細胞が増

加する。このことがF759マウス関節炎発症に必須の機序である(Sawa et al., 2006)。これらの知見

から、 F759マウスでの l 型コラーゲン陽性細胞と活性化CD--1 陽性細胞のように、非免疫系糾織
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と免疫系組織との相互作用が自己免疫疾患発症に重要な役割を果たすと考えられる(Hirano,

2010)。さらに、 F759マウス生体内には、記憶・活性化のIL-17A発現CD4陽性T細胞が存在し

(Nishihara et al., 2007; Ogura et al., 2008) 、 F759マウス関節炎発症はIL-17A依存性である(Ogura et 

al., 2008)。すなわち、 IL-6 を介したIL-7の発現に因るホメオスタティック増殖が加齢に伴い増加

し、 IL-17Aを発現する記憶・活性化型のCD4 陽性T細胞の集積を引き起こすと考えられる。 IL-6

シグナルが几進しているF759マウスにおいてはこの現象が特に当てはまる。

また、もう •つ重要な知見として" IL-6 Amp" の発見がある。 1 型コラーゲン陽性の線維芽細胞

においてIL-17A と IL-6が協調的に作用し IL-6の発現を相乗的に上昇させるという現象が見いだ

された。このIL-6は更なるIL-6産生を引き起こしIL-6ループが形成される。過剰に産生されたIL-6

と，Th17細胞由来のIL-l7Aは、それぞれのシグナル伝達経路の下流の転写因子である STAT3 と

NF-KB依存的な相乗効果を示す。その結果、 1 型コラーゲン陽性細胞において、 IL-6 を始め様々

な炎症性サイトカインやケモカイン等の発現を九進させる。この現象を我々はIL-6誘導性炎症

Amplifier (IL-6 Amp) と名付けた(Ogura et al., 2008; Hirano, 2010)。 IL-6 Ampの活性化は、 F759マウ

ス関節炎以外にも、 MOG抗原特異的なT細胞が関与する多発性硬化症のマウス実験モデルである

EAE発症にも深く関与していることが示された(Ogura et al., 2008)。すなわち、慢性炎症を伴う多

くの自己免疫疾患の発症に深く寄与することが示唆されている。

そこで、次なる重要な疑間は、 F759マウス関節炎において、組織特異性がどのように決められ

ているのか、関節局所でIL-6 Ampを活性化させる引き金となる要因は何か、という点である。本

研究はこれに着目した。解析結果より、この関節炎モデルにおいては、エフェクターT細胞によ

る自己抗原の認識は、組織特異性決定に必ずしも必要ではない、という可能性が示された。むし

ろ、関節における微小出血をはじめとする局所的な事象が、 Thl7細胞の集積と IL-17依存的なIL-6

Ampの活性化を引き起こし、組織特異性決定に寄与していることを示した。さまざまな実験結果

に基づき、 RAを含む多くのMHCクラス 2 拘束性自己免疫疾患発症において必要充分な事象をモ

デル化した" 4ステップ仮説”を提唱する。これは、自己免疫疾患発症機序において、新規の概

念であな
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結果

F759 マウス関節炎発症において CD4 陽性 T 細胞による抗原認識は必須ではない

これまで報告されていたようにリンパ球を欠損した F759RAG-たマウスでは加齢に伴う関節炎

の自然発症は認められなかった(Ogura et al., 2008; Sawa et al., 2006)(図 la, b)。 CD4 陽性 T 細胞に

よる関節組織特異的自己抗原の認識の関与を検証するため、遺伝＋組み換えにより関節組織には

発現しない非自己抗原に対する単一の T 細胞受容体(TCR)を発現する F759 マウスを作製した。

結核菌由来の抗原に対する TCR を持つ F759RAG-1--P2S マウス、ニワトリ卵白アルブミンに対す

る TCR を持つ F759RAG-1--0T2 マウス、いずれにおいても、通常の F759 マウスと同等の関節炎

の自然発症が認められた。ー方で F759+/- RAG-1--P2S マウス及び F759+i- RAG-1--0T2 マウスにお

いて発症は認められなかった(Fig. la, b)。踵関節患部の病理組織標本においても、関節滑膜組織

における細胞の集積が認められ、関節炎の病態が裏付けられた（図.Sla,b) 。また、 F759RAG-1--P2s

マウスにおいては標準検体 RAG-1--P2S マウス及び F759+/- RAG 1 -P25 マウスと比較して、牌臓及

びリンパ節組織における総細胞数、 CD4 陽性 T 細胞、記憶／活性化 CD4 陽性 T 細胞、 IL-17A

産生 CD4 陽性 T 細胞、それぞれの細胞数はいずれも増加していた（図 2a-d)。また、同群におい

て血清中の IL-17A 及び IL-6 濃度の上昇も認められた（図 2e-f)。以上の結果より、 F759 マウスの

関節炎発症において、 CD4 陽性 T 細胞による自己根源の認識は、組織特異性の決定に必ずしも

必要ではないことが示唆された。

局所的事象が引き金となって Thl7 細胞の集積と IL-6 Amp の活性化を充進させ関

節炎発症を引き起こす

それでは、自己免疫疾患の組織特異性を決定する要囚は何であるのか。そこで、関節局所への

Th17 細胞の集積とそれに伴う IL-6 Amp の活性化の引き金となる何らかの局所的事象が関節組織

で起こっていると予想した。関節の運動性の高さから、重力、圧力、伸展等、物理的ストレスの

関与が考えられた。そのなかで微小出血(microbleeding) という現象に着目した。健常人において

も通常、関節において一定頻度で微小な出血が生じているが血液凝固系により修復されている。

重症の血友病患者では血液凝固系が破綻しているため、微小出血により血液性の関節症を発症す

ることが報告されている(Aledort et al., 1994; Hakobyan et al., 2008; Manco-Johnson et al., 2007)。興

味深いことに、 F759 マウス関節炎と同様、出血性関節症においてもその影瞥は踵関節で特に頻

度が高い(Manco-Johnson et al., 2007)。このことから F759 マウスに Th17 細胞存在下で実験的な微

小出血を施すことで関節炎が誘導されるのではないかと f測した。

まず始めに試験管内で Thl7 細胞、活性化非極性 CD4T 細胞を含むエフェクターCD4 陽性 T 細胞

を分化謗導した（図S2)。なお、分離した CD4 陽性 T 細胞集団の全体的な TCRV~ 鎖レパトアの

比率に大きな偏りは見られないことを確認した（データ不掲載）。関節炎発症前の若齢(8~10
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週齢）の戸59 マウスに単離した細胞を尾静脈より移入し、その後片足踵関節に針刺激による人工

的微小出血を施した。その結果微小出血を誘導した足でのみ関節炎の発症が誘導され、微小出血

を施していない逆の足では発症は誘導されなかった（図 3a,b)。病理組織標本においても病態が確

認された（図Sld,e)。ー方、非極性工フェクターCD4 陽性 T 細胞、もしくは Thi 細胞を移入し微

小出血を誘導した群においては Th17 細胞移入群と比較して発症が減弱した（図3c, 図S3)。また、

T 細胞を移入せず微小出血のみを誘導した群での関節炎発症は見られなかった(Fig.3d)。野生型

C57BL/6 マウスに同様の処置を行った場合、いずれの条件においても関節炎の発症は誘導されな

かった（図3a, 3b)。さらに、 L-17A-GFP トランスジェニックマウス由来の細胞を移入し、微小出

血を誘導後関節組織に集積している細胞の IL-17-GFP 発現を解析し、移入した Thl7 細胞が IL-17

産生能をもち、その表現型を維持していることを確認した（図S4)。 これらの結果から戸59 マウ

スにおいて、末梢血やリンパ組織の Thl7 細胞の存在依存的に、局所での微小出血が関節炎発症

の引き金となると考えられる。さらには、戸59 マウスでは関節炎発症が誘導されたにも関わら

ず、野生型マウスを宿主として同様の処置を施しても関節炎の発症が認められなかったことから、

疾患発症には受け手側の組織でのサイトカインシグナルに対する感受性の応進が必要であるこ

とが示唆された。

類遺伝子マウス由来の Th17 細胞を移入し微小出血を誘導した戸59 マウス関節組織において、

集積しているドナー由来細胞集団についてフローサイトメトリー法による解析を行った結果、微

小出血を誘導していない群と比較して CCR6 陽性細胞を含むエフェクターCD4 陽性 T 細胞の細

胞数が有意に増加していた(Fig. 3e)。加えて、関節組織における IL-6 遺伝子発現を定量性 PCR

により解析した結果、 Thl7 細胞移入と微小出血誘導を施した群において発現の上昇が見られた

（図.3f)。 IL-17A 欠損マウス由来の T 細胞を移入した場合、微小出血誘導後の関節炎の発症は減

弱した（図 3g)。 また、 IL-6 欠損戸59 マウス(IL-6·1·ns9)、もしくは 1 型コラーゲン陽性細胞特

異的に STAT3 を欠損した戸59 マウス(Colla-Cre STAT3°m 白59) を宿主として Thl7 細胞移入と

微小出血処置を行った場合にも、関節炎の発症は誘導されなかった（図3h, i)。これらの結果から、

微小出血のような局所的事象が関節組織への Thl7 細胞の集積と関節局所での IL-6 Amp の活性

化を誘導することが示唆された。

CCL20 は 1 型コラーゲン陽性細胞における IL-17,IL-6 相乗効果、 IL-6 Amp の標的

分子の一つであり、 Th17 細胞の集積を引き起こし関節炎発症に寄与する

微小出血誘禅後の関節組織には Thi? 細胞の集積は見られるが、その数はわずかであった。この

ことから局所での一過的 IL-6 Amp 活性化の後、 Thl7 細胞を含むエフェクターCD4 陽性 T 細胞

の局所への集積を更に几進させる IL-6 Amp の決定的な標的遺伝子が存在すると考え、その同定

を試みた。そこで、 Thl7 細胞の走化性を誘導する CCL20 をはじめとするケモカインの関与が考

えられた(Hirota et al., 2007; Williams, 2006)。微小出血によって初期的な少数の Thl7 細胞の関節

組織への集積が生じ、その後ケモカインの安定的な発現が誘導され、 Thi? 細胞の更なる集積と

IL-6 Amp の局所的な活性化を九進させると推測した。ー方、試験管内において l 型コラーゲン

陽性の線維芽細胞である MEF 細胞を IL-6 及び IL-17A で共刺激すると、 CCL20 の発現が相乗的

に上昇した(Fig. 4a) 。 さらに、関節炎の自然発症が見られる老齢(12 週齢） F759 マウスは、発症



が見られない野生型マウス、若齢(8 週齢）の F759 マウスと比較して関節における CCL20 遺伝子

発現が上昇していた（図4b)。また、老齢(12 週齢）の F759 マウスは、若齢(8 週齢）の F759 マウス

と比較して関節に浸潤している CD4℃CR6+T 細胞の細胞数の上昇が見られた（図4c)。これらの

ことから、 CCL20 の関節組織での発現上昇が関節炎発症を引き起こすと予想し、これを検証す

ることとした。若齢 F759 マウスに試験管内で分化誘導した Thl7 細胞を尾静脈より移入し、片

足の踵関節腔内に CCL20 を投与したところ、関節炎の発症が認められた（図.4d, Slc)。同一個体

で生理食塩水を投与した逆足の踵関節においては関節炎の発症は認められなかった（図S5)。同様

の処置を行った野生型 C57BL/6 マウスにおいても関節炎の発症は見られなかった（図.4d,S5)。ま

た、 Th17 細胞を移入し人工的微小出血を施した F759 マウス関節組織において、 CCL20 遺伝子

発現の上昇が認められた（図.4 e)。これらの結果は、微小出血により関節組織で CCL20 の発現が

誘導され、組織特異的、抗原非依存的な CCR6 陽性 Thl7 細胞の集積を引き起こす、という仮説

を支持するものである。さらに、 IL-17A 欠損マウス由来の T 細胞を移入した群、もしくは Thi

細胞を移入した群では、野生型マウス由来 Thl7 細胞を移入した群と比較して CCL20 投与後の

関節炎の発症は減弱した（図 4f,S3)。 また、 IL-6 欠損 F759 マウス (IL-6-1-F759)、もしくは 1 型コ

ラーゲン陽性細胞特異的に STAT3 を欠損した F759 マウス (Colla-Cre STAT3t1m F759) を宿主と

して Thl7 細胞移入と CCL20 投与を行った場合には、関節炎の発症は認められなかった（図.4g, h) 。

加えて、 F759 マウスにおいて sh-RNA 組み込みレンチウィルスの踵関節腔内投与により関節局

所で CCL20 もしくは STAT3 の発現を抑制した後、 Thl7 細胞移入と実験的微小出血を施したと

ころ、関節炎の発症は誘導されなかった（図4i)。すなわち、これらの結果から、関節における微

小出血が Thl7 細胞の集積を引き起こし関節局所の 1 型コラーゲン陽性細胞において IL-6 Amp 

活性化と CCL20 の発現が誘導されることが示唆された。そしてこれが、エフェクターCD4 陽性

T 細胞の細胞数が増加し、標的組織における T 細胞由来サイトカインに対する感受性が九進した

個体において、 CD4 陽性 T 細胞依存性の組織特異的自己免疫疾患の発症引き起こすと考えられ

る。

Th17 細胞は IL-17A の供給源として働き、局所に集積して F759 マウス関節炎発

症を引き起こす

最後に、微小出血のような局所的な事象を介さず、 Thl7 細胞、もしくはサイトカイン IL-17A を

直接関節腔内に注入することで、 F759 マウス関節炎発症が誘導されるかを検証した。まず、試

験管内で分化誘導した Thl7 細胞を若齢 F759 マウス踵関節腔内に投与したところ、関節炎発症

が誘導され、非極性 CD4 陽性 T 細胞、もしくは Thi 細胞投与群での関節炎発症は認められなか

った（図.Sa)。しかしながら、野生型マウスに同様の処置を行っても関節炎の発症は誘導されなか

った（図.Sb) 。 IL-l7A 欠損マウス由来の T 細胞を移入した群では、野生型マウス由来 Thl7 細胞を

移入した群と比較して関節炎の発症は減弱した（図.Sc)。また、 IL-6 欠損 F759 マウス(IL-6―/-F759) 、

もしくは 1 型コラーゲン陽性細胞特異的に STAT3 を欠損した F759 マウス (Colla-Cre STAT3nin 

F759) に、野生型マウス由来の Thl7 細胞を関節腔内に投与した群でも、関節炎の発症は減弱し

た（図 5d, e)。これらの結果から、 Thl7 細胞由来の IL-17A を介した 1 型コラーゲン陽性細胞にお
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ける IL-6 Amp 活性化が戸59 マウス関節炎発症において重要な役割を果たすことが強く示唆さ

れた。関節組織には発現しない非自己の抗原に対する単一の TCR のみを持つ OT2-RAa-1- マウス

由来の Th17 細胞を若齢 F759 マウス踵関節腔内に投与した場合にも関節炎発症が誘導され

（図5 f)。このことからも、関節局所への Thl7 細胞の集積は関節炎発症に必要十分であり、関節

特異的な自己抗原の認識は必須ではないことが裏付けられた。

最後に、 IL-17A を若齢戸59 マウス踵関節腔内に投与したところ、関節炎発症が誘導され、野生

型マウスに同様の処置を行っても関節炎の発症は誘導されなかった（図6a, 6b, S If)。また各群に

おいて、 Thl7 細胞もしくは IL-17A を投与していない足においてはいずれも関節炎の発症は見

られなかった（図 S6a-e)。以上すべての結果より、関節局所への Thl7 細胞の集積が IL-17A をは

じめとするサイトカインを供与し、抗原認識非依存的に IL-6 Amp の活性化を充進させ、戸59

マウス関節炎発症に大きく寄与することが示唆された。

, 



考察

多くの自己免疫疾患において、 T 細胞による自己抗原の認識が組織特異性決定に寄与しているこ

とは明らかである (Marrack et al., 200 I; Mathis and Benoist, 2004)。しかしながら、 MHC クラス 2

拘束性の疾患でさえも、記憶・活性化 T 細胞によって認識される組織特異的な自己抗原が同定

されていない疾患は多くある(Mocci et al., 2000; Skapenko et al., 2005)。ヒト関節リウマチ(RA)や

戸59 マウス関節炎もまたその例である(Falgarone et al., 2009)。興味深いことに、いくつかの知見

から、これら二つの疾患において CD4 陽性 T 細胞が発症に寄与することが裏付けられている。

いずれの場合も、 MHC クラス 2 と CD4 分子の相互作用が見られ、疾患進行に伴う記憶・活性化

CD4 陽性 T 細胞の細胞数の増加が見られる。そして MHC クラス 2 、 CD4 分子の阻害もしくは

欠損により症状は改善する。また T 細胞の生存維持に作用する IL-7 が発症に寄与している。 IL-7

は CD4 陽性 T 細胞のホメオスタティック増殖を九進させ、 F759 マウス関節炎発症を引き起こす

(Ogura et al., 2008; Sawa et al., 2006)。

これらのことから、 F759 マウスにおいて関節局所の炎症を引き起こす引き金は何か、という疑

間に対し、 CD4 陽性 T 細胞による組織特異的自己抗原の認識がもっとも妥当な説明であると考

えた。しかしながら驚くべきことに、今回の実験結果はこれを支持するものではなかった。むし

ろ、活性化 CD4 陽性 T 細胞の関節局所への抗原非特異的な集積こそが、 F759 マウス関節炎の発

症に必須であることを見いだした。実際に、関節局所での微小出血を引き金として Thl7 細胞を

関節局所に抗原非特異的に集積させると、局所に IL-6 Amp の活性化が生じ、 CCL20 の発現上昇

を伴い更なる Thl7 細胞の集積が充進し、関節炎の発症が引き起こされることが、関節炎誘導実

験より示された。

ヒト関節リウマチ患者のなかには、自己抗体の増加、組織特異的な抗原を介した免疫応答、もし

くは IL-6 や TNF などの炎症性サイトカインに依存する病態など、いくつか異なるサブグループ

が存在する。そのため、 IL-6 受容体、 TNF などの特定の分子を標的とした治療法は、すべての

関節リウマチ患者に対して有効であるわけではない。つまり、少なくとも一部の RA サプグルー

プを含む MHC クラス 2 拘束性の組織特異的自己免疫疾患のなかには、局所的な事象により抗原

非依存的に CD4 陽性T 細胞が集積し、CD4 陽性 T 細胞由来のサイトカインにより標的組織で IL-6

Amp が活性化して引き起こされるものもあると考えられる。

これらの研究結果から、関節リウマチをはじめ、慢性炎症を伴う MHC クラス 2 拘束性自己免疫

疾患発症における "4 ステップモデル,, を確立した。それら 4 つの事象とは、 1) CD4 陽性 T

細胞の活性化とサイトカイン産生、 2) CD4 陽性 T 細胞の標的臓器への集積、 3) 標的臓器に

おける龍村生の IL-6 Amp の活性化、 4) CD4 陽性 T 細胞が産生するサイトカインに対する感受

性の応進、である。

このような 4 つの事象が原因となって最終的には、標的臓器において IL-6 Amp の慢性的活性化

が生じ、大量の IL-6 やケモカイン等が局所で発現されて臓器特異的な慢性炎症に発展する。こ

れらの 4 つの市象は、時間的な序列は関係なく相圧に密接に影響し合い、それぞれの過程の自己

免疫疾患の発症や病態への貢献度は様々な疾患により巽なると考えられる。

CD4 陽性 T 細胞の活性化はサイトカインの供給源として重要であるが、この活性化は必ずしも
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標的臓器抗原に特異的である必要は無い。今回の F759 マウスの場合には、 gpl30 変異という遺

伝的な要因から、 STAT3 の活性化により末梢でのホメオスタティック増殖が応進し、全身で記

憶・活性化 CD4 陽性 T 細胞が増加していた。一般に、加齢に伴いさまざまな病原体に対する記

憶 T 細胞が蓄積し、また CD4 陽性 T 細胞のホメオスタティック増殖が九進するため、記憶・活

性化 CD4 陽性 T 細胞の細胞数は増加する。結果として、記憶・活性化 CD4 陽性 T 細胞は、リン

パ組織よりもむしろ消化管等の柔組織に多く集積する。そのため、定常状態においても記憶・活

性化 CD4 陽性 T 細胞が組織に移動して留まり、自己免疫疾患を引き起こす危険性は存在してい

る。これを裏付けるように、これらの疾患は高齢の人でより発症しやすい。彼らの体内では記憶・

活性化 CD4 陽性 T 細胞集団が増加しており、これらがホメオスタティック増殖や慢性炎症によ

ってさまざまなサイトカインを産生するためである(Hasler and Zouali, 2005; Larbi et al., 2008)。こ

のことから、 4 ステップモデルの 1 つ目と 2 つ目のステップ、 CD4 陽性 T 細胞の活性化と集積

は、健常人においてもある程度起こりうることである。記憶・活性化 T 細胞集団を多く持つ高

齢の人で、その頻度はより高い。にもかかわらず、関節リウマチを含めた自己免疫疾患は、すベ

ての人で発症するわけではない。この発症率の低さは、 4 つ目のステップである標的臓器での

IL-6 等のサイトカインシグナルに対する感受性を高める要因が、比較的稀なものであることに因

る。

標的臓器局所でサイトカインに対する感受性を九進させる因子のひとっとして、ウィルスや細菌

感染で生じる産物が考えられる (Mtinz et al., 2009)。例えば、ヒト成人 T細胞白血病ウィルス

HTLVI の感染は顕著な関節炎発症の危険因子である(Uchiyama, 1997)。ー方、 HTLVI のもつ転

写活性化因子 p40 Tax は NF-KB を活性化させ、 p40 Tax トランスジェニックマウスは関節リウマ

チ様の関節炎を発症する(lwakura et al., 1991)。また、 p40 Tax を高発現した F759 マウスでは関節

炎発症が早期化、重篤化する(Ishihara et al., 2004)。さらに、 C 型肝炎ウィルスのコアタンパク質

や EB ウィルスの EBNA2 などのいくつかのウィルス由来の分子が、強力な STAT3 活性化因子で

あることが報告されている(Muramoto et al., 2009; Yoshida et al., 2002)。病原体由来の産物が Toll

様受容体シグナルを刺激し NF-KB の活性化を引き起こすことも知られている。ウィルスや細菌

感染時には、それぞれ異なる優先的な標的細胞、臓器があるため、感染した組織で特異的にサイ

卜カイン感受性が充進し、疾患の組織特異性が決定されることになる。その裏付けとして、自己

免疫疾患はしばしば感染時に発症し、このときサイトカインを産生する病原体特異的な活性化

CD4 陽性 T 細胞が増加する(Kivity et al., 2009)。

さらに、自己免疫疾患はさまざまな遺伝的変異との関連性がいわれている。例えば、 gpl30 の体

細胞突然変異により STAT3 の異常な活性化が九進する例や、 NF-KB 制御因子の遺伝子変異に因

る NF-KB シグナルの活性化などが数多く報告されている(Compagno et al., 2009; Lenz et al., 2008; 

Rebouissou et al., 2009)。また、高 IgE 症候群の患者において新規の STAT3 遺伝子変異が発見さ

れている(Minegishi et al., 2007)。すなわちこのように、局所への細菌感染、病原体由来産物の蓄

積、あるいは遺伝＋変異による STAT3 や NF-KB 制御因子の活性化が、標的組織の T 細胞由来サ

イトカインに対する感受性の九進に寄与していると考えられる。

もうひとつの自己抗原非特異的な自己免疫疾患発症の引き金要因として注目されるのが、物理

的・機械的ストレスであり、本研究において非常に新規性、独自性の高い点である。加齢ととも

に増悪する組織の破壊はストレスの度合いによって異なり、関節のように運動性の高い組織では
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その危険性はより高い。これが 3 つ目のステップである組織特異的な IL-6 Amp 活性化の引き金

要因となり得る。また、培養細胞を用いた研究からは、特に筋組織や循環器系組織由来の細胞に

おいて、圧迫刺激、伸展刺激等の物理的ストレスにより、 NF-KB や STAT3 の活性化およびサイ

卜カイン産生の九進が引き起こされることが報告されている。これらのことから、物理的ストレ

スを受けた組織で抗原非特異的に IL-6 Amp が活性化しサイトカインシグナルヘの感受性が九進

し、自己免疫疾患が引き起こされる可能性は大いに考えられる。特に今回は微小出血

(microbleeding) という現象に着目している。物理的・機械的ストレスによりこのような局所的事

象が誘導され、 NF-KB の活性化を介して IL-6 発現上昇が引き起こされる。

関節における微小出血が、 3 つ目のステップである関節局所での IL-6 Amp 活性化を引き起こす

仕組みは直接的には解明されていないが、いくつかの状況証拠より血管の損傷により血液細胞が

血管外に流出し組織内へ浸潤することがきっかけとなると考えられる。関節局所での微小出血に

より Thl7 細胞を含めた記憶・活性化 T 細胞以外にも赤血球、好中球、マクロファージ、樹状細

胞などのさまざまな種類の細胞の集積を引き起こす。本研究においては特に関節に集積する

IL-17A を産生する Thl7 細胞の重要性に着目している。戸59 マウスでの実験的微小出血による

関節炎誘導において、関節炎の発症は移入する Thl7 細胞と産生される IL-17A に依存すること

から、この重要性が示唆されている。しかしながら、関節局所での微小出血は異なる要因から炎

症反応を九進させる可能性もあり得ることは確かである。例えば、関節滑膜の環境変化、死細胞

の発生によりヘムやミトコンドリアを含めた DAMPs (d anger-associated molecular patterns)などの

細胞内刺激物質が産生される可能性がある(Zhang et al., 2010)。これらの刺激物質はヘムの毒性効

果により二次的な細胞死を誘発する。また死細胞が放出する DAMPs が直接あるいは間接的に

NF-KB シグナル伝達経路を活性化させるという報告があることから、それらにより IL-6 や

CCL20 の発現が誘導されることも考えられる (Bianchi, 2007; Sims et al., 2010)。今回の結果からは、

これらの可能性を否定することは出来ない。微小出血により IL-6 Amp 活性化が引き起こされる

機序、そして微小出血以外の物理的・機械的ストレスによる IL-6 Amp 活性化、サイトカインに

対する感受性九進の可能性とその機序については、新規の自己免疫疾患発症機序として非常に注

目すべき点である。実際これまでに示唆的な実験結果として、戸59 マウス関節部位への圧迫刺

激、及び 2G の過重力環境下での飼育、トラッドミルを用いた運動性促進により、関節炎発症が

誇導される傾向が見られている。培養細胞においては、血管内皮細胞株および滑膜細胞の細胞株

を用い、伸展刺激を加えることで IL-6 遺伝子発現の上昇傾向が見られた。これらについて、今

後さらに解析を進める必要がある。

興味深いことに、 IL-17 を引き金とする IL-6 Amp 活性化は、ヒト多発性硬化症のマウスモデル

である EAE においても関与することがわかっている(Ogura et al., 2008)。 EAE モデルは標的組織

である神経組織特異的な MOG 抗原ペプチドに依存するため、この知見から、エフェクターCD4

陽性 T 細胞による抗原特異性と標的臓器での IL-6Amp 活性化は、組織特異的自己免疫疾患発症

において互いに独立して機能するものではないことが示唆される。この場合、 CD4 陽性 T 細胞

による抗原認識は、標的臓器での IL-6 Amp 活性化の上流で生じ、 CD4 陽性 T 細胞の抗原特異性

は初期の標的臓器への T 細胞の集積を引き起こす。言い換えれば、抗脈特異性が戸59 マウスに

おける微小出血のような局所的事象に置き換わり、活性化 T 細胞の組織特異的な集積を引き起

こしているといえる。そして特異的組織に活性化 CD4 陽性 T 細胞が蓄積することで、サイト力
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インの供給源となり IL-6 Amp の活性化を引き起こす。すなわち、エフェクターCD4 陽性 T 細胞

の標的組織への集積を引き起こす要因は何であれ、その疾患発症に活性化 CD4 陽性 T 細胞由来

のサイトカインが関与する多くの炎症性疾患は、 MHC クラス 2 分子に随伴するものであるとい

える。

今回その重要性について着目した IL-17A 以外のサイトカインにおいても、 1 型コラーゲン陽性

細胞において IL-6 Amp を活性化し、 MHC クラス 2 拘束性の疾患発症に貢献する可能性はある。

これは、分化誘導した CD4 陽性 T 細胞をマウスに移入し、関節炎発症を誘導したいくつかの実

験結果において、非極性 CD4 陽性 T 細胞、 Thl 細胞、もしくは IL-l7A 欠損マウス由来の Th17

細胞を移入した群においても、軽度の関節炎発症が誘導されたことからも示唆される。例えば

TNF は NF-KB の活性化を介して標的組織で IL-6 シグナル活性化を引き起こし、局所的な MHC

クラス 2 拘束性自己免疫疾患発症に関与する可能性がある。その裏付けとして、関節リウマチを

はじめ多くの慢性自己免疫疾患において、 TNF を標的とした治療の有効性が示されており、またその

大部分は MHC クラス 2 依存性の疾患である(Feldmann and Maini, 2001)。さらに、活性化 CD4 陽性 T

細胞は TNF を産生することが知られており(Cherwinski et al., 1987; Constant and Bottomly, 1997; 

Williams et al., 2008)、またこれまでの解析結果から TNF の欠損により F759 マウスにおける関節炎

自然発症は減弱することがわかっている（データ未公開）。さらに興味深いことに、過剰の Thi

細胞を持つマウスの関節部位周辺に LPS を注入することで、関節炎発症が誘導されるという報

告がある(Nickdel et al., 2009)。このことは、 LPS を介して関節周辺部位で IL-6 が産生されること

により、 IL-6 Amp の活性化を介して関節局所への Thi 細胞の集積が引き起こされることを示唆

している。またこれと一致する知見として、少なくとも in vitro においては、血管内皮細胞株ヘ

の IL-6 および IFNyの共刺激によって IL-6 産生が相乗的に上昇することが示されている（データ

不掲載）。さらに、 IL-22 もまた in vitro 1 型コラーゲン陽性細胞において IL-17A 存在下での IL-6

産生を促進させることがわかった(Supplementary Figure 7a)。しかしながら、 F759 マウス関節腔

内への Th17 細胞投与による関節炎誘導において、 IL-22 受容体特異的 shRNA レンチウィルスの

関節腔内投与により関節炎発症の減弱はほとんど見られなかった(Supplementary Figure 7b)。すな

ゎち、 Th17 細胞より産生される IL-22 は、 F759 マウスの Thl7 細胞誘導性関節炎への寄与は小

さいものと考えられる。

以上の研究結果から、本研究は F759 マウスの MHC クラス 2 依存性の組織特異的自己免疫性関節

炎の発症機序を明らかとし、その説明として 4 ステップモデルを提唱した。このモデルは、これまで

関節リウマチを含め多くの MHC クラス 2 依存性の組織特異的自己免疫疾患において、活性化 CD4

陽性 T 細胞により認識される組織特異的自己抗原が同定されていない理由の、ひとつの新しい

説明となり得る。 F759 マウスの関節炎ばかりでなく、臓器特異的な慢性炎症を伴う自己免疫疾

患の発症一般に、臓器特異的な IL-6 Amp の慢性的な活性化几進は重要な役割を担っていると考

えられなこの 4 ステップモデルが、自己免疫疾患を引き起こす一般的な機構であることが多く

の MHC クラス 2 に関連する病気において証明されると予想される。今後、 IL-6 Amp の活性化

九進、抑制機構をより詳細に研究することで、様々な難治性自己免疫疾患の治療起点が生まれる

ことが期待される。
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実験材料・手法

マウス

·C57BL/6 マウス：日本 SLC より購入。

• gp 130 F759/F759 (F759 マウス）： C57BL/6 マウスと 10 世代以上戻し交配し

·IL-6 ノックアウトマウス： Dr. M. Kopf (Max-Planck-Institute of lmmunobiology, Germany) より譲渡さ

れ、 C57BL/6 マウスと 10 世代以上戻し交配した。さらに f759 マウスと交配した。

ｷType I collagen Cre マウス： Dr. G. Karsenty (Baylor College of Medicine, Houston, TX) より譲渡。

• STAT3 floxlflox マウス：審良静男氏(OsakaUniversity, Japan) より譲渡。 Type I collagen Cre マウ

スと交配した(Takeda et al., 1998)。

・ IL-17A ノックアウトマウス： C57BL/6 背景 (Iwakuraand Ishigame, 2006) を戸59 マウスと交配し

ｷC57BL/6/P25 TCR トランスジェニックマウス：本研究室にて樹立した(Tamura et al., 2004)。

ｷC57BL/6 OT2 TCR トランスジェニックマウス： Dr. W. R. Heath (University of Melbourne, Australia) 

より寄贈。

·IL-17A-GFP ノックインマウス： Biocytogen (Worcester, MA) より購入。

ｷC57BL/6 SJL(CD45.1)マウス： JAX (Bar Harbor, Maine) より購入。

すべてのマウスは大阪大学医学部動物実験施設にて、規定に従い無薗環境下で飼育した。すべて

の動物実験は大阪大学大学院医学系研究科、生命機能研究科の動物管理使用委員会の規定に従い

実施した。

抗体

．抗 CD3 抗体

．抗 IFN-y 抗体

・ APC 標識

抗マウス CD8(Ly·2)抗体 (Clone 53.6. 7 : eBioscience) 

抗マウス TCR~抗体 (eBioscience)

抗マウス IFN-y 抗体(eBioscience) 

抗マウス／ラット Foxp3 抗体 (Clone F JK-16s : eBioscience) 

ラット IgGl アイソタイプコ‘／トロ ル抗体 (eBiosc1ence)

·FITC 標識

抗マウス CD8(Ly·2)抗体 (Clone 53.6. 7 : eBioscience) 

抗マウス CD19 抗体 (Clone MB19ｷ1: BioLegend) 

抗マウス／ヒト CD44 (Pgp·l,Ly-24)抗体 (Clone IM7: eBioscience) 

抗マウス／ヒト CD45R(B220)抗体 (BO Pharmingen) 

抗マウス NKl.1 抗体 (Clone PK136 : BioLegend) 

抗マウス MHC クラス II(I-AJI·E)抗体 (Clone M5/114.15.2 : eBioscience) 

·PE 標識

抗マウス CD25 (IL-12Ra,p55)抗体 (Clone PC61.5 : eBioscience) 
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抗マウス IL·17A 抗体 (Clone eBiol 7B7 : eBioscience) 

抗マウス CD45.1 抗体 (eBioscience)

抗マウス CD62L 抗体 (eBioscience)

抗マウス／ヒト CD45R(B220)抗体 (8D Pharmingen) 

抗マウス MHC クラス IJ(I-AJI-E)抗体 (Clone M5/114.15.2 : eBioscience) 

·PE-Cy5 標識

抗マウス CD4 抗体 (Clone RM4ｷ5: BioLegend) 

·PE-Cy7 標識

抗マウス CD4 抗体 (Clone RM4ｷ5: BioLegend) 

ｷPacific Blue 標識

抗マウス CD44 抗体 (eBioscience)

抗マウス CD8(Ly·2)抗体 (Clone 53.6.7: eBioscience) 

・ Alexa647 標識

抗マウス CCR6 抗体 (BD Pharmingen) 

試薬

・ BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization Kit (with BD GolgiPlug™ protein 

transport inhibitor conteining brefeldin A) (BD Bioscience) 

·RPMI1640 メディウム (nacalai)

・ペニシリン（明治製菓株式会社）

• ストレプトマイシン（明治製菓株式会社）

•生理食塩水（大塚製薬株式会社）

ｷGM-CSF 

・ウシ胎児血清 (EQUITECH) 

ｷrecombinant mouse IL-6 (Prospec) 

ｷrecombinant mouse IL-17 A (PEPRO TECH,INC.) 

ｷrecombinant mouse IL-23 (R&D) 

ｷrecombinant mouse IL-12 (PEPRO TECH,INC.) 

ｷrecombinant human IL-6 (Toray, Tokyo) 

ｷrecombinant human TGF和1 (PEPRO TECH,INC.) 

ｷrecombinant mouse CCL20 (R&D) 

ｷPacific Blue 標識ストレプトアビジン

ｷMISSION sh-RNA Lentiviral Transduction Particles (Sigma-Aldrich) 

マウス関節炎スコアリング

文献(Atsumi et al., 2002; Ishihara et al., 2004; Sawa et al., 2006) に従いマウス関節炎を点数化した。

具体的には、踵関節炎の重症度を、踵及び足首の腫れと可動性の制限の二つのパラメーターによ

り各肢につきその重症度に従い 0-4 点に点数化した。各個体の関節炎スコアは 4 肢の総和とし、

自然発症の場合各個体の最高スコアは 16 点となる。関節腔内への細胞、サイトカイン、ケモカ
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イン投与による関節炎誘導実験においては、後肢踵の左右にそれぞれ異なる処置を施し、単独の肢

でのスコアを解析しており、最高スコアは 4 点となる。

病理組織学的解析

関節組織を 4% パラホルムアルデヒドにて固定し、 Morse's solution (22.5% bornyl 

formate and 10% sodium acid citrate solution) にて 12 時間脱灰処理し、パラフィンで

包埋した。組織切片をヘマトキシリン・エオジンにて染色した(Sawa et al., 2006)。

細胞内サイトカイン産生の解析

ナイ一ヴ CD4 陽性 T 細胞の Th17 分化誘導条件下での培養 4 日目に、 BD Cytofix/Cytoperm™ 

Plus Fixation/Permeabilization Kit (BD Bioscience) を用い、キットのプロトコルに従い細胞

内サイトカイン産生を解析した。関節組織浸潤細胞の解析においては、関節組織を摘出し、

lmg/mL コラゲナーゼ入り RPMI1640 培地にて 37℃で 30 分静置後、 60µm ナイロンセルスト

レイナーにより濾過し、同様に解析した。

ELISA 

血清中および培養上清中の IL-6 、 IL-l7A 濃度を mouse IL-6 ELISA Ready Set Go Kit 

(eBioscience) 、 mouse IL-17 A ELISA Ready Set Go Kit (eBioscience) を用いて測定し

フローサイトメトリー

106 の細胞を蛍光標識抗体で氷上にて 30 分染色した。細胞試料を CyAn flow cytometers (Beckman 

Coulter)を用いて解析した。得られたデータを Summitsoftware (Beckman Coulter) 、 Flowjo software 

(Tree Star) を用いて解析した。

マウス骨髄細胞由来樹状細胞の誘導

マウス後肢より採取した骨髄細胞を lOOµm ナイロンセルストレイナーにより濾過し 0.167M

NH心l を用い溶血する。ペニシリン、ストレプトマイシン、 10% ウシ胎児血清を含む RPMI1640

培地に溶解し、 37℃で約 3 時間培養し、浮遊細胞のみを回収する。この細胞を lOng/ml GM・ CSF 、

10% ウシ胎児血清を含む RPMI1640 培地で培養し、 2 日おきに培地を交換することにより非接

着系細胞を除く。そして培養開始から 7 日甘の細胞を骨髄由来樹状細胞(BMDC) とした。

In vitro 非極性 CD4 陽性 T 細胞， Thl 細胞，Th17 細胞分化誘導

野生型および IL-17A 欠損マウスよりリンパ節、牌臓を摘出し lOOµm ナイロンセルストレイナ一

により濾過し 0.167M NH4Cl を用い溶血する。ペニシリン、ストレプトマイシン、 5% ウシ胎児

血清を含む RPMI1640 培地に溶解した細胞を、ナイロンウールカラムに添加し 37℃で 30 分静

置する。溶出、遠心後細胞を MACS バッファー (2%FCS,5mM EDTA を含む PBS)に溶解し、

蛍光標識抗体 (FITC 標識抗 CD44 抗体、 PE 標識抗 MHC クラス II 抗体、 PE 標識抗 B220 抗

体、 PE 標識抗 CD25 抗体、 PE ・ Cy5 標識抗 CD4 抗体、 APC 標識抗 CDS 抗体）で染色する。洗

浄後細胞を RPMI1640 培地に溶解し 60µm ナイロンセルストレイナーにより濾過し、セルソー
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ター (MoFlo; Dako Cytomation)を用いて CD4+CD8·CD4410W の細胞集団を分離し、ナイ一ヴ

CD4 陽性 T 細胞を得る。これを 24 ウ ェルフレートにペニシリン、ストレプトマイシン、 10%

ウシ胎児血清を含む RPMI1640 培地 2mL/well で 5 X 105cells/well 撒き、 BMDC 2 X 105cells/well 

と lµg/mL 抗 CD3 抗体存在下、各 T 細胞のサブセットに合わせて適切なサイトカインを入れ（以

下）、 4 日間培養した。

Th17 細胞；rhIL-6 (Iｵg/ml; Toray, Tokyo), rhTGF-!3(5 ng/ml; PeproTech), rmIL-23 (10 ng/ml; R&D), 

抗-IFN-y 抗体 (10µg/ml)

Thl 翁闘包； rmIL-12 (20 ng/ml; PeproTech) 

非極性 CD4 陽性 T 細胞；抗-IFN-y 抗体 (10µg/ml)

マウスヘの T 細胞移入

先に示した手法で in vitro にて調整した Thl 細胞、 Th17 細胞、及び活性化非極性 CD4 陽性 T 細

胞を、培養 4 日目にピペッティングにより 50mL チューブに回収し、 1,500 r.p.m. で 5 分間遠心す

る。上清をアスピレーターで除去し、生理食塩水で 2 回洗浄後、生理食塩水に溶解し l xI07cells/ 

匹でマウス尾静脈へ注射した。

関節腔内注入

In vitro にて調整した Thl 細胞、 Th17 細胞、及び活性化非極性 CD4 陽性 T 細胞は、培養 4 日目に

ピペッティングにより 50mL チュープに回収し、 1500 r.p.m. で 5 分間遠心する。上清をアスピレ

ーターで除去し、生理食塩水で 2 回洗浄後、生理食塩水に溶解し 5x 106cells/50µL に調製し 50µL

を踵関節腔内に 30G の注射針で注入する(Maffia et al., 2004)。ケモカイン(rmCCL20)、サイトカイ

ン(rmIL-17A)は生理食塩水にて 100ng/20uL に調製し、 20uL を踵関節腔内に 30G の注射針で注入

した(Maffia et al., 2004)。

実験的微小出血の誘導

文献(Hakobyan et al., 2008)を参考に膝蓋下及び踵関節に 30G の注射針を用いて 10 回程度の穿刺

を施し、実験的微小出血を誘導した。

リアルタイム PCR

GeneAmp 5700 seaquence detection system(ABI 、 Warrington 、 USA) 、 SYBER greenPCR Master 

Mix(Sigma-Aldrich)を用いて CCL20 mRNA 、 IL-6 mRNA 及び HPRT mRNA の遺伝子発現量を

量化した。 MEF 細胞および関節滑膜組織の RNA を GenElute Mammalian Total RNA kit 

(Sigma-Aldrich) を用いて精製し、 DNase I (Sigma-Aldrich)で室温にて 15 分処理した。リアルタイ

ム PCR は以下の配列のプライマーペアを用いた。

マウス HPRT プライマー

マウス IL-6 プライマー

マウス CCL20 プライマー

5 雙-GATTAGCGATGATGAACCAGGTTぶ

5'-CCTCCCATCTCCTTCATGACA-3' 

5'-GTGGCAGGTAGAGGAGGAAG-3' 

5'-CCACCTGAAAGGCACTCTGTぶ

5'-ACAGTGTGGGAAGCAAGTCC-3' 
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5'-CCGTGAACTCCTTTGACCAT-3' 

リアルタイムPCR反応条件； 94ーc 1s秒、 60°C 60秒を40サイクル。

相対的遺伝子発現量をHPRTmRNA.発現量にて規準化した。

統計学的解析

スチューデント t 検定（両側検定）を用いて異なる 2 群間の差を統計学的に解析し
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図表及び注釈

図 1. 関節非特異的外来抗原に対する単一の TCR を発現する F759 マウスは関節炎

を発症する

aふ RAG2-i- F759-P25 マウス (a 黒丸； 1,2,3,4,5,6, 7,8 ヶ月につき各；n = 76, 73, 62, 56, 46, 30, 14, 

7) 、 RAG2―,_ F759-0T2 マウス (b 黒丸； 1, 2, 3,4, 5, 6 ヶ月につき各 n = 5, 5, 5, 7, 8, 2) の関節炎ス

コアを実験手法に記載したとおり解析した。標準検体として RAG2-I- F759 マウス(a, b 白四角；

n = 15), RAG2-1-F759十l-p25 マウス (a 白丸； I, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ヶ月につき各 n = 47, 47, 40, 37, 31, 20, 

10,6), RAG2―-F759十仁 OT2 マウス(b 白丸； I, 2, 3, 4, 5, 6 ヶ月につき各 n = 36, 36, 28, 22, 17, 9) の関

節炎スコアを解析し比較した(RAG2-1- F759+1-TCR Tg マウス対 RAG2_,_ F759-TCR Tg マウス；＊，

P < 0.05; ***、 P < 0.005)。スコア平均値（士 SEM) を実験手法に記載したとおり算出した。スチュ

ーデント t 検定により P 値を算出した。

図 2. 関節非特異的外来抗原に対する単一のTCRを発現する F759マウスではTh17

細胞分化の恒常的促進が見られる

6ヶ月齢RAG2-1- F759-P25マウス（白丸， n = 14) および標準検体（黒丸， n = 11: RAGKO-P25 (n=3) 

F759+i-RAGKO-P25 (n=8))の牌臓、リンパ節組織における総細胞(a), CD4陽性T細胞 (b), 記憶・活

性化CD4陽性T細胞(c), 及び Thl7細胞(d) の数をフローサイトメトリー法により解析した。 e-f, 

6ヶ月齢RAG2-1- F759-P25マウス（白丸，各n=9, 10) および標準検体（黒丸，各n = 15 , 10)の血清中

IL-17A および IL-6濃度を解析した。 6ヶ月齢RAG2-1- F759-P25マウスにおいて総細胞(***, p < 

0.005), CD4陽性T細胞(*, P < 0.05), 記憶・活性化CD4陽性T細胞（文 P< 0.05), 及び Thl7細胞(*, p 

< 0.05) の細胞数，血清中 IL-17A濃度(*, P < 0.05) , IL-6濃度(*, P < 0.05)が有意に上昇した。スチ

ュープント t検定により P値を算出した。

図3. 微小出血はF759 マウス関節炎発症に寄与する

a, F759 マウス（白丸； n=4) およびC57BU6マウス（白三角； n=4)に5 X 106 のTh17 細胞を尾静脈

投与後、実験的微小出血を誘導した左肢の関節炎スコアを解析した (3,5,6,7,9, 10, 13, 14Fl 目に

っき各 *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.005) 。 b,F759 マウス（白丸； n=4) およびC57BL/6マウ

ス（白三角； n=4)に5 X 106 のThl7 細胞を尾静脈投与後、実験的微小出血を施していない右肢の

関節炎スコアを解析した。 c, 5 X 106 のThl7 細胞を尾静脈投与後、実験的微小出血を誘導した

F759 マウス（黒丸； n= 5) 、 5 X 106 の活性化非極性CD4陽性T細胞を尾静脈投与後、実験的微小出

血を誘導したF759 マウス（黒三角； n= 5) の関節炎スコアを解析した。結果を、それぞれ微小出

血を施していないF759 マウスと比較した（白丸： Thl7細胞移入群 (n=5), 12, 14, 15, 16 日目につき

各**, P<0.01; ***, P<0.005; 白三角；活性化非極性CD4陽性T細胞移入群(n=5))。 d,T細胞を移入

せず実験的微小出血を誘導したF759 マウス（白三角； n = 4) と 5 X 106 のThl7 細胞を尾静脈投与

後、実験的微小出血を誘導したF759 マウス（白丸； n = 4;) の関節炎スコアを解析した(6, 7, 10, 11, 

13 、 14 Fl 目につき各*P < 0.05; ***, P < 0.005). 。 e,F759 マウスに2 X 107のThl7 細胞を尾静脈投与

後、実験的微小出血を誘導した肢（横軸右側）と、 実験的微小出血を誘導していない肢（横軸左側）
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について、微小出血誘導24時間後の関節組織に集積している細胞について総細胞、 CD4+ T細胞，

CD4+CD45.1 + T 細胞， CD4℃D45.l℃ CR6+ T 細胞の細胞数をフローサイトメトリーにより解析

した(*, P < 0.05; ***, P < 0.005)。 f, F759マウスに5 X 106 のThi?細胞移入した群、移入していな

い群において実験的微小出血を誘溝した場合、誘導していない場合について関節組織における

IL-6 rnRNA発現量をリアルタイムPCRにより解析した(*, P<0.05)。 g, F759 マウスにC57BL/6マ

ウス由来Th17細胞（白丸； n =7)もしくはIL-17A欠損マウス由来のTh17細胞（白三角； n = 5) を尾静

脈投与後、実験的微小出血を誘導した肢の関節炎スコアを解析した (10, 11, 12, 14 日目において

*, P <0.05)。 hand i, F759マウス (IL-6_1_ F759 ; 白丸；n = 8 Type I collagen-Cre STAT3110xmox F759 マ

ウスとの比較実験； n = 10) と IL-6欠損 F759マウス（図. 3h, 十字； n = 6) もしくは Type I 

collagen-Cre STAT3floxlflox F759マウス（図 3 i, 黒四角； n = 6) において、 5 X 106 のThi?細胞移人し

実験的微小出血を誘導した肢の関節炎スコアを解析した(ILふ欠損 F759マウス： 9, 10, 13, 15 日目

につき各*, P < 0.05; Type I collagen-Cre STAT3110xmox F759マウス： 7, 8, 10, 12, 15 日目につき各*, p 

< 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.005). スコア平均値（土 SEM) を実験手法に記載したとおり算出し

た。スチューデントt検定により P値を算出した。この実験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立した

実験を行い再現性が得られた。

図4. CCL20はF759マウス関節炎発症に寄与する

a, マウス胎児由来線維芽細胞(MEF細胞）を調製し、ヒト IL-6、可溶型IL-6受容体及びIL-17Aの存

在、非存在下で3時間刺激をした。細胞を回収しRNA を精製し、リアルタイムPCRにより CCL20

mRNA遺伝子発現量を解析した(***, P < 0.005)。 band c, 8週齢、 12月齢のF759 マウスおよび

C57BL/6 マウス関節組織と摘出し、 CCL20 mRNA 発現量およびCD4℃CR6+細胞数の比率を解析

した(*, P < 0.05;***, P < 0.005)。 d, 5 x 面のTh17細胞移入しCCL20 (0. Iµg)を踵関節腔内に投与

したF759マウス（黒丸； n = 8) およびC57BL/6 マウス（黒三角； n = 8) 、 Thl7細胞移入せずCCL20

(0.1µg)を踵関節腔内に投与したF759マウス（白丸； n = 8)および C57BL/6マウス（白三角； n = 8)の

関節炎スコアを解析した(Thl7対 saline: **, P < 0.01; ***, P < 0.005)。 e, r759 マウスにC57BL/6マ

ウス由来Thl7細胞（黒丸； n = 8) もしくはIL-17A欠損マウス由来のThl7細胞（白丸； n =7) を尾静脈

投与後、 CCL20 (0.1µg)を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した (5, 9, 11 日目にお

いて*, P < 0.05; ***, P < 0.005)。 f, F759マウス（黒丸； n=7) と IL-6欠損 F759マウス（白丸； n = 5) 

において、 5 X 106 のThl7細胞移入後、 CCL20 (O. lµg)を踵関節腔内に投与した左肢の関節炎スコ

アを解析した(3, 6, IO 日目において*, P < 0.05; **, P < 0.01)。 g, F759マウス（黒丸； n = 6) と Type I 

collagen-Cre STAT3noxmox F759マウス（白四角； n =4) において、 5x 間のThl7細胞移入後、 CCL20

(0.1µg)を踵関節腔内に投与した左肢の関節炎スコアを解析した (4, 6, 10 日目において*, p < 

0.05; ***, P < 0.005) 。 h, F759マウスに5 X 間のThl7細胞移入した群、移入していない群におい

て実験的微小出血を誘導した肢、誘導していない足について関節組織におけるCCL20 mRNA発

現量をリアルタイムPCRにより解析した（微小出血処理 対 未処理： *, P < 0.05)。 i, F759マウス

にレンチウィルスshRNA 、 sh-CCL20 (白四角； n = 6) 、 sh-STAT3 (白三角； n = 5), またはnon-target

shRNA (白丸； n =4)を関節腔内に投与し、 5 X J06 のTh17細胞を尾静脈投与により移入後、実験的

微小出血を誘導し関節炎スコアを解析した(non-target shRNA投与群対 sh-CCL20投与群： 11, 12, 

13, 14 日目において***, P < 0.005 r; non-target shRNA投与群対 sh-STAT3投与群： 9, 11, 12, 13, 14 
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日目において**, P<0.01; ***, P<0.005)。スコア平均値（土 SEM) を実験手法に記載したとおり算

出した。スチューデントt検定により P値を算出した。この実験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立

した実験を行い、再現をとった。

図5. Th17細胞を介したIL-6 Amp活性化充進はF759 マウス関節炎発症に必須であ

る

a,F759 マウスにおいて5 X 106 のThl7細胞を踵関節腔内に投与した群（丸； n = 9; *, P < 0.05; ***, 

P < 0.005 for 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 隻 11, 12, 13, and 14 days), またはThi細胞を踵関節腔内に投与し

群（三角s;n=4;*,P<0.05;**,P<0.0l for7,8,9, IO, ll, 12, 13,and 14days), または活性化非極

性CD4+T 細胞を踵関節腔内に投与した群（ダイヤ； n =6)の肢の関節炎スコアを解析し、生理食塩

水を投与した群（四角， n = 9)のスコアと比較した。 b, C57BU6マウスにおいて5 X 106 のTh17細胞

（丸； n =7) , またはThi 細胞（三角； n = 4), または活性化非極性co4+ T 細胞（ダイヤ； n = 4) , ま

は生理食塩水（四角； n = 7)を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した。 c,F759 マウス

にC57BL/6マウス由来Thl7細胞（丸； n = 8) もしくはIL-l7A欠損マウス由来のThl7細胞（三角；

n =3), もしくは生理食塩水（四角； n = 5) を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した。

(WTマウス由来Thl7細胞移入群 対 IL-17A欠損マウス由来Thl7細胞移入群： 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14 日目において*, P <0.05)。 d,F759マウス（丸； n = 9) と IL-6欠損 F759マウス（三角； n = 5) 

において5 X 106 のThl7細胞を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した (4, 6, 7, 8, 9, 

10、 11, 12, 13, 14 日目において*, P < 0.05; **号 P< 0.01; ***, P < 0.005)。 e, F759マウス（丸； n = 8) と

IL-6欠損 F759マウスType I collagen-Cre STAT3110xit1ox F759マウス（三角； n =3)において5 X 106 の

Thl7細胞を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 日

目において*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.005)。 f, F759 マウスにC57BU6マウス由来Th17細胞

（黒丸； n = 4) もしくはOT2 RAG2·1マウス由来のThl7細胞（ダイヤ； n =3), もしくは生理食塩水（白

丸； n = 7) を踵関節腔内に投与した肢の関節炎スコアを解析した。 (OT2 RAG2ｷ1ｷ マウス由来Thl7

細胞移入群 対 生理食塩水投与群： 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 日目において*, P < 0.05; *文 P<

0.0 I; ***, P < 0.005)。スコア平均値（士 SEM) を実験手法に記載したとおり算出した。スチューデ

ント t検定により P値を算出した。これらの実験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立した実験を行い、

再現をとった。

図6.F759マウスにおいてIL-17A関節腔内投与により関節炎が誘導される

a,F759 マウスにおいて 0, I, 2 日目に IL-17A(O. Iµg)を踵関節腔内に投与した肢（丸； n = 5) と生理食塩水

を投与した肢（二角， n = 3)について関節炎スコアを解析した(4, 7, 10 日目において*, P < 0.05) 。 b,

C57BU6 マウスにおいて 0, I, 2 日目に IL-l7A(O. I~tg)を踵関節腔内に投与した肢（丸； n =4) と生理食塩

水を投仔した肢（三角， n =4)について関節炎スコアを解析した。これらの実験はそれぞれ少なくとも 3

回の独立した実験を行い、再現をとった。
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補足データ

図 S1.

a, F759+I-RAG"1"-P25 マウス (Control) および戸59RAG·1--P2s マウスの関節組織。 b, F759+t-RAGKO-OT2 

マウス (Control) および戸59RAG·1·-0T2 マウスの関節組織。 C' 戸59 マウスに 5 X 106 の Thl7 細胞

移入後、 CCL20 を踵関節腔内に投与した左肢、および投与していない右肢の関節組織。 d, 戸59

マウスに 5 X 106 の Th17 細胞移入後、踵関節に実験的微小出血を誘導した左肢、および処置して

いない右肢の関節組織。 e, 戸59 マウスに 5 X 106 の Thl7 細胞を踵関節腔内に投与した左肢、およ

び投与していない右肢の関節組織。 f, F759 マウスに IL-!7A を踵関節腔内に投与した左肢、およ

び投与していない右肢の関節組織。 a-f の各マウスの踵関節組織を固定し、パラフィンにて包埋

した。組織切片をヘマトキシリン・エオジンにて染色し組織学的解析を行った。スケールバーは

IOOµm を表す。これらの実験はそれぞれ少なくとも 3 回の独立した実験を行い、再現をとった。

図S2.

活性化非極性 CD4 陽性 T 細胞、 T hl 細胞、及び Th17 細胞の各サイトカイン発現を、フローサイト

メトリーにより解析した。これらの実験はそれぞれ少なくとも 10 回の独立した実験を行い、再現を

とった。

図 S3.

上段： F759 マウスに 5 X 106 の Thi 細胞もしくは Thl7 細胞を移入後、踵関節に実験的微小出血を

誘導した左肢の関節炎スコアを解析した。下段： F759 マウスに 5 X }06 の Thi 細胞もしくは Thl7

細胞を移人後、 CCL20 を踵関節腔内に投与した左肢の関節炎スコアを解析した。スチューデント

t 検定により P 値を算出した(*、 P < 0.05; **, P < 0.01)。 これらの実験はそれぞれ少なくとも 2 回

の独立した実験を行い、再現をとっ

図 S 4. 

F759 マウスに IL-l7A-GFP ノックインマウス由来 Thl7 細胞を尾静脈投与し微小出血を誘導した 6 時

間後の踵関節組織における IL-17A 発現 Thl7 細胞の細胞数を、 GFP を指標にフローサイトメトリー

により解析した。エラーバーは SEM を示す。スチューデント t 検定により P 値を算出した(**, p < 

0.01; ***, P < 0.005)。これらの実験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立した実験を行い、再現をと

った。

図 S 5. 

F759 マウスに 5 X)06 の Thl7 細胞移入後、踵関節腔内に生理食塩水を投与した右肢（丸； n = 9) 、

および C57BL/6 マウスに 5 X)06 の Thl7 細胞移入後、 CCL20 (0.1µg)を踵関節腔内に投与した左

肢（三角； n =6)の関節炎スコアを解析した。これらの実験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立した

験を行い、再現をとった。
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図 S6.

a,F759 マウス左肢踵関節腔内に 5 X 106 の Thl7 細胞を投与した群（丸； n = 9) 、 Thl 細胞を投与した

群（三角； n = 5)、活性化非極性 CD4 陽性 T 細胞を投与した群（ダイヤ； n = 6)、および生理食塩水を

投与した群（四角； n = 9)において、それぞれ投与していない右肢の関節炎スコアを解析した。 b, 

C57BL/6 マウス左肢踵関節腔内に 5 X 106 の Thl7 細胞を投与した群（丸； n = 7) 、 Thi 細胞を投与した

群（三角； n =4)、活性化非極性 CD4 陽性 T 細胞を投与した群（ダイヤ； n =4)、および生理食塩水を

投与した群（四角； n =7)において、それぞれ投与していない右肢の関節炎スコアを解析した。 C, 

F759 マウス左肢踵関節腔内に C57BL/6 マウス由来の 5 X 106 の Thl7 細胞を投与した群（丸； n:;:: 9) 、

IL-l7A 欠損マウス由来の 5 X 間の Thl7 細胞を投与した群（三角； n = 3)、および生理食塩水を投与

した群（四角； n = 5)において、それぞれ投与していない右肢の関節炎スコアを解析した。 d, F759 

マウス（丸； n:;:: 9)、および IL-6 欠損マウス（三角； n = 5)において、左肢踵関節腔内に 5 X 106 の Thl7

細胞を投与し、それぞれ投与していない右肢の関節炎スコアを解析した。 e,F759 マウス（丸； n :;:: 8) 、

および Type I collagen-Cre STAT3t1oxillox F759 マウス（三角； n = 3)において、左肢踵関節腔内に 5x

面の Thl7 細胞を投与し、それぞれ投与していない右肢の関節炎スコアを解析した。これらの実

験はそれぞれ少なくとも 2 回の独立した実験を行い、再現をとった。

図 S7.

a, 1 型コラーゲン陽性の 2 種類の細胞株 (BCI and W26)において、 IL-22 および IL-l 7A で 24 時間

刺激を行った。培養上清を回収し ELISA により IL-6 濃度を測定した。エラーバーは SEM を示す。

スチューデント t 検定により P 値を算出した(**, P < 0.01; ***, P < 0.005)。 b,F759 マウスにレンチ

ウィルス shRNA 、 sh-IL-22Ra (四角； n =6) 、 sh-STAT3 (三角； n =5), または non-target shRNA (白

丸； n =4)を関節腔内に投与し、 Sx 面の Thl7 細胞を踵関節腔内に投与し、関節炎スコアを解析

した。スチューデント t 検定により P 値を算出した(*, P < 0.05)。これらの実験はそれぞれ少なく

とも 2 回の独立した実験を行い、再現をとった。
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