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研究成果の概要（和文）：抗葉酸リセプターβイムノトキシン関節内投与によるメチル化ＢＳＡ誘発関節炎の治療効果
を示した。さらに静脈注射によるブレオマイシン誘発強皮症の線維化抑制を皮膚の肥厚、ハイドロキシプロリン量の減
少により明らかにした。また、皮膚線維化部位に早期に浸潤するマクロファージは葉酸リセプターβ発現、TGFβ産生
細胞であり、イムノトキシンの投与はこれらのマクロファージ数を減少させた。このモデルでの線維化抑制の機構とし
てイムノトキシンによるCTGF産生の抑制は早期では明らかでないことから、TGFβ産生マクロファージの減少の結果、C
TGF産生を産生する線維芽細胞が減少することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We assessed the antiarthrogenic and the antifibrotic effects ofdepletion of FRbeta
-expressing macrophages in methylated BSA induced arthritis and bleomycin induced skin fibrosis models usi
ng a recombinant immunotoxin to FRbeta, respectively.  Skin fibrosis was evaluated by the change of skin t
hickness and hydroxyproline content on Day 29. The TGFbeta1 mRNA levels in the treated skin were assessed 
by quantitative real-time RT-PCR on Day 9. Anti-FRbeta-PE38 treatment led to a dramatic reduction in the n
umber of FRbeta-expressing macrophages. Additionally, skin thickness and hydroxyproline content, were mark
edly reduced. TGFbeta1 mRNA levels were also down-regulated after the treatment. TGFbeta1 expression was e
nriched in FRbeta-expressing macrophages compared with FRbeta-negative macrophages.  Anti-FRbeta-PE38 trea
tment efficiently depleted FRbeta-expressing macrophages and consequently alleviated BLM-induced skin fibr
osis.
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１研究開始当初の背景  

葉酸リセプターには、アルファ、ベータ、

ガンマ、デルタがあり、アルファは主に上

皮性腫瘍膜表面に、ベータは主に炎症組織

マクロファージ膜表面に存在する。ガンマ

には膜型はなく、骨髄系細胞から分泌され

る。デルタは制御性ＣＤ４細胞膜に発現す

る。葉酸リセプターベータ（ＦＲ－Ｂ）の

リガンドである葉酸は増殖のない炎症マ

クロファージに取り込まれた後、ＲＮＡ合

成や蛋白合成に利用されることから、ＦＲ

－Ｂ発現マクロファージは活性化マクロ

ファージと考えられる。ＦＲ－Ｂのリサイ

クリングは活発であり、高濃度の葉酸がエ

ンドソームに集積する。葉酸は生理的代謝

経路で利用されるため、ＦＲ－Ｂを介した

葉酸・薬剤の輸送経路においても薬剤が傷

害されることは少ないと考えられ、ＦＲ－

Ｂを介した多くのドラッグデリバリーシ

ステムが試みられている。これらの研究の

ほとんどは葉酸に種々の薬剤を結合させ

た葉酸誘導体を用いており、これらの葉酸

誘導体はインビトロの系やモデル動物に

おいて炎症抑制効果を示した。また、葉

酸・アイソトープを用いた炎症部位の診断

法も開発されている。葉酸誘導体使用の欠

点として、生体内の葉酸濃度に左右される

ことや使用される葉酸誘導体はＦＲ－Ｂ

に低親和性のため、高濃度の投与が必要に

なり、他の細胞による非特異な取り込みが

みられることが挙げられる。われわれはこ

れまで、マウス、ラット、ヒトＦＲ－Ｂに

対する単クローン抗体を作成し、末梢血単

球や常在組織マクロファージにはＦＲ－

Ｂの発現はみられないが、各種炎症部位や

がん組織に浸潤したマクロファージにＦ

Ｒ－Ｂ発現がみられることを示したこれ

までの炎症性マクロファージに対する治

療戦略の多くは産生される個々の炎症物

質を標的としたものであったが、われわれ

はＦＲ－Ｂ発現 マクロファージにアポトー

シス誘導をおこすイムノトキシンを開発し、

このイムノトキシンが種々の炎症モデルや

がん移植モデルに治療効果があることを報

告した。これらの成績はこのイムノトキシン

が慢性炎症活動期におけるＭ１マクロファ

ージ、線維化が臓器障害をおこすＭ２マクロ

ファージ、がん浸潤マクロファージを標的と

した治療薬になり得ることを示している。関

節リウマチ治療は生物製剤により、劇的な治

療効果が示されたが、治療効果の見られない

例やいくつかの関節の炎症が残る場合があ

る。既に関節リウマチ患者においてＦＲ－Ｂ

発現マクロファージが存在することを示し

たが、抗ＦＲ－B イムノトキシンの関節注射

による治療効果は示されていない。強皮症は、

膠原病の一つで、線維化を特徴とする皮膚と

身体のいろいろな部分に病変を発症する原

因不明の慢性疾患である。強皮症の病態とし

ては、線維芽細胞の活性化(コラーゲン等の細

胞外基質の蓄積)、血管障害及び免疫異常(自

己抗体)が挙げられる。強皮症の発病機序の一

つとして、マクロファージの早期浸潤と浸潤

した当該マクロファージからの分泌による

ＴＧＦの上昇が注目されている。活性化マク

ロファージは線維化の早期に最初に浸潤す

る細胞であり、ＴＧＦ，ＣＴＧＦ，ＰＤＧＦ

等の因子を分泌して強皮症の線維化過程に

おいて重要な働きをすると推測されている。

強皮症の治療の現状においては、早期の患者

に対しては副腎皮質ステロイド薬が一般的

に使用され、また肺の症状に対しては免疫抑

制制薬が一般的に使用される。しかしながら、

従来において、強皮症の進行を完全に根治さ

せる治療は確立していない。 

２．研究の目的  

炎症マクロファージに対する治療戦略には、 

個々の炎症物質を標的にしたものが多いが、 

本研究では炎症やがん組織に浸潤している 

葉酸リセプターベータ（ＦＲ－Ｂ）発現マク 



ロファージを標的とした治療療法の開発 

を目的とした。既に作成している抗 FR-B 

抗体イムノトキシンを用いて、関節炎モデ 

ルラットの関節注における効果、全身性硬 

化症（強皮症）モデルマウスでの線維化抑 

制効果を明らかにした。また、炎症組織に 

浸潤したマクロファージ活性化の指標と 

して、関節リウマチ患者血清中で可溶性 

FR-B の測定をおこない、関節リウマチ生物 

製剤の治療効果の指標になるか検討した。 

さらに、炎症部位において新たな葉酸化合 

物が作成されることについても検討した。 

３．研究の方法  

ラット関節炎局所注による抗 FR-B イムノ 

トキシンの抗炎症効果 

Lewvis ラット背部にメチル化ＢＳＡとフ 

ロインドアジュバント縣濁液を 1Ｗ間隔で 

皮下注射した。その 2Ｗ後に膝にメチル化 

ＢＳＡを関節内注射して、メチル化ＢＳＡ 

による免疫複合体ラット関節炎を誘導し 

た。メチル化ＢＳＡ膝関節注の後に抗マウ 

スＦＲ－Ｂリコンビナントイムノトキシ 

ン（ラット抗マウスＦＲ－Ｂ抗体のＶＬ， 

ＶＨ領域遺伝子をクローニングし、ＶＨと 

膜結合部分欠如緑膿菌毒素遺伝子と結合 

させ、それぞれの遺伝子を大腸菌に導入さ 

せ、得られた蛋白をＳ－Ｓ結合させること 

により２本鎖Ｆｖイムノトキシンを作成 

した）を投与し、１４日間にわたって関節 

腫脹をキャリパーにて測定した。また、関 

節組織の病理学的検討をおこなった。 

炎症モデル動物における抗 FR-B 抗体イム

ノトキシンの線維化抑制効果 

線維化が病態の主体であるブレオマイシ

ン皮内注強皮症モデル(Ｃ５７／ＢＬ６マ

ウス)において、イムノトキシンの投与は

ブレオマイシン投与後（４週間継続）１週

目から、週２回３週間静脈投与した。強皮

症皮膚の線維化は、皮膚の厚さ、ハイドロ

キシプロリン量で、また、ＦＢ－Ｂ陽性マ

クロファージ数、ＴＧＦ，ＣＴＧＦの測定は

ＲＴ－ＰＣＲ法を用いた。 

血清可溶性葉酸リセプターベータの測定  

葉酸リセプターアルファ、ガンマには反応し

ない２種の抗ヒトＦＲ－Ｂ抗体の組み合わ

せを用いて、可溶性ＦＲ－Ｂの測定系を確立

し、関節リウマチ患者血清中の可溶性ＦＲ－

Ｂを測定した。膜部分を欠損させたＦＲ―Ｂ

遺伝子をバキュロビールス発現システムに

て、ウイルスＤＮＡを作成し、ｓｆ－２１細

胞に感染させた。培養上清から、抗葉酸リセ

プターベータ抗体結合カラムにて可溶性Ｆ

Ｒ－Bを生成した。関節リウマチについては、

活動性（ＤＡＳ２８，ＣＲＰ）と可溶性 FR-B

値の相関や生物製剤の治療前後における可

溶性ＦＲ－Ｂを測定し、可溶性ＦＲ－Ｂの治

療効果の判定における有用性を検討した。 

ＦＲ－Ｂに高親和性な葉酸誘導体の開発 

関節リウマチ関節液あるいはがん性腹水に

クエン酸を添加し、アルゴンガスにて密封保

存した。３日内にアセトニトリルにて、蛋白

部分を沈殿させ、葉酸誘導体を含む上清をえ

た。上清を乾燥させ、アセトニトリル／酢酸

アンモニウム液に溶かし、親水性カラム（Ｃ

１８）カラムにて分画し、既知の葉酸誘導体 

（葉酸、５－メチルテトラハイドロ葉酸、テ

トラ葉酸、５－フォルミルテトラ葉酸）と異

なるものがあるかを検索した。また、可溶性

葉酸リセプターベータを固層化したカラム

を用い、結合物質を検討した。 

４．研究成果  

メチル化ＢＳＡ投与ラット関節炎において、

抗ＦＲ－Ｂイムノトキシンの関節内投与は

関節の腫脹を軽減させ、病理組織学的にも滑

膜の肥厚、炎症細胞数の減少、カテプシンＫ

陽性破骨細胞数の減少がみられた。また、軟

骨骨破壊を抑制し、臨床応用への可能性が示

された。抗ＦＲ－Ｂムノトキシン静脈注射に

よるブレオマイシン誘発強皮症の線維化抑

制を皮膚の肥厚、ハイドロキシプロリン量の



減少により明らかにした。また、皮膚線維

化部位に早期に浸潤するマクロファージ

はＦＲ－Ｂ発現、TGF ベータ産生細胞であ

り、イムノトキシンの投与はこれらのマク

ロファージ数や TGF ベータ産生を抑制し

た。このモデルでの線維化抑制の機構とし

てイムノトキシンによるＣＴＧＦ産生の

抑制は早期では明らかでないことから、Ｔ

ＧＦベータ産生マクロファージの減少の

結果、ＣＴＧＦ産生を産生する線維芽細胞

が減少することが示唆された。 

エピトープの異なる抗ＦＲ－Ｂ抗体の組

み合わせによる可溶性ＦＲ－Ｂの測定系

を確立した。さらにリコンビナント可溶性

ＦＲ－Ｂを作成し、スタンダードとした。

関節リウマチ患者の生物学製剤投与の前

後において血清の可溶性ＦＲ－Ｂを測定

した。可溶性ＦＲ－Ｂ値が高値なほど生物

製剤の効果がみられる傾向にあった。関節

リウマチ関節液中に新規の葉酸化合物が

存在するか検討したが、上記の方法では発

見できなかった。 
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