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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA)の病態形成におけるヒストンアセチル化酵素の役割について、以
下の知見を得た。RA滑膜細胞を用いた実験系から、①炎症性サイトカインTNFαはヒストンアセチル化酵素
p300/CBPを増加させることで時計遺伝子Bmal1を増加させた、②この現象はp300/CBP阻害剤であるC646を使用す
ることによって抑制された、③Bmal1と同じ共通配列を有する炎症性ケモカインCCL2の産生もC646の使用によっ
て抑制され、CCL2による細胞遊走も抑制された。関節炎モデルマウスを用いた実験系から、④C646は関節炎の重
症化を抑制することができた。

研究成果の概要（英文）：We newly found a role of histone acetyltransferases CBP and p300 in 
rheumatoid arthritis (RA) as follows. In vitro assay using RA-fibroblast like synovial cells, (1) 
TNF-α, a pro-inflammatory cytokine, induced core clock gene Bmal1 through up-regulating Cbp and 
p300 gene expression. (2) This induction is cancelled by C646, p300/CBP inhibitor. (3) As well as 
Bmal1, expression of CCL2 gene,a pro-inflammatory chemokine, is suppressed by C646. In vivo assay 
using collagen-induced arthritis (CIA) mice, (4) C646-treated mice decreased a arthritis score as 
compared with DMSO-treated one.

研究分野： 臨床免疫学

キーワード： ヒストンアセチル化酵素　時計遺伝子　関節リウマチ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は関節リウマチ患者由来滑膜繊維芽細胞において、TNF-αによる時計遺伝子発現パターンの変調にはヒス
トンアセチル化酵素が関与している、ことを示した初めての知見である。ヒストンアセチル化酵素阻害薬である
C646は、滑膜細胞の遊走を抑制し関節炎モデルマウスの重症化を抑制させる効果を認めた。これらのことから、
ヒストンアセチル化酵素は関節炎の悪化を時計遺伝子を介して軽減することができる可能性が示され、RAの新し
い治療標的となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（Rheumatoid Arthritis:以下 RA）の諸症状には日内変動が認められ、例えば、炎
症性サイトカインや自己抗体の分泌は RA 患者に特有な「朝の関節のこわばり」に一致して午前
中にそのピークを形成する。そのため、夜間に副腎皮質ステロイドホルモン剤を服用することは、
これら夜間の RA 増悪因子に作用して、早朝の RA 関節炎の症状を抑制する有効な治療とされて
いる。また RA 患者は睡眠障害を訴えることが多く、RA 治療薬の服用によって睡眠障害が改善
することが示されている。このように、RA の病態を理解する上で病態の日内変動や個々の患者
に特有な日内リズムの変調は重要な位置づけにあることが予想されてはいたが、その詳細は不
明であった。  
  
近年、時計遺伝子の発見により疾病における日内リズムの解析が可能となり、関節炎モデルマウ
スを用いた実験から、私達は関節炎と時計遺伝子との相互的調節を明らかにした。すなわち、健
常マウスに関節炎を誘導すると時計遺伝子の発現量や周期が変調すること、また、時計遺伝子
Cry1/2 を欠損させたマウスに関節炎を誘導した場合、健常マウスに誘導した場合よりも関節炎
が悪化することを見出した。しかし、関節炎などの炎症状態がどのようなメカニズムによって滑
膜細胞など末梢細胞の日内リズムへ作用しているかは未だ明らかではない。 
 
そこで RA の治療標的である炎症性サイトカイン TNF-αに着目し、時計遺伝子に及ぼす影響を
検討したところ、日内リズムを負に制御する時計遺伝子 Per2 は減少する一方、正に制御する
Bmal1 は増加していた。この現象は、本来ならシーソーのようにバランスをとりながら時計遺
伝子群の転写を制御しているはずの転写促進因子と転写抑制因子の関係が TNF-αによって崩
れていることが原因であった。特に Bmal1 遺伝子は、転写促進因子 RORα優位となることで過
剰発現していることがわかった。これらのことから、TNF-αは RA 滑膜細胞内の日内リズムを
亢進させることが示唆される。また、この TNF-αによる時計遺伝子への効果は、細胞内カルシ
ウムイオン流入阻害剤 BAPTA-AM によって抑制され、RA 滑膜細胞の増殖活性も抑制されるこ
とがわかった（2014-2015 年度科研費助成課題・若手研究 B）。すなわち、カルシウムシグナル
伝達を外部から制御することで、時計遺伝子発現を介して、RA 滑膜細胞の過剰増殖を制御でき
るのではないかと着想した。 
 
そこでカルシウムシグナルの下流に位置し、ヒストンアセチル化酵素として機能する p300 につ
いて転写因子結合予測ソフトを用いて調べてみると、転写促進因子 RORα遺伝子のプロモータ
ー領域に p300 結合配列が複数個所存在することが予測された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、日内リズムを正に制御する Bmal1 遺伝子とその転写促進因子 RORαに焦点を当て、
炎症性サイトカインTNF-αによるRA滑膜細胞内の時計遺伝子撹乱機構を明らかにすることを
目的とした。特にヒストンアセチル化酵素 p300 は、RORαを介して時計遺伝子 Bmal1 発現機
構に関与している可能性があり、p300 やそれと協調する CBP（CREB binding protein）が RA
滑膜細胞内の日内リズムを撹乱するキープレイヤー、すなわち RA の治療標的候補となる可能
性を探るためのものである。 
 
３．研究の方法 
(1) RA 滑膜細胞を用いた in vitro による研究   
手術時に得られた RA 患者由来の滑膜組織を、コラゲナーゼにより単離、培養した初代培養系の
滑膜線維芽細胞を使用する。培養継代数が 3～6 継代した滑膜細胞を研究に使用する。 
以下を行うことにより、TNF-αがもたらす時計遺伝子 Bmal1 とその転写促進因子 RORα 誘導
における、ヒストンアセチル化酵素 p300 の役割を明らかにしようと試みた。 
 
I．【TNF-αによるヒストンアセチル化酵素 p300 または CBP に及ぼす影響の検討】 
TNF-α刺激により p300 または CBP の mRNA 発現量が増加しているか TaqMan プローブを用
いたリアルタイム PCR によって検討した。  
 
II．【CBP/p300 阻害による TNF-α誘導性 RORα遺伝子発現増加への影響の検討】 
①CBP/p300 阻害剤である C646 を用いて RA 滑膜細胞を 1 時間前処理し、TNF-αによる ROR
α、Bmal1 の増加が抑制されるか、リアルタイム PCR を用いて検討した。カルシウムシグナル
を介しているならば、BAPTA-AM 処理した場合と同様の結果を示すと予想した。 ②siRNA を
用いて p300 または CBP、あるいはその両方の遺伝子発現を低下させた RA 滑膜細胞を作製し
た後、TNF-αによる RORα、Bmal1 遺伝子発現の増加が抑制されるか、リアルタイム PCR を
用いて検討した。 
 
III．【Bmal1 遺伝子が RA 滑膜細胞の細胞増殖機構に及ぼす影響の検討】 
①siRNA を用いて Bmal1 遺伝子発現を低下させた RA 滑膜細胞を作製した後、TNF-αによる
サイクリン E１の増加が抑制されるか、リアルタイム PCR を用いて検討した。②同時に細胞増



殖アッセイを行い、細胞増殖能を評価した。 
 
(2) RA 患者由来血液または関節炎モデルマウスを用いた in vivo による研究   
IV．【生物学的製剤；TNF-α阻害剤による治療前後における時計遺伝子に及ぼす影響の検討】 
・本申請課題で患者検体の提供を受ける神戸海星病院では、RA 治療薬として生物学的製剤
（TNF-α阻害剤）を投与した前後において、患者血清と末梢血単核球由来 total RNA を採取し
ている。本サンプルを用いて、各遺伝子の発現量をリアルタイム PCR により測定する。TNF-α
阻害剤投与前後の変化を調べることで、生体内における TNF-αと時計遺伝子群の関わりを推測
できる可能性があると予想した。 
 
V．【CBP/p300 阻害剤による関節炎モデルマウスへの治療効果と時計遺伝子発現に及ぼす影響
の検討】 関節炎の誘導方法は、関節炎に感受性の高い DBA/1J マウスを用いて、コラーゲン誘
導性関節炎（以下 CIA）マウスを選択した。関節炎非誘導群、関節炎誘導群、関節炎誘導＋C646
投与群を作製した。それぞれの群における関節炎スコア（四肢各最高４点、合計１６点）、血清
中炎症性サイトカイン濃度、軟骨破壊に直接関与する MMP(マトリックスメタロプロテアーゼ)3
濃度、を測定した。C646 は、関節炎が出現しはじめる 4 日目に投与を開始する。  
 
４．研究成果 
これまでの研究で、関節リウマチ（RA)滑膜細胞において、炎症性サイトカイン TNF-αによる時
計遺伝子 Bmal1 発現量の増加は、転写活性因子 RORαの増加と転写抑制因 子 Reverbαの減少に
よって起こることを明らかにしている。またこの RORα増加はカルシウムシグナルを介する経路
を通り、Reverbαの減少はカルシウムシグナルを介さない経路を通って Bmal1 の増加をもたら
すことも見出している。 
 
（１）TNF-αによる Bmal1 遺伝子の撹乱機構におけるヒストンアセチル化酵素の役割； 
①TNF-α刺激により RA滑膜細胞内の p300 mRNA 発現量はわずかに増加した一方、p300 と協調し
て作用する CREB-binding protein(Cbp)発現量には変化がなかった。②また、カルシウムキレー
ト剤である BAPTA-AM を用いて、細胞内カルシウムイオンの流入を阻害した場合、TNF-α刺激に
よって p300、 Cbp ともに mRNA 発現量が有意に低下した。この結果は Bmal1 を調節する転写抑
制因子 Reverbαの結果と同様のものであった。このことは細胞内カルシウムイオン濃度によっ
て p300 や Cbp の mRNA 発現量が調節されていることを示すものである。③次に、RNA 干渉によっ
て p300 と Cbp 発現量を共に抑制した RA 滑膜細胞を作製し、TNF-α刺激をおこなった。その結
果、TNF-α誘導性の Bmal1 増加が抑制された。またこの時の転写抑制因子 Reverbαの減少と転
写活性因子 RORαの増加も抑制されていた。④さらに、p300/CBP 阻害剤である C646 を前処理し
た場合においても、③の結果と同様の現象が確認された。すなわち、TNF-αによる Bmal1 遺伝子
の撹乱機構にヒストンアセチル化酵素が関与していることを、RNA 干渉や阻害剤を用いた実験系
から示すことができたと考える。 
 
（２）RA 滑膜細胞の増殖機構における Bmal1 遺伝子の役割； 
そこで、Bmal1 が RA 滑膜細胞の増殖機構にどのように関与しているかを明らかにするため、細
胞調節因子に焦点を当てた。 
①RNA 干渉実験から、Bmal1 は細胞周期調節因子サイクリン E1 の activator として機能するこ
とを明らかにした、②しかし Bmal1 遺伝子を発現抑制しただけでは、TNF 誘導性のサイクリン E1
遺伝子発現増加をキャンセルすることはできなかった。③実際、Bmal1 を抑制した細胞では、TNF
αによる細胞増殖へは影響しなかった。上記①-③により、TNFαによる細胞増殖誘導は Bmal1 を
介さず、別の経路で起こっている、あるいは Bmal1 遺伝子単独を発現抑制するだけでは不十分な
可能性が考えられた。 
 
（３）TNF-αによる炎症性サイトカイン・ケモカインの撹乱機構におけるヒストンアセチル化酵
素の役割； 
一方、Bmal1 と同様に RORE を有する、あるいは有する可能性が示唆される分子で、かつ RAの病
態形成に深く関わる分子として、細胞遊走に関与するケモカイン CCL2、サイトカイン IL6、軟骨
破壊に関与する MMP3 にも着目した。これらの分子においても、①Bmal1 と同様に p300/CBP を
siRNA や阻害剤を用いて抑制すると、TNFαによる発現誘導が抑制されていた。②特に CCL2 につ
いては、RORα阻害剤と Reverbα誘導剤の共投与によっても、TNFαによる誘導を抑制すること
ができた。③さらに CBP/p300 阻害剤が RA 滑膜細胞の遊走能に与える影響を創傷治癒アッセイ
（スクラッチアッセイ）を用いて検討し、以下の知見を得た。DMSO 前処理をした TNFα刺激培養
上清を添加すると、 RA 滑膜細胞の遊走数は増加した。④この遊走亢進は、CCL2 中和抗体の添加
によって抑制された。⑤C646 前処理をした TNFα刺激培養上清を添加した場合も、 細胞遊走亢
進は抑制されていた。⑥次に、細胞運動の中心的な役割を果たす F-アクチンの重合を確認して
みると、DMSO 前処理をした TNFα刺激培養上清を添加した場合、RA 滑膜細胞の F-actin 発現が
増加した。⑦この F-actin 発現増加は、CCL2 中和抗体の添加によって抑制された。⑧C646 前処
理をした TNFα刺激培養上清を添加した場合も、 RA 滑膜細胞の F-actin 発現増加は抑制されて



いた。以上のように、アクチン重合の視点からもスクラッチアッセイと同様の傾向を示していた。
⑨さらに、CBP/p300 阻害剤（C646)が関節リウマチモデル動物において治療効果を示すか、コラ
ーゲン誘導性関節炎（CIA)を用いて検討した。対照群は四肢 16 点満点の関節炎スコアのうち、
48 日目時点で平均 8点ほどの関節炎を示した。⑩対照群と比較して、C646 投与群は同時点で平
均 4 点程度と有意に抑制されていた。⑪これら 2 群の血清中サイトカイン濃度を測定してみた
が、IL-6、TNF-α、MMP3 のいずれにおいても明らかな差は認めなかった。⑫また、生物学的製剤
投与前後の時計遺伝子発現を比較した結果、一部の時計遺伝子群は疾患活動性と相関していた。 
 
 
（４）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 
これまで我々のグループを含め、RA 滑膜細胞において、炎症性サイトカインによって時計遺伝
子の発現量が変化することが複数報告されていたが、その詳細は不明であった。今回の研究で、
TNF-αによる時計遺伝子発現パターンの変調には、ヒストンアセチル化酵素が関与しているこ
とが明らかとなり、炎症による日内リズムの撹乱機構の一部が解明されたことになる。実際に、
関節炎モデルマウスを用いた実験で用いた C646 は関節炎の重症化を防ぐ効果を認めたため、本
研究がヒストンアセチル化酵素を標的とした新たな RA 治療を提示出来る知見となるかもしれな
い。ただし、C646 が関節炎スコアとしては効果を認めたものの、当初予想していた血清中の炎
症性サイトカインやケモカインの産生を抑制しているような結果は認めなかった。再試験や別
の関節炎モデルを利用するなどして、C646 による治療効果の詳細を明らかにすることが今後の
課題と考える。 
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