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研究成果の概要（和文）： 

(1)ヒト滑膜組織における Pin1 分子と浸潤増殖に関する MMP-1、MMP-3、PCNA 分子との発現を免

役染色および滑膜細胞株（FLS）で検討し、有意の相関を認めた。 

(2)TGF-b１刺激によりPin1高発現 RA-FLS に alpha-SMAの発現増強と形態学的な筋線維芽細胞

への分化が認められた。 

(3)Pin1 と NFκb および IL-6 転写制御因子の C/EBP-βとの間に正の相関がみられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Pin1 expression was significantly higher in RA-ST than in OA-ST. 
The expression of MMP-1, MMP-3, and PCNA was also significantly elevated in RA-ST. Double 
immunofluorescent staining revealed colo-calization of Pin1 and p65 in the nuclei of RA-ST. 
Positive correlation with Pin1 and C/EBP-β(a transcription factor of IL6)was also 
indicated. These results suggest that Pin1 may be involved in the pathogenesis of RA 
binding with p65 to activate the proteins MMP-1, MMP-3, and PCNA. Therefore, Pin1 may 
play a pivotal role in the pathogenesis of RA. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)Pin1 はリン酸化 RelA に結合することに

より NFKappaB を調節し、腫瘍細胞の活性化

に関与する。共同研究者の一人である梁明秀

はハーバード大学医学部においてペプチジ

ルプロリルイソメラーゼ Pin1 がリン酸化さ

れた蛋白質に反応性に結合し、シス/トラン

ス構造変化を引き起こすことにより、数多く

のリン酸化蛋白質の機能を調節することを

明らかにした。タンパク質リン酸化に基づく

細胞内シグナル伝達機構は細胞増殖・活性化
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に重要であり、その過剰は増殖制御機構を破

壊し、細胞を癌化に導いてしまう。前立腺癌、

乳癌などにおいて細胞の増殖・浸潤などの形

質の発現に Pin1 が重要であり、Pin1 分子と

RelA/p65 の結合が NFkappaB 活性化に深く関

与し、これら浸潤・増殖などの形質を調節し

ていることを明らかにしている。 

(2)一方、関節リウマチ患者滑膜は正常滑膜

とは異なる表現型を示し、腫瘍様の強い浸潤

増殖活性をもちパンヌス形成を来すことが

知られている。パンヌスは関節リウマチの病

態の根幹を形成している。関節リウマチの関

節で形成されるパンヌスは関節滑膜細胞、間

質細胞、血管、免疫細胞など多彩な細胞から

構成されるが増殖浸潤を示し関節だけでな

く関節下の軟骨、骨組織も破壊し、関節リウ

マチの病態の中でもっとも重要な関節の破

壊変形を引き起こす。この過程で滑膜細胞は

筋線維芽細胞の表現型をもつようになり浸

潤増殖しパンヌスの主体となると同時に、

MMP など蛋白分解酵素を産生し軟骨を破壊し

てゆく。そして、最終的には破骨細胞を活性

化し骨の破壊を導くと考えられている。また、

滑膜組織に浸潤増殖するリンパ球がその病

態形成に重要であることもわかってきてい

る。これら細胞の活性化には TNFα刺激から

の NFkappaB 活性化が重要とされている。

NFkappaB 活性化と Pin1 分子の関連はすでに

前立腺癌、乳癌など悪性腫瘍での研究で明ら

かであるので、滑膜細胞自体の内的な活性化

異常の要因として Pin1 分子の関与があると

考えた。 

 

２．研究の目的 

関節リウマチ滑膜のパンヌス形成に至る過

程での Pin1分子の関与について検討し、Pin1

分子の関節リウマチにおける生物学的意義

を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) 関節における Pin1 発現の亢進の検討：

予備的な免疫染色では関節リウマチ滑膜に

おいて高発現細胞の増加を認めている。しか

し、関節リウマチの病態は患者により異なり

一様ではなく亢進の程度は各患者により

様々であるので、症例数を増やしさらに詳細

に検討する。 

(2) Pin1 高発現細胞、抗 Pin1 抗体と各種

臨床指標との関連の検討：Pin1 高発現細胞

は滑膜上皮細胞、線維芽細胞様滑膜上皮細胞、

リンパ球などに分かれ、多様であるので各高

発現細胞群について各種臨床指標との関連

を検討する。特に、パンヌス形成の程度、活

動性と関連のある指標に注目し検討をすす

める。抗 Pin1 抗体についても多数例につい

て検討し、関節リウマチの診断指標となりう

るかを検討する。また、滑膜における Pin1 発

現との関連を検討する。 

(3)Pin1 高発現細胞多様性の解析：予備的解

析では Pin1分子はさまざまな細胞で発現し、

滑膜組織のおける Pin1 高発現細胞の多様性

が明らかになっている。そこで、免疫組織学

的手法を用いて Pin1 高発現細胞の多様性を

検討する。リンパ球系細胞と滑膜、線維芽細

胞系細胞に大きく区別して解析を進める。す

でに関節リウマチ滑膜で高発現が明らかに

なっている他のタンパク質（MMP、TIMP, RANKL

など）との発現の相関をみる。滑膜細胞は関

節リウマチにおいて筋線維芽細胞様に分化

してゆくと考えられているので、α-smooth 

muscle actinの発現との関係も明らかにする。 

(4) 培養滑膜細胞の樹立：関節リウマチ患

者の関節手術時に得られる滑膜組織を凍結

保存すると同時に、培養滑膜細胞を樹立し保

存する。樹立した細胞を利用し Pin1 分子の

関節リウマチ滑膜における役割を解析する。

また、日本人由来の培養滑膜細胞は今後のリ

ウマチ研究の貴重なリソースとなると考え

られる。特に、分子標的薬開発には欠くこと

の出来ないリソースとなるであろう。 

(5) 滑膜組織、培養滑膜細胞を用いた検

討：滑膜組織、培養滑膜細胞においてすでに

関節リウマチ滑膜で高発現が明らかになっ

ている他のタンパク質（MMP、TIMP など）と

Pin1 分子の発現との発現の相関をみる。培養

滑膜細胞に対しては Pin1 阻害薬である

jaglone や Pin1 RNAi を導入し、in vitro で

の増殖能、浸潤能、MMP 産生能に変化がみら

れるかを検討する。また、抗 TNF 抗体や

NFkappaaB 阻害薬との併用効果を検討する。

種々サイトカインを用いた筋線維芽細胞へ

の分化誘導実験を行い、Pin1 の関与を検討す



 

 

る。 

 

４．研究成果 
(1) Pin1 は、RA 及び OA の滑膜上皮細胞やリ
ンパ球、間質細胞などに発現した。特に滑膜
上皮細胞において Pin1 の発現が強陽性また
は陽性を示したものが、OA で 11 例中 6 例
(55%)に認められたのに対し、RA では 39 例中
35 例(90%)に認められ、RA で OA より有意に
高い発現を認めた。続いて、RA 滑膜組織を、
浸潤マーカーである MMP-1、MMP-3 抗体、増
殖マーカーである PCNA 抗体、筋線維芽細胞
マーカーである alpha-SMA抗体などで免疫組
織染色を行ったところ、Pin1 の高発現した
RA 組織では、MMP-1、MMP-3 や PCNA は共に有
意に高発現していた。また、alpha-SMA は血
管壁周囲だけでなく滑膜上皮細胞にも高発
現していた。 
(2) それらの滑膜組織から、RA および OA 滑
膜細胞の初代培養株(以下、RA-FLS、および
OA-FLS)を複数株樹立した。これらの培養滑
膜上皮細胞から可溶性タンパク質を抽出し、
ウエスタンブロット法を行ったところ、
OA-FLS と比較して RA-FLS において、Pin1 の
発現量は有意に高かった。また、Pin1 が特に
高発現している RA-FLS では、低発現してい
る RA-FLS や OA-FLS に比べ、MMP-1、MMP-3 や
PCNA の発現が有意に高かった。また、複数の
RA-FLS に TGF-b１(5ng/ml)刺激を行い、0、
12、24、48、72時間後の各々の Pin1、alpha-SMA
の発現について蛍光二重染色やウエスタン
ブロット法にて検討したところ、TGF-b1 刺激
24 時間後より、RA-FLS の一部に形態学的に
筋線維芽細胞への分化が認められた。蛍光二
重染色では、Pin1 と alpha-SMA は筋繊維芽細
胞の細胞質に共発現していた。Pin1 高発現の
RA-FLS では、TGF-b1 刺激後、経時的に Pin1
の発現が増加するのに伴い、alpha-SMA の発
現も増加したが、Pin1低発現のRA-FLSでは、
Pin1、alpha-SMA ともあまり増加しなかった。 
(3) NFκbと Pin1 の発現との関連の検討を行
った。関節リウマチ病変の形成には破骨細胞
の活性化が必須である。また、その活性化に
は NFκbのリン酸化が関与していることが知
られている。そこで、筋線維芽細胞からさら
に破骨細胞への分化の可能性があるのでは
ないかと考え、その検討を行った。免疫染色、
ウェスタン法ともに Pin1 と NFκb との間で
相関がみられた。しかし、破骨細胞への分化
に関連があるとされている RANK-L について
も同様の検討を行ったが、これについては明
確な相関はみられなかった。 
(4) 関節リウマチでの過剰発現が知られて
いる IL-6 に注目し、それと Pin1 分子との関
係を検討した。IL-6 の発現を制御する転写因
子の１つである CAATT/enhancer binding 
protein-β（C/EBP-β）と Pin1 との関係を

解析した。IL-6 遺伝子のプロモーター／エン
ハンサー領域（-179/+12）をルシフェラーゼ
遺伝子の上流に組み込み、Pin1 と C/EBP-β
の発現プラスミドを用いて、ルシフェラーゼ
アッセイを行い、C/EBP-βの転写活性におけ
る Pin1 の働きを解析した。その結果、Pin1
の用量依存的に C/EBP-βの転写活性の増強
が認められた。一方で、野生型 Pin1 に代わ
り WW ドメインに変異を導入した W34A 変異型
Pin1 を用いると、C/EBP-βの転写活性の増強
効果は認められなかった。また、GST-Pin1 融
合タンパク質を用いてプルダウンアッセイ
を行った結果 GST-Pin1 と C/EBP-βの結合が
認められた。さらに、RA 組織を用いた免疫染
色により Pin1 の発現量と C/EBP-βの核内で
の活性化に正の相関が認められた。以上の結
果から、Pin1 が C/EBP-βの活性化に関与す
る事が示された。 
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