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研究成果の概要（和文）：RA滑膜細胞のp21の発現抑制がIL-1βの刺激に対するIL-6, IL-8の上昇、IKKα/β、I
κBαのリン酸化の活性化、MMP-3、MMP-9の有意な増加を起こしており、Vivoの実験と同様にヒト滑膜細胞にお
いてもp21ノックダウンによりNF-kB経路を介した炎症の増悪が起こることが示唆された。さらに、RA滑膜細胞に
おけるp21の発現はOA滑膜細胞と比較し有意に低値であり、RAにおいてp21の発現低下が滑膜炎の増悪に寄与して
いることが示唆された。p21発現はRAの滑膜炎と関節破壊を抑制する可能性が示唆され、p21発現のコントロール
がRAの新たな治療につながる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The severity of arthritis was　evaluated; histological and 
immunohistological analyses were performed at days 7, 14, and 28 after injection with a cocktail of 
five monoclonal antibodies recognizing conserved epitopes on various type II collagen species. The 
response of p21 siRNA-treated human RA FLSs to IL-1β stimulation was also determined.
 Arthritis score was higher in p21-/- mice than in p21+/+ mice. More severe and prolonged synovitis 
of the knee joints and earlier loss of staining and cartilage destruction were observed in p21-/- 
mice than in p21+/+ mice. p21-/- mice expressed higher levels of IL-1β, F4/80, p-IKKα/β, and MMPs
 in cartilage and synovial tissues at each time point, except for the control, via IL-1β-induced 
NF-kB signaling. IL-1β stimulation significantly increased MMP expression and enhanced IKKα/β 
phosphorylation in human FLSs.

研究分野：関節リウマチ

キーワード： p21　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
RAは、滑膜組織が異常増殖しパンヌスを形成して、関節軟骨・骨を破壊する炎症性疾患である。RA治療は早期か
らのタイトコントロールを目標とされ、生物学的製剤や分子標的薬などが導入されたことにより飛躍的に進歩し
た。しかし、免疫系を強力に抑制するこれらの治療薬は生体防御に必要な免疫も抑制してしまう。そこで、免疫
系を抑制せずに関節炎を制御し、関節軟骨・骨の破壊を抑制する新しいRA治療法の開発が期待されている。我々
は、RAにおいてp21の発現低下が滑膜炎の増悪に寄与しており、RAの滑膜炎と関節破壊を抑制する可能性を発見
し、p21発現のコントロールがRAの新たな治療につながる可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

RAは、滑膜組織が異常増殖しパンヌスを形成して、関節軟骨・骨を破壊する炎症性疾

患である。RA治療は早期からのタイトコントロールを目標とされ、生物学的製剤や分

子標的薬などが導入されたことにより飛躍的に進歩した。しかし、免疫系を強力に抑制

するこれらの治療薬は生体防御に必要な免疫も抑制してしまう。そこで、免疫系を抑制

せずに関節炎を制御し、関節軟骨・骨の破壊を抑制する新しい RA治療法の開発が期待

されている。我々は、p21 に着目して変形性関節症の治療に関する研究を行ってきた。

p21ノックアウトマウスに変形性関節症（OA）モデルを作成すると、STAT3や IKKの

活性を介した炎症により軟骨破壊、関節炎の増強を来し関節症が進行することを報告し

ている（Hayashi, et al. Arthritis Res Ther. 2015）（Kihara, Hayashi, et al. J Bone Miner Res. 

2017）。P21は cyclin dependent kinase 2/4を阻害して細胞周期を調整するが、RAにおい

ては RA 滑膜線維芽細胞における炎症性サイトカイン産生や細胞増殖能を低下させる

こと（Nonomura, et al. J Immumol. 2003）、マクロファージにおける炎症性サイトカイン

産生を抑制すること（Maveers, et al. Arthritis & Rheumatism. 2012）が報告されている。

また関節炎モデルに p21を強制発現させると炎症性サイトカインが低下し、滑膜線維芽

細胞の増殖能が低下すること（Nasu, et al. J Immunol. 2000）が報告されている。 

このように、RAの病態において p21は RA滑膜細胞に作用して関節炎を制御しうる

ことが明らかになってきているが、p21と RAの関節軟骨に関する報告はなかった。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、p21 の発現を調節することで RA における関節軟骨破壊の抑制が可能

であるかを検証する。In vitroで、RA軟骨細胞および RA滑膜線維芽細胞における p21

の発現を制御し、p21が軟骨組織に与える作用を明らかにする。さらに In vivoで、p21

ノックアウトマウスに関節炎モデルを作成し、関節破壊に p21がどのように関与するか

を明らかにすることである。 

３．研究の方法 

In Vivo 

p21 欠損マウス(n = 16、p21欠損群)と野生型マウス(n = 16、WT群)を使用し、抗 II

型コラーゲンモノクローナル抗体による CAIA関節炎モデルマウスを作成した。関節炎

スコアを用いた肉眼的評価、マウス膝関節の滑膜及び関節軟骨でのヘマトキシリンエオ

ジン(HE)染色、サフラニン O 染色による組織学的評価及び免疫学的組織評価、血清中

の IL-1β、IL-6、TNF-αの ELISAによる評価を行い、免疫学的組織評価では IL-1β、

TNF-α、p-IKKα/β、MMP-3、MMP-9、MMP-13、F4/80、CD86、CD206の染色を行

った。 

In Vitro 

RA(n = 5)及び OA患者の(n = 5)の滑膜細胞を使用し、コントロール群と、nonspecific 

siRNAを導入した群(コントロール siRNA群)と、p21 siRNAを導入した群(p21 siRNA

群)の 3群に分け、さらに細胞を IL-1β刺激の有無で分けそれぞれの蛋白・RNAを採取

し RT–PCRで p21、IL-6、IL-8、MMP-3、MMP-9の評価を行い、ウエスタンブロッ

ティング法にて p-IKKα/β、p-IκBα、IκBαの評価を行った。それぞれの結果を関 analysis 

of variance検定を行い、各郡の比較を Tukey’s post hoc testで統計学的に解析した。 



 

４．研究成果 

関節炎スコア・組織学的評価・ELISAによる評価 

関節炎スコアは、抗体投与後 7、10、14、28日目に p21欠損群ではWT群より有意に高値

であった。サフラニン O染色では、抗体投与後 7日目で p21欠損群のみ軟骨基質の染色性

の低下を認め、投与後 28日目では p21欠損群で関節軟骨の破壊を認め、OARSI cartilage 

OA histopathology スコアが WT 群より有意に高値であった。ヘマトキシリンエオジン染

色では抗体投与後 7 日目で p21欠損群は表層細胞の重層化も認め滑膜炎がより高度であっ

た。p21欠損群は 14、28日目でもWT群に比較し強い滑膜炎を認め、OARSI recommended 

スコアも各タイムポイントでWT群に比較し有意に高値であった。ELISAによる全身性の

炎症性サイトカインの評価でも、IL-1β、IL-6、TNF-αはいずれも各タイムポイントで p21

欠損群が有意に高値であった。（図１） 

 

免疫組織学的評価 

炎症性マーカーである IL-1β、TNF-α、p-IKKα/β は関節軟骨において抗体投与後 7、14、

28日目で p21欠損群ではWT群より強く染色され、陽性細胞率も有意に高値であった。マ

クロファージのマーカーである F4/80、CD86 (M1マクロファージ)、CD206 (M2マクロフ

ァージ) は関節軟骨において抗体投与後 7、14、28日目で p21欠損群ではWT群より強く

染色され、F4/80スコアとM1/M2比も有意に高値でありM1優位のマクロファージ浸潤の

増加を認めた。基質分解酵素である MMP-3、MMP-9、MMP-13 は滑膜組織・関節軟骨に

おいて、抗体投与後 7、14、28日目で p21欠損群ではWT群より強く染色され、MMP-3、

MMP-13の陽性細胞率も有意に高値であった。（図 2） 

 

PCR 

単離培養した RA滑膜細胞と OA滑膜細胞の RT–PCR結果より、p21の発現は RA滑膜細

胞で OA滑膜細胞と比較して有意に低く、IL-6、 IL-8、 MMP-3、 MMP-9の発現は有意

に高値であった。IL-6、 IL-8、 MMP-3、 MMP-9の測定結果より、コントロール群と control 

siRNA 群の間に有意差は認めず、p21siRNA 群のみ各項目で有意な上昇を認め、その上昇

の程度は RA細胞でより増強されていた。（図 3） 

 

Western blotting 

p-IKKα/β、p-IκBα、IκBαの測定結果より RA及び OA滑膜細胞ではコントロール群に比較

して p21siRNA群で p-IKKα/β、p-IκBαの有意な上昇と IκBαの有意な低下を認めた。さら

に、IL-1β刺激に対する p-IKKα/β、p-IκBαの上昇もしくは IκBαの低下も RA細胞で有意

に大きく、p21ノックダウンにより IKKα/β、IκBαのリン酸化と IκBαの分解が OA細胞と

比較し RA細胞で有意に増強されていた。（図 4） 
 
我々の研究により、p21欠損マウス関節炎モデルの滑膜炎の増悪と関節軟骨の破壊やM1優

位のマクロファージ浸潤の増加、全身及び関節局所での IL-1β、TNF-α、IL-6の上昇、局所

での p-IKKα/β、MMP-3、MMP-9、MMP-13の発現の有意な上昇を認めており、p21欠損

関節炎モデルマウスではNF-kB経路を介した全身及び局所の炎症の増悪および軟骨の破壊

が起こることが示唆された。Vitroの実験でも、以前より p21が抗炎症効果や細胞増殖能の



低下作用が示唆されているが、本研究では RA 滑膜細胞の p21 の発現抑制が IL-1β の刺激

に対する IL-6, IL-8の上昇、IKKα/β、IκBαのリン酸化の活性化、MMP-3、MMP-9の有意

な増加を起こしており、Vivoの実験と同様にヒト滑膜細胞においても p21ノックダウンに

より NF-kB 経路を介した炎症の増悪が起こることが示唆された。さらに、RA 滑膜細胞に

おける p21の発現は OA 滑膜細胞と比較し有意に低値であり、RA において p21の発現低

下が滑膜炎の増悪に寄与していることが示唆された。p21発現は RAの滑膜炎と関節破壊を

抑制する可能性が示唆され、p21発現のコントロールが RAの新たな治療につながる可能性

が示された。 
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