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研究成果の概要（和文）：我々は、関節リウマチ(RA)の発症に、グリオスタチンが密接に関与していることを初めて見
いだした。これまでの基礎研究成果に基づき、グリオスタチン遺伝子の発現から関節炎惹起活性の発現に至る諸相を阻
害することにより、RA病勢を緩和する方法を確立することを最終目標としている。本研究ではRA滑膜炎増悪の一翼を担
っているグリオスタチン発現制御分子機構の解明を目標とした。滑膜培養細胞では、TNFによってグリオスタチンが誘
導される。グリオスタチンのプロモーター領域にはSp1結合部位が7か所あり、このSp1結合部位を阻害することで、TNF
によるグリオスタチンの発現を制御することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：Gliostatin/thymidine phosphorylase (GLS/TP) has angiogenic and arthritogenic activ
ities, and aberrant GLS production has been observed in the active synovial membranes of rheumatoid arthri
tis (RA) patients. The human GLS gene promoter contains at least seven consensus binding sites for the DNA
 binding protein Sp1. Here we examined whether Sp1 is necessary for GLS production in RA.Mithramycin is an
 aureolic-acid anti-neoplastic antibiotic used for treating cancer-related hypercalcaemia, leukemia  and t
esticular cancer, which prevents Sp1 binding to its cognate site in DNA by modifying CG sequences. We also
 studied the effects of the Sp1 inhibitor mithramycin on GLS production in RA fibroblast-like synoviocytes
. 
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチ(RA)の治療はこの10年で劇的に

進歩し、発症早期からの抗リウマチ薬の導入、 

炎症性サイトカインやT細胞をターゲットに

した生物学的製剤の導入により、寛解をめざ

す治療が可能になってきた。しかしながらい

ずれの治療にも反応しない薬剤耐性難治性患

者や炎症が鎮静化されたにかかわらず骨びら

んの進行がみられる患者が存在する。 

我々は、RAの病態形成にグリオスタチンが密

接に関与していることを初めて見いだした。

すなわち、RA 患者の関節液中には高濃度に

グリオスタチンが存在し、血清グリオスタチ

ン濃度はRAの病勢も反映している。グリオス

タチンの関節内投与によりウサギの膝にRA

様の滑膜炎と関節軟骨破壊が惹起されること

を確かめた。RA 由来の培養滑膜細胞をグリ

オスタチンにて刺激すると血管新生作用をも

つ蛋白 質の遺伝子群の発現が誘導され、血管

新生抑制作用をもつ蛋白質の遺伝子群の発現

が抑制された。また炎症性サイトカインネッ

トワークの上流のサイトカインであるtumor 

necrosis factor (TNF)によりグリオスタチンが

誘導されることがわかっている。このグリオ

スタチンを標的とし、RA による関節破壊を

防止する治療方法を確立することを最終目標

としている。 

２．研究の目的 

RA由来の滑膜培養細胞のグリオスタチン産

生は、TNFなど炎症性サイトカインによって

誘導された。さらにグリオスタチンには 

autocrine 作用があり、これにより RA 病態の

慢性化、炎症の持続性が生じると考えられる。

TNFによるグリオスタチンの誘導を抑制する

因子を解明することを目標とした。またグリ

オスタチンのプロモーターを 組み込んだ

luciferase assay vectorを構築し、グリオスタチ

ン産生がいかなるシグナル伝達を介している

のかを解析する。 

３．研究の方法 

(1)滑膜培養細胞の樹立。人工膝関節置換術の

際に患者の承諾を得て採取した滑膜を培養し、

3から6代継代してin vitroの実験系に供する。

本研究は当大学院医学研究科倫理審査委員会

にて承認されている(受付番号#262) 

(2) luciferase assay を用いて GLS のプロモ

ーター解析。グリオスタチンのプロモータ

ーを組み込んだ luciferase assay vector を作

製し、炎症性サイトカイン刺激によるグリ

オスタチン発現の転写調節活性部位を特定

する。 

 

(3)Sp-1阻害によるグリオスタチン産生抑制

をreal time PCR, Western blotting, 免疫細胞染

色により検証する。 

４．研究成果 

研究の主な成果、 

RA患者10例の人工膝関節置換術時に採取し

た滑膜組織からRA由来線維芽細胞様滑膜細

胞（FLSs）を培養し、実験に使用した。GLS 

promoterと3種のdeleted promoterを組み込んだ

luciferase vectorを作成し、vectorをtransfectした

FLSsにミスラマイシンを加えて、その後細胞

を回収しluciferase assayを施行してpromoter活

性を測定した。GLS promoterであるpTP-Luc 1

活性を100％とし、最上流のSp1 binding siteを

deleteしたpGLS/TP1promoterでは活性を約

60％抑制した。さらにSp1 binding siteをdelete

したpGLS/TP２promoterでは活性をさらに約

60％抑制した。pTP-Luc1promoter活性はミス

ラマイシン処置を行うと、100nMと300nMと

もに約50％抑制した。pGLS/TP1と2もミスラ

マイシン処置を行うと同様に約50％抑制した。 

 



□ミスラマイシン 0 nM 

▧ミスラマイシン  100nM 

■ミスラマイシン  300nM       

GLS promoter最上流のSp1 binding siteをはさ

むようにprimerを作成し、FLSsをミスラマイ

シンで処置後ホルムアルデヒド固定し、

DNAを断片化した。抗Sp1抗体にて免疫沈降

を行い、回収したDNAをPCR解析するクロ

マチン免疫沈降法を施行した。抗Sp1抗体で

免疫沈降すると、ミスラマイシン処置なし

群ではprimer長に一致する227bp部にバンド

が検出された。ミスラマイシン処置群では

バンドを検出しなかった。  IgG抗体は

negative controlとして使用し、バンドを検出

しなかった。最上流のSp1 binding siteへの

Sp1の結合と、ミスラマイシンによりその結

合が阻害されることを示している 

 

FLSs に Sp1siRNA または negative control(NC) 

siRNA を transfect し、TNF-α刺激を行い 48

時間後に細胞を回収し、GLS mRNA を測定し、

Sp1 RNA 干渉につき検討した。Western 

blotting を行い、Sp1 siRNA により Sp1 蛋白の

発現を抑制することを確認した。RT-PCR を

行い、Sp1 siRNA 群では NC  siRNA 群にお

ける TNF-α刺激による GLS 発現の増強と比

較して、有意に抑制した。 

 

予備実験にて TNF 阻害薬治療中患者の血清

中グリオスタチン濃度の推移を観察すると、

TNF 阻害薬に対して不応性の患者では血清

中グリオスタチン濃度は高濃度にて推移する

ことがわかっている。本研究ではグリオスタ

チンのシグナル伝達機構の一端を解明した。

炎症性サイトカインネットワークの下流に位

置するグリオスタチン産生を制御できれば、

TNF 阻害薬に対して不応性 の RA 患者に

対しても、さらに有効な治療の道が開かれる。

関節リウマチの病態形成にグリオスタチンが

関与していることを報告してきた研究グルー

プはこれまで我々だけであったが、2014年に

徳島大学の研究グループによりグリオスタチ

ンが関節リウマチの骨破壊にも関与している

こと (Arthritis Rheumatol. 201:66:560-8. doi: 

10.1002/art.38263.)が明らかにされた。グリオ

スタチン制御の重要性がさらに深まったと考

えられる。 
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