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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ (RA)、滑膜細胞の過剰増殖に着目して研究を進め、E3 ユ

ビキチン化酵素シノビオリンを発見した。本研究で、約 200 万個の化合物ライブラリーよりシ

ノビオリンの自己ユビキチン化活性を指標としたスクリーニングにより 2 種類の阻害活性を

有する化合物が得られた 。これらの、化合物は HeLa 細胞に比べ、RA 滑膜細胞の増殖をより

強力に抑え、コラーゲン関節炎に対しても関節炎スコアの制御が可能であった。 
 

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) significantly affects quality of life. We 

recently cloned synoviolin, a RING-type E3 ubiquitin ligase implicated in the endoplasmic 

reticulum-associated degradation (ERAD) pathway. Synoviolin is highly expressed in 

rheumatoid synovial cells and may be involved in the pathogenesis of RA. Inhibition of 

synoviolin activity is a potentially useful therapeutic approach for the treatment of RA. We 

conducted a high-throughput screen of small molecules to find inhibitors of synoviolin 

autoubiquitination activity. We identified two classes of small molecules, named LS-101 

and LS-102, which inhibited synoviolin activity. LS-102 selectively inhibited synoviolin 

enzymatic activity, while LS-101 inhibited a broad array of RING-type E3 ligases. Moreover, 

these inhibitors 

suppressed the proliferation of rheumatoid synovial cells, and significantly reduced the 

severity of disease in a mouse model of RA. Our results suggest that inhibition of synoviolin 

is a potentially useful approach in the treatment of RA. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の先端医療・医科学の進歩・技術革新に
より難治性疾患に対する画期的な治療法 が
開発され、患者に対してはもちろんのこと社
会全体に福音がもたらされた。しかしながら
慢性炎症の終末像である組織破壊と線維化
は不可逆的な変化であるため依然重大な問
題として残されており、線維化の制御が難治

性疾患根絶のブレークスルーとなると考え
られる（「先制医療基盤を創出する炎症研究」
JST-CRDS 2008, Medzhitov R. Nature 

2008）。 

報告者らはこれまで慢性炎症を基礎とする
難治性疾患の  1 つである関節リウマチ
（Rheumatoid arthritis; RA）の研究を進め、
RA 滑膜細胞より E3 ユビキチン化酵素で
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あるシノビオリンの発見に成功した。さらに
報告者らは、シノビオリンが RA の病態に深
く関与していることを細胞・個体レベルで明
らかとし、RA 滑膜細胞に過剰発現したシノ
ビオリンが小胞体関連分解を活性化させる
ことで分泌タンパク質の産生を増加させる
という仮説を立てた（Nature Clin. Prac. 

Rheum. 2008）。実際、RA滑膜細胞はサイト
カイン・細胞外基質・プロテアーゼなど多く
のタンパク質を過剰分泌することが知られ
ており（Ritchlin C. Arthritis Res 2000）、最
近その分子基盤の証明にも成功した（J. Cell. 

Biol. 2010）。また、報告者らはシノビオリン
遺伝子欠損（syno-/-）マウスが肝臓でのアポ
トーシスの亢進により胎生致死となること
を明らかとし（J. Biol. Chem. 2005）、肝臓
がシノビオリンに対して感受性の高い臓器
であることを示したが、最近シノビオリンが
肝線維化を制御することも明らかとした
（PLoS ONE 2010）。 

 

２．研究の目的 

関節リウマチ (RA) は Quality of life を
脅かす代表的な疾患である。現在、抗 TNFα
 抗体など生物学的製剤を用いた方法が最も
有効とされているが、約 25 %はこの治療法
に不応である。病因に基づいた科学的、かつ
根治的な治療法確立のためにもRA の病因・
病態形成の全貌を明らかにすることが求めら
れている。その病態に関しては、免疫応答異
常、滑膜細胞の過剰増殖、骨・軟骨破壊、線
維化などの病的なプロセスが相互作用し時空
間的に多様な病態を呈しながら症状が進行す
ることが知られている。これまでに我々は、
このうち滑膜細胞の過剰増殖に着目して研究
を進め、RAに関わる E3 ユビキチン化酵素シ
ノビオリンを発見した (Gene & Deve 2003)。
シノビオリンが RA 滑膜細胞に過剰発現す
ることにより、小胞体関連分解(ERAD) を活
性化し、正確な折りたたみに失敗した不良品
タンパク質の再生機能を増加させる。そして、
この hyper-ERAD という状態が不良品タン
パク質の蓄積による小胞体の破綻、細胞死を
回避させ、結果として滑膜細胞を増殖させる
という新たな病態論を展開した (Nature Rev.

 Rheum 2008)。近年、スイスの研究グループ
との共同研究により膜結合型基質 (ERAD-L

M) と可溶型基質 (ERAD-LS) に大別される
小胞体内基質の分解のうち、シノビオリンがE

RAD-LSで中心的役割を果たすことを明らか
とした (J. Cell. Biol 2010)。すなわち、サイ
トカインとその受容体の関係でいえば、サイ
トカインの質の制御を司る E3 ユビキチン化
酵素であることを証明した。これらの結果よ
り、RA 滑膜細胞ではシノビオリンによって
分泌タンパク質の産生が増加したサイトカイ
ンストームという状態が作り出され、自身が

作り出したサイトカインストームによりさら
に増殖の方向へ進むという仮説を立てた。本
研究では、シノビオリンの有する ERDA-Ls 

機能により誘導される炎症の慢性化機構とい
う仮説の検証を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)シノビオリンのコンディショナル・ノック
アウトマウス (syno cKO mice) のサイトカ
イン、小胞体関連 因子の発現解析 
遺伝子改変動物を用いた解析により、すでに、
シノビオリンの古典的ノックアウトマウスが
 ERAD の E3 ユビキチンリガーゼとしては稀
有 (唯一) な胎生致死を呈し、その表現型が 
ERAD シグナルの全般的調節因子である XBP-
1 の KO マウスと酷似していることは報告し
ていた (J. Biol Chem. 2005)。そこで、コン
デショナルノックアウト (cKO) マウスを作
出し成獣でのシノビオリンの生体機能解析を
行った (論文投稿中)。本研究では、サイトカ
インの主要な標的、ないしは産生臓器である
末梢血有核細胞、脾臓、肝臓、胸腺、関節に
おけるサイトカイン、小胞体関連遺伝子の網
羅的解析を行った。 
(2)シノビオリン阻害剤による本研究の基本
概念の proof of concept (POC) 
次に、シノビオリンと RA との関連性、さら
にシノビオリンが創薬標的であるかを検証す
るために、high through put screening によ
り得られた構造の異なる二種類のシノビオリ
ン阻害剤 (LS-101、LS-102) を用い、以下の
実験を行った。 
① in vitro シノビオリン阻害活性の定
量：我々が開発したシノビオリンのE3
ユビキチン化活性定量法に基づき50%抑
制濃度 (IC50 %) を定量した。 

② RA 滑膜細胞の増殖活性：患者より得ら
れた RA 滑膜細胞にそれぞれの薬剤を
添加し、24 時間後の IC50 % を測定し
た。 

③ RA 滑膜細胞のサイトカイン分泌能：EL
ISA 法により定量した。 

④ コラーゲン関節炎の抑制効果：常法に従
い II 型コラーゲンを免疫し、同時に1.
3mg/kg、ならびに4.0mg/kg の薬剤を連
日、腹腔投与し二度目の免疫後、21 日
目まで関節炎スコアを計測した。 

(3)変異型 surfactant protein C (SP-C) に
よる小胞体ストレスとシノビオリンの関連性
の検討 
SP-C 遺伝子のエクソン 4 を中心とした領域
は変異のホットスポットの一つであり、かつ
先天的SP-C の遺伝子変異により出生直後か
らの重篤な間質性肺炎が生じることが知られ
ている。これまでの研究により SP-C 変異タ
ンパク質が小胞体ストレスを介して線維化・
慢性炎症を引き起こしていることが示唆され



 

 

図 1 阻害剤の構造 

ていた。一方、我々はシノビオリンが線維化
の病態に深くかかわることを証明していた(P
LoS One 2010)。そこで、われわれはSP-C変異
タンパク質がシノビオリンを介してその病態
を形成しているのでは仮定した。その検証に
は 
① シノビオリンプロモータを用いたルシフ

ェラーゼアッセイ、real time PCR 
② SP-C 変異タンパク質によるコラーゲン

分泌亢進へのシノビオリン siRNA の効
果判定 

③ ②に対する LS-102 の効果判定を用いた。 
患者より採取した検体の使用は、東京医科

大学・医学倫理委員会（承認番号1497）によ
ってすでに承認を受けているものであり、ヘ
ルシンキ宣言に基づく倫理的原則および「ヒ
トゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」
に則り人間の尊厳を尊重して研究を実施した。
検体は同委員会に承認を受けた書面によるイ
ンフォームドコンセントを得たうえで被験者
の安全性を配慮して採取し、連結不可能匿名
化した後に使用した。 
 
４．研究成果 
(1)シノビオリンのコンディショナル・ノック
アウトマウス (syno cKO mice) のサイトカ
イン、小胞体関連因子の発現解析 
末梢血有核細胞、脾臓、肝臓、胸腺、関節に
おけるサイトカインの発現については共通し
て炎症性サイトカインの発現が抑制されてい
た。また、小胞体関連遺伝子については臓器
ごとに動態が異なっていた。 
(2)シノビオリン阻害剤による本研究の基本
概念の proof of concept (POC) 
約 200 万個の化合物ライブラリーよりシノ
ビオリンの自己ユビキチン化活性を指標とし
たスクリーニングにより 2 種類の阻害活性
を有する化合物が得られた (図 1)。これらの、
化合物は HeLa 細胞に比べ、RA 滑膜細胞の増
殖をより強力に抑えることが明らかとなった
(図 2)。さらに、コラーゲン関節炎に対して
も関節炎スコアの制御が可能であった (図3)。
これらの結果は、学術論文 (Int. J. Mol. Me
d. 2012) として報告されたのみならず、知的
財産権としてとして成立している。 
(3)変異型surfactant protein C(SP-C)によ
る小胞体ストレスとシノビオリンの関連性の
検討 
変異型 SP-C の強発現によりシノビオリン 
プロモーター並びにその mRNA の発現が活性
化された。さらに、コラーゲン分泌亢進はシ
ノビオリン siRNA で制御され、LS-102 にて
完全に抑制が可能であった (論文準備中。知
財申請中)。 
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