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研究成果の概要（和文）：当研究室では滑膜細胞から E3 ユビキチン化酵素シノビオリンを発見し、同因子が関節リウ
マチ(RA) において滑膜細胞過増殖という病態に関与することを明らかにしてきた。一方、シトルリン化酵素が RA 病
因遺伝子として同定され RA におけるシトルリン化修飾が注目されている。代表者はシトルリン化が細胞内タンパク質
のユビキチン化を抑制し、小胞体ストレスが軽減することを明らかにしてきた。本研究ではさらに両転写後修飾につい
て、シノビオリン阻害剤およびノックアウトマウスを作製し細胞および個体での解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We previously cloned E3 ubiquitin ligase, Synoviolin, as a regulatory factor of sy
noviocytes proliferation in rheumatoid arthritis (RA) and suggested that endoplasmic reticulum (ER) associ
ated degradation system via Synoviolin has important roles for overgrowth of synoviocytes. It is known tha
t the citrullination of proteins is activated in RA and Peptidyl-Arginine Deiminases 4 (PADI4) is identifi
ed as the RA-susceptible gene. In regard to these post-trasnslational modifications, we revealed that they
 associate and citrullination could decrease the ubiquitination by synoviolin and ER stress. In this study
, I established synoviolin conditional knockout mice and enzymatic inhibitors of synoviolin and explored t
he function of post-translational modifications in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
生体の恒常性はタンパク質の一生の観点
から鑑みて、転写調節から翻訳・局在・タン
パク質分解、リサイクルといった段階によっ
て調節されている。各過程においてタンパク
質のリン酸化、アセチル化、ユビキチン化と
いった翻訳後修飾による制御が恒常性維持
に重要であり、タンパク質修飾によるシグナ
ル 調 節 の 制 御 異 常 が 関 節 リ ウ マ チ 
(Rheumatoid arthritis; RA) を含む様々な
疾患の病因・病態に関与していると考えられ
ている。 

RA は免疫異常・炎症および滑膜細胞の過
増殖など多様な病態を示す。応募者の研究室
では滑膜細胞の活性化と過増殖に着目し研
究を進めてきた。その結果 Fas シグナルや
転写統合装置 CBP を介した転写制御およ
び p53 のアセチル化修飾による滑膜細胞制
御メカニズムについて明らかにした。さらに
滑膜細胞増殖を制御する因子として小胞体
ストレスに関与する E3 ユビキチン化酵素
シノビオリンをクローニングした。遺伝子改
変動物やシノビオリン選択的酵素阻害剤を
用いた解析から、シノビオリンが RA の発症、
病態に重要な因子であることが示唆された。
そこで蓄積した不良タンパク質の分解およ
びユビキチン化修飾によりシグナル伝達を
調節し、小胞体ストレス応答や p53 を介し
たアポトーシスの抑制により細胞増殖を調
節しているというモデルを提唱した。またこ
れらの結果から、すでにシノビオリンの遺伝
e子 (HUGO GenBank ID: AB024690)、遺
伝子改変動物、抑制剤などに関する知的財産
を獲得ししている。他の研究グループからも、
RA 患者末梢血においてシノビオリンの発現
が上昇しており抗 TNFα 製剤感受性のバイ
オマーカーとなりうること、慢性炎症に重要
なサイトカイン IL-17 の分子標的であるこ
と、免疫応答に重要な MHC I の形成に必要
であることが報告された。これらのことから
も RA におけるシノビオリンの重要性が示
唆された。 
一方、山田・山本らによる RA におけるゲ
ノムから組織に関する一連の解析から、シト
ル リ ン 化 酵 素  Peptidyl-Arginine 
Deiminases (PADI) が病因・病態に重要であ
ることが明らかにされた。このことは RA 患
者で蓄積したシトルリン化タンパク質に対
する抗シトルリン化タンパク質自己抗体 (α
CCP 抗体) が産生され、αCCP 抗体が診断
と予後に対するマーカーとして使用されて
いるという臨床データと一致し注目されて
いる。しかし RA におけるシトルリン化タン
パク質の作用機序に関して詳細は明らかに
なっていない。 
研究代表者はこれまでタンパク質修飾複
合体である転写統合装置の研究を通じ、複合
体の中心である CBP によるアセチル化に
加え転写因子のリン酸化やメチル化など翻
訳後修飾によって巧妙に制御されたシグナ

ル伝達の解析を行ってきた。この視点から 
RA に関与するとされるユビキチン化とシト
ルリン化の両者がクロストークすると考え、
平成 22～23 年度の科学研究費若手研究に
おいて検討を行った。それにより、シトルリ
ン化が細胞内タンパク質のユビキチン化を
抑制し、小胞体ストレスが軽減した状態であ
るという結果を得た。 
 
 
２．研究の目的 
シトルリン化→ユビキチン化↓により小
胞体ストレスが減弱するという現象が、応募
者らが提唱した「シノビオリンの強発現によ
る不良タンパク質の分解を介して、最終的に
は小胞体ストレスが軽減し細胞増殖および
分泌が活性化される」というモデルと合致す
ることが考えられた。そこで本研究計画では
シトルリン化によるユビキチン化および小
胞体ストレスの抑制の病態生理への関与、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) シノビオリンコンディショナルノックア
ウトマウスの作製 
シノビオリンの Exon 2-14 の前後に flox 配
列を挿入した時期特異的コンディショナル
ノックアウトマウスを作製した。同マウスを
CAG プロモーター依存的に Cre reconbinase 
を発現するマウと交配し時期特異的ノック
アウトマウスを得た 。8 週齢のマウスの腹
腔にタモキシフェンを投与しシノビオリン 
欠損マウスの解析をおこなった。 
(2)シノビオリン阻害剤のスクリーニング 
大腸菌内で細胞膜貫通領域を欠損した  シ
ノビオリンおよびユビキチン化酵素の精製
を行った。精製した。シノビオリン、E1、E2、
Ubiquitin を混ぜて反応させ、in vitro でユビ
キチン化を検出した。低分子化合物を反応系
に添加し、ユビキチン化阻害活性を測定した。 
(3) 細胞増殖に対する影響 
得られた化合物を滑膜細胞および シノビオ
リンノックアウトマウス マウス胎児線維芽
細胞 (MEF) に添加し Cell counting kit にて
増殖に対する影響を検討した。 
(4) タンパク質の過分泌に対する影響 
シノビオリンノックアウト細胞における遺
伝子発現プロファイルを DNA array により
解析する。 
 
 
４．研究成果 
シノビオリンによるユビキチン化の個体
内における生理作的作用を明らかにするた
め、生体内における生理的な機能意を明らか
にするため 時期特異的および組織特異的 
シノビオリンコンディショナルノックアウ
トマウスの作製を行った。タモキシフェン投



与により シノビオリン遺伝子を欠損させ、
タンパク質および RNA レベルで発現が低
下していることを確認した。タモキシフェン
投与後  2 週間のマウスから組織を採取し 
HE 染色にて形態的な異常を検討した。その
結果、膝関節において野生型マウスでは滑膜
細胞が層構造を成し厚みのある滑膜組織を
形成するのに対し、シノビオリン欠損マウス
においては滑膜細胞の数が減るだけでなく
細胞質が委縮し層が薄くなっていることが
明らかとなった。また滑膜組織だけでなく、
骨膜や軟骨組織の形成にも異常が認められ
た。次にノックアウトマウスの組織から 
RNA を調整し、DNA アレイを用いてさまざ
まな遺伝子の発現の変化を検討したところ、
炎症性サイトカインの発現の低下が認めら
れた。これらのことから シノビオリンが滑
膜細胞の増殖や炎症反応さらには骨・関節の
形成に重要であることが明らかになった。 
 シノビオリンによるユビキチン化を特異
的に抑制するツールとしてシノビオリン阻
害剤を単離しその効果を検証した。シノビオ
リンのユビキチン化酵素活性を指標に 200 
万個の低分子化合物ライブラリーのスクリ
ーニングを行い IC50=20, 30 μM の阻害活性
を有する 2 個の候補化合物が得られた 
(LS-101, 102) (図 1)。さらにこれらの化合物
の構造をもとにスクリーニングを行いさら
に、IC50=0.15, 0.27 μM と活性の高い候補化
合物が得られた。これらの化合物は シノビ
オリンノックアウト由来の MEF と比較し野
生型の MEF の細胞増殖を優位に抑制した。
次に関節炎に対する同化合物の影響を検討
したところ、RA 患者由来の滑膜細胞の増殖
を抑制した。さらに個体における効果の検討
としてコラーゲン関節炎モデルマウスを作
製し、そこに同化合物を連日投与した。その
結果、シノビオリン酵素阻害剤を投与した個
体では関節炎の重症度が抑制されることが
明らかになった(図 2)。 
以上のことから今回のスクリーニングに
おいて、シノビオリンに対して特異的に作用
し、有用な解析ツールとなりうるシノビオリ
ン阻害剤が得られた。RA において PADI の
基質としてシトルリン化されていることが
知られる細胞外マトリックスは、分泌タンパ
ク質を基質とするシノビオリンの基質でも
あると考えられる。実際にコラーゲンは RA 
においてシトルリン化されていることが知
られているが、一方でシノビオリンの基質で
あり今回得られたシノビオリン阻害剤によ
ってその発現や成熟が抑制される。今後、シ
ノビオリンによる修飾を特異的に阻害し、こ
れらの基質に着目し解析を進めることでさ
らに二元的な調節機構が明らかにできると
考えられる。 
シノビオリンは関節炎だけでなく組織線
維化や肥満など様々な疾患に関与すること
が示唆されている。またシトルリン化酵素も 
RA だけでなく癌や神経変性疾患に関与する

ことが報告されている。これらのことから同
化合物が様々な疾患に対して新しい治療役
の開発につながると期待される。 
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