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研究成果の概要（和文）：SPACIA1は、関節リウマチ（RA）の主徴の一つである滑膜細胞の異常増殖に着目した先行研
究で同定された新規滑膜細胞増殖関連因子である。本研究ではリウマチ滑膜炎の分子レベルでの理解を目指し、RA滑膜
細胞由来のSPACIA1複合体を構成する精製タンパク質をショットガン質量分析に供し構成分子の同定を試みた。また、
滑膜細胞においてSPACIA1がG1期の細胞周期調節因子CDK6のmRNA安定性を制御して発現制御することを示した。さらにC
DK6の発現抑制は滑膜細胞増殖を有意に阻害したことから、CDK6がRAの病態に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：SPACIA1 is a novel gene associated with abnormal synovial proliferation which is o
ne of the major characteristics of rheumatoid arthritis (RA). In this study, we aimed to a precise underst
anding of the molecular mechanisms behind this process. We analyzed constituents of purified SPACIA1 prote
in complex using shotgun proteomics. We identified CDK6, one of functional genes at G1 phase, which gene e
xpression is regulated by SPACIA1 in mRNA turnover. CDK6 knockdown by its siRNA inhibited the proliferatio
n of cultured RA synovial fibroblasts. These results suggested that CDK6 is functionally involved in RA sy
noviocyte proliferation. Specific inhibition of CDK6 may be a useful therapeutic strategy for RA.
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）は、異常な免疫・慢性
的な炎症・滑膜細胞の異常増殖といった病態
が複雑に関わる原因不明の疾患である。関節
に痛み(関節滑膜炎)を引き起こし、最終的に
は骨破壊を引き起こすことによって患者の
日常生活を阻む疾患である。RA の治療はサ
イトカイン阻害療法など、生物学的製剤によ
る新しい治療法の出現により大きく進歩し
た。しかしながらこれらの治療薬は RAの炎
症をターゲットとしてコントロールするば
かりでなく、全身の免疫反応も抑制する可能
性があり、例えば重篤な感染症や発ガンの副
作用も報告されている。RA は多因子疾患で
あるため、個々の患者に適した治療法の開発
が急務である。 

RA の病態の解明は、慢性炎症性疾患とし
ての側面については炎症細胞やサイトカイ
ンなどについて広範に解析されてきた。一方
で、病態の中心と考えられる細胞増殖性疾患
としての側面については未だ詳しく解明さ
れていない。そこで我々の研究室では、RA
の細胞増殖性疾患としての側面をターゲッ
トとした研究を展開し、全く新規な滑膜細胞
増殖関連因子 SPACIA1 を見出した。これま
でに私たちは、SPACIA1 は RA 疾患患者の
滑膜組織において滑膜過形成部位特異的に
過発現が認められること、SPACIA1 の過剰
発現マウスを用いた RA疾患モデルにおいて、
SPACIA1 は関節炎を増悪化しうる重要な因
子であることを実証してきた（Sato T, Fujii 
R et al. Arthritis Rheum 2011）。したがって、
SPACIA1 が関与する遺伝子発現制御機構を
解明することは病態学的に非常に重要であ
るといえる。またこれまでの研究で、滑膜細
胞に対して SPACIA1の発現を抑制すると、
G1 期の遅延が認められた。このことから
SPACIA1は、G1期関連の細胞周期調節因子
の遺伝子発現を制御していると推定される
が、その詳細は明らかになっていない。 
そこで我々は、SPACIA1 の発現を抑制し
た滑膜細胞を用いて遺伝子発現抑制前後の
遺伝子発現をプロファイリングし、特に「G1
期関連の細胞周期調節因子」に着目し解析を
行うこととした。併せて、SPACIA1 の機能
解析のために RA滑膜細胞における多種類の
タンパク質からなる SPACIA1複合体の生化
学的精製を行い、実際に SPACIA1と相互作
用するタンパク質の単離、同定を進めること
とした。 
 
２．研究の目的 

SPACIA1 と相互作用するタンパク質の同
定および SPACIA1 による G1 期関連の細胞
周期調節因子の発現調節メカニズムを細胞
レベルにて検討し、SPACIA1 を介した滑膜
細胞増殖の分子機構を総合的に明らかにす
る。さらに、SPACIA1 の制御が RA 疾患モ
デルにおいて関節炎を抑制しうるかを動物
個体レベルにて検討し、創薬標的としての可

能性を探るとともに RA病態の理解に貢献す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) SPACIA1が関与する滑膜細胞増殖機構の
特定 
①SPACIA1 により発現制御される G1期 
関連遺伝子の同定 
 SPACIA1 に対する siRNA を RA 滑膜細
胞に導入し G1 期関連の細胞周期調節因
子のmRNAの発現レベルをリアルタイム
PCR 法にて定量的に確認し、顕著な変化
を認めた候補遺伝子を同定した。さらに、
RA 患者由来の滑膜における発現を免疫
組織化学的方法にて解析した。 

 ②細胞周期調節因子の発現低下が及ぼす滑
膜細胞増殖への影響 

  siRNA を用いて細胞周期調節因子の発
現を抑制し、FBS 刺激または TNF-α刺
激による RA 滑膜細胞増殖を抑制しうる
か細胞増殖アッセイ法 (MTT 法) により
評価した。 
③細胞周期調節因子の遺伝子発現における 
SPACIA1 制御機構の特定 

  SPACIA1 による細胞周期調節因子の制
御レベルを解析した。転写調節について
は、プロモーター活性を検討した。転写
後調節への影響については、アクチノマ
イシンDを用いてmRNAの半減期を検討
した。 

 
(2) SPACIA1複合体の同定 
①SPACIA1複合体の生化学的精製 
大量の RA 滑膜細胞から核抽出液を調製
し、イオン交換およびゲルろ過カラムク
ロマトグラフィーを用いてタンパク質複
合体画分を得た。各精製画分は、抗
SPACIA1 抗体を用いたウエスタンブロ
ッティング法を行い目的複合体が含まれ
る画分を確認した。 
② シ ョ ッ ト ガ ン 質 量 分 析 法 に よ る
SPACIA1結合因子の同定 
①にて特定した SPACIA1を含むタンパ 
ク質複合体を含む画分についてショット 
ガン質量分析を行い、データベースによ 
り解析した。 

 
(3) RA動物モデルにおける SPACIA1の機能
解析 
①RA動物モデルの適用 
 SPACIA1ホモ欠損マウスにRAモデルで
あるコラーゲン誘導関節炎（CIA）を適用
し、関節の腫張、発症率について野生型
マウスと比較した。 
②RA動物モデルにおける細胞周期調節因 
子の発現プロファイル 

   ①で CIA を適用した SPACIA1 ホモ欠損
マウスおよび野生型マウスの足関節滑膜
組織における細胞周期調節因子の発現を
免疫組織化学的方法および in situ 



hybridization法にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)SPACIA1 が関与する滑膜細胞増殖機構の
特定 
①SPACIA1 により発現制御される G1期 
関連遺伝子の同定 

   G1期関連の細胞周期調節因子のmRNA
の発現レベルを定量的に解析した結果、
SPACIA1 の発現抑制により、CDK6 の
発現のみが有意に半減することを確認
した（図 1）。この変化はタンパク質レベ
ルにおいても確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
続いて、組織レベルにおいても免疫組織 
化学的な検討を加え、RA患者の滑膜表 
層細胞に強い CDK6の発現を認めた（図 
2）ことから、RA滑膜における CDK6 
が RA病態特異的な機能的意義を持つ可 
能性が示唆された。 

     
     

 
 
 
 
   
②細胞周期調節因子の発現低下が及ぼす
滑膜細胞増殖への影響 

    SPACIA1が発現抑制する CDK6につい
て、CDK6分子そのものが滑膜細胞増殖
に及ぼす影響を検証した。その結果、他
の G1 期細胞周期関連因子の発現を抑制
しない CDK6特異的な siRNAによる発
現抑制は、FBS刺激のみならず TNF-α
誘導性の滑膜細胞増殖を有意に阻害し
た（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③細胞周期調節因子の遺伝子発現におけ
る SPACIA1 制御機構の特定 

    SPACIA1による CDK6の転写調節につ
いてプロモーター活性を検討した。ルシ
フェラーゼのレポーター遺伝子に 2.5kb
から0.9kb長のCDK6プロモーター領域
を組み込み、活性を測定した。しかし、
SPACIA1 のノックダウンによるプロモ
ーター活性の変化は認められなかった。
一方、SPACIA1 発現抑制により CDK6 
mRNA の分解が促進し、SPACIA1 は
CDK6 mRNA の安定性を制御している
こと（図 4）が明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)SPACIA1複合体の同定 
 RA 滑膜細胞は初代培養細胞として用いら
れ、継代数が有限で増殖速度も遅くなること
が知られており、遺伝子の過剰発現が困難で
ある。そこで、過剰に発現したタグ融合
SPACIAタンパク質を含む核抽出液を高効率
で得るために、Flagタグ SPACIA1過剰発現
マウスの肝臓や他の細胞株などをタンパク
質精製源として検討した。その結果、他の細
胞株と比較して RA滑膜細胞のみに特異的な
SPACIA1 複合体が存在することが明らかと
なった。そのため最終的には、大量の RA滑
膜細胞の核抽出液を調製し、DEAE カラム、
Superose6カラムを用いて SPACIA1タンパ
ク質複合体を精製した。各画分は抗
SPACIA1 抗体を用いたウエスタンブロッテ



ィング法を行い、目的とする SPACIA1タン
パク質複合体を含む精製画分を確認した（図
5 ＊印, 画分 No.15）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この画分をショットガン質量分析に供し
データベースによる解析の結果、100個程度
の候補タンパク質を網羅的に同定した。その
うちの候補タンパク質についてはそれぞれ
の siRNA を RA 滑膜細胞に導入し、我々が
示したSPACIA1の下流因子であるCDK6の
発現量を指標として、SPACIA1 と相互作用
するタンパク質の特定を進めている。 
  
(3)RA 動物モデルにおける SPACIA1 の機能
解析 
 ①RA動物モデルの適用 
   SPACIA1ホモ欠損マウスに CIAを適用
し野生型マウスと比較した。その結果、
CIA 発症の早期において野生型マウス
に比べ関節の腫張（重症度）が軽く、発
症が遅い傾向を示したが現状、統計的に
有意な差は認められておらず CIA 発症
を完全に抑制することはなかった。実験
の遂行にあたり SPACIA1ホモ欠損マウ
スの産仔が得られにくいという問題が
生じたため飼養条件および交配条件を
見直すことで、最近産仔数を確保するこ
とができるようになってきた。現在、各
マウスを 20匹以上用いた CIAを予定し
ており、CIA発症の早期における差異を
明確にすることができると考えている。
さらに、CIAを誘導した SPACIA1ホモ
欠損マウスの足関節における滑膜組織
の増生、炎症細胞の浸潤、骨破壊の程度
を野生型マウスと詳細に比較すること
により RAにおける SPACIA1の滑膜増
殖への寄与を明らかにしていきたい。 
②RA 動物モデルにおける細胞周期調節因
子の発現プロファイル 

    CIAを適用した SPACIA1ホモ欠損マウ
スおよび野生型マウスの足関節滑膜組
織における CDK6 の発現を in situ 
hybridization 法および免疫組織化学的
方 法 に て 検 討 し た 。 in situ 
hybridization 法では、我々が検出に成功
してきた他の臓器とは異なり、線維組織およ

び結合組織に富む滑膜ではプローブの非特
異的結合がおこりバッグラウンドが上昇し
やすいなどの問題があり、現状特異的なシグ
ナルが得られていない。免疫組織化学的方
法についても、複数の抗体を試したが、
やはり特異性の問題があり結論が得ら
れていない。マウスの CDK6を特異的に
認識する抗体については参考文献にも
乏しく、今後はマウス CDK6のリコンビ
ナントタンパク質を作製し、特異性の高
い抗体の作製を試みる予定である。 

 
前述(3)①の結果から、SPACIA1 の全欠損
変異が CIA 発症を十分抑制できなかったこ
とから、SPACIA1 分子自体は創薬標的とな
り得ないと結論付けた。本研究により、
SPACIA1が発現制御する CDK6が RAの病
態に重要な役割を果たしていることが示唆
されたので今後は CDK6 分子をターゲット
として関節炎の抑制を目指したい。 
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