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研究成果の概要（和文）： 

 我々がリウマチ (RA) 滑膜細胞より発見し関節症発症の必要十分因子であるシノビオリンの

成獣における同分子の生理機能の解析、関節症における分子病態を明らかにするためコンディシ

ョナルノックアウトマウスを作製した。出生後に同遺伝子をノックアウトした場合でも致死であ

り、その過程で線維化・慢性炎症に非常に密接に関与し関連疾患の創薬標的となりうることが示

された。さらに我々の有するシノビオリン抑制剤がマウスにおける関節炎モデルに有効であるこ

とを証明し、米国のユビキチンに特化した創薬系ベンチャーとの創薬開発プロジェクトへと進展

した。 
 

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

RING-typeE3 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, which inhibited 

synoviolin activity. 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 
関節リウマチ  (Rheumatoid arthritis; 

RA) は『慢性炎症』をベースとした『滑膜細
胞の増殖異常』『軟骨変性』『骨破壊』『線維
化』などの時・空間的に多彩な病態からなる
ことが知られている。我々は『滑膜細胞の増
殖異常』に着目し、リウマチ滑膜細胞に強発
現する分子として、小胞体関連分解 
(Endoplasmic reticulum associated 
degradation; ERAD) の E3 ユビキチン化酵
素「シノビオリン」を発見・命名・知財化し
た （Amano T et al. Gens Dev 2003、HUGO 
GenBank ID: AB024690)。さらに、同分子が
抗アポトーシス作用を介して RA の病態に
深く関与することを世界に先駆けて報告し
た。シノビオリン遺伝子過剰発現(Tg)マウス
は関節炎を発症し、逆にシノビオリン遺伝子
へテロマウス(syno+/-)は関節炎モデルに対し
抵抗性を示す（Amano T et al. Gens Dev 2003）
こと、シノビオリン遺伝子欠損マウス
（syno-/-）は、肝細胞でのアポトーシスの亢
進により胎生致死となること（Yagishita N 
et al. J Biol Chem 2005）、RA滑膜細胞に過
剰発現し、 ERAD の機能を活性化させ
（Hyper-ERAD）小胞体ストレス誘導性のアポ
トーシスを抑制することで滑膜細胞増殖を
引き起こすこと（Yagishita N et al. Nature 
Clin Prac Rheum 2008, Yamasaki S et al.  
Cell cycle 2007, Yagishita N et al. Future 
Rheumatol 2006, Yamasaki S et al. Int J Mol 
Med 2006, Amano T et al. Gens Dev 2003）、
癌抑制遺伝子 p53 を基質とし、p53 依存的な
アポトーシスを制御することを（Yamasaki S 
et al. EMBO J 2007）明らかとした。 
これらの成果は滑膜細胞を意味する Syno

が付いた唯一の遺伝子として世界的に広く

知られているのみならず、世界に先駆けて小

胞体ストレスが慢性炎症性疾患に関与する

ことを示した。 
 その上、シノビオリンが他のグループより
抗 TNFα療法の感受性を決定する因子との報
告、コラーゲン関節炎のみならず他の関節炎
モデルに対するシノビオリンの重要性など
報告が相次いだ。 
 
２．研究の目的 
 １で示したようにシノビオリンの重要な関

与の可能性を示唆するデータが蓄積された。

しかしながら、シノビオリンの完全欠損マウ

スは胎生期において致死であることも明らか

となっていた。したがって、これまで成獣に

おける同分子の生理機能の解析、並びに関節

症における分子病態を明らかとすることが不

可能であった。そこで、本研究事業により、

同分子のコンディショナルノックアウトマウ

スを作製し、これらの点を明らかにすること

を目的とした。また、すでにhigh through put 

screeningにより得られていたシノビオリン

の抑制作用を有する化合物の評価を行うこと

によりRAをはじめとする慢性炎症性疾患の治

療につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
CAG プロモーター制御下で Cre とエスト

ロゲン受容体 (ER) を発現するトランスジ
ェニックマウス (CAG-CreER (+)) を用いて
全身で時期特異的にシノビオリンを欠損さ
せる。CAG-CreER (+) マウスでは、ER の合
成リガンドであるタモキシフェンと ER が
結合すると CreER タンパク質の核移行が誘
導される。核に移行した CreER は 2つの 
loxP 配列を認識し、その間にあるシノビオ
リン遺伝子を切り出すことによりシノビオ
リンを欠損させることができる。 
具体的には、 
① シノビオリン floxed ヘテロマウス 

(Synofl/+) と CAG-CreER (+) を交配させ、得
られた産仔の尾組織を用いて PCR法により遺
伝子型を同定し、CAG-CreER (+) /Synofl/+ を
得る。 
② 次に、CAG-CreER (+) /Syno fl/+とシノ

ビオリン floxed ホモマウス (Synofl/fl) を
交配させ、得られた産仔の尾組織を用いて
PCR法により遺伝子型を同定し、CAG-CreER 
(+) /Synofl/flを得る。 
③ マウスが 8 週齢になった時点で、コー

ン油で 20 mg/mL に調製したタモキシフェン
を 5 mg/40 g body weight 腹腔内投与し、
シノビオリン cKO マウスを作製する。なお
比較対象としては、シノビオリンを欠損させ
ない CAG-CreER (-) /Synofl/flを用いる。 
④ タモキシフェン投与によりシノビオ

リンが欠損することを DNA・RNA・タンパク
質レベルで検討する。 
⑤ 経時的に体重測定、臓器重量測定、血

液・生化学的検査および組織標本による病理
学的解析を行う。 
⑥ コラーゲン関節炎などの病態モデル

を試みる。 
⑦ すでに得られている古典的ノックア

ウトマウスとそのマウス胎児由来線維芽細
胞などを活用し、シノビオリンの生理活性、
化合物の評価を行う。 
 
４．研究成果 
シノビオリンが ERAD の中でも膜結合型 

(ERAD-LM) ではなく可溶化されるべき基質 
(ERAD-LS) の選択的ユビキチン化の中心的役
割を成し、シノビオリンが ERAD-LS であるコ
ラーゲンの品質管理を介し RA のもう一つ
の病態である『線維化』にも関与することを
明らかとした (図 1)。一方、他のグループよ
りシノビオリンが  RA の新薬である抗 



 

 

TNFα 製剤の感受性決定因子であり、かつ
『炎症の慢性化』に重要な IL-17 の分子標
的であるとの報告がなされている。 

これまでの一連の研究成果から RA の病
因を考察すると、細胞レベルでは、シノビオ
リンは可溶型小胞体基質（ERAD-LS）を選択
的にユビキチン化するため、シノビオリンの
活性化によって起こる ERAD-LS の分解促進
状態が Unfolded Protein Reaction （UPR）
を抑制し、翻訳を増加させることで、分泌さ
れ得るサイトカイン・プロテアーゼ・細胞外
基質などの可溶型蛋白質量の分泌増加を引
き起こすことが考えられる。次に、組織レベ
ルではその抗アポトーシス作用と炎症性/増
殖性サイトカインなどによる滑膜細胞の過
増殖が生じる。このプロセスによって、（神
経細胞が増殖しないことで不良品蛋白質を
蓄積し storage disease が生じるのとは対
照的に）、細胞分裂の繰り返しによる希釈効
果で 1 細胞あたりの不良品蛋白質が減少し、
さらなる増殖と過分泌の方向へと向かい、組
織レベルでの自律的悪性ループが形成され
ることとなる。これらの結果として、生体・
個体レベルでは高サイトカイン血症と昨年
の Wolffe らにより報告された滑膜細胞自体
の関節間の“転移”により、全身性、かつ多
関節に種々の免疫応答、プロテアーゼによる
組織変性・破壊、細胞外基質の増加による線
維化などが生じる。少なくとも、炎症性サイ
トカイン、線維化シグナルはシノビオリンの
発現を誘導することが明らかであるので、最
終的には生体レベルでの悪性サイクルを形
成し、時空間的多様性と遷延化が生じると考
えている。 
さらに、2 種類のシノビオリン酵素活性阻

害剤（シノビオリン選択的・非選択的）によ

り RA 発症制御が可能かを検討した。その結

果、両化合物は in vitroの系ではμMのオー

ダーで選択的にシノビオリンの酵素活性を

阻害すること、また滑膜細胞の増殖を抑制す

ることが明らかとなった。 

また、これらの化合物が関節炎の発症に対

して抑制的な効果を示すかを検討するため、

DBA/1系統のマウスにCIAモデルを適応した。

追加免疫時よりこれらの化合物を連日腹腔

内投与した結果、II型コラーゲン抗体の産生

はいずれの群でも同等に認められたものの、

関節炎の重症度は化合物投与群において有

意に抑制されることが明らかとなった。 
したがってこれらの化合物はシノビオリン
阻害剤として有効な薬剤となる可能性が強
く示唆された。化合物に関しては米国の企業
との共同研究によりさらなる最適化を進め
て い る 段 階 で あ る (http://www. 
businesswire.com/news/home/201110230050
25/en/Progenra-Tokyo-Medical-University
-Form-Rheumatoid-Arthritis) (図 2)。今後、
迅速に高齢社会に必要な先進医療の開発に
貢献できると考えられ社会的にも多大な還
元が期待できる。 
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