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研究成果の概要（和文）：関節リウマチは女性優位な病態性差を持つ疾患である。我々は、女性ホルモンのエス
トロゲンとその受容体ERαの機能に着目し、関節リウマチの性差構築機構を明らかにするため、遺伝子改変マウ
スを用いてゲノムワイドな解析手法により研究を行った。その結果、滑膜マクロファージのERαは、細胞内代謝
を活性化し細胞死を誘導することで関節炎の悪化に寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease with sexual dimorphism in
 pathogenesis. Disease morbidity and activity of RA are worse in females than in males. To reveal 
molecular mechanisms of the sexual dimorphism in RA, we investigate the functions of 17β-Estradiol 
and the receptor, ERα, in a mouse model using genome-wide analysis. As a result, we found that ERα
 signaling in synovial macrophage promotes arthritis pathogenesis via activation of cellular 
metabolism, leading to apoptosis.

研究分野：動物生命科学

キーワード： 関節リウマチ　滑膜マクロファージ　エストロゲン受容体　性差

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病態における性差は古くより知られているがその分子機構は不明な点が多い。また、多くの治療法は男性基準で
あることが多く、性差を考慮した医療の確立が重要であると考えた。本研究では、性差が明確な代表的な疾患で
ある関節リウマチに関して研究を行い、女性ホルモンによる性差構築機構の一端を明らかにした。さらに詳細な
メカニズムが明らかになれば、女性を対象としたテーラーメイド医療への展開、性差を考慮した治療ガイドライ
ンの制定など多岐に渡り発展することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
従来から、特定の疾患において性差が生じることが知られているが、性差の詳細な分子機構は未
だ不明である。特に自己免疫疾患は罹患リスクに性差が生じることが明確であり、その代表的疾
患として関節リウマチがある。関節リウマチは、男女比が 1：3〜4で女性罹患が有意であり、閉
経前後の女性に好発することや妊娠中に症状が緩和することから、少なくとも女性ホルモンが
発症や病態に関与していると考えられているが詳細な分子機構は不明であり、性差を考慮した
治療法は確立されていない。免疫細胞の一つであるマクロファージ（Mø）は微小環境に対応し
て炎症反応や抗炎症反応・組織修復に働く。近年、関節炎モデルマウスや関節リウマチ患者の滑
膜組織を用いた single-cell RNA-seq解析が行われ、滑膜炎病態下では様々な滑膜Møのサブポピ
ュレーションが存在し多様性を示すことが示唆されている。これまでに、滑膜Møサブポピュレ
ーションに着目して性差を解析した報告は存在しない。 
 
２．研究の目的 
申請者は、代表的な女性ホルモンであるエストロゲンの受容体ERα がマウス関節炎由来滑膜Mø
で高発現することを見出した。このことから、本研究は、関節リウマチにおける性差を、滑膜Mø
サブポピュレーションに発現する ERα の機能に着目して解析し、関節炎病態にどのように影響
するか関節炎モデルマウスを用いて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 滑膜Møの ERα発現解析 
雌あるいは雄のWild type（WT）の C57BL/6マウスに K/BxN serum transfer arthritis（K/BxN STA）
を惹起し、関節炎組織から汎滑膜Møを採取する。汎滑膜Møにおける性ホルモン受容体（ERα、
ERβ、Gpr30、Pgr、AR）の発現を RT-qPCRで解析した。 
(2) Møにおける ERαの機能解析 
ERαflox/floxマウスと LysM-Creマウス（汎Mø特異的 Cre発現マウス）や Cx3cr1-Creマウス（組織
在住Mø特異的Cre発現マウス）を交配し、汎Mø特異的ERα欠損（LysM-Cre;ERαflox/flox=ERαΔLysM）
マウスと組織在住 Mø 特異的 ERα 欠損（Cx3cr1-Cre;ERαflox/flox=ERαΔCx3cr1）マウスを作出した。
K/BxN STA を惹起し、ERαflox/floxマウスあるいは LysM-Cre;ERαflox/+や Cx3cr1-Cre;ERαflox/+と比較
し ERαΔLysM マウスや ERαΔCx3cr1マウスで病態に差異が認められるか雌雄で解析した。具体的に
は、関節炎誘導後の後肢の病態を肉眼的、臨床的、組織学的に評価した。 
(3) 組織在住滑膜Møと末梢血由来Møにおける ERαの機能解析 
雌の ERαflox/floxマウスと ERαΔLysMマウスに K/BxN STAを誘導し、末梢血単球（classical monocyte, 
intermediate monocyte, non-classical monocyte）の割合を Flow cytometryで解析した。雌の ERαflox/flox

マウスと ERαΔLysMマウスの皮膚を外科的に縫合して結合しパラバイオーシスを作出した。両マ
ウスに K/BxN STAを誘導し、関節炎誘導後の後肢の病態を肉眼的、臨床的に評価した。 
(4) 全身と関節局所におけるエストロゲンの機能解析 
Wild type（WT）の雌 C57BL/6マウスに卵巣摘出を施したのちに、エストロゲンペレットを腹部
皮下あるいは後肢皮下に包埋した。その後、K/BxN STA を誘導し、関節炎誘導後の後肢の病態
を肉眼的、臨床的に評価した。 
(5) 脂肪組織由来エストロゲンの機能解析 
Aromatase flox/floxマウスと aP2-Cre（脂肪細胞特異的 Cre発現マウス）を交配し、脂肪細胞特異的
Aromatase欠損（AromataseΔaP2）マウスを作出した。雌の Aromatase flox/floxマウスと AromataseΔaP2

マウスに性線摘出を施したのちに、K/BxN STAを誘導し、関節炎誘導後の後肢の病態を肉眼的、
臨床的に評価した。 
(6) 滑膜Møに発現する ERαの分子機構解析 
雌の ERαflox/floxマウスと ERαΔLysMマウスに K/BxN STAを誘導し、誘導 3 日目の滑膜組織からシ
ングルセルを採取し、single-cell RNAseq を実施した。得られたデータを用いてクラスタリング
解析を行い、特異的マーカー発現を調べ、Mø サブポピュレーションを解析した。Mø サブポピ
ュレーションの細胞数や遺伝子発現パターンを ERαflox/floxと ERαΔLysMで比較した。 
(7) Møの細胞内代謝解析 
雌の ERαflox/floxマウスと ERαΔLysMマウスから骨髄由来Møを採取し、M1（炎症型）とM2（抗炎
症型）に分極化させ、解糖系と酸化的リン酸化を Flux analyzer
で解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 滑膜Møの ERα発現解析 
K/BxN STA マウスから汎滑膜 Mø を採取し、性ホルモン受容
体の発現を RT-qPCRで解析したところ、ERαの発現が最も高



いことが明らかとなった。また、汎滑膜Møにお
ける性ホルモン受容体の mRNA 発現は雌雄で差
は認めなかった（図 1）。 
(2) Møにおける ERαの機能解析 
雌では Control マウスと比較して ERαΔLysM マウ
スあるいは ERαΔCx3cr1マウスでは関節炎病態が有
意に抑制することが明らかとなった。一方で、雄
では差は認めなかった（図 2）。このことから、
Mø に発現する ERα がリガンド依存的に関節炎
を促進することが明らかとなった。 
(3) 組織在住滑膜Møと末梢血由来Møにおける ERαの機能解析 
関節炎における末梢血単球の ERα シグナルの病態生
理機能を明らかにするため、末梢血単球全体、classical 
monocyte、intermediate monocyte、non-classical monocyte
の割合を調べたところ、関節炎の有無に関わらず
ERαflox/flox マウスと ERαΔLysM マウスで大きな変動は認
めなかった。また、関節炎における滑膜Møの ERαシ
グナルの病態生理機能を明らかにするため、ERαflox/flox

マウスとERαΔLysMマウスで作出したパラバイオーシス
に K/BxN STAを誘導したところ、(2)と同様に ERαΔLysM 
マウスで関節炎が有意に抑制することが明らかとなっ
た（図 3）。このことから、末梢血単球ではなく滑膜Mø
の ERα シグナルが関節炎を促進することが示唆され
た。 
(4) 全身と関節局所におけるエストロゲンの機能解析 
一般的にエストロゲン投与は関節炎
を抑制することが報告されていた。エ
ストロゲンの詳細な作用を調べるた
め、卵巣摘出したマウスの腹部皮下あ
るいは後肢皮下にエストロゲンを再
補充して K/BxN STA を誘導したとこ
ろ、腹部皮下に投与した場合は既報の
如く関節炎が抑制したが、後肢皮下に
投与した場合、逆に関節炎は悪化した
（図 4）。このことから、関節局所での
エストロゲン産生は関節炎病態を悪
化することが示唆された。 
(5) 脂肪組織由来エストロゲンの機能解析 
エストロゲンはテストステロンが Aromatase によって代謝されて生合成される。脂肪細胞は
Aromataseを発現するためエストロゲン産性能があると考えられる。また、多くの関節組織には
滑膜に接して脂肪体（Fat pad）が局在する。そこで、AromataseΔaP2マウスを作出し脂肪組織由来
エストロゲンの関節炎における影響を解析した。その結果、性線摘出の有無に関わらず、
Aromatase flox/floxマウスと比較して AromataseΔaP2マウスでは関節炎病態が有意に抑制することが
明らかとなった。このことから、脂肪組織由来エストロゲンが関節病態を悪化することが明らか
となった。 
(6) 滑膜Møに発現する ERαの分子機構解析 
滑膜Møの ERαシグナルを解析するため、single-cell RNAseqを行った。クラスタリング解析お
よび特異的マーカー発現解析の結果より、11種のMø lineageクラスターが同定された（図 5）。
各クラスターの細胞数や割合を解析したところ、滑膜組織在住 Mø のポピュレーションである
Cx3cr1+ Møと Lyve1+ Møのクラスターが ERαΔLysM と比較して ERαflox/floxで少ないことが明らか
となった。Cx3cr1+ Møと Lyve1+ Møの両クラスターに関して Gene ontology解析と Pathway解
析で遺伝子発現パターンを解析したところ、ERαΔLysM と比較して ERαflox/flox で免疫反応関連や
細胞内代謝関連の遺伝子が有意に高いことが明らかとなった（図 5）。また、Lyve1+ Møクラ



スターに関しては ERαΔLysM と
比較してERαflox/floxでアポトーシ
ス関連遺伝子が有意に高いこ
とも明らかとなった。 
(7) Møの細胞内代謝解析 
ERα シグナルが Mø の代謝機
能に及ぼす影響を明らかする
ため、骨髄由来Møの細胞内代
謝を解析したところ、ERαflox/flox

由来細胞と比較して ERαΔLysM

由来細胞で、無刺激のMø（M0）
では差を認めないが、M1で細
胞外酸化速度が減少し、M2で
酸素消費速度が減少した。 
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滑膜マクロファージのERαシグナルは細胞内代謝制御を介して関節炎病態を悪化する

関節リウマチ病態に寄与するエピジェネティック制御因子の同定と新規治療標的としての可能性

Estrogen receptor-alpha promotes activation of synovium-resident macrophages in arthritis model mice.
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Stabilization of UHRF1 in synovial fibroblasts is a novel therapeutic strategy for rheumatoid arthritis.

エピジェネティック制御因子UHRF1は関節リウマチの多様な増悪因子を抑制する

Stabilization of UHRF1 in synovial fibroblasts is a novel therapeutic strategy for rheumatoid arthritis.
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