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研究成果の概要（和文）：HDAC1に標的を絞り、siRNAの膝関節投与およびエレクトロポレーションを用いた遺伝子導入
による局所治療を試みた。体重や関節炎の臨床評価には差は認めず、全身の関節炎に関する治療効果は認めなかったが
、膝関節内のHdac1の発現は抑制され、滑膜増殖も抑制されていた。マウス滑膜組織から単離した滑膜線維芽細胞の炎
症性サイトカイン産生能には治療群とコントロール群で差を認めなかった。HDAC1 siRNAの導入による関節破壊抑制効
果はサイトカイン制御ではなく、滑膜増殖抑制に起因することが示唆された。HDAC1を標的としたin vivo遺伝子導入に
より局所関節において滑膜炎の制御が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We examined the therapeutic effects of siRNA targeting histone deacetylase 1 (siHD
AC1) using in vivo electroporation method. Intraarticular injection of siHDAC did not affected redness or 
paw swelling of anti-collagen antibody-induced arthritiis in mice. However, synovial proliferation, bone e
rosion, and degeneration of articular cartilage were milder in the knee joints treated with siHDAC1 than i
n the control group and the non-specific siRNA group. TUNEL stain revealed increased number of positive ce
lls in the synovial tissue of siHADC group. Decreased HDAC1 expression was noted in the synovial fibroblas
ts isolated from arthritic knee joints treated by siHDAC, but no significant difference was shown by RT-PC
R in IL-6, TNF, and MMP-3 mRNA expression with those from control and non-specific siRNA group. Our result
s suggested therapeutic effects of intraarticular siHDAC1 with electroporation was derived by its anti-pro
liferative property by induction of synovial cell apoptosis.
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１．研究開始当初の背景	 

我々はこれまでに関節リウマチ(RA)に伴う

滑膜の病的増殖をエピジェネテイクスの破

綻によるものと考え、ヒストン脱アセチル化

酵素(HDAC)阻害剤による関節炎の人為的制

御を試みてきた。さらに 15 種類の HDAC アイ

ソフォームの中で、RA 滑膜では HDAC1 が強く

発現することを報告した。また，1988 年に 2

本鎖 RNA(double-stranded	 RNA：dsRNA)によ

って RNA 干渉(RNA	 interference：RNAi）を

生じることが線虫を用いた研究ではじめて

明らかにされた。RNAi の中間産物である

small	 interfering	 RNA(siRNA)を用いること

で、特異的に遺伝子の発現を抑制できること

が報告されている。	 

	 

２．研究の目的	 

関節炎モデルマウスの膝関節において Hdac1

を標的とする siRNA の局所投与の治療効果を

検討することを目的とした。	 

 
３．研究の方法 
1)	 HDAC	 1	 siRNA	 (siHDAC1)を 5 種類作成し、

lipofecton 法(Lipofectamine	 2000	 Reagent,	 

Invitrogen)により NIH-3T3 細胞に導入し、

ノックダウン効率を確認した。	 

2)	 最 も ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 の 高 か っ た

siHDAC1 に蛍光標識を搭載し、正常マウス膝

関節内に投与後、electroporation 法	 (CUY21	 

electric	 pulse	 generator,	 30V	 /cm2)を用い

て細胞導入し蛍光顕微鏡で観察した。	 

3)	 DBA/1 マウス(5 匹)に抗 II 型コラーゲン

抗体カクテル(150mg)と	 LPS(100μl)を投与

し、関節炎を誘導した。コントロール、

non-specific	 siRNA 投与、siHDAC1 投与に分

け、経時的に体重、関節炎スコアの評価を行

うとともに、関節炎誘導後 5 日目、10 日目に

siRNA(10μg)を膝関節内に投与、14 日目に組

織サンプルを採取した。膝関節の組織学的評

価を行うとともに、滑膜組織から、mRNA を採

取し、RT-PCR により HDAC1	 mRNA の遺伝子発

現を検討した。さらに関節炎誘導後のマウス

の膝関節内から、炎症滑膜を採取し、コラゲ

ナーゼ処理を行い、マウス滑膜細胞を分離、

培養した。培養した滑膜細胞に、siHDAC1、

コ ン ト ロ ー ル siRNA を lipofecton 法

(Lipofectamine	 2000	 Reagent,	 Invitrogen)

を用いて、導入した。導入後 72 時間で、RNA

を抽出し、G3PDH、HDAC1、IL-6、TNF、MMP3

の遺伝子発現を RT-PCR で解析した。	 

	 
４．研究成果	 

1)	 投与した siHDAC1 は蛍光顕微鏡により滑

膜、半月板、軟骨への集積を認め、関節内へ

の確実な投与が確認できた。	 

2)	 総関節炎スコアは LPS 投与後から増加し、

各群とも 8 日目頃にピークを迎えた。体重や

関節炎の臨床評価には差は認めず、全身の関

節炎に関する治療効果は認めなかった（図

１）。	 

	 

図 1. CAIA マウスにおける siHdac1 の治療効果   

一	 

	 

一方で摘出した左膝関節の滑膜組織から採

取した mRNA ではコントロール、非治療群と

比較して、治療群では Hdac1 の遺伝子発現が

減少していた（図２）。組織像での関節炎評

価はコントロール(n=4)、非治療群(n=5)と比

較して、治療群(n=7)では有意に低値であっ

た（図３）。	 

	 



図 2. siHdac1 による Hdac1 の抑制効果   

	 

図３. siHdac1 による関節炎の組織評価 

	 

 

 組織像(HE 染色)では、コントロール、非治

療群では炎症細胞の浸潤を伴う滑膜細胞の

増殖、パンヌスの形成を認めたが、治療群で

は、滑膜増殖は著明に抑制され、パンヌス形

成は認めなかった。Hdac1 の染色では、コン

トロール、非治療群で Hdac1 の発現を認めた

が、治療群では Hdac1 の発現は認めなかった

（図４）。	 	 

	 

図 4. siHdac1 による関節炎の組織像と Hdac1 に

対する免疫染色 

	 	 

	 

さらに、マウス滑膜組織から単離した滑膜線

維芽細胞に対する炎症性サイトカインによ

る刺激後の TNFα、MMP-3,	 MMP-13 産生能に

は治療群とコントロール群で差を認めなか

った（図５）。	 

	 

図 5. マウス滑膜線維芽細胞のサイトカイン刺激後

の TNF α ,MMP-3, MMP-13 の 発現に対する

siHDAC1 の効果 

	 

	 

	 以上の結果から、HDAC1	 siRNA の導入によ

る関節破壊抑制効果はサイトカイン、蛋白分

解酵素発現の制御ではなく、滑膜の増殖抑制

に起因する可能性が示唆された。本研究では

HDAC1 を標的とした in	 vivo 遺伝子導入によ

り局所関節において滑膜炎の制御が可能で

あることを示した。	 
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