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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）はいまだ原因が完全には解明されていない根治の難しい関節炎疾
患である。RAにおけるエピジェネティクス制御異常の全体像を明らかにするために、RAの滑膜線維芽細胞
（SFs）においてクロマチン構造と転写因子の相互作用による遺伝子転写異常の機構を調べた。ヒストン修飾の
状態をChIP-seq法により検討する事により、RASFsのクロマチン構造の解析を行った。次に、FAIRE-seq法により
オープン・クロマチンな状態である転写制御領域の同定を行った。この転写制御領域に存在する転写因子モチー
フの解析を行い、RASFs特異的な転写因子としてSOX11を見いだした。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) is a disease in which the etiology is unknown and 
the treatment is difficult. To elucidate epigenetic dysregulation in RA, we examined the mechanisms 
of aberrant gene transcription based on the interaction of chromatin structure and transcription 
factors (TFs) in RA synovial fibroblasts (SFs). We analyzed chromatin structure by investigating 
histone modifications with ChIP-seq in RASFs. We examined open chromatin regions that regulate gene 
transcription by FAIRE-seq. We identified SOX11 as a RASF-specific TF by analyzing TF consensus 
motifs of the regions.

研究分野： リウマチ・膠原病
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチ（RA）特異的な転写因子としてSOX11を同定したが、SOX11はRA線維芽細胞（SF）の活性化に必要な
事が示唆される。つまり、SOX11を標的とした治療を行う事によりSOX11の機能を低下させる事ができれば、
RASFsの活性化を抑制する事が期待される。このように、今回の結果は新規のRA治療につながる重要なものであ
る。



様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)関節リウマチ（RA）は、関節に炎症を起こす原因不明の自己免疫疾患であり、進行性に骨破
壊を来たし、完全に治癒する事は難しい。最近、TNF 阻害薬などの生物学的製剤が開発され、RA
の治療にブレイクスルーが起きた。これらは多数の RA 患者に有益である一方、一部の RA 患者に
は無効であり、また非常に高価な治療であるため医療経済を逼迫する問題を抱えている。そのた
め、RA の病態の解明、及び新しい治療法の開発が切望されている。 
 
(2)双生児や家族内発症に関する研究、HLA-DRB1との関連やshared epitopeの同定、genome-wide 
association studies（GWAS）によるRA疾患感受性遺伝子の同定などから、RAの病態における遺
伝的要因の関与は明らかである。一方、喫煙、ウイルス感染、Porphyromonas gingivalis感染
などの環境要因も報告されてきた。しかしながら、これらの要因だけではRAの病態を完全に説
明できず、環境要因と関連するエピジェネティクス制御の異常が注目されている。エピジェネ
ティクスとは、遺伝子配列とは無関係に遺伝子転写を制御する機構を意味し、DNAメチル化、ヒ
ストン修飾、ノンコーディングRNAなどが知られている。 
 
２．研究の目的 
(1)RAはいまだ原因が完全には解明されていない根治の難しい関節炎疾患である。RAにおけるエ
ピジェネティクス制御異常の全体像を明らかにするためには、クロマチン構造と転写因子（複
合体）の相互作用による遺伝子転写異常の機構を解明する必要がある。その結果、RA滑膜線維
芽細胞（SFs）において遺伝子転写が異常となり活性化を来たす仕組みが判明する。本研究では、
クロマチンの立体的構造という新しい視点から、RAにおける遺伝子転写の制御異常の病態を解
明する事を目的とする。これらの成果により、RAの病態としてエピジェネティクス制御の異常
を明らかにし、将来的に新規治療の開発へとつながる事が期待される。 
 
(2)RAにおいてエピジェネティクス制御異常により遺伝子発現に変化が起きている可能性を考
え、申請者らはRAにおけるエピジェネティクス制御異常を検討してきた。その結果、RASFsにお
いてMMP遺伝子におけるヒストンメチル化の異常による転写活性化、IL-6遺伝子におけるヒスト
ンアセチル化の異常による転写活性化をこれまで明らかにしてきた。 
 
(3)RA における異常な遺伝子活性化の原因を明らかにするためには、転写制御に異常を来たす
機構を解明する必要がある。そのアプローチとして、クロマチン構造の解析と同時に、ゲノム
DNA の転写制御領域に結合する転写因子を明らかにする。クロマチン構造にはユークロマチ
ン（緩んだ状態で、遺伝子転写活性化が起きる）とヘテロクロマチン（凝縮した状態で、遺伝
子転写抑制につながる）があり、これらはヒストン修飾により調べる事が可能である。転写因
子は、転写制御領域（プロモーター領域、エンハンサー領域）を同定する事により既知・未知
のものを見つける事ができる。本研究により、RASFs における遺伝子転写制御異常の全体像を
解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)抗体と試薬 
 抗H3K4me1抗体はActive Motif社より購入した。抗H3K27ac抗体はUpstate社より購入した。 
 
(2)SFs の調製および刺激培養 
 埼玉医科大学倫理委員会の承認下に、RA および変形性関節症（OA）の患者から、書面により
インフォームド・コンセントを得た後、当大学病院の整形外科における人工関節置換術時に滑
膜組織を採取した。滑膜組織を細切後、1.5mg/ml collagenase と 0.04% hyaluronidase を添加
したDMEM溶液に懸濁して、37℃にて２時間震盪した。ナイロンメッシュを通過させた後、10% FBS
と 1% Penicillin/Streptomycin を添加した DMEM 溶液中にて、37℃、5% CO2 下において培養し
た。0.25% Trypsin-EDTA 溶液を用いて、培養細胞の継代を行った。4-8 回継代した細胞を、SFs
として実験に用いた。 
 
(3)FAIRE-seq 法 
 SFs を 0.1%ホルムアルデヒドによる処理後、界面活性剤により細胞を溶解し、核蛋白を抽出
した。超音波処理によりゲノム DNA を断片化し、フェノール・クロロホルム処理をして蛋白と
結合していない DNA を抽出した。得られた DNA 断片の塩基配列を次世代シークエンサーにより
決定した。 
 
(4)クロマチン免疫沈降（ChIP）-seq 法 
 0.1%ホルムアルデヒドによる処理後、ヒストン修飾特異的抗体を用いて免疫沈降反応を行っ
た。回収された複合体を洗浄し、1mg/ml proteinase K および 0.3% SDS にて処理を行い、複合
体から DNA を分離した。フェノール・クロロホルムにて DNA を抽出し、エタノール沈殿により
DNA を精製した。得られた DNA 断片の塩基配列を次世代シークエンサーにより決定した。 
 



４．研究成果 
(1)RASFs における転写制御領域の同定：
我々は、RASFs における転写制御異常の機
構を明らかにするために、クロマチン構造
の解析により転写制御領域の同定を行っ
た。転写制御領域とはユークロマチンの領
域であり、FAIRE-seq 法によりオープン・
クロマチンの領域（FAIRE 領域）として同
定できる。別の手段として、H3K4me1 や
H3K27ac のヒストン修飾が濃縮される領域
（エンハンサー）として ChIP-seq 法によ
り同定できる。右図に示す通り、FIARE 領
域、H3K4me1 領域、H3K27ac 領域ともに
Intronと Distal intergenicの領域が大半
を占めた。転写制御領域は主にこの 2 つの
領域に存在する事が示唆された。OA と RA
においてFIARE領域、H3K4me1領域、H3K27ac
領域の分布に大きな差異は認められなかった。また、H3K27acの領域はPromoterにも存在した。 
 
(2)RASFs における FIARE 領域、H3K4me1 領
域、H3K27ac 領域の重なりの解析：(1)で同
定した FIARE 領域、H3K4me1 領域、H3K27ac
領域がどの程度重なるかを解析した結果
を、右のベン図に示す。RASFs において、
40147 個の FIARE 領域、50111 個の H3K4me1
領域、17604 個の H3K27ac 領域のすべてが
重複する領域として6007個が同定された。
一方、OASFs において、32649 個の FIARE
領域、51804 個の H3K4me1 領域、23925 個の H3K27ac 領域のすべてが重複する領域として 8885
個が同定された。 
 
(3)RASFs 特異的な転写因子の同定：RASFs
と OASFsで同定した転写制御領域に存在す
る転写因子のコンセンサス・モチーフの解
析を HOMER のソフトを用いて解析した。そ
の結果、RASFs 特異的に存在する既存の転
写因子のモチーフとしてSOX11が見つかっ
た（右図）。転写因子 SOX11 は RASFs にお
ける遺伝子転写制御の異常に関与してい
る事が推測される。 
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