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研究成果の概要（和文）：関節リウマチは難治性の慢性炎症性疾患であり、既存薬より効果的な治療薬の開発が
強く望まれている。我々は、新規治療標的の手がかりを見つけるため、関節リウマチ患者に認められるエピジェ
ネティック（DNA塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現調節）の異常に着目し、研究を遂行した。その結果、関
節炎組織の滑膜線維芽細胞ではエピジェネティック制御因子Uhrf1の発現が上昇し、炎症性サイトカイン関連遺
伝子の発現を制御することで関節炎病態を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In rheumatoid arthritis, epigenetic regulatory mechanisms in synovial cells 
are largely unknown. We have tried to explore epigenetic regulator and its molecular functions that 
contribute to the progression of rheumatoid arthritis. We found that epigenetic regulator Uhrf1 was 
significantly increased in arthritis tissue and expressed in synovial fibroblasts. In addition, our 
results indicated that Uhrf1 in synovial fibroblasts suppressed expressions of cytokines-related 
genes and regulated arthritis progression negatively. 

研究分野：病態生理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、関節リウマチ治療において生物学的製剤が奏功しているが、これらは単一の増悪因子に対する阻害剤であ
り、十分な効果が認められないケースも報告されている。これまでの研究成果より、滑膜線維芽細胞に発現する
Uhrf1はいくつかの関節リウマチ増悪因子の発現を網羅的に制御している可能性が示唆されている。関節リウマ
チ患者の滑膜線維芽細胞でUhrf1発現を上昇させる、あるいは安定化させることができれば、既存の治療薬より
も高い効果が得られるかもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 １．研究開始当初の背景 
関節リウマチは難治性の慢性炎症性疾患である。生物学的製剤による治療が奏功しているが、
より効果的な治療法の開発は現在も強く望まれている。近年、関節リウマチの滑膜細胞におけ
るエピジェネティック異常（DNA 低メチル化やヒストン高アセチル化）が報告されているが、
制御機構は大部分が不明である。我々は、関節リウマチ解析モデルとして頻用される Collagen 
Antibody-Induced Arthritis（CAIA）マウスを作製し，関節組織のマイクロアレイと qPCRによる
確認実験を行ったところ、関節炎組織において転写に関わる分子のうち Uhrf1（Ubiquitin-like, 
containing PHD and RING finger domain 1）の mRNA発現が高いレベルで上昇していることを見
出した。Uhrf1は DNAの維持メチルに重要な分子として知られるが、生体内機能は大部分が不
明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、関節炎モデルマウスを用いて関節炎病態における Uhrf1 の発現と生体内機能につい
て明らかにし、新規治療法の開発の手がかりを探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 関節炎モデルマウスの作出 
① Collagen Antibody-Induced Arthritis（CAIA）：C57BL/6マウスに anti-typeⅡ collagen antibody 
cocktailを腹腔内投与し、3日後に LPSを腹腔内投与した。 
② K/BxN serum transfer arthritis（K/BxN STA）：KRN/B マウス（TCR の Transgenic マウスを
C57BL/6 に戻し交配）と NOD マウスを交配し、関節炎を自然発症する K/BxN マウスを得た。
K/BxNマウスの血清をプールし、C57BL/6系統マウスに 0日目と 3日目に K/BxN血清を腹腔内
投与した。 
(2) マウス滑膜細胞の初代培養 
CAIAおよび K/BxN STAの誘導により腫脹した関節炎組織を collagenase処理し、滑膜細胞を得
た。さらに、コラーゲンコートディッシュへの接着性とトリプシンの反応性から、形態的に異
なる 2つの細胞集団を分離した。分離した各細胞集団について、RT-qPCRで滑膜線維芽細胞マ
ーカーとマクロファージマーカーの mRNA発現を調べた。 
(3) Uhrf1発現解析 
① 関節炎組織： CAIAおよび K/BxN STAの誘導 10日目の後肢をサンプリングし、total RNA
を抽出した。RT-qPCRで Uhrf1 mRNAの発現を調べた。 
② ヒト臨床サンプル解析：Gene Expression Omnibus（GEO）に登録された、ヒト滑膜バイオプ
シーから採取した mRNA を用いた RNA-seq のデータ（GSE89408）を独自に再解析し UHRF1 
mRNAの発現を調べた。  
③ 免疫組織学的解析：Rosa26-EGFP マウスと Col6a1-Cre（滑膜線維芽細胞特異的 Cre 発現）
マウスおよび LysM-Cre（マクロファージ特異的 Cre発現）マウスを交配し、滑膜線維芽細胞レ
ポーターマウスとマクロファージレポーターマウスを作出した。レポーターマウスに K/BxN 
STAを誘導し、腫脹した後肢の組織標本を作成した。Anti-GFP antibody, Anti-Uhrf1 antibodyと
DAPIを用いて免疫蛍光染色をした。 
④ 初代培養滑膜細胞：滑膜線維芽細胞と滑膜マクロファージの培養液中に炎症性サイトカイン
TNFα, IL1β, IL6, IL17, TNFSF11, CSF1や CSF2を加えて 24時間培養しサンプリングした。total 
RNAを抽出し RT—qPCRで Uhrf1 mRNA発現を調べた。 
(4) 関節炎病態における Uhrf1の生体内機能 
Uhrf1fl/flマウスと Col6a1-Creマウスおよび LysM-Creをそれぞれ交配し、Uhrf1fl/fl；Col6a1-Cre（滑
膜線維芽細胞特異的 Uhrf1欠損）マウスおよび Uhrf1fl/fl ;LysM-Cre（マクロファージ特異的 Uhrf1
欠損）マウスを作出した。作出した Uhrf1欠損マウスと同腹仔の対照（Uhrf1fl/fl）マウスに CAIA
および K/BxN STAを誘導し、後肢の幅と臨床スコアを 10日間モニタリングした。さらに、関
節炎誘導 10日目の後肢をサンプリングして組織標本を作成した。Safranin O/Fast green染色と
Trap染色を行い、組織学的解析を行なった。 
(5) 関節炎病態における Uhrf1の分子機構 
Uhrf1fl/fl；Col6a1-Creマウスと Uhrf1fl/flマウスに K/BxN STAを誘導し、4日後の関節炎組織から
初代滑膜線維芽細胞を採取した。この細胞から得られた mRNA を使用して RNA-seq を実施し
た。 
(6) Uhrf1の発現調節機構 
DNase-seqのデータベース情報（ChIP-Atlas, https://chip-atlas.org/）からヒトとマウスで相同性の

高い Uhrf1 の候補プロモーター領域を選択し、DNA 配列情報を用いた Motif discovery 解析

（JASPAR, jaspar.genereg.net/）により候補転写因子を抽出した。HEK293細胞を用いた Luciferase

によるレポーターアッセイを行い、候補転写因子が候補プロモーター領域に対して活性を持つ

か検証した。 

 



４．研究成果 
(1) マウス滑膜細胞の初代培養：マウス関節炎組
織から採取した滑膜細胞を培養し、細胞の接着性
を利用して形態的に線維芽細胞様とマクロファー
ジ様の細胞がリッチな集団を分離した。それぞれ
の細胞集団から total RNAを抽出し RT-qPCRでマ
クロファージマーカー（CD68, Emr1, ItgaM, LsyM, 
Csf1r）と滑膜線維芽細胞マーカー（CDH11, Vcam1, 
Col6a1, Csf1）の mRNA 発現を調べたところ、マ
クロファージ様細胞は線維芽細胞様細胞と比較し
てマクロファージマーカーの発現が有意に高く、
滑膜線維芽細胞マーカーの発現が有意に低かった。
一方、線維芽細胞様細胞はマクロファージ様細胞
と比較して滑膜線維芽細胞マーカーの発現が有意
に高く、マクロファージマーカーの発現が有意に
低かった（図１）。以上より、得られた細胞は滑膜
組織由来マクロファージと滑膜線維芽細胞リッチ
な細胞集団であると考えられた。 
(2) Uhrf1発現解析 
当該研究室で得られているマイクロアレイの結果
を検証するためにRT-qPCRでUhrf1 mRNA発現を
検証した。CAIAおよび K/BxN STAの関節炎組織
から得られた total RNAを用いてRT-qPCRを行い、
Uhrf1 mRNA発現を調べたところ、対照マウスの
関節組織と比較して関節炎組織で Uhrf1 mRNA発
現が有意に上昇していた（図２）。また、GEO に
登録されたRNA-seqのデータを独自に再解析した
ところ、正常滑膜や変形性関節症滑膜と比較して
関節リウマチ滑膜では UHRF1 mRNAの発現が有
意に上昇していた。関節炎を誘導した滑膜線維芽
細胞レポーターマウスとマクロファージレポータ
ーマウスから後肢をサンプリングして組織標本を
作成し免疫染色を行なった。両方のレポーターマ
ウスの滑膜炎症組織において、GFP陽性細胞の核
に Uhrf1 の局在が認められた。また、初代培養滑
膜細胞の Uhrf1 mRNA発現を調べたところ、滑膜
線維芽細胞の Uhrf1 mRNAは滑膜マクロファージ
と比較して有意に高いことが明らかとなった。さ
らに、培養液中に炎症性サイトカインを添加した
ところ、滑膜線維芽細胞の Uhrf1 mRNAは対照と
比較して、TNFα 添加で有意に発現上昇し、IL17
添加で有意に発現減少した。滑膜マクロファージ
の Uhrf1 mRNA は対照と比較して、TNFα、
TNFSF11および CSF2添加で有意に発現上昇した。
以上より、Uhrf1 は滑膜炎症組織において少なく
とも滑膜線維芽細胞とマクロファージに発現する
ことが明らかとなり、炎症性サイトカインによっ
て発現が変動することが示唆された。 
(3) 関節炎病態における Uhrf1の生体内機能 
Uhrf1fl/fl ； Col6a1-Cre マ ウ ス お よ び
Uhrf1fl/fl ;LysM-Creマウスを作出し、CAIAおよび
K/BxN STAを誘導した。後肢の腫脹と臨床スコア
を 10 日間モニタリングしたところ、Uhrf1fl/fl；
Col6a1-Cre マウスは同腹仔の Uhrf1fl/flマウスと比
較して有意に後肢の腫脹と臨床スコアが悪化する
ことが判明した（図３上）。一方、Uhrf1fl/fl ;LysM-Cre
マウスは同腹仔の Uhrf1fl/flマウスと比較して、関
節炎の程度に有意な差は認められなかった。関節
炎誘導 10日目の Uhrf1fl/fl；Col6a1-Creマウスおよ
び Uhrf1fl/flマウスの後肢を組織学的に解析したと
ころ、滑膜の厚みおよび後肢組織における Trap陽
性領域の割合は Uhrf1fl/fl マウスと比較して
Uhrf1fl/fl；Col6a1-Creマウスで顕著だった（図３下）。



以上より、滑膜線維芽細胞に発現する Uhrf1 は関節
炎病態を負に制御していることが明らかになった。 
(4) 関節炎病態における Uhrf1の分子機構 
K/BxN STAを誘導した Uhrf1fl/fl；Col6a1-Creマウス
とUhrf1fl/flマウスから初代滑膜線維芽細胞を採取し、
RNA-seq を実施した。Uhrf1fl/fl 細胞と比較して
Uhrf1fl/fl；Col6a1-Cre細胞では 171遺伝子が 2倍以上
有意に発現上昇し、89遺伝子が 1/2以下に有意に発
現減少していた (p<0.05)。発現上昇していた遺伝子
群で KEGG パスウェイ解析を行うと「Rheumatoid 
arthritis（TNFSF11, CCL20, ACP5, ANGPT1, H2-AB1, 
CCL5, IL1A）」や「Cytokine-cytokine receptor interaction
（ CSF3, IL12RB1, TNFSF11, IL18RAP, CCL20, 
CXCR6, CCL5, IL1A）」に分類される遺伝子が高いレ
ベルで有意に変動していた。 
(5) Uhrf1の発現調節機構 
In silico で、Uhrf1 の候補プロモーター領域（領域
A, B）と候補転写因子（Nfya, Arnt, Hif1a, Sp1）を抽
出した（図４a）。HEK293 細胞を用いて、Luciferase 
Reporter Assayを行なったところ、Nfyaは領域 Aお
よび Bにおいて転写活性を持つことを明らかにした
（図４b,c）。Arnt, Hif1a, Sp1に関しては現在解析中
である。 
(6) 総括 
(1)-(5)より, 滑膜線維芽細胞に発現するUhrf1は炎症
性サイトカイン関連遺伝子の発現を網羅的に負に制
御し、関節リウマチ病態のネガティブフィードバッ
ク機構に関与していると考えられる。関節リウマチ
患者における滑膜線維芽細胞の UHRF1 発現を上昇
させる、あるいは安定化させることができれば、既
存の治療薬よりも高い効果が得られる可能性がある。
今後、滑膜線維芽細胞に発現する Uhrf1 の分子機構
をより詳細に調べる必要がある。 
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