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研究成果の概要（和文）：近年、関節リウマチ (RA) に対する新規薬剤 (生物学的製剤、ヤヌスキナーゼ阻害
剤) が次々上市されているが、未だ関節破壊の制圧は達成されていない。関節機能障害をきたし生活の質の低下
をもたらすRA制御のために、さらなる治療ターゲットの探索が必要である。グリオスタチン (GLS) は、様々な
細胞に対して多彩な生理活性を有するタンパク質であり、滑膜に対しては起炎症作用とパンヌス形成作用を示
す。またテネイシンC (TNC) は、Toll様受容体4を活性化する。これまでのGLSに関する研究とTNCの作用機序か
ら、TNCとGLSの分子相間機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The treatment of rheumatoid arthritis (RA) is in the era of remission, due 
to biological DMARDs and JAK inhibitors. However, some patients have sustained synovitis despite 
systemic inflammation has subsided. Further therapeutic targets need to be explored for RA, which 
leads to joint dysfunction and poor quality of life. Griotatin (GLS) is a protein with various 
physiological activities on various cells, and has inflammatory and pannus-forming effects on the 
synovium. Tenascin C (TNC) activates Toll-like receptor 4. We have clarified the mechanism between 
the molecular phases of TNC and GLS from our studies on GLS and the mechanism of action of TNC.

研究分野：関節リウマチ

キーワード： 関節リウマチ　滑膜細胞　グリオスタチン　テネイシンC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
“RAの病態、関節破壊にグリオスタチンの過剰産生が関与する”という考え方は、申請者らの独創的な研究成果
に基づくものである。また従来の薬物治療により臨床的寛解を得ている患者でも、少数の関節腫脹が残存し、完
全寛解目標に到達できない症例が存在することが、実臨床ではよくみられる。少数の関節腫脹に対しては、外科
的に滑膜切除を行なうことも有用であるが、新規治療ターゲットを探索し、薬物治療の発展によるRAの制圧は、
非侵襲性治療であり、社会的ニーズが高い。本研究では、RAの病態にGLSが関与するという着想に加えて、TNCの
関与を明らかにすることにより、RA完全制圧を目指せることとなる。

※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 
グリオスタチン（GLS）が関節リウマチ（RA）における滑膜炎、軟骨破壊に関与していること
を、申請者らは、臨床症例および滑膜細胞レベルで分子生物学的手法を用いて明らかにしてきた。
滑膜細胞においては転写因子 Sp1の阻害剤の一つであるミスラマイシンが、GLSの産生阻害作
用を有することを近年報告した[Tatematsu N, Mod Rheumatol, published online: 25 Jul 2017]。
しかし生体での使用には細胞毒性があり、現在アナログの開発などが行われている最中である。
本研究では、GLSと挙動を共にするテネイシン C（TNC）に着目して、新しい治療のターゲッ
トを探索することとした。このタンパク質との関連性を解明するこ
とによりGLSの作用機序や抑制に関わる糸口が得られると考えた。 
申請者らは炎症、血管新生、関節軟骨の損傷の促進に関わるタンパ
ク質として GLS について研究を継続している。これまで GLS が
関節破壊作用、炎症促進作用の一端を担っていることを明らかにし
てきた。 これにより GLSの産生を抑制することは、RA治療のタ
ーゲットとなることが示唆される。また、培養線維芽細胞様滑膜細
胞 (FLSs) を用いた実験系において TNFα刺激にてGLSが誘導さ
れることを報告している(図 1 ①) [Ikuta K, et al. Arthritis Res 
Ther. 14:R87, 2012. Yamagami T, et al. Rheumatol Int  37:903-
909, 2011]。 
TNCは、Toll様受容体 4 (TLR4)のシグナル伝達の活性化をもたら
すタンパク質として報告され、炎症の促進、滑膜の増生、軟骨損傷
を引き起こす。また TLR4を活性化することにより炎症性サイトカ
インであるTNFα、IL-6が誘導される [Midwood K, et al. Nat Med 
15:774-80, 2009] (図 1 ②)。 
以上より GLSと TNCの間に RAにおける炎症の促進と遷延の相乗効果をきたすシグナル伝達
サイクルがあれば、このサイクルを断ち切ることが RA の新しい治療につながるものと考え、
GLS-TNC分子相関機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は GLS が TNC の発現に関わっていることを明らかにすることである。相互関
係の環を断つことできれば将来的に現行の治療で改善しない RA 患者の対する新しい治療のタ
ーゲットとなると考える。TNC と GLS の相互作用を明らかにし炎症促進のループを断ち切る
ことができれば有効な RA治療となり得る。 
 
 
３．研究の方法 
①組み換え型グリオスタチンの精製 
グリオスタチン cDNA を組み込んだ発現ベクター（pET-His）を E.Coli にトランスフェクトし、
グリオスタチン組換体を調整する。精製した組み換え体は Affi-Prep Polymyxin B にて
lipopolysaccharide を除去する。 
②滑膜培養細胞の継代培養 
リウマチ患者の人工膝関節置換術の際に患者の承諾を得て採取した滑膜を初代培養し、3代から
8代継代して in vitro の実験系に使用する。 
③滑膜細胞における TNC 産生に対するグリオスタチンの影響 
RA 由来の線維芽細胞様滑膜細胞での TNC の発現が TNC により誘導されることを real time PCR
で検討する。RA 患者の膝関節液中の GLS 濃度である 300 ng/ml で刺激した。 
④滑膜細胞における TNC 刺激よる GLS、TNFα、TNC（オートクリン作用）産生の検討。 
RA 由来の線維芽細胞様滑膜細胞において TNC の刺激により GLS、TNFα、TNC が誘導されること
を real time PCR で検討する。 
 
４．研究成果 
①滑膜細胞における TNC 産生に対するグリオスタチ
ンの影響 （time course） 
GLS 300ng/mlの刺激において、TNCの産生はreal time 
PCR では GLS 投与後、12 時間で発現増強のピークをと
っていた。 
 
 
 
 



②滑膜細胞における TNC 産生に対するグリオスタチ 
ンの影響 （dose test） 
症例によって、TNC の発現増強は差が認められた。 
関節内濃度である GLS300ng/ml の刺激で、有意差をも
ってTNCの発現が増強している症例もあったが、PCRで
control の 1.4 倍ほどであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
③滑膜細胞における TNC 刺激よるⅰ）GLS、ⅱ）TNFα、ⅲ）TNC（オートクリン作用）産生の検
討。 
ⅰ）TNC10μg/ml 刺激における GLS 産生は real time PCR での検討で
は control に比し、2.5 倍の発現量であった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
ⅱ）TNC10μg/ml 刺激における TNFαの産生は real time PCR での検討では 
Control に比し、増加傾向は認められなかった(図５)。 
 
 

 
 
 
 
ⅲ）TNC10μg/ml 刺激における TNC の産生（オートクリン作用）の real 
time PCR の検討では control と比較し、著名に発現が増強している
とは言い難い結果となった(図６)。 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より GLS の刺激では軽度 TNC の増強を認めた症例があった
が、GLS が直接的、または間接的に TNC を誘導することは実証できなかった。 
TNC の刺激では軽度の GLS 発現増強が認められ、TNF の増強は確認できなかったため、TNFα以外
のサイトカインがその second mediator として働いている可能性が示唆された。 
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