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研究成果の概要： 
本研究では、関節リウマチ（RA）に対する新たな治療法がサイクリン依存性キナーゼ群を標的
とすることの妥当性を検証しつつ、阻害薬の開発を試みた。その中で、本報告書では、現時点

で公表することが可能な低酸素状態が関節リウマチ滑膜細胞増殖に及ぼす影響をサイクリン依

存性キナーゼ阻害因子活性化の観点から探索した研究結果について報告する。滑膜線維芽細胞

（RASF）の無秩序な増殖は RA の病理的特徴である。また RA 滑膜は比較的低酸素状態にあると

の報告があるので、低酸素状態が RA 滑膜の増殖やサイクリン依存性キナーゼ（CDK）とその阻

害因子（CDKI）に及ぼす影響を探索した。まず、低密度で培養した RASF は低酸素（1%O2）の影

響を全く受けなかったが、高密度培養にすると、正常酸素分圧では接触阻害による成長抑制が

認められたものの、低酸素ではその影響が認められなかった。この現象は、ヒト皮膚線維芽細

胞では認められず、RASF のみで認められた。 この現象は、抗腫瘍壊死因子α抗体やインター

ロイキン 1 受容体アンタゴニスト添加でも認められた。この際、正常酸素分圧ではサイクリン

依存性キナーゼ阻害因子 p27Kip1 の上昇が認められたものの、低酸素下では認められなかった。

また、低酸素は RASF 上の N-カドヘリン発現を減少させた。抗 N-カドヘリン抗体は低酸素と同

様に高密度培養下での RASF の増殖を抑制し、p27Kip1 発現も低下させていた。RA 滑膜組織の低

酸素は、RASF 増殖を促進することによって、RA 病態を悪化させているようである。 
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）は、増殖性滑膜炎とその

後の骨・軟骨破壊を特徴とする自己免疫疾患

である。炎症関節には、リンパ球とマクロフ

ァージなどの炎症性細胞が集簇し、TNF-α、

およびIL-1などの炎症性サイトカインが大量

に産生されている。正常の関節では、滑膜は

数層以内の細胞からなるが、 RA炎症関節の線

維芽細胞（RASF）は過増殖によって多層化し、

パンヌスと呼ばれる過形成組織を形成する。

この細胞をex vivoで培養するとあたかも形

質転換した細胞であるかのように増殖する。 

RA滑膜では、過形成のため、毛細血管は酸素

を十分に供給できなくなる。 そのうえ、関節

の滑液があるために滑組織圧が増加するため、

さらに低酸素となる。報告によれば、患者滑

液の酸素レベルは正常の半分未満とされる。

したがって、RA滑膜組織は、RASFの活発な増

殖にもかかわらず、低酸素であるという逆説

的状態にある。 

 
２．研究の目的 

低酸素が細胞周期に及ぼす影響は興味が持た

れるが、そもそも本研究課題の主題である細

胞周期の進行はサイクリン/サイクリン依存

性キナーゼ（CDK）複合物のキナーゼ活性によ

って進められ、CDK阻害因子（CDKI）によって

抑制されている。この報告書では、本研究課

題のうち、低酸素下におけるCDKI発現とRASF

増殖についての関係を明らかにするという目

的を取り扱う。 

 
３．研究の方法 

細胞培養：滑膜組織は、東京医科歯科大学病

院、東京都立墨東病院、国立下志津病院また

は信州大学病院で治療抵抗性のRA患者の関節

置換手術か滑膜切除術を受けた際に得られた。

(手順は関係機関の倫理委員会で承認済みで

ある)。 RASFは滑膜から単離・培養された。 健

康人皮膚線維芽細胞(HDF)は購入した。 これ

らは5-9継代までの早い段階で、正常酸素条件

(O2 21%)ないし低酸素状態(1%のO2)で培養さ

れた。 酸素濃度は酸素電極でモニターした。

RASFとHDFは、96穴プレートで一ウエル当たり

5,000個相当(高密度培養)、または、2,000個

相当（低密度培養）で培養された。  

細胞増殖分析：RASF培養は低酸素チェンバー

内や正常酸素分圧条件のもとで、60-72時間に

行われた。一部は組換えヒトIL-1受容体アン

タゴニスト(IL-1ra)、抗TNFα中和モノクロー

ナル抗体(mAb)、抗N-カドヘリン抗体、対照マ

ウスIgG1 mAbまたは最大200μMの塩化コバル

ト(CoCl2)で処理された。0.3μCiのトリチウ

ムが、培養最後の12時間に加えられた、核酸

に取り込まれたものが測定された。 

リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(PCR)：

RNAは、RNeasyキットで単離されて、

Superscript II逆転写酵素でcDNAに変換され

た。リアルタイムPCRは既に報告されているN-

カドヘリン特異的プライマーやp27Kip1特異

的プライマー(センス鎖: GCT CTA GAT TTT TTG 

AGA GTG CGA GAG AG、アンチセンス鎖: GGG GTA 

GCC GCT TTT AGA GGC AGA TCA TT)で行われた。 

データは、28Sリボソームリボ核酸(センス鎖: 

TTG AAA ATC CGG GGG AGA G、アンチセンス鎖: 

ACA TTG TTC CAA CAT GCC AG)で標準化されて、

サイクル閾値法で分析された。 

ウエスタン・ブロット分析：Nuclear Extract 

Kitで得た核抽出物をウサギ抗ヒトp16INK4a、

p21Cip1、CDK4、マウス抗E-カドヘリン、N-

カドヘリン、p27Kip1、カドヘリン-11、 

Hypoxia inducible factor(HIF)-1α抗体を第

一抗体として使用した。 西洋わさびペルオキ

シダーゼ標識抗ウサギないしマウス免疫グロ

ブリン抗体を二次抗体として使用した。結合



抗体は、ECLで可視化され、信号強度はImageJ

ソフトウェアで定量化した。  

ELISA：IL-1α、-1β、-6、およびTNF-α測定

用ELISAキットを購入した。  

統計：統計比較には、Student paired t-テ

ストが使用された。 

 
４．研究成果 

１． 低酸素による高密度培養下 RASF 増

殖の加速 

RASF を最初に、対数期増殖させるためにマイ

クロタイタープレートに低密度で培養した

ところ、正常酸素分圧(21%O2)でも低酸素(1%

の O2)でも増殖は同じだった。高密度で培養

したところ、正常分圧では増殖が止まって、

少ないチミジン取り込みとなった。しかし、

低酸素状態では、その増殖抑制が減衰してい

た。 これが線維芽細胞の一般的な特徴であ

るかどうかを検証するために、HDF は同じ状

態で培養したものの低酸素による細胞増殖

亢進は認められなかった。  

２．低酸素による増殖促進への IL-1 と TNF-_

の効果 

前項各条件における RASF 培養上清には検出

可能な IL-1_、IL-1_、および TNF-_は認めら

れなかった。 また、IL-1ra や抗 TNF_中和抗

体を培養液に加えても効果は変わらなかっ

た。従って、低酸素による増殖促進がこれら

のサイトカインによるものではない。一方、

IL-6 が RASF 増殖を抑制するという報告があ

る。しかし、正常酸素分圧と低酸素状態とで

高密度培養された RASF の培養上清も同じ程

度の IL-6 を含んでいた。 したがって、IL-6

は低酸素状態による増殖促進の原因ではな

かった。 

３．低酸素による CDKI p27kip1 発現の低下 

一般に、非形質転換細胞は高密度培養で接触

阻害により対数期細胞増殖に抑制がかかる。 

この接触阻害では、CDKI p16INK4a、p21Cip1、

p27Kip1 などの発現上昇が認められるが、発

現上昇する CDKI は細胞によって異なってい

る。そこで、低酸素が RASF の CDKI 発現にど

のような影響を与えているかを調べた。3 日

間、RASF を高密度で培養すると、p27Kip1 発

現はタンパク質レベルで上昇していた。

p16INK4aとp21Cip1タンパク質は上がらなか

った。 しかし、低酸素状態にすると高密度

培養による p27Kip1 発現の上昇が認められな

かった。もちろん、RASF を同じ期間、低密度

で培養しても p27Kip1 タンパク質レベル上昇

は認められなかった。p27Kip1mRNA 転写を見

るために定量的 PCR を行ったところ、タンパ

ク発現の変化は p27kip1mRNA 発現の変化に依

存しなかった。これは p27Kip1 タンパク質レ

ベルが主として転写後調節で制御されると

いう過去の事実と合致している。一方、HDF

を高密度で培養した場合は、低酸素状態でも

p27Kip1 タンパク質発現は上昇していた。 

４．低酸素による RASF 増殖の原因としての

N-カドヘリン発現の低下。 

カドヘリンは、細胞接着を認識して、細胞内

にシグナルを伝達する細胞表面分子群であ

る。 細胞表面の N-カドヘリンや E-カドヘリ

ンの相互作用は接触阻害による p27Kip1 タン

パク質の蓄積の原因となる場合があること

が知られている。また、最近、カドヘリン-11

が RASF に発現していて、RA 滑膜組織形成を

促すと報告された。そこで、正常酸素分圧下

で培養された RASF を調べたところ、E-カド

ヘリン発現はなく、N-カドヘリンとカドヘリ

ン-11 が発現していた。 低酸素状態で培養す

ると、カドヘリン-11 発現はそのままに N-カ

ドヘリン発現が抑えられた。定量的 PCR によ

れば、この減少は mRNA レベルで制御されて

いた。したがって、低酸素は N-カドヘリン発

現を抑制することによって高密度培養下の

RASF 増殖を促進していることが判明した。実



際、HDF ではこのような現象は認められなか

った。 

次に、抗 N-カドヘリン中和抗体を用いて、N-

カドヘリン同士の相互作用を阻害してみた。 

RASF を正常酸素分圧で高密度培養し、この抗

体を作用させると、あたかも低酸素分圧下で

培養したときのように増殖を促した。かつ、

この時、p27Kip1 タンパク質発現も低下して

いた。 
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信濃毎日 2008 年 1 月２６日夕刊の第２社会

面、四国新聞２７日朝刊の３面、東奥日報（青

森県）２７日朝刊の第３社会面 

抗がん剤使って関節リウマチ治療 東京医

歯大チームが開発 讀売新聞 2008 年 1 月 28

日 

落第抗がん剤、再チャレ成功 東京医歯大な
ど 朝日新聞 2008 年 1 月 28 日 社会面 
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