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研究成果の概要（和文）：申請者らは、関節炎における滑膜の増殖能について、アポトーシス（既報の代表例と
して、アポトーシス抑制因子であるサバイビンが挙げられる）やケモタキシスなどの視点からの解明、及び、炎
症との機能的関連性の解明を目指した。特にRNA-seqによる網羅的な遺伝子発現解析を行い、これまで明らかに
されていなかった因子の開発を目指した。炎症性サイトカインIL-1βによって刺激された滑膜線維芽細胞ではア
ポトーシス促進因子の遺伝子の発現低下が確認された。また、血液凝固第XIII因子によってアポトーシス抑制因
子やケモカイン遺伝子の発現亢進することも確認された。

研究成果の概要（英文）：The applicants aimed to elucidate the proliferative potential of synovium in
 arthritis from the viewpoint of apoptosis, chemotaxis and its functional relationship with 
inflammation. They aimed to develop previously unidentified factors by comprehensive gene expression
 analysis using RNA-seq. In synovial fibroblasts stimulated by the proinflammatory cytokine IL-1β, 
they found decreased gene expression of apoptosis-promoting factors. It was also confirmed that 
blood coagulation Factor XIII increased the expression of apoptosis inhibitory factor and chemokine 
genes.

研究分野：リウマチ学

キーワード： 関節リウマチ　炎症　細胞増殖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、関節リウマチ（RA）の病態の中心である関節滑膜・滑膜線維芽細胞について、病態の解明を目的とし
た研究である。RAにおける滑膜線維芽細胞の特徴として、炎症性サイトカインの産生能、及び、旺盛な増殖能が
挙げられる。本研究で得られた結果は、その病態を分子生物学的に説明することを可能にしており、炎症に伴う
滑膜増殖の分子メカニズムを表現することでRAの病態解明に寄与すると考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ(RA)は、骨・軟骨の破壊を伴う関節滑膜炎を特徴とする全身性の自己免疫疾患で
ある。本邦における有病率は 0.5～0.8%であり、現在でも治療を必要とする多くの患者が存在し
ている。近年、免疫抑制剤やサイトカイン阻害薬等を用いた有効な治療法が開発され、罹患患者
の生命予後や関節機能予後は改善を認めている。一方で、残念ながらこれらの治療では十分な改
善を認めない患者も 2割程度存在しているため、さらなる病態の解明、及び、新規治療法の開発
が望まれる。 
 RA の病因病態には現在でも未解明な部分が多い。RA における関節破壊は、滑膜炎・滑膜増
殖⇒軟骨損傷・関節裂隙狭小化⇒進行性骨破壊⇒関節強直の順に生じるとされる。破壊された関
節の変形はほぼ不可逆的と考えられるため、より早期の段階（滑膜炎・滑膜増殖⇒軟骨損傷）で
疾患の自然経過を修飾・改善できるよう病態の解明及び治療法の開発が期待される。 

RAの滑膜組織において、滑膜線維芽細胞（FLS）は中心的な役割を担うとされ、病的な形質
（異常増殖など）を獲得している場合が多い。特に RA由来の FLSでは旺盛な増殖能、サイト
カイン・ケモカインなどの炎症に関連する液性因子の産生能、軟骨分解酵素の産生能等を有する
ことが報告されている。 
 本研究では、FLSにおいてがん原遺伝子の一つである Survivinが過剰に発現していることか
ら着想を得て、FLS における増殖能について炎症と細胞周期ないしアポトーシスの観点から解
析を行った。また、FLSが炎症を増悪させるメカニズム、及び、軟骨損傷に寄与するメカニズム
についての解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 
（１）関節滑膜への遺伝子導入法に関する基礎的検討 
RA における軟骨障害は、関節内で増殖した FLS から分泌される軟骨基質分解酵素（コラーゲ
ン分解酵素（MMP等）・アグリカン分解酵素（ADAMTS等））によって生じる。また、軟骨細
胞自身が軟骨基質分解酵素を過剰に分泌することにより、さらなる軟骨の破壊を引き起こす。し
たがって、FLS（または滑膜）の増殖を抑制する、もしくは、軟骨細胞における軟骨基質分解酵
素の産生を低下させるなどのアプローチにより、軟骨の保護が可能となると想定される。本研究
では、WWP2（ADAMTS5 を抑制する機能を有する）に代表される軟骨保護因子について、関
節内の組織への遺伝子導入法の開発、及び、その問題点などを検討した。 
 
（２）滑膜増殖並びにアポトーシスの制御に関する検討 
申請者らの研究グループでは滑膜の増殖とアポトーシスや細胞周期の関連性をテーマに研究を
行ってきた。例えば、血小板由来成長因子（PDGF）により惹起されるサバイビンは FLS で多
量に発現しており、アポトーシスを抑制することで滑膜の増殖を促す。本研究では、強力な炎症
性サイトカインである IL-1βを用いて、増殖能との関連性を明らかにすることを目指した。 
 
（３）血液凝固第 XIII因子・Bサブユニットと滑膜の機能に関する検討 
申請者らの研究グループでは炎症性サイトカインの一種である IL-6についても検討を行ってき
た。抗 IL-6受容体抗体製剤投与中による血液凝固第 XIII因子の活性低下から着想を得て、滑膜
組織・FLSにおける血液凝固第 XIII因子の発現と機能について解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）試験管内でmRNAを人工的に合成し、初代培養 FLS、その培養株であるMH7A、及び、
軟骨細胞の培養株である ATDC5に導入を試みた。また、導入時の培養上清中の炎症性サイトカ
インの測定を行い、合成mRNAによって副次的に生じる可能性のある免疫応答について検討し
た。 
 
（２）滑膜組織内では液性因子によって滑膜の増殖が制御されていると考えられる。申請者らは、
次世代シーケンサー（RNA seq）を用いて、炎症に伴う FLSの遺伝子発現変動を網羅的に解析
し、細胞周期やアポトーシスと関連する因子の候補の抽出を行った。 
 
（３）FLSの培養上清中に血液凝固第 XIII因子が存在するかを検討した。また、初代培養 FLS
に血液凝固第 XIII因子を過剰発現させ、その機能を確認した。 
 
４．研究成果 
 
（１）蛍光蛋白である EGFP をコードした合成mRNA を in vitro で滑膜線維芽細胞に導入し



          

た。合成mRNA に N1-メチルシュードウリジン（m1ψ）が含まれている場合、含まれていない
場合と比較して、細胞における EGFP 発現量が多かった（図１）。また、サイトメトリックビー
ズアレイを用いて、in vitro でのmRNA 導入時における免疫応答を検討した。多くの因子は測
定感度以下であったが IL-6・TNF・CXCL10 は測定可能であり、N1-メチルシュードウリジン
が含まれている場合、これらの液性因子の濃度は低下していた（図２）。（論文掲載あり。Mokuda 
S, et al. Cytotechnology. 2022） 
 
図１ EGFP mRNA の細胞への導入                                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 合成 mRNA 導入による免疫応答 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）上記（１）の研究により遺伝子導入法に関する新たな知見を得ることができた。続いて、
治療標的となる遺伝子の開発が必要と考えらえた。そこで、炎症と滑膜組織増殖の関連性につい
て検討した。IL-1β刺激によって G0/G1 switch 2（G0S2、細胞周期促進因子の一種）遺伝子の
発現亢進や、BCL2 Binding Component 3（BBC3、アポトーシス促進因子の一種）遺伝子の発
現低下が確認された。今後も炎症性サイトカイン存在下での FLS増殖に重要な因子の検討を続
け、新規治療標的の開発につなげたい。（結果未発表） 
 
（３）その他の滑膜増殖に関連する新規治療標的の開発のため、血液凝固第 XIII因子（FXIII）
に着目した。FXIIIは、Aサブユニット(FXIII-A)と Bサブユニット(FXIII-B)で構成されるタ
ンパクであり、血液凝固カスケードの最終段階においてフィブリン分子間の架橋を促進する。こ
れまで、FXIII-A については血小板や単球/マクロファージから発現していることが報告されて
いるが、FXIII-Bの発現している細胞・臓器については不明な点が多い状態であった。これらの
問題点を明らかにするために、まず、データベース検索（プロテオミクス解析）を用いて、FXIII
の体内分布の確認を行った。FXIII-Aについては既報通りであったが、FXIII-Bは関節液中でも
っとも蛋白量が多いことが判明した。これらの結果から、滑膜組織では FXIII-B が産生されて
いると想定された。FLSの初代培養の培養上清を回収しWestern blottingを行った結果、分泌
された FXIII-Bが上清中に存在していることも確認することができた。FXIII-Bの FLSにおけ
る機能を明らかにするため、FLSに FXIII-Bを過剰発現させ、次世代シーケンシング解析（RNA-
seq）を行った。その結果，FXIII-Bは抗アポトーシス分子や IL-8を含むケモカイン遺伝子の発
現を亢進させることが明らかとなった（図３）。FXIII-B は滑膜の増殖や炎症の促進に関わる因
子である可能性が示唆された。（論文掲載あり。Watanabe H & Mokuda S, et al. Inflammation 
and Regeneration. 2023） 
 
図３ 合成 mRNA を用いて発現させた FXIII-B による標的遺伝子の発現変動（RT-qPCR） 
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