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研究成果の概要（和文）：(1) IL-1αの恒常的産生機構：IL-1αの恒常的産生には、HDAC1 の活

性低下とSp1 の活性増強が重要であった．(2) 性ホルモンによるIL-1 の作用調節：ヒト関節リ

ウマチ患者由来細胞株MH7Aにおいて、男性ホルモンは，ホルモン受容体依存的にIL-1α, TNFα
刺激による炎症性サイトカインの産生誘導をNF-κBを介して抑制した．(3) 化学物質による

IL-1 の発現制御

 

：タバコの煙抽出物は，ヒト関節リウマチ患者由来細胞からの炎症性サイトカ

インの産生を誘導するとともに，マウスにおける関節炎の発症，病態を増強した． 

 
研究成果の概要（英文）：(1) The mechanism of constitutive production of IL-1α：For the 
constitutive production  of  IL-1α in human melanoma cells down-regulation  of 
HDAC1 activity and up-regulation of Sp1 activity appeared to be important. 
(2) Regulation of IL-1 function by sex hormone: Dihydrotestosterone inhibited the 
proinflammatory cytokine production in human synovial fibroblast cells through hormone 
receptor-mediated down-regulation of NF-κB activity. (3) Regulation of IL-1 production by 
chemicals

 

: Cigarette smoke condensate induced proinflammatory cytokines from RA 
patient-derived synovial cells, and augmented the development of collagen-induced arthritis in 
mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 インターロイキン 1(IL-1)は､免疫､炎症､造

血､内分泌等の生体反応に重要な役割を果た

しているサイトカインである．IL-1 は、種々
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のケモカイン、IL-1、TNFα,IL-6 などの炎症

性サイトカインやシクロオキシゲナーゼ 2, 
プロスタグランジン E2,マトリックスメタロ

プロテアーゼ、NO 合成酵素、細胞接着因子

の産生や発現を誘導することから特に、急性、

慢性の炎症に中心的な役割を果している．   
 IL-1 の局所における持続的、恒常的な産生

は､関節リウマチ､痛風､糖尿病、アルツハイ

マー病、強皮症など多くの慢性炎症性疾患の

発症や病態に寄与している．また、IL-1 は細

胞の増殖も制御し、細胞により増殖促進，抑

制と相反する作用を示す．IL-1 は、血管内皮

細胞や線維芽細胞の老化因子でもある．また､

腫瘍細胞が恒常的に産生する IL-1 は､癌の

悪性化因子でもある． 
 IL-1 レセプター(IL-1R)には I 型と II 型が

あり､I 型 (IL-1RI)のみがシグナルを伝達す

る．従って､IL-1 の作用発現調節機構を明ら

かにすることは､IL-1 の生理的､病理的役割

を明らかにし､慢性炎症性疾患や癌の悪性化､

細胞の老化の原因を探り、病態を明らかにし、

治療法や予防法を開発する上で重要である． 
  
２．研究の目的 
 1. 恒常的なIL-1αの産生機構

2. 

：申請者達は、

IL-1 の増殖抑制作用に抵抗性を獲得したヒ

ト・メラノーマ細胞を得たところ、恒常的に

IL-1αを産生していた (Int.J.Cancer,1997)．
IL-1βの産生はなかった．解析の結果、IL-1α
によるNF-κΒ活性化を介したオートクライン

な増強作用を見いだした(CYTOKINE,1998)．
さらに、申請者達は、メラノーマ細胞におけ

るIL-1αの恒常的転写活性化にIL-1α遺伝子

上流のGC-boxに転写因子Sp1 とヒストンデ

アセチラーゼHDAC1 が結合することと

HDAC1 の活性低下が重要な役割を果たして

いることを見いだした (J.Leuk.Biol.,2007)．本
研究では、その機構を明らかにすることが目

的である． 
性ホルモンによるIL-1 の作用調節

 申請者達は、RA 患者由来線維芽細胞様滑

膜細胞やヒト滑膜細胞においてエストロゲ

ン E2(E2)がエストロゲンレセプターα(ERα)
を介して、 IL-1α遺伝子プロモーターの

GC-box 上で Sp1 と結合しているヒストンデ

アセチラーゼ 2(HDAC2)の分解を促し、

IL-1α産生を誘導することを見いだしている 
(J. Immunol., 2007)．さらに、男性ホルモン

は、逆に TNFα刺激による IL-1αの産生を抑

制すること(Biol. Pharm. Bull., 2007)，IL-1
刺激による IL-8 の産生も抑制することを見

いだしている．本研究では、男性ホルモンの

IL-1 刺激による IL-8 産生抑制機構を明らか

にする。 

：関節

リウマチ（RA）発症の原因として、関節の線

維芽細胞様滑膜細胞からのIL-1 の産生がRA
の発症に重要な役割を果たしていることが

明らかにされている．IL-1αは主にRAの発症

に、IL-1βはRAの進行に寄与する．RAは女性

に多い疾患であり(女:男=4:1)、性ホルモンの

関与が考えられているが、その機構は明らか

になっていない． 

3.化学物質によるIL-1の発現制御

 

：線維芽細

胞様滑膜細胞からのIL-1 の産生は関節リウ

マチ(RA)の発症や進行に重要な役割を果し

ていることが明らかにされている．申請者達

は、ダイオキシンやベンツピレンなどの多環

芳香族炭化水素化合物(PAHs)が、RA患者由

来線維芽細胞様滑膜細胞からIL-1αやIL-1β
の 産 生 を誘 導 する こと を 見い だ した

(Biol.Pharm.Bull.,2004)．興味深いことに、

RAは、骨、文献、絵画等の研究により、西欧

では 17 世紀まで存在せず、その理由は医学

歴史上大きな謎とされていることが分った．

一方、タバコはアメリカ大陸から西欧にもた

らされ、タバコは疫学的に証明されたRAの唯

一の環境危険因子である．さらに、申請者達

は、PAHsを多量に含むタバコの煙抽出物は、

主流煙、副流煙ともに、IL-1 発現誘導作用を

示すことを見いだした（論文投稿中）．本研

究では、PAHsやタバコの成分によるIL-1 誘

導機構を明らかにするとともに、動物実験に

よって、タバコの煙抽出物がRAの発症に寄与

することを明らかにする． 

３．研究の方法 
(1) 細胞培養：RPMI1640 培地に非動化した

FBS を添加して各種細胞を培養した． 
サイトカイン mRNA:Real time PCR 法によ

り mRNA の発現レベルを定量した． 
(2) サイトカイン測定：培養上清中のサイト

カイン量は市販のキットを用いて ELISA 法

により測定した． 
(3) Western blotting:各因子に対する抗体を

用いて行った． 
(4) タバコの煙抽出物： チヤコールフィルタ

ーのついたタバコからガラスチヤンバー装

置を用い、主流煙、副流煙をそれぞれグラス

フィルターにトラップして集め、ベンゼン・

エタノール(1/3)溶液で抽出，乾固し，エタ

ノールに溶かして原液として実験に用いた． 

(5) 動物実験：DBA1/J マウス雄を用い、初回

免疫時、ウシⅡ型コラーゲン、マイコバクテ

リア、Complete Freund Adjuvantに polymyxin 

Bを 0.4mg/mlになるように加え懸濁させ、マ

ウスの四肢の付け根に皮内投与した．3 週間



 

 

後、Ⅱ型コラーゲンを腹腔内投与し、誘導さ

れる関節炎の重症度をスコア化した． 

４．研究成果 

 

1. 

本研究で検討した結果、HDAC1 の活性は非

産生株が強く、Sp1 の活性は産生株が強かっ

た．HDAC1 の過剰発現は産生株における

IL-1αのプロモーター活性や IL-1αの産生を

抑制し、HDAC 阻害剤は非産生株からの

IL-1αの産生を誘導した。しかし、両細胞間

で、Sp1 の発現量、Sp1 のリン酸化，Sp1 と

HDAC1 との結合量に差は見られなかった．

また，産生，非産生株間の HDAC1 の遺伝子

に変異は見られなかった． 

恒常的なIL-1αの産生機構 

従って，IL-1恒常的産生株の HDAC1の活性

低下の原因は、タンパク修飾や HDAC1の変異

ではなく、タンパク複合体の形成能あるいは

構成している成分の違いによる可能性が示

唆された．本研究は，IL-1を恒常的に産生す

る疾患やがんの悪性化の解明に寄与すると

思われる． 

 
2. 

ヒト関節リウマチ患者由来細胞株 MH7A
を用い、男性ホルモン DHT の IL-1α, TNFα
刺激による炎症性サイトカインの産生誘導

に及ぼす影響を調べたところ、DHT はアン

ドロジエン受容体依存的に IL-1β, IL-6, IL-8
の産生を抑制した．さらに、IL-8 遺伝子プロ

モーターのレポータープラスミドを用いた

結果、NF-κB 結合部位が重要であること、

NF-κB の活性化がアンドロジェンレセプタ

ー(AR)依存的に DHT により抑制されること、

プライマリー滑膜細胞内の AR の発現量には

差があることから、DHT の効果発現には滑

膜細胞内の AR 発現量が重要であることが明

らかになった．以上の結果は，関節リウマチ

の発症が男性に多い機構の解明につながる

ものである． 

性ホルモンによるIL-1の作用調節 

 

3.

滑膜細胞を用いての解析：タバコの煙抽出物

CSC は、主流煙、副流煙共に、ヒト関節リウ

マチ患者由来細胞株 MH7A や RA 患者由来線

維芽細胞様滑膜細胞からの炎症性サイトカ

イン、IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 の mRNA,タ
ンパクの発現を誘導した．しかし、肺上皮細

胞株肺胞上皮癌株 A549、肺線維芽細胞株

MRC5、変形性関節症患者由来線維芽細胞様

滑膜細胞では IL-1β mRNAの誘導はほとん

ど認められなかった．MH7A 細胞においては

CSC 刺激により NF-κB と AP-1 の活性化が

誘導されたが，肺線維芽細胞株においては，

NF-κB の活性化は誘導されたが，AP-1 活性

化はあまりみられなかった．従って，CSC に

よる MH7A 細胞と肺線維芽細胞における

IL-1βmRNA の誘導の違いは AP-1 活性化に

よるものと考えられた．また，主流煙抽出物

CSC を分画したところ，MH7A 細胞におい

て IL-1βmRNA を誘導する活性の多くは

pH9 では水層に，pH6 ではエーテル層に見出

された． 

化学物質によるIL-1の発現制御 

動物における関節炎発症：主流煙 CSC を

コラーゲンとともにDBA1/Jマウスに投与す

ると、コラーゲン誘導性関節炎の発症が用量

依存的に増強された．同様な増強作用は副流

煙でも認められた．さらに、主流煙と副流煙

をコラーゲンで免疫する 1日前に腹腔内投与

した場合でも関節炎発症の増強効果が認め

られた. 従って，CSC の増強作用は全身的な

ものであることが明らかになった．さらに，

より喫煙に近い条件を想定し，CSC を一次免

疫 7 日前と１日前に鼻腔内に投与しても，同

様に関節炎発症の増強効果が認められた．鼻

腔内投与は，一次免疫１日前の一回投与でも

有効であった．また，CSC 中の活性物質は，

ニコチンとは異なること，pH13 では水層に，

pH9 ではエーテル層に分画されることを明

らかにした． DBA1/J マウスは多環芳香族炭

化水素に抵抗性であることから，活性物質は

多環芳香族炭化水素とは異なるものである

ことが示唆された．本研究は，関節リウマチ

の発症，増悪に喫煙が関与することを実験的

に支持する世界で初の研究成果である．                      
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