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研究成果の概要（和文）： 
転写やエピジェネティクス制御によるイオンチャネルの発現変化は、疾病の進展・進展に関与
する。そこでヒト滑膜細胞（SC）におけるα7 型アセチルコリン受容体チャネル（α7)の発現
制御について検討した。リウマチ患者および非患者由来 SC（NRSC）で、α7 の mRNA 発現を
比較すると、その発現は NRSC で低く、そのプロモーターはメチル化されていた。またメチル
化の阻害は NRSC で α7 の発現を上昇させた。α7 プロモーターの非メチル化がリウマチ症の進
展に関与する可能性が高い。 
研究成果の概要（英文）： 
Change of ion channel expression by transcriptional and epigenetical modulation plays 

a pivotal role in development of human diseases. We thus investigated regulation of 

expression of a non-selective cation channel, nicotinic ACh receptor α7 (nAChRα7) in 

human synovial fibroblasts (HSFs). Analysis of expression of nAChRα7 mRNA 

transcripts between HSFs with or without rheumatoid arthritis (RA) revealed that 

nAChRα7 was lower in normal HSFs. Promoter of nAChRα7 gene was methylated only 

in normal HSFs. The expression of nAChRα7 mRNA transcripts was increased when 

the methylation was inhibited by treatment of normal HSFs with 5-aza-CdR. In HFSs 

with RA, expression of nAChRα7 is increased due to inhibition of methylation of 

nAChRα7 gene. 
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オン輸送制御に中心的な役割を演じ、生体の

恒常性維持に深く関与する。そのためイオン

チャネルの不全は、不整脈や高血圧、てんか

んなどの疾患の発症や進展に関与すること

が明らかになっている。また最近では、疼痛

の発生、細胞増殖制御や免疫機構の一部にも

イオンチャネルの関与が示唆され、イオンチ

ャネルの機能解析や発現解析が精力的に行

われてきた。とくにカルシウム（Ca2+）を透

過させるカチオンチャネルは、Ca2+が極めて

重要な細胞内情報分子のひとつであること

から、国内外で解析が進められ、transient 

receptor potential（TRP）遺伝子がその分

子実体となることも明らかになりつつある。

最近、こうしたイオンチャネルについて、電

気生理学的性質は不変であるが、その発現が

大きく変化することで細胞の情報伝達系が

変化し、細胞の性質が変わることが明らかに

なってきた。とくに細胞内 Ca2+濃度を変化さ

せ、細胞情報伝達系に影響を与えるカチオン

チャネルの発現変化と細胞機能の連関が注

目され、一部の疾患や疾病の発症や進展に関

与する可能性が指摘されている。たとえば、

血管平滑筋の形質変化により、種々のイオン

チャネルの発現が変化することが報告され

ており、この発現変化が血管肥厚時の細胞増

殖に関与する可能性が指摘されている。また

血管内皮のカチオンチャネルの異常が癌転

移の際の血管新生に一部関与する可能性も

ある。しかし、カチオンチャネルをはじめイ

オンチャネルの発現制御メカニズムの詳細

はほとんど明らかになっていない。一部のイ

オンチャネルについては、国内外においてそ

の転写を制御する転写因子が明らかになっ

ているが、イオンチャネル遺伝子プロモータ

ーにおける転写因子の結合部位や他の転写

調節因子との相互作用など、遺伝子レベルで

の転写調節の解析はほとんど行われていな

い。さらにイオンチャネルのゲノム DNA のメ

チル化状態の詳細情報やヒストンのメチル

化、アセチル化によるイオンチャネル遺伝子

の発現調節など、イオンチャネル遺伝子のエ

ピジェネティク修飾については解析が手つ

かずの状態である。 

２．研究の目的 

 本研究では、血管平滑筋や内皮に発現する

カチオンチャネルの転写調節やエピジェネ

ティク修飾について明らかにし、その発現調

節機構を基に、血管肥厚抑制薬や血管新生制

御薬などの開発に繋げることを目的とする。 
３．研究の方法 

細胞培養：Cell Applications より入手した

リウマチ患者由来滑膜細胞及び正常滑膜細

胞は、滑膜細胞増殖培地にペニシリン G、ス

トレプトマイシン及び 10%非働化 FBS を加え

て、5%CO2存在下 37oC で培養した。 

RNA 抽出と逆転写酵素反応：AGPC 法により

total RNA を抽出し、標準のプロトコールに

より逆転写反応を行った。 

定量的 PCR 法：定量的 PCR 法は SYBR Green

を用いたインターカレーター法により検討

した。β-actin を内部標準として使用し、各

遺伝子の発現を相対値で表した。使用したヒ

トα7型ニコチン性アセチルコリン受容体プ

ラ イ マ ー 配 列 は 

(5’–CCTTGGCACATCCGTACCA- 

3’,5’–CTTTCCAGGCAGTGGGCTAA- 

3’,β-actin(5’–TGGCACCCAGCACAATGAA- 

3’,5’–CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA- 3’)。 

DNA のメチル化解析：細胞から染色体 DNA を

抽出し、標準のプロトコールに従ってバイサ

ルファイト処理を行った。メチル化配列特異

的プライマーによりα7型ニコチン性アセチ

ルコリン受容体プロモーターの DNAメチル化

を 解 析 し た 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 

(5’–GTGTTCGGAGCGTATTTAGC- 3’, 5 ’ –

TCTCCACGTAACGAACCC- 3’）。 



 

 

４．研究成果 

 リウマチ患者由来滑膜細胞および正常滑

膜細胞細胞においてα7型ニコチン性アセチ

ルコリン受容体の mRNA 発現を比較したとこ

ろ、リウマチ患者由来滑膜細胞において、α7

型ニコチン性アセチルコリン受容体が 20 倍

以 上 高 発 現 し て い た 。

 
 図 1.α7型ニコチン性アセチルコリン受容
体（ヒト）のプロモーターにおけるCpG island
（ピンク）. ヒト α7型ニコチン性アセチル
コリン受容体のプロモーターにはメチル化
修飾をうけやすい CpG island が 2 カ所存在
する. 

 

 図 1 に示すように、α7 型ニコチン性アセ

チルコリン受容体のプロモーターには、エピ

ジェネティクス制御のひとつであるメチル

化修飾が起きやすい CpG island 部位が存在

する。そこで α7型ニコチン性アセチルコリ

ン受容体のプロモーター部位のメチル化に

ついて検討した。リウマチ患者由来滑膜細胞

および正常滑膜細胞細胞からゲノム遺伝子

を取得し、バイサルファイト法によりα7型

ニコチン性アセチルコリン受容体のプロモ

ーター部位のメチル化を解析した。その結果、

図 2に示すように、正常滑膜細胞のみα7型

ニコチン性アセチルコリン受容体のプロモ

ーターがメチル化されていることが明らか

となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. α7 型ニコチン性アセチルコリン受容

体のプロモーター部位のメチル化．滑膜細胞
（正常およびリウマチ患者由来）における
α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体のメ
チル化をバイサルファイト法で検討した.矢
印はメチル化された遺伝子の存在を示すバ
ンド. 
 

 次に薬理学的試薬を用いて、滑膜細胞遺伝

子のメチル化とα7型ニコチン性アセチルコ

リン受容体の発現変化を検討した。図 3では、

図 2で確認されたα7型ニコチン性アセチル

コリン受容体プロモーターのメチル化が受

容体遺伝子の発現を変化させるか否か、正常

滑膜細胞をメチル化阻害剤の 5-aza-CdR（2.5

μM）で 24 時間処理して、遺伝子発現解析実

験を行った。またエピジェネティクス機構の

一つであるヒストンのアセチル化の関与に

ついても、ヒストンの脱アセチル化酵素

（HDAC）阻害剤（TSA（200nM））を用いて α7

型ニコチン性アセチルコリン受容体の発現

変化を検討した。図 3に示すように、正常滑

膜細胞プロモーターのメチル化を阻害する

と、α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体

の遺伝子発現が約 2 倍に増加した。しかし

HDACを阻害してもα7型ニコチン性アセチル

コリン受容体遺伝子の発現は変化しなかっ

た。さらにα7型ニコチン性アセチルコリン

受容体遺伝子の発現上昇に対するメチル化

阻害薬の効果は、HDAC を阻害しても変化しな

かった（図 3, ++）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．α7 型ニコチン性アセチルコリン受容
体発現に対するメチル化阻害剤（5-aza-CdR）
および脱アセチル化阻害剤（TSA）の効果.滑
膜細胞（正常）を 24 時間 5-aza-CdR あるい

 



 

 

は TSA で処理し、α7 型ニコチン性アセチル
コリン受容体発現を定量的 PCR法で比較した. 
未処理の受容体発現量（--）を１として表し
た. 

 遺伝子の化学修飾がタンパク質発現を変

えることで様々な疾病の発症につながる可

能性が指摘されている。これらの遺伝子では、

今回検討した Ca 透過性のイオンチャネル遺

伝子と同じく（図 1）、プロモーター領域に化

学修飾の標的となる CpG island をもつもの

が多い。一般に、この CpG island がメチル

化されると、遺伝子の転写活性が減少すると

考えられている。今回、リウマチ患者由来滑

膜細胞においてα7型ニコチン性アセチルコ

リン受容体が高発現していることが明らか

となった（論文準備中）。また α7 型ニコチ

ン性アセチルコリン受容体にはメチル化の

標的となる CpG island が存在し、このため

正常滑膜細胞においてα7型ニコチン性アセ

チルコリン受容体遺伝子のプロモーターが

メチル化されていると予測したが、事実、正

常滑膜細胞でのみプロモーター部位のメチ

ル化が観察された（図２）。さらにメチル化

の阻害は正常滑膜細胞のα7型ニコチン性ア

セチルコリン受容体の遺伝子発現を増加さ

せた。これらのことから、正常滑膜細胞では、

α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体遺伝

子の転写がプロモーター部位のメチル化に

より抑制されていると考えられる。 

α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体はお

もに 5量体モノマーでイオンチャネルを形成

し、滑膜細胞では炎症反応に関与することが

報告されている。今後、滑膜細胞における α7

型ニコチン性アセチルコリン受容体量が転

写だけでなく、mRNA の安定性や受容体の分解

などでも制御されている可能性を検討する

必要がある。 
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