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研究成果の概要（和文）：我々は E3 ユビキチン化酵素 Synoviolin を発見し関節リウマチ(RA) 

滑膜細胞過増殖という病態に関与するというモデルを提唱してきた。一方、シトルリン化酵素

が RA 病因遺伝子として同定され RA におけるシトルリン化修飾が注目されている。本研究で

は転写後修飾という共通性に着目しユビキチン化とシトルリン化修飾の相互作用の検討を行

った。「シノビオリンの強発現による不良タンパク質の分解を介して、最終的には小胞体スト

レスが軽減し細胞増殖および分泌が活性化される」という仮説と合致することが明らかとなっ

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic inflammatory joint disease and characterized 
by synovial hyperplasia. We previously cloned E3 ubiquitin ligase, Synoviolin, as a 
regulatory factor of cell proliferation and suggested that endoplasmic reticulum (ER) 
associated degradation system via Synoviolin has important roles for overgrowth of 
synoviocytes. Meanwhile, Peptidyl-Arginine Deiminases 4 (PADI4) is identified as the 
RA-susceptible gene. However functions of citrulinated proteins with PADI are unclear. 
In this study, I hypothesize that the accumulation of citrullinated proteins in RA 
synoviocytes could associate for ER stress and explore the crosstalk of ubiquitination 
and citrullination. 
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１．研究開始当初の背景 
RA は関節腔内で炎症、滑膜細胞の増殖およ
びこれらに伴う関節破壊といった病態を示

し、四肢の自由を奪い運動性の低下を招く運
動器疾患である。RA は高齢化の進む現代に
おいて医療・社会経済の面からも非常に重要
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な問題であると考えられる。RA における炎
症という側面については炎症細胞やサイト
カインなど広く解析されてきた。一方、病態
の中心と考えられる滑膜細胞の増殖機構に
ついては詳しく解明されていなかった。 
そこで我々は滑膜細胞増殖の調節機序、さら
には滑膜細胞自体の細胞生物学的性状に関
して明らかにすることを目指して研究を進
めてきた。まず滑膜細胞における遺伝子発現
制御について解析を行い、転写統合因子 CBP 
を介した転写活性化およびアセチル化によ
る滑膜細胞増殖の調節メカニズムを報告し
た。さらに、滑膜細胞に発現する分子群を網
羅的にスクリーニングし滑膜細胞の増殖に
関与する因子として Synoviolin を得た 
(HUGO GenBank ID: AB024690)。Synoviolin は
小胞体ストレス  (Endoplasmic reticulum 
associated degradation; ERAD) で機能する 
E3 ユビキチン化酵素であり、蓄積した不良
タンパク質の分解およびユビキチン化修飾
によりシグナル伝達を調節することが明ら
かになった。我々は Synoviolin について 
① 遺伝子改変動物を用いた実験により 
Synoviolin の過剰発現は関節炎の発症率を
上昇させ、逆に Synoviolin 遺伝子へテロ欠
損マウスは関節炎モデルに対し抵抗性を示
す ② ユビキチン化酵素活性依存的に、小
胞体ストレスによって誘導されるアポトー
シスに対して抵抗性を示す ③ Synoviolin 
欠損マウスのプロテオーム解析から、ガン抑
制遺伝子 p53 を介した細胞増殖調節に関与
する ④ コラーゲンタンパク質の発現制御
と繊維化に関与するということを明らかに
してきた。一方、 RA の滑膜組織においてシ
トルリン化修飾されたタンパク質が増加し
ていることが知られていた。かつ、RA にお
いてシトルリン化された因子が抗原として
認識され抗シトルリン化タンパク質自己抗
体が産生されていることから、すでに臨床の
場で診断マーカとして利用されている。近年、
理研・東大の大規模な SNPs 解析にてシトル
リン化酵素 PADI4 遺伝子に多型があり、RA 
に多く認められる PADI4 の遺伝子は mRNA 
の安定化により滑膜組織において発現量が
増加していることが報告された。これらのこ
とから PADI4 の増加によるシトルリン化タ
ンパク質の増加が RA の発症に深く関与し
ているのではないかと推察されている。シト
ルリン化の分子レベルでの機能としてアル
ギニン残基の電荷がなくなるため結合因子、
構造に変化をもたらすと考えられ、その例と
して PADI4 によるシトルリン化によりヒス
トンを脱メチル化し転写を抑制することが
報告されている。しかし滑膜細胞におけるシ
トルリン化修飾された因子の作用機序や研
究題症者はそれらの関連を検証し PADI4 の
増加により細胞内タンパク質のユビキチン

化が抑制されることを発見したが、その意義
はまだ不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究計画で RA 滑膜細胞で RA の発症に
深く寄与するとされさらにタンパク質修飾
に関与する 2 因子、  Synoviolin による 
ERAD の活性化と PADI4 のタンパク質の増加
によるシトルリン化タンパク質の蓄積のク
ロストークについて解析を行う。PADI4 によ
るユビキチン化の抑制とそれぞれのシグナ
ル経路に共通に含まれる p53 に注目して、
滑膜細胞増殖における Synoviolin、PADI4 
の機能を分子・細胞レベルで明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)PADI 発現によるユビキチン化への影響 
PADI4 タンパク質の増加、シトルリン化タ

ンパク質の蓄積がユビキチン化につながる
か、小胞体ストレスに応答するプロモーター
をつなげたレポーター遺伝子 (ERSE-Luc) 
を用いてレポーターアッセイを行う。また酵
素活性の欠損した変異体を用いて、重要性を
確認する。 
(2) PADI4 の Synoviolin 発現調節への関与
の検討 
 PADI4 によるユビキチン化の抑制が 
Synoviolin の量によるものかどうかを検討
する。PADI4 を強発現し発現量の変化を確認
する。 
(3) p53 標的遺伝子の転写活性化への PADI4 
の関与 
 PADI4 はヒストンのシトルリン化により 
p21や WAF1 などアポトーシスにかかわる
p53 の標的遺伝子の転写活性化を抑制する。
そこで p21 を用いて滑膜細胞においても 
PADI4 が p53標的遺伝子の転写を調節して
いるかどうか検討する。PADI4 とともに p21 
プロモーターをつないだレポーター遺伝子
を滑膜細胞に導入し転写活性化に対する効
果を調べる。 
 
４．研究成果 
PADI4 によるユビキチン化への影響を検

討した結果、PADI4 によりユビキチン化は抑
制された。そこに酵素活性が低下した変異体
を導入したところ野生型に比べユビキチン
化の抑制されない傾向が認められた。細胞内
においてシトルリン化酵素活性依存的にユ
ビキチン化を抑制することを明らかにした。
細 胞 内 に お け る  PADI4 強 発 現 の 
SYnoviolin の発現量への影響を検討したと
ころ変化は認められなかった。また p53 お
よび ERAD 関連プロモーター (ERSE) を用
いて転写への影響を検討したところ、PADI4 



 

 

によるシトルリン化が転写調節に関与し 
ERSE の転写を抑制することが示唆された。
以上の結果から、シトルリン化が細胞内タン
パク質のユビキチン化を抑制し、これはあた
かも小胞体ストレスが軽減した状態である
のではないかと考えられた。これらのことは、
RA においてシノビオリンの強発現により不
良タンパク質の分解が促進することにより
最終的には小胞体ストレスが軽減し細胞増
殖および分泌が活性化されるという我々の
提唱したモデルと一致することが示唆され
た。 
さらに我々は Synoviolin によるユビキ

チン化に関して組織の線維化に同分子が重
要であることを発見した。線維化の病態の解
析のため肝硬変モデルを用い、線維化の中心
である線維芽細胞にシノビオリンが強発現
し、Synoviolin 遺伝子へテロマウスは肝線
維化に抵抗性を示すことを明らかにした。さ
らに詳細な機能解析により Synoviolin が
線維化の直接的な原因因子である細胞外マ
トリックスの 1 つ、コラーゲンタンパク質
の発現・成熟に重要であり、その制御には 
Synoviolin のユビキチン化酵素活性が必要
であることを報告した (図)。RA は滑膜増殖、
免疫応答、組織破壊、組織線維化といった多
段階の症状を示す。これらの結果から 
Synoviolin によるユビキチン化制御は滑膜
増殖だけでなく RA の最終像である線維化
においても重要であり、Synoviolin は RA 
の多様な病態へと関与しているとることが
示唆された。 

以上のように Synoviolin のユビキチン
化酵素活性が RA の病因・病態に深く関与し
ていることを明らかにした。さらに我々は 
Synoviolin が RA 治療法の標的となり得る
と考え、Synoviolin ユビキチン化酵素活性
阻害剤を探索し Synoviolin 選択的、非選択
的に作用する低分子化合物を得た。実際に同
化合物が RA 発症の制御が可能かを検討し
た。同化合物は μM の濃度で滑膜細胞の
増殖を抑制することが明らかになった。
また、これらの化合物が関節炎の発症に対し

て抑制的な効果を示すかを検討するため、野
生型マウスに II 型コラーゲンを注射しコ
ラーゲン関節炎モデルマウスを作製し、そこ
に同化合物を連日投与した。その結果、
Synoviolin 酵素阻害剤を投与した個体では
関節炎の重症度が抑制されることが明らか
になった。現在化合物は米国の企業との共同
研究によりさらなる最適化を進めている。以
上のことから Synoviolin ユビキチン化阻
害剤は RA の治療法の開発に対して異議があ
るもの期待される。またシトルリン化酵素は 
RA だけでなくガンや神経変性疾患に関与す
ることが報告されていることから、RA だけ
でなく PADI およびシトルリン化に関連する
様々疾患に対する治療に結びつく可能性が
期待される。 
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