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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)の治療はこの10年で劇的に進歩し強力かつ積極的な治療介入によ
り、寛解をめざすことが可能になってきた。しかしいずれの薬物治療にも反応しない薬剤耐性難治性患者が存在
する。我々は、RAの病態形成にグリオスタチンが密接に関与していることを初めて見いだした。本研究ではこの
グリオスタチンが治療標的たりうることを明らかにした。RA由来滑膜細胞を用いて分子生物学的手法によりグリ
オスタチンによる関節破壊機序とその抑制機構を解析した。

研究成果の概要（英文）：Treatment of rheumatoid arthritis (RA) has advanced dramatically in the last
 decade, and it has become possible to aim for remission through strong treatment intervention such 
as biological and targeted anti-rheumatic drugs. However, there are drug-resistant patients who do 
not respond to any drug treatment. We have reported for the first time that gliostatin is closely 
involved in the pathogenesis of RA. In this study, we clarified that this gliostatin can be 
therapeutically targeted. The mechanism of joint destruction by gliostatin and its suppression 
mechanism were analyzed by molecular biological method using fibroblast-like synoviocytes derived 
from patients with RA

研究分野：整形外科
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1. 研究開始当初の背景 
  グリオスタチンは thymidine 

phosphorylase (TP) 活性をもち、in vivo、in vitro

において血管新生作用を有している。またラ

ット大脳皮質のグリア細胞に対しては増殖

阻害作用を、 皮質ニューロンに対しては神

経突起伸長および生存維持活性をもってい

る。TPは thymidineを thymineと

deoxyribose-1-phosphateへと代謝するがこの

酵素活性のみからグリオスタチンのもつ多

彩な生物学的作用を説明することはできな

い。申請者らは、関節リウマチ (RA)の発症

に、グリオスタチンが密接に関与しているこ

とを初めて見いだした。すなわち、RA患者

の関節液中には高濃度にグリオスタチンが

存在し、血清グリオスタチン濃度は RAの病

勢も反映している。ウサギを用いた in vivoの

実験系にて、グリオスタチンの関節内投与に

より RA様の慢性滑膜炎と関節軟骨破壊が惹

起されることを確かめた。RA由来の培養滑

膜細胞をグリオスタチンにて刺激すると血

管新生作用をもつ蛋白質の遺伝子群の発現

が誘導され、血管新生抑制作用をもつ蛋白質

の遺伝子群の発現が抑制された。また炎症性

サイトカインネットワークの上流のサイト

カインである tumor necrosis factor (TNF)-、 

interleukin (IL)-1によりグリオスタチンが誘

導されることを明らかにした。さらにグリオ

スタチンは滑膜細胞に作用し、軟骨基質を破

壊する matrix metaloproteinases (MMP)-3の発

現を増強することを報告した。以上のように

グリオスタチンは RAの関節破壊に強い影響

を及ぼすことが示唆される。 

 

２．研究の目的 

関節リウマチ(RA)の治療はこの 10年で劇的

に進歩した。早期診断し、発症早期からの強

力かつ積極的な治療介入により、寛解をめざ

すことが可能になってきた。しかしいずれの

薬物治療にも反応しない薬剤耐性難治性患

者や炎症が鎮静化されたにもかかわらず骨

びらんの進行がみられる患者が存在する。

我々は、RAの病態形成にグリオスタチンが

密接に関与していることを初めて見いだし

た。本研究ではこのグリオスタチンを標的と

した RAの新規治療を開発し、関節破壊を防

止する治療を確立することを最終目標とし

ている。 

 
３．研究の方法 
RA患者由来の滑膜培養細胞を用いて、グリ

オスタチン刺激応答と、グリオスタチン産生

を指標とした TNF-など炎症性サイトカイ

ンの誘導能を検討した。グリオスタチンには

autocrine作用があり、これにより RA病態の

慢性化、炎症の持続性が生じると考えられる。

予備実験にて、この誘導は calcineurin inhibitor

である FK506によって抑制されることを確

認している。グリオスタチンの promoterには

Sp-1 結合部位が７つあり、Sp-1阻害による

グリオスタチン産生阻害も試みた。グリオス

タチンの promoterを組み込んだ luciferase 

assay vectorを構築し、そこでグリオスタチン

産生がいかなるシグナル伝達を介している

のかをさらに解析した。効率のよいグリオス

タチン抑制因子を探索する。グリオスタチン

RNA干渉を用いた実験によりグリオスタチ

ン産生抑制の波及効果を明らかにする。 

 

４．研究成果 

平成26年度には(1) 組換え型グリオスタチン

の精製 (2) 滑膜培養細胞の継代培養 (3) 滑

膜細胞でのグリオスタチン産生における

NF-κBシグナル伝達経路の検討の3点を目標

とした。グリオスタチン cDNAを組み込んだ

発現ベクター(pET-His)を E. Coliにトランス

フェクトし、グリオスタチン組換体を調製し

た。精製した組換体はAffi-Prep Polymyxin Bに

てlipopolysaccharideを除去した。本研究に必要

な充分量のグリオスタチンを精製することが

できた。人工膝関節置換術のさいに患者の承



諾を得て採取した滑膜を培養し、3代から6代

継代した。この滑膜培養細胞を安定的に維持

し、in vitroの実験系に供することができた。

本細胞は抗vimentin抗体、抗CD14抗体、抗

von Willbrand factor抗体による免疫細胞染

色により99% 線維芽細胞であることを確認

した(図１a. 抗vimentin抗体、抗CD14抗体に

よる二重免疫細胞染色、b. 抗vimentin抗体、

抗von Willbrand factor抗体による二重免疫

細胞染色)。 

  

(図1. a)              (図1. b) 

滑膜培養細胞におけるグリオスタチン産生は

TNF-αによって誘導されることからNF- κBシ

グナル伝達経路の関与が示唆された。そこで

NF-κB阻害剤(dexamethasone、aspirinなど)を用

いた実験系を構築した。グリオスタチン産生

は抑制されたが、さらに詳細に検討するため

NF-κB阻害剤の選択を再考すべきと考えた。

Cycloheximide前処理をした後TNF-α刺激する

ことによりグリオスタチン mRNAの誘導が

完全に押さえられたことから、TNF-αによる

グリオスタチン蛋白の誘導には何らかのタン

パク質を介していると考えられた(図2)。

 

(図2) 

平成27年度にはグリオスタチのプロモーター

を組み込んだluciferase assay vectorを作製

し、炎症性サイトカイン刺激によるグリオス

タチン発現の転写調節活性部位を特定した。

予備実験ではSp-１結合部位が重要であるこ

とが示唆されている。Sp-１阻害剤の一つであ

るmithramycinによりluciferase活性が高度

に減弱することが確認できた。 

平成28年度には滑膜培養細胞ではグリオスタ

チンはautocrine 作用を有しているが、

mithramycinによってこのautocrine 作用が

著明に抑制された (図3a. mRNAレベル、図

3b. タンパク質レベル)。 

 

(図3a) 

 

(図3b) 

さらに興味深いことにグリオスタチンは

MMP-3のみならず、MMP-1, 13の発現も誘導

し、それらの誘導が全てmithramycinによっ

て抑制されることが明らかとなった(図4a, b, 

c)。 



 

(図4a) 

 

 

 

(図4b) 

 

(図4c) 

グリオスタチンautocrine作用の連鎖を断ち切

る因子の一つが明らかとなり、その因子によ

って、骨軟骨破壊に深い関連のあるMMP群が

抑制された。生物学的製剤不応RA症例の病態

抑制に迫れる可能性が示唆された。 
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