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【は しがき】

関節 リウマチ(RA)は 関節 滑膜 を病 変の 主座 とす る原 因不明 の慢性 炎症 性疾 患

で あ り、持続 的な滑膜 炎 に よ って 関節 破 壊か ら関節 変形 を きたす疾患 で あ る。滑

膜炎は滑膜 細胞増 殖 と炎症性細胞 浸潤 ・血管新生 な どを特徴 と し、tumornecrosis

factor(TNF)一 αな ど炎症 性サ イ トカ イ ンによ って惹起 され て い る ことが報 告 され

て いる。さ らに、 これ ら病 態形成 に重要 な転写 因子 と してNF-xBの 関与 が言 われ

て いる。従 って、NF-xBの 活性 化の制御 はRA治 療 に直結 して いる と考 え られ る。

麗F-KBは その抑制分 子 であ るIx6フ ァ ミリ0に よ って不活化 され細胞質 に止 ま っ

て いる。様 々な外 来刺激 に よってIKBが 分解 され 、遊離 したNF-xBは 核 内へ移 行

す る ことに よって標 的遺 伝 子の プ ロモー ター に結 合す る ことで作 用 を発 揮 してい

る。IxBの 中で も研究者 らが発見 した1κBβ2蛋 白はIKBβ のア イ ソフォー ムの 一つ

であ り、他のIxBに 比較 して非 常 に非分 解性蛋 白であ り、様 々な刺激 に よって細

胞内のIKBβ2量 が変化 しな い ことか ら、 内在性のIKBβ2量 によ ってNF-xBの 活性

化度が異 な ることを報 告 して きた。

そ こで、本研究 は、

1)各 疾 患におけるIx6フ ァ ミリー の機能 解析

2)1κBβ2の 細胞 内特 性 と安定性 お よびRNA結 合 蛋 白同定

3)RNA結 合蛋 白の機能解析 とinvivo実 験 によ る臨床応用 の検討

の3プ ロジェク トを推 進す る こと によ って 、RA患 者 滑膜炎 におけ るNF-xB活 性化

機 序 を1κBβ2の 発現機構 の観 点か ら明 らか にす る ことによ って、RA滑 膜 炎の病態

を解 明す るとともに、新規 治療法 を確 立す る ことを 目的 と した。
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【研究経過 ・成果】

1NF-xBIxBフ ミ1一 の&ヒ の'・

健 常者 や変形性 関節 炎(OA)患 者 に比較 してRA患 者の滑膜細胞は内因性 に発現 し

たIxBa蛋 白とIKBβ1蛋 白で発現 に差が なか ったが、IKBβ2蛋 白で明 らかに減少 し

ていた。す なわ ち・ この結果 は、IKBβ2の 少 ないRA滑 膜 では、容易にNF-xBが 活性

化 され るこ とを想 定 させ る。 さ らに、 ゲル シフ ト法 を用 いた検 討か ら、各 々の滑膜

細胞 でのNF-xBの 活性化 は健 常者 あるいはOAに 比較 してRAで はNF-KBのDNA結 合

活性は上昇 していた 。また、定 量的R丁一PCR法 を用 いた検討か ら、RA滑 膜細胞 では明

らか に1κBβ2mRMの 発現が低 下 して いた。そ こで、その低下の機 序 と して、まずRun-on

assayに て転写 レベルでの作 用 を検討 した ところIKBβ1と1κBβ2で は全 く差 がなか

った。従 って・1κBβ2mRNA発 現 の低 下は 、転写 レベル での作用 ではない ことが 明 ら

か にな った。従 って 、RA滑 膜 炎に おける重要 なサイ トカインであるTNF一 αはNF-xB

に よって誘導 され る ことが知 られ て いることか ら、NF-xBの 活性化 は内在性のIKBβ2

発現量低 下 との関連 が示唆 され た。

2NFr(B魯 に'IlxB2の の'、

滑膜細胞 におけるNF-x6活 性 化 に及 ぼすIKBβ2発 現の作用 を検 討す るため 、1κBβ2

発現 プラス ミ ドを細胞 に導 入後 、非刺激 下 およびTNF-a存 在 下でのNF-xBゲ ル シフ

ト法 を施行 した 。その 結果 、IKBβ2を 強 制的 に発現 させた滑膜 細胞 では 、非刺激 下

あるいはTHE一 α存在下 で いずれ もNF-xBのDNA結 合活性 を低下 させた。その作用 は、

発現 量 に依 存 してい た。 同時 に測定 したTNF一 α産生iは 上清 中の蛋 白およ び細胞 内

mRNA発 現量 いずれ も1κBβ2発 現iに 依存 して低下 した。従 って、IKBβ2は 非刺激 下

は もとよ りTNF-a存 在 下 において も安定 してNF-xBの 活性化 を抑制す る ことが 明か

とな った 。
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3 に'lIxBフ ミ1一 の の ・

健常者 ・OAお よびRA渦 膜細胞にお けるIKBフ ァ ミ リー の蛋 白安定性 を検討す るた

め、35S-methionineを 用 いて細胞内蛋 白 をラベル後 、経 時的に細 胞抽 出液 を採取 し抗

IxBa抗 体/抗IKBβ1抗 体/抗IKBβ2抗 体 によ る免疫 沈降法で解析 した 。その結果 、IxB

ファ ミリーは非刺 激下 ではその半減期 に差 を認め なか った。 さ らに、IKBβ2mRNAの

安 定性 に与 え る3'一 非 翻 訳領 域 の影 響 を解 析 す るた め 、 内 因性 に発 現 して い な い

luciferase遺 伝子 に3'一 非翻訳領 域 を結 合 させ た発現 プラス ミ ドを作成 し細胞 内 に導

入発現後 、TNF-a・ ア クチノマイシ ン存 在下 でmRNAの 安定性 を経時 的にRT-PCR法 で

検討 した。その結果 、RA滑 膜細胞 にお いてmRNAの 半減期 は低下 していた。また、健

常者 あるいはOA滑 膜細 胞では差 を認め なか った。従 って、R《渦膜細胞 にお けるIKBβ2

蛋 白発現の低下は 、IKBβ2mRNAの 発現 量 に依 存 し、その作 用は転写 後のmRNAの 安定

性に起 因 して いる ことが 明 らかにな った 。

41xB2mRNAに'lRNA△ の 口

IKBβ2mRNAの3'一 非翻 訳 領 域 に 結 合 す る蛋 白 を解 析 す るた め 、3'一 非 翻 訳領 域 をin

vitrotranscriptionに て[α 一32P]UTPで ラ ベ ル しRNA一 ゲ ル シ フ ト法 で検 討 した 。 そ の

結 果 、IKBβ2mRNAの3'一 非翻 訳 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 が い つ くか 同 定 され 、

現 在 解 析 中 で あ る 。
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2、 邦 文

平野史倫

酸化ス トレスの基礎 グル ココルチ コイ ド受容体 の レ ドツクス制御

医 学 の あ ゆ み
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(2)ロ 頭発表(主 なもの)

2007年

第19回 北海道 骨粗 霧症研 究会

1月20日 、札 幌、北海道 大学 医学部大講 堂

低容■ス テ ロイ ドによ るosteoprotegerin発 現抑制作用 の検討

○ 平野史倫 、丸 山直紀 、小 村景 司、岡本健作 、牧野 雄一、府川悦士、羽 田勝 計

第32回 北海道 リウマチ研究会

3月3日 、札幌、 ロイ トン札幌

血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)様 病態を呈 した皮膚筋炎の1例

○ 丸山直紀、小村景司、岡本健作、牧野雄一、府川悦士、平野史倫、羽田勝計

第6回 旭川 関節疾患 カ ンフ ァランス

3月10日 、旭川、旭 川 トー ヨーホテル

乳癌切 除後 に症 状 が改善 し、炎 症反応 の陰性化 が認 め られ た リウマチ性 多発筋 痛症

(PMR)の1例

○ 小村景司、丸 山直紀 、 岡本 健作、牧野雄一 、府川悦 士、平野 史倫、羽 田勝計

2006年

第5回 旭川関節疾患カンファランス

3月11日 、旭川、旭川グラン ドホテル

関節破壊を呈 した痛風の1例

○ 丸山直紀、小村景司、岡本健作、野村嘉伸、府川悦士、平野史倫、羽田勝計
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第5回 旭川関節疾患カンファランス

3月11日 、旭川、旭川グラン ドホテル

クリオグロブリン血症を合併 したシェーグレン症候群の1例

○ 岩本英孝、丸山直紀、小村景司、岡本健作、野村嘉伸、府川悦士、平野史倫、羽

田勝計

第50回 日本 リウマチ 学会 総会 ・学術集会

4月23日 ～26日 、長 崎、長崎 ブ リックホール

ワークシ ョップ 「関節 リウマチの関節破壊機序(1)」

RA患 者末梢血単核球(PBMC)に おける トロ ン ビン受容 体(ThrR)とRANKL発 現の

検討

○ 平野史倫 、丸山直紀 、小村景司 、岡本健 作、野 村嘉伸 、府 川悦士、羽 田勝 計

第50回 日本 リウマチ学会総会 ・学術集会

4月23日 ～26日 、長崎、長崎ブリックホール

甲状腺機能低下、乾燥症状、膀胱 ・消化管出血な ど多彩な病態を呈 した2次 性アミ

ロイ ドーシス合併関節 リウマチの一剖検例

○ 岡本健作、小村景司、府川悦士、丸山直紀、野村嘉伸、平野史倫、羽田勝計

第50回 日本 リウマチ学会総会 ・学術 集会

4月23日 ～26日 、長 崎、長崎 ブ リックホール

IgA腎 症 を疑わせ る腎障 害を合 併 した抗 リン脂質抗 体症候群(APS)の 一例

○ 小村景司、野村嘉伸 、丸 山直紀、 岡本健作 、府 川悦士 、平野 史倫、羽 田勝 計
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第355回 日本皮膚科学会北海道地方会

9月6日 、札幌、北海道大学医学部大講堂

下腿 に皮膚潰瘍を生 じたシェーグ レン症候群 にともな うク リオグロブリン血症 の1

例

○ 伊部昌樹,小 松成綱,飯 塚一,岡 本健作,野 村嘉伸,平 野史倫

第240回 日本内科学会北海道地方会

9月9日 、札幌、タケダ札幌 ビル

バセ ドウ病治療によ りステ ロイ ド抵抗性の病態が改善 した血球貧食症候群合併成人

発症スチル病(AOSD)の1例

○ 小村景司,丸 山直紀,岡 本健作,牧 野雄0,府 川悦士,平 野史倫,羽 田勝計

第92回 日本循環器学会 北海道 地方会

9月18日 、札幌、か でる2・7

Churg&Strauss症 候群 にendmyocaridalfibrosisを 伴 う心筋病変 を合併 した一例

○ 坂本 央,松 木孝 樹,三 浦 恵理 子,山 内敦 司,小 倉幸 恵,八 巻 多,太 田久宣,田 邊 康

子,藤 野貴行,竹 原 有史,竹 内利治,佐 藤伸之,川 村 祐一郎,長 谷部 直幸,菊 池健 次郎,

名取俊 介,小 村景司,平 野史倫,羽 田勝計,玉 地智宏,齋 藤康

第35回 北海道膠原病談話会

10月28日 、札幌、中外製薬札幌支店

関節 ・骨破壊と破骨細胞誘導因子RANKL～ ステロイ ド治療の是非

○ 平野史倫
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第6回 日本内分泌学会北海道地方会

10月28日 、札幌、北海道大学医学部大講堂

転移性多発骨腫瘍 によるクッシング症候群の1例

○ 府川悦士、小村景司、丹代晋、丸山直紀、岡本健作、牧野雄一、平野史倫、羽田

勝計

2005年

第19回 北海道骨粗霧症 研究会

1月22日 、札幌、北海 道大学 医学部 大講堂

ステ ロイ ド性骨粗霧症 にお けるRANKLとosteoprotegerin(OPG)の 検 討

○ 平野史倫 、丸 山直紀 、小村景司 、野村嘉伸 、府 川悦 士、羽 田勝計

第4回 旭川関節疾患カンファランス

2月5日 、旭川、旭川パ レスホテル

肺腺癌切除後、症状の改善を認めた肺性肥大性骨関節症の1例

○ 丸山直紀、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、平野史倫、羽田勝計、佐藤一博、笹

嶋唯博、徳差良彦、三代川斎之

第30回 北海道 リウマチ研究会

3月12日 、札幌、ロイ トン札幌

肺腺癌切除後、症状の改善を認めた肺性肥大性骨関節症の1例

○ 丸山直紀、小村景司、野村嘉伸、府川悦士、平野史倫、羽田勝計、佐藤一博、笹

嶋唯博、徳差良彦、三代川斎之
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第49回 日本 リウマチ学会総会 ・学術 集会

4月17日 ～20日 、横浜、パ シ フィコ横浜

RAに お ける トロ ン ビン受容体(ThrR)の 発 現 と関節予後 不良因子 との関連 一3年

間のX線 変 化の検討

○ 平野 史倫 、丸 山直紀 、小村 景司、野村 嘉伸、府川悦 士、羽 田勝計

第5回 北海 道整形外科 オステオポ ローシスセ ミナー

7月2日 、札幌 、札 幌プ リンスホテル

ステ ロイ ド性骨粗霧症 におけるBisphosphonateに よる骨密度 と骨代謝 マ0カ ーの経

時変化の検討

○ 平野史倫

第15回 日本 リウマチ学会北海道 ・東北支 部学術集会

9月30日 ～10月1日 、仙台 、仙 台市情 報産業 プラザ

膠原病 患者 にお ける低容 量ステ ロイ ド内服 中の血 中sRANKLとosteoprotegerinの

検討

○ 平野史倫 、丸 山直紀 、小 村景司、 岡本 健作 、野村 嘉伸 、府 川悦 士、羽 田勝計

第15回 日本 リウマチ学会北海道 ・東北支部 学術 集会

9月30日 ～10月1日 、仙台、仙 台市情報産 業 プラザ

ク リオグ ロブ リン血症を合併 した シ ェー一グ レン症候群の1例

○ 丸 山直紀 、小村景司、 岡本健作 、野村 嘉伸 、府川悦士、平野史倫 、羽 田勝計

第7回 日本 骨粗霧症学会総会 ・学術 集会

10月13日 ～15日 、大 阪、大阪 国際会議場
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低容■ステ ロイ ドによる骨代謝マーカーへの作用の検討

○ 平野史倫、丸山直紀、小村景司、岡本健作、野村嘉伸、府川悦士、羽田勝計

(3)出 版物

なし
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