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1.要旨 
【背景と目的】 

 関節リウマチ（rheumatoid arthritis： RA）は関節滑膜の炎症に始まり、滑

膜の肥厚・絨毛組織の増殖により骨・軟骨を破壊する慢性多発性関節炎を特徴と

する自己免疫性疾患である。関節滑膜に T細胞、マクロファージ、B細胞が浸潤

し、滑膜の炎症をひきおこし、tumor necrosis factor alpha (TNFα)、

interleukin-6 (IL-6)などの炎症性サイトカインが産生される。さらに炎症性

サイトカインにより、滑膜でマクロファージ様滑膜細胞と線維芽細胞様滑膜細

胞(fibroblast-like synoviocytes: FLS)が増殖しパンヌスを形成する。FLSが

matrix metalloproteinase (MMP)などの化学物質を産生することで軟骨破壊を

促進し、receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)の発

現を介して破骨細胞の分化を促進し、骨・軟骨破壊をきたすと考えられているが、

未だその病態には不明な点も多い。 

炎症性滑膜組織において、関節組織を侵食する腫瘍様のパンヌスと呼ばれる肉

芽組織が RA のひとつの特徴であり、そのパンヌスを形成する主要な細胞は FLS

とマクロファージである。FLS は MMP や RANKL、IL-6、vascular endothelial 

growth factor A (VEGF)など種々のサイトカインやケモカインを産生し、RANKL、

MMPなどの産生を増やし、骨・軟骨破壊に関わっている。 

我々は RA の滑膜組織において RasGRP4 の発現が亢進しており、RasGRP4 の遺

伝子発現量が FLS の増殖能と相関することを報告した。RA の滑膜組織では Ras

の活性化および、pERK（extracellular signal-regulated kinase）、JNK（c-Jun 

N-terminal kinase）、p38のいずれの MAPK経路も活性化していることが知られ

ているが、RasGRP4が FLSの増殖に関与するメカニズムは未だ不明である。我々

は、RasGRP4が FLSの増殖を促進する分子生物学的機構を解明することを、本研

究の第一の目的とした。 

RasGRP4 阻害薬は未だに存在しないため、Ras 阻害薬の FTI（farnesyl 

transferase inhibitors）の一種である Tipifarnibが RasGRP4-Ras蛋白間相互

作用に及ぼす影響、TipifarnibがFLSの増殖能に与える影響について検討した。

最後に Tipifarnibの関節炎モデルマウス対する治療効果を検討し、Tipifarnib

の関節炎抑制効果について検討することした。 

【対象と方法】 

 最初に RasGRP4を発現していない HEK293 細胞に RasGRP4発現ベクター、空ベ

クターのトランスフェクションを行い、下流の Raf/MEK/ERK、p38、JNKのリン酸

化蛋白の発現に関して比較検討した。次に、FLSに RasGRP4発現ベクター、空ベ

クターのトランスフェクションを行い、下流の ERK、p38、JNKのリン酸化蛋白の
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発現に関して比較検討した。ヒト滑膜組織の連続切片を用いて、抗 RasGRP4 抗

体、抗 phospho-Erk1/2抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体を

用いて、免疫組織化学染色をすることでこれらの蛋白の発現に関して解析をお

こなった。継代を経て RasGRP4 の発現が低下した FLS を使用し、空ベクターあ

るいは RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションした。Proximity Ligation 

assay（近接ライゲーションアッセイ（PLA））にて、RasGRP4 と Ras の蛋白質間

相互作用を評価した。 

次に、FLSに Tipifarnibを添加し FLSの細胞増殖能の変化、RasGRP4と Rasの

蛋白質間相互作用を評価した。最後に、関節炎モデルマウスにおいて、

Tipifarnibの持続皮下投与を 28日間継続し関節炎スコア、足関節径を測定し関

節炎に対する効果を検討した。 

【結果】HEK-293細胞に RasGRP4を強制発現することにより Raf/MEK/ERK、p38、

JNKのリン酸化蛋白の発現が亢進された。FLS に RasGRP4を強制発現することに

より ERK、p38、JNK のリン酸化が亢進され、特に ERK と p38 においてリン酸化

が亢進された。RAのヒト滑膜組織において、RasGRP4陽性部分と一致して、特に

phospho-p38および phospho-JNKの陽性像が得られたが、phospho-ERKは淡く染

色された。PLA法において RasGRP4を強制発現した群では、空ベクターを強制発

現した群と比較して有意に PLAシグナルが増強しており、RasGRP4強制発現によ

り Ras‐RasGRP4 の蛋白質相互作用が確認された。また Tipifarnib は Ras‐

RasGRP4の蛋白質相互作用を抑制し、FLSの細胞増殖能を抑制した。関節炎モデ

ルマウスにおいて、Tipifarnib の持続皮下投与を行い、関節炎の発症早期にお

いて、Tipifarnib 投与群は、コントロール群と比較し足関節径は有意に低く、

関節炎スコアも低い傾向が認められた。 

【考察】RasGRP4の強制発現により、ERK/p38/JNKの主要な MAPキナーゼ・カ

スケードがいずれもリン酸化・活性化し、特に ERKと p38のリン酸化亢進し活

性化することを示した。RasGRP4におる FLS の増殖には、Rasを介した ERKの

活性化が関与していると考えられた。RAのヒト滑膜組織の免疫組織染色では 

Phosphor-ERKの発現が淡く染色され、治療薬による修飾の影響が考えられた。 

Tipifarnibは RasGRP4強制発現による RasGRP4-Ras間の蛋白質間相互作用を抑 

制し、Tipifarnibにより Rasを介した FLSの増殖を抑制した。Tipifarnibは 

関節炎発症早期において、関節炎モデルマウスの関節炎を抑制し、その病因よ 

り近い新たな治療薬となりうる。 

【結論】FLSにおいて RasGRP4は Rasを活性化し、ERK経路や p38経路の活性化

し、細胞増殖能を上昇させる。Tipifarnib は Ras-RasGRP4 の蛋白質間相互作用

を抑制し、FLSの細胞増殖を抑制する。Ras阻害薬は免疫をほとんど抑制するこ

となく、RAの疾患を制御する画期的な治療薬となり得る。 
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2.略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

ACPA  anti–citrullinated peptide antibody 

BUC      bucillamine 

CRP  C reactive protein 

CIA      collagen induced arthritis 

DAS28  disease activity score 28 

DMARDs    disease-modifying anti-rheumatic drugs 

ETN  etanercept 

ERK  extracellular signal-regulated kinase 

ESR  erythrocyte sedimentation rate 

FBS  fetal bovine serum 

FLS  fibroblast-like synoviocyte 

FTI           farnesyl transferase inhibitors 

FTase        farnesyl transferase 

GEF      guanine nucleotide exchange factor 

GGPP          geranylgeranyl pyrophosphate 

GGTase–I   Geranylgeranyltransferase type1  

GGTI     Geranylgeranyltransferase I Inhibitor  

GLM        golimumab 

HAQ-DI     health assessment questionnaire disability index 

HBSS       Hanks’ balanced salt solution 

HE       hematoxylin-eosin 

HSP-47     heat shock protein 47 

IFX           infliximab 

IL-1β    interleukin-1β 

IL-6     interleukin-6 

IL-8          interleukin-8 

IMDM    iscove’s modified Dulbecco’s medium 

JNK         c-Jun N-terminal kinase 

MAPK    mitogen-activated protein kinase 

MMP       matrix metalloproteinase 

MTX     methotrexate 
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NA           not available 

NF-κB    nuclear factor-kappa B 

OA           osteoarthritis 

PBS   phosphate buffered saline 

PMA     phorbol 12-myristate 13-acetate 

PLA           proximity Ligation assay 

R       correlation coefficient 

RA           rheumatoid arthritis 

RANKL   receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RasGRP      Ras guanine nucleotide-releasing protein  

Ras-GEF    Ras guanine nucleotide exchange factor 

RF          rheumatoid factor 

RQ      relative quantification 

TCZ  tocilizumab 

TNFα     tumor necrosis factor alpha 

TRAIL         TNF-related apotosis-inducling ligand
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3.緒言 

3.1 関節リウマチ 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis：RA）は関節滑膜の炎症に始まり、滑膜

の肥厚・絨毛組織の増殖により骨・軟骨を破壊する慢性多発性関節炎を特徴とす

る自己免疫性疾患である(McInnes and Schett, 2011) (Aletaha and Smolen, 

2018)。RA の罹患頻度は 0.5％、男女比は 1 : 3 程度で 60 歳代に最も多い

(Myasoedova et al., 2010)。RAの発症は、何らかの滑膜炎に関連したペプチド

が樹状細胞などの抗原提示細胞に提示されることで免疫反応が開始されると考

えられている(Lebre et al., 2008)。関節滑膜に T細胞、マクロファージ、B細

胞が浸潤し、滑膜の炎症をひきおこし、tumor necrosis factor alpha (TNFα)、

interleukin-6 (IL-6)などの炎症性サイトカインが産生される。さらに炎症性

サイトカインにより、滑膜でマクロファージ様滑膜細胞と線維芽細胞様滑膜細

胞 (fibroblast-like  synoviocytes: FLS)が増殖しパンヌスを形成する

(Aletaha and Smolen, 2018)。FLS が matrix metalloproteinase (MMP)などを

産生することで軟骨破壊を促進し、receptor activator of nuclear factor 

kappa-B ligand (RANKL)の発現を介して破骨細胞の分化を促進し、骨・軟骨破壊

をきたす。また、Th17細胞から産生される IL-17が IL-6と協調して FLSに作用

して、さらに、多くの IL-6 を産生するという“IL-17 誘導性の炎症アンプ”が

報告されており(Ogura et al., 2008)、FLS は RAの病態の中核を担うと考えら

れるが、未だその病態には不明な点も多い（Figure1）(Aletaha and Smolen, 

2018; Redlich and Smolen, 2012)。 

近年、メトトレキサートなどの疾患修飾性抗リウマチ薬（disease-modifying 

anti-rheumatic drugs：DMARDs）や TNFα阻害薬や IL-6阻害薬などの生物学的

製剤、細胞内シグナル伝達を阻害する JAK 阻害薬の開発により、RA の治療は劇

的に進歩したが(Rein and Mueller, 2017)、現行の治療によっても骨破壊、関

節破壊による関節の変形を完全には食い止めることができない患者が存在する。

また、関節破壊により activities of daily living (ADL)が低下する患者もみ

られ、薬剤の副作用として易感染性による日和見感染や、コストの高さなど、未

だ問題点も多い(Smolen and Aletaha, 2015) (Nakayamada et al., 2016)。RA

の病因により近い治療ターゲットとその薬剤開発が求められている。 
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Figure1. 関節リウマチの病態 (Aletaha and Smolen, 2018より一部改変) 

FLSが MMPなどを産生することで軟骨破壊を促進し、RANKLの発現を介して破骨

細胞の分化を促進し、骨・軟骨破壊をきたす。 

FLS：fibroblast-like synoviocyte 

MMP: matrix metalloproteinase 

RANKL：receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

 

 

FLS 
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3.2 線維芽細胞様滑膜細胞 

 

 滑膜細胞はマクロファージ様滑膜細胞（type A）と線維芽細胞様滑膜細胞（FLS：

fibroblast-like synoviocyte（typeB））に分類される。FLSは健常人の滑膜組

織において、滑膜細胞の 75-80%を占め (Smith, 2011)、滑膜組織の三次元的な

構造および、滑液の産生において中心的な役割を果たしている(Kiener et al., 

2010)。 

 炎症性滑膜組織において、関節組織を侵食する腫瘍様のパンヌスと呼ばれる

肉芽組織が RAのひとつの特徴であり、そのパンヌスを形成する主要な細胞は

FLSとマクロファージである(Muller-Ladner et al., 1996; Tolboom et al., 

2005)。パンヌスは関節組織を侵食し関節軟骨の変性をひきおこす。炎症性滑

膜ではリンパ球、形質細胞やマクロファージの浸潤や血管増生が認められる

が、これらの免疫担当細胞をターゲットとした治療は必ずしも有効ではない。

マクロファージの浸潤を抑制するケモカインやケモカイン受容体をターゲット

とした治療は動物実験では有効性が認められ、ヒトへの臨床応用を期待された

が、ヒトを対象とした臨床試験では期待されていた治療効果は認められなかっ

た(Szekanecz and Koch, 2016)。 

heat shock protein-47 (HSP-47)が滑膜において FLSに特異的に存在し、滑

膜表層の FLSの面積が関節リウマチの活動性と相関すると報告されている

(Izquierdo et al., 2011)。Cadherin-11は滑膜組織の形成に必須であり、

Cadherin-11ノックアウトマウスでは滑膜組織が低形成で、滑膜炎が起きにく

い。さらに関節炎モデルマウスにおいて、Cadherin-11 抗体により滑膜炎は軽

減された(Lee et al., 2007)。また、RAの軟骨とパンヌスの接合部位には

Cadherin-11の発現が亢進しており、さらに Cadherin-11を強制発現させると

FLSの侵食能は増大したことから、Cadherin-11は FLSの侵食に関与している

と考えられた(Kiener et al., 2009)。また、FLSは MMP(Kumkumian et al., 

1989; Lotz and Guerne, 1991)や RANKL(Hashizume et al., 2008; Shigeyama 

et al., 2000)、IL-6(Guerne et al., 1989)、vascular endothelial growth 

factor A (VEGF) (Hashizume et al., 2009)など種々のサイトカインやケモ

カインを産生し、RANKL、MMPなどの産生を増やし、骨・軟骨破壊に関わってい

る。(Bottini and Firestein, 2013; Lee et al., 2013) (Figure 2)。 

以上より、FLSは RAの病因により近い新規の治療ターゲットとなりうると考

えられる。 
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Figure 2. FLSによる骨・軟骨破壊の機序(Bottini and Firestein, 2013より

一部改変） 

FLSは種々のサイトカインやケモカインを産生し、RANKL、MMPなどの産生を増や

し、骨・軟骨破壊に関わっている。 

FLS: Fibroblast-like synoviocytes, 

MMP: Matrix Metalloproteinase 

RANKL：receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

 

 

  

FLS 
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第一章 

4.緒言 

 

Ras guanine nucleotide-releasing protein (RasGRP) familyは RasGRP1か

ら 4 が発見されており Ras exchange motif（REM）－cdc25 unit を持つ Ras 

guanine nucleotide exchange factorの一種で Rasを活性化する (Figure 3、

4)。 

RasGRP4は当初マスト細胞から同定され、マスト細胞の分化・機能において重

要な役割が担っていることが示された(Li et al., 2002; Li et al., 2003; 

Yang et al., 2002)。その後我々は末梢血 CD14陽性細胞にも発現していること

を示し (Hashimoto et al., 2011)、好中球にも発現していることが示された。

(Suire et al., 2012)。 

 

Figure3. RasGRPの構造（Olga Ksionda et al.Front Biol. 2013より一部改変） 

RasGRP familyは REM－cdc25 unitを持つ。 

REM: Ras exchange motif 

RasGRP：Ras guanine nucleotide-releasing protein 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3987922_nihms560203f1.jpg
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Figure 4. RasGRP4とその下流のシグナル伝達(Paunovic et al. Drugs. 2013

より一部改変) 

RasGRP4は Ras guanine nucleotide exchange factorの一種であり Rasを活性

化する。 

RasGRP：Ras guanine nucleotide-releasing protein 
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RasGRP4 の cDNA が急性骨髄性白血病患者の白血球から分離され(Reuther et al., 

2002)、急性骨髄性白血病に対するファルネシルトランスフェラーゼ阻害薬による治

療の予後不良因子として、RasGRP1の高発現による同阻害薬への抵抗性が報告されて

いる(Raponi et al., 2008)。またびまん性大細胞性 B細胞性リンパ腫のリンパ節に

おいて RasGRP4 は高発現している(Zhu et al., 2019)。RasGRP4 の発現の抑制によ

り、分裂の減少、アポトーシスの促進、酸化ストレスの亢進により、細胞増殖の抑制

がおきること、ERKの発現の低下、JNKの発現の亢進が報告されている(Zhu et al., 

2019)。これらのことから RasGRPは腫瘍化や増殖と密接な関連があると考えられてい

る。  

我々は関節リウマチ患者の末梢血 CD14 陽性単球において、RasGRP4 のスプライシ

ング変異が健常者と比較し有意に多いことを報告した(Hashimoto et al., 2011)。ま

た、Adachiら(Adachi et al., 2012)は RasGRP4をノックアウトした B6マウスを作

製した。K/BxN マウスの血清を用いて関節炎を誘導したところ、RasGRP4 ノックアウ

トマウスで関節炎スコア、骨びらんは著明に減少していた。マスト細胞の数やマスト

細胞の組織学的評価では異常を認めなかったが、RasGRP4ノックアウトマウスにおい

て、PMA 刺激を行った骨髄由来マスト細胞の TNF-α、IL-1β（interleukin-1β）の

遺伝子発現量は wild typeの骨髄由来マスト細胞と比較し低下しており、関節炎を抑

えた原因と考えられた。このことから、RasGRP4は関節リウマチの病態と関連がある

ことが示唆された。   

我々は RA の滑膜組織において RasGRP4 の発現が亢進しており、RasGRP4 の遺伝子

発現量が FLSの増殖能と相関することを報告した(Kono et al., 2015)。RAの滑膜組

織では Rasの活性化および、pERK、JNK（c-Jun N-terminal kinase）、p38のいずれ

の MAPK 経路も活性化していることが知られているが、RasGRP4 が FLS の増殖に関与

するメカニズムは未だ不明である。FLSの増殖を促進する分子生物学的機構を解明す

ることを、本研究の目的とした。 
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4.1  HEK-293細胞における RasGRP4強制発現による MAPKシグ

ナル伝達経路の変化 

 

4.1.1 方法 

 RasGRP4を発現していない HEK-293細胞 (line CRL-1573; American Type Culture 

Collection)を用いて RasGRP4 発現ベクターのトランスフェクションを行った。

pcDNA3.1-RasGRP4 vectorは FuGENE HD (Promega, Wisconsin, USA)を用いたリポフ

ェクション法によって、HEK-293細胞にトランスフェクションされた。Immunblotting

法にて RasGRP4の発現を確認した。空ベクターをトランスフェクションした HEK-293

細胞、RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションした HEK-293細胞をプロテアー

ゼ/ホスファターゼ阻害剤および還元剤が入った SDSサンプルバッファーを加え 95℃

5分でボイルし、その後アクリルアミドゲルにアプライした。ウェスタンブロッティ

ングにはニトロセルロースメンブレンにセミドライ法で転写後、2%BSAでブロッキン

グ処理した。一次抗体は抗 phospho c-Raf抗体、抗 phospho-Mek 1/2抗体、抗 phospho-

Erk1/2 抗体、抗 phospho-p38MAPK 抗体、抗 phospho-JNK 抗体、ローディングコント

ロールとして抗 c-Raf抗体、抗 Mek1/2抗体、抗 Erk1/2抗体、抗 JNK抗体、抗 p38MAPK

抗体 (Cell Signaling Technology, Massachusetts , USA)および抗βアクチン抗体

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)を使用し検出した。結果は ImageJ 1.50 

softwareを用いて解析した。（https://imagej.nih.gov/ij/download.html） 

 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Danvers,_Massachusetts
https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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4.1.2 結果 

HEK-293細胞に RasGRP4を強制発現することにより Raf/MEK/ERK、p38、JNKのリン

酸化蛋白の発現が亢進された。結果は ImageJ 1.50 software を用いて解析した

（Figure 5）。 

 

 

 

 

 

Figure 5. HEK-293細胞における RasGRP4強制発現による MAPKシグナル伝達経路の

変化 

HEK-293細胞に空ベクター、RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションした。 

MOCK（左）と比較し RasGRP4 発現ベクターを強制発現した HEK293 細胞（右）では、

Raf/MEK/ERK、p38、JNKのリン酸化蛋白の発現が亢進された。 
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4.1.3 考察 

HEK-293 細胞はヒト胎児由来の腎細胞株であり、細胞培養や遺伝子導入のしやすさ

から、本研究で最初に用いた。増殖能に関する Ras 系のシグナル伝達経路に関して

FLS と HEK293 は異なる可能性も考えられ、FLS を用いて RasGRP4 の強制発現を行い、

下流の MAPKシグナル伝達経路について検討することが望ましいと考えた。 
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4.2 FLSにおける RasGRP4強制発現による MAPKシグナル伝達経

路の変化 

4.2.1方法 

4.2.1.1 FLSの分離 

 2012年 4月から 2017年 4月までに北海道大学病院整形外科で滑膜切除術あるいは

人工膝関節置換術を施行された RAおよび変形性関節症（osteoarthritis:OA）の患者

から文書による説明と同意取得を行った後、滑膜組織を採取した本研究はヘルシンキ

宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会

の承認（承認番号：008-0013）を得て行った。 

滑膜から結合組織や脂肪を除去し、細かく切り刻み、分離し、5 mg/ml の type I 

コラゲナーゼ (Sigma,USA)を含んだ Hanks’balanced salt solution (HBSS)に入れ、

37 度で 2 時間インキュベートを行った。その後メッシュを通し、遠心分離を行った

後、10％非働化ウシ胎児血清(fetal bovine serum: FBS)、ペニシリン、ストレプト

マイシン含有 Iscove‘s modified Dulbecco’s medium (IMDM)（ Sigma,USA)で培養

した。すべての FLS は 4 から 8 継代のものを使用した。FLS を分離した RA 患者背景

を Table 1に示す。 
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Table 1. FLSを分離した患者の患者背景 

 

 Examination of cultured FLS 
 RA 
Gender, female/male 4/2 
Age at the operation, years  
Duration of disease, years  
Serum CRP level, mg/d 1.6 (0.02-5.69) 
MMP-3, mg/dl 193.7 (31.4-449.9) 
 50.7 (1.1-83) 
 134.1 (4.5-300) 
Swollen joint count 3.6 (2-6) 
Tender joint count 3.6 (0-10) 
DAS28–ESR 4.7 (4.4-5.1) 
HAQ–DI 0.9 (0-1.625) 
Methotrexate use, n (%) 3(50) 
Biologics agent use, n (%)  2(33, TCZ 16.5, IFX 16.5)  

 
RA: rheumatoid arthritis, CRP: C reactive protein, MMP-3: matrix 

metalloproteinase-3,  

RF: rheumatoid factor, ACPA: anti–citrullinated peptide antibody,  

DAS28: disease activity score 28, ESR: erythrocyte sedimentation rate,  

HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index, TCZ: tocilizumab, 

IFX:infliximab 

  

70 (64-78) 
18.2 (5-48) 

RF, U/ml 
ACPA, U/ml 
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4.2.1.2 FLSを用いた RasGRP4のトランスフェクション 

初めに、緑色蛍光蛋白質（green fluorescent protein:GFP）発現ベクターを Neon® 

Transfection System(Thermo Fisher Scientific,MA,USA)を用いたエレクトロポレ

ーション法を用いて FLS にトランスフェクションを行い、最適な条件を検討した

(Figure 6)。FLSにおいて RasGRP4の発現は継代により低下するため（Figure 7）、

RasGRP4 の発現が低下した P8 の FLS に空ベクターおよび RasGRP4 発現ベクターを同

様の条件でトランスフェクションを行った。Immunblotting法にて RasGRP4の蛋白発

現量が増加することを確認した（Figure 8）。 
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Figure 6. エレクトロポレーション法を用いた FLSへのトランスフェクション 

GFP発現ベクターをエレクトロポレーション法を用いて FLSにトランスフェクショ

ンを行い、FLSのトランスフェクションに最適な条件を検討した。 

GFP: green fluorescent protein 
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※RAの1人の値を0とした
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Figure 7. FLSにおける継代による RasGRP4 の遺伝子発現量の変化 

継代により、RasGRP4の遺伝子発現量は減少する。 

 

 

 

 

 

Figure 8. Immunoblotting法を用いた FLSへの RasGRP4強制発現の確認 

FLSに RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションし、Immunoblotting法にて

RasGRP4の蛋白発現を確認した。 
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4.2.1.3 RasGRP4を強制発現した FLSのウェスタンブロッティ

ング 

 トランスフェクション後 48時間後に、空ベクターをトランスフェクションした FLS、

RasGRP4 をトランスフェクションした FLS にプロテアーゼ/ホスファターゼ阻害剤お

よび還元剤が入った SDS サンプルバッファーを加え 95℃5 分でボイルし蛋白回収を

行った。10%アクリルアミドゲルにアプライした。ウェスタンブロッティングにはニ

トロセルロースメンブレンにセミドライ法で転写後、2%BSAでブロッキング処理した。

一次抗体は抗 phospho-Erk1/2抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体、

ローディングコントロールとして抗 Erk1/2 抗体、抗 JNK 抗体、抗 p38-MAPK 抗体 

（Cell Signaling Technology,MA, USA)および抗βアクチン抗体(Sigma Aldrich)を

使用し検出した。結果は ImageJ 1.50 softwareを用いて解析した。 
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4.2.1.4結果 

FLSに RasGRP4を強制発現することにより ERK、p38、JNKのリン酸化が亢進され、特

に ERKと p38においてリン酸化が亢進された（Figure 9）。 

結果は ImageJ 1.50 softwareを用いて解析した。 

 

 

Figure 9.FLSにおける RasGRP4強制発現による MAPKシグナル伝達経路の変化 

FLSに空ベクター、RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションした。 

MOCK（左）と比較し RasGRP4 発現ベクターを強制発現した FLS（右）では、特に ERK

と p38においてリン酸化が亢進した。 
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4.3ヒト滑膜組織における MAPK活性化の評価 

 

4.3.1 方法 

2012年 4月から 2017年 4月までに北海道大学病院整形外科で人工膝関節置換術を

施行された RAおよび OAの患者に、文書による説明と同意取得を行ったあと滑膜組織

を採取した（Table2）。RA分類基準に基づき診断された本研究はヘルシンキ宣言と臨

床試験の基本試験に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会の承認

（承認番号 008-0013）を得て行った。 

 滑膜組織は 4%パラホルムアルデヒドで 24 時間固定し、パラフィン包埋の後、4μm

の厚さの組織切片を作成した。キシレンで脱パラフィンを行い、エタノールで洗浄し

た後、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline:PBS）に置換した。抗原

賦活化として熱処理を行い、PBS で洗浄後、0.3％過酸化水素水/メタノールに 30 分

室温で浸した。ブロッキングとして G-Block（Genostaff、東京）、Avidin/Biotin 

Bloking Kit（Dako,USA）を使用し、一次抗体として抗 RasGRP4 抗体、抗 phospho-

Erk1/2抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体を加え 4℃で一晩インキ

ュベートし、それぞれ免疫組織化学染色を行なった。連続切片を用いて免疫組織化学

染色をすることでこれらの蛋白の発現に関して比較し解析をおこなった。また

ImageJ 1.50 softwareを用いて抗 RasGRP4抗体、抗 phospho-Erk1/2抗体、抗 phospho-

p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体の陽性面積を定量した。 
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Table 2.滑膜組織の患者背景 

 

  Histological examination 
 RA OA 
Gender, female/male 5/1 5/0 
Age at the operation, years 70(58-78) 73(63-80) 
Duration of disease, years 11(5-48) NA 
Serum CRP level, mg/dl 0.16(0.02-5.69) 0.05(0.02-0.32) 
MMP-3, mg/dl 95.7(44.8-449.9) NA 
 12(1.1-82.8) NA 
 115(4.5-300) NA 
Swollen joint count 3(1-6) NA 
Tender joint count 2(0-16) NA 
DAS28–ESR 4.4(2.4-5.0) NA 
HAQ–DI 1(0-1.75) NA 
Methotrexate use, n (%) 4(67) 0(0) 
Biologics agent use, n (%) 2(33, TCZ 16.5, IFX 16.5) 0(0) 
 

RA: rheumatoid arthritis,OA osteoarthritis CRP: C reactive protein, MMP-3: 

matrix metalloproteinase-3, RF: rheumatoid factor, ACPA: anti–citrullinated 

peptide antibody, DAS28: disease activity score 28, ESR: erythrocyte 

sedimentation rate, HAQ-DI: health assessment questionnaire disability index, 

TCZ: tocilizumab, IFX:infliximab 

 

4.3.2 結果 

RAのヒト滑膜組織において、RasGRP4陽性部分と一致して、phospho-p38および

phospho-JNKの陽性像が得られた。phospho-ERKも陽性像が一致した部分は認められ

たが、phospho-p38および phospho-JNKと比較すると淡い染色であった（Figure 

10）。OAのヒト滑膜組織では RAと比較し滑膜表層に RasGRP4陽性像が弱く認められ

た。RasGRP4の陽性面積、リン酸化の程度は RAと比較して軽度であった（Figure 

11、Figure12）。 

  

RF, U/ml 
ACPA, U/ml 
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Figure 10. RA滑膜組織における抗 RasGRP4 抗体、抗 phospho-Erk1/2抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体による

免疫組織学染色 （×200倍）F:Female MTX：methotrexate BUC：bucillamine TAC: tacrolimus 
RAのヒト滑膜組織において、RasGRP4陽性部分と一致して、phospho-p38および phospho-JNKの陽性像が得られた。 
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Figure 11. OA滑膜組織における抗 RasGRP4 抗体、抗 phospho-Erk1/2抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体による

免疫組織学染色（×200倍）OA:osteoarthritis 

OA滑膜組織において RasGRP4陽性部分と一致して、phospho-ERK、phospho-p38および phospho-JNKの陽性像が得られた。
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Figure 12. 滑膜組織における RAと OAにおける抗 RasGRP4抗体、抗 phospho-Erk1/2

抗体、抗 phospho-p38MAPK抗体、抗 phospho-JNK抗体による陽性面積の定量 
滑膜組織において RasGRP4および pERK、pJNK、p38は OAと比較し RAで有意に陽性像

が得られた。(Welch’s test) 

 

4.3.3 考察 

 ヒト滑膜組織において、RasGRP4陽性部分と一致して、phospho-p38および phospho-

JNKの陽性像が得られた。前述した FLSにおける RasGRP4の強制発現では ERK/p38/JNK

いずれもリン酸化蛋白の発現が認められたが、特に ERK や p38 のリン酸化が認めら

れ、本実験の結果とは異なる結果であった。本実験の RA の対象患者は、ステロイド

や免疫抑制剤の治療中であり治療による影響が考えられた。本実験は連続切片による

蛋白発現の解析であり、RasGRP4と MAPKの共在に関して、正確な定量は困難であり、

共在を示すためには、同一切片での抗 RasGRP4 抗体と抗 phospho-ERK 抗体、抗

phospho-p38抗体、抗 phosphoJNK抗体の二重染色による定量が必要と考えられた。 
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4.4  FLSにおける RasGRP4強制発現と細胞増殖能 

我々は MTT 法により、FLS の増殖能は RasGRP4 の遺伝子発現量と強い正の相関を認

めていることが報告した(Kono et al., 2015)（Figure13）。 

MTT は細胞代謝能を評価し、細胞増殖を間接的に評価した方法である。一方チミジ

ンアナログである BrdU は細胞周期の S 期において新たに合成された DNA に取り込ま

れ、細胞増殖を反応する。我々は、細胞増殖能を直接的に評価するため、BrdU法を用

い、RasGRP4の強制発現が FLSの増殖能に与える影響を評価した。 

 

  
◆ RA(n = 6) 〇 OA (n = 4) 

 

Figure 13. FLSにおける RasGRP4の遺伝子発現量と FLSの増殖能の正の相関 

(Kono et al.2015より一部改変) 

MTT法により FLSの増殖能は RasGRP4の遺伝子発現量と強い正の相関を認める。 

RA: rheumatoid arthritis, OA: osteoarthritis.  

FLS: fibroblast-like synoviocyte, P: passage, RQ: relative quantification,  

R: correlation coefficient. 
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4.4.1方法 

上述した方法で空ベクターもしくは RasGRP4 発現ベクターをトランスフェクショ

ンした FLS を 96well プレートに１ウェルあたり 4.0×10４個で播種し、24 時間培養

した。 

細胞培養液中に BrdU（Roche,Swiss)を添加し 18 時間後に、200μl の FixDenat を

添加した。30 分後にメディウムを除去し、抗ペルオキシダーゼ標識 BrdU 抗体を 100

μl添加し、120分反応させた。洗浄液にて 3 回洗浄後に、化学発光器質を添加した。

ELISAプレートリーダーにて発行強度を測定した。（370 nm(リファレンス波長:492nm)） 
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4.4.2結果 

FLSに RasGRP4を強制発現させることにより、細胞増殖能は上昇することが、BrdU法

において確認された(Figure 14)。 

 
Figure 14. FLSの RasGRP4強制発現と細胞増殖能 

空ベクターもしくは RasGRP4発現ベクターを FLSにトランスフェクションし 24時間

培養後に BrDUを添加し、BrdU法にて細胞増殖能を測定した。 
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4.5  FLSにおける Duolink Proximity Ligation assay（PLA）

法を用いた RasGRP4と Rasの蛋白質間相互作用の解析 

4.5.1 方法 

Proximity Ligation assay（近接ライゲーションアッセイ（PLA））にて、RasGRP4

と Rasの蛋白質間相互作用を評価した。継代を経た RA FLS(Passage 8）を使用し、

空ベクターもしくは RasGRP4 発現ベクターをトランスフェクションした。48 時間培

養後に、培養液を除去し 4%パラホルムアルデヒドにて 10分間固定した。ブロッキン

グ後に、抗 RasGRP4 抗体、抗 Ras 抗体を 4℃オーバーナイトでインキュベートした。

洗浄後、proximity ligation assay (PLA) プローブ(Sigma Aldrich,USA)が共有結合

した二次抗体を添加し結合させた。PLA プローブ環状化のための DNA オリゴヌクレ

オチドおよびライゲーション酵素を添加し、 DNA サークルを形成、DNA ポリメラー

ゼによってサークルを増幅させた。増幅された PLAシグナルは蛍光顕微鏡（Keyence、

東京）にて評価した。 
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4.5.2 結果 

RasGRP4 を強制発現した群では、空ベクターを強制発現した群と比較して有意に PLA

シグナルが増強しており、RasGRP4 強制発現により Ras‐RasGRP4 の蛋白質相互作用

が確認された(Figure 15)。 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. FLSの RasGRP4強制発現と Ras-RasGRP4蛋白質間相互作用 

（×40倍） 

 

空ベクターもしくは RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションし、PLA法に

て、RasGRP4と Rasの蛋白質間相互作用を評価した。 

Red: PLA signal indicating protein-protein interaction Blue: nuclei 

PLA：Proximity Ligation assay 

Data are representative of three independent experiments 
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4.6 考察 

我々は関節リウマチの患者より採取した FLS において、RasGRP4の強制発現によ

り、細胞増殖能が上昇することを BrdU法にて示した。また、RasGRP4の強制発現に

より、ERK/p38/JNK（c-Jun N-terminal kinase）の主要な MAPキナーゼ・カスケー

ドがいずれもリン酸化・活性化し、特に ERK と p38のリン酸化亢進し活性化するこ

とを示した。さらに、RasGRP4強制発現により HEK293T細胞で RasGRP4を過剰発現

した際と同様に(Reuther et al., 2002)、FLSにおいても Ras-RasGRP4の蛋白質間

相互作用がおこることを示した。 

細胞外の刺激を核内の転写制御機構へとつなぐ MAPキナーゼ (Mitogen-

activatedprotein kinase：MAPK)カスケードには ERK経路、p38経路、JNK経路が

存在する。ERKは、細胞の増殖、成長、分化、遊走、代謝、転写など多種多様な役

割を果たしている。ERKは細胞質内でリン酸化すると、核内移行し、ETS、c-Jun、

FOSなどの転写因子を合成する（Figure 16）。ERK経路は癌、関節炎、慢性炎症など

の病態形成に関わっている(Lu and Malemud, 2019)。 

ERK経路は関節リウマチの病態にも深くかかわっており、関節リウマチの患者の滑

膜組織中の Tリンパ球、FLS、マクロファージで ERK経路が活性化していることが報

告されている(Schett et al., 2000)。Thielら(Thiel et al., 2007)は関節炎モデ

ルマウスにおいて、ERKのシグナルの上流に位置する MEK阻害剤を使用すること

で、関節中のリン酸化 ERKは低下し、関節炎スコアの改善および組織学的スコアが

改善することを示した。また TRAIL (TNF-related apotosis-inducling ligand)に

より、RA FLSの細胞増殖能が上昇し、MEK阻害剤である PD98059、p38MAPK阻害剤で

ある SB203580により、細胞増殖能は抑制された(Morel et al., 2005)。以上より、

ERK経路は RA FLSの細胞増殖に深く関与していると考えられる。 

p38は MAPKファミリーの一つであり、特にストレスや炎症性サイトカインにより

活性化されることから、JNKとともにストレス活性化プロテインキナーゼとも呼ば

れている。p38は発見当初、炎症反応に関与する Il-1βや TNFαの mRNAの安定化を

介して、それらの蛋白質の発現上昇を促すことが示され(Lee et al., 1994)、p38

の阻害によりそれらの炎症性サイトカインや cyclooxygenase-2 などの蛋白が抑制

されたため(Saklatvala, 2004)、炎症性疾患の創薬ターゲットとして注目をされ

た。 

関節リウマチの動物モデルである CIA(CIA:collagen induced arthritis)ラットに

対し、選択的 p38阻害剤である FR167653を投与することにより、破骨細胞分化の抑 

制、TNFαや IL-1βなどの炎症性サイトカインの抑制を介し関節の骨破壊抑制効果

を示した(Nishikawa et al., 2003)。また、p38の 4つの分子種のうち主要なアイ

ソフォームである p38αをエンコードする Mapkl4欠失したマウスでは TNFαによる

炎症性の骨破壊が抑制された(Bohm et al., 2009)。骨吸収因子によって骨芽細胞/
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骨髄ストローマ細胞の細胞膜表面に誘導される RANKLと破骨細胞前駆細胞が発現す

る RANKとの結合により、p38が活性化し、カテプシン Kなどの破骨細胞の骨吸収に

必要な遺伝子を発現させる(Troen, 2006)。また、軟骨細胞において、p38は軟骨の

変性の原因となるマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）-13産生に寄与している

(Mengshol et al., 2001; Pei et al., 2006) (Ahmad et al., 2007)。p38は炎症

性サイトカインやケモカインの産生、骨や軟骨の破壊を通して関節リウマチの病態

と深くかかわっていると考えられている(Clark and Dean, 2012)。p38は、角膜上

皮細胞の細胞増殖に関しては、ERKが関与しているが、p38は関与していないとの報

告がある(Sharma et al., 2003)。FLSにおいて、p38が細胞増殖能に関与している

かに関しては、p38阻害剤を用いた検討が必要である。 

p38阻害剤は、関節炎モデルラットを対象とした動物実験では関節の骨破壊抑制効

果を示し、その治療効果が大いに期待されたが、ヒトを対象とした臨床試験では治

療効果が乏しく、肝障害や神経障害など副作用が起こり、多くのランダム化比較試

験が中止された(Arthur and Ley, 2013) (Anand et al., 2011; Iwano et al., 
2011)。p38阻害剤が副作用をおこしやすい要因として、p38がユビキタスに組織に

発現していることがあげられる。RasGRP4の発現は滑膜組織、骨髄やリンパ節等に

発現が限定されており、よりターゲットに沿った治療が可能である。 

今回、我々の行った FLSでの RasGRP4の強制発現の結果、Ras-RasGRP4の蛋白質間

相互作用、ERKや p38経路の活性化が認められた。RasGRP4による FLSの増殖には、

Rasを介した ERKの活性化が関与していると考える。 

関節リウマチの FLS において、PGE2や MMP1 の産生は ERK を介しており、IL-1β、

IL-6、IL-8、TNFα、MMP1/3 の産生は p38 を介していると考えられている(Paunovic 

and Harnett, 2013)。Konoらは FLS に RasGR4特異的な siRNAを用いることにより、

MMP-1 と miPGES-1 の遺伝子発現量は低下することを示した(Kono et al., 2015)。

MMP-1 は細胞外マトリックスのリモデリングに関わり、FLS から産生される。関節リ

ウマチでは軟骨破壊に重要な役割を果たしている(Barchowsky et al., 2000)。

miPGES-1 は、COX-2 の下流で作用し、PGE2生合成の最終段階を触媒する酵素である。

関節リウマチの滑膜では、滑膜細胞、軟骨細胞、マクロファージや単球などは、炎症

性サイトカインで活性化され、PGE2を産生し、炎症、発熱、疼痛の原因となっている

(Kojima et al., 2011)。 COX-2は、選択的 COX-2阻害剤を含む非ステロイド性抗炎

症薬の標的である。また、PGE2は破骨細胞に直接作用し、骨破壊の原因の一つとなっ

ている。 

関節リウマチにおいて RasGRP4は FLSの増殖と関わっており、ERKや p38を介し関

節炎や骨・軟骨破壊をもたらす。RasGRP4は関節リウマチの新たな治療ターゲットと

なる可能性が考えられた。 
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Figure 16.ERK経路の活性化と制御因子（Lu and Malemud et al, 2019より一部改

変） 

ERK は細胞質内でリン酸化すると、核内移行し、ETS、c-Jun、FOS などの転写因子を

合成する。ERKは、細胞の増殖、成長、分化、遊走、代謝、転写など多種多様な役割

を果たしている。 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=6696446_ijms-20-03792-g001.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=6696446_ijms-20-03792-g001.jpg
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第二章 

5. 緒言 

 
 我々は、Ras の活性化因子である RasGRP4 が RA 患者の滑膜組織の FLS に高発現し

ており、RasGRP4は FLSの増殖に関与していることを示した。また、Konoらは関節炎

モデルラットに RasGRP4特異的 siRNAを関節注射することにより、関節炎スコアおよ

び足関節径の改善、滑膜腔および滑膜組織への炎症細胞浸潤や軟骨・骨破壊が抑制さ

れることを示した(Kono et al., 2015)。 

Ras は低分子結合蛋白の一種で、不活化状態では GDP と結合している(Appels et 

al., 2005)（Figure 17）。GTP 結合タンパク質である Ras は，Mitogen-activated 

protein kinase（MAPK）信号伝達系の on／off を司る分子スイッチとして細胞増殖

の制御を担っている(Reuter et al., 2000)。Ras蛋白が機能を発現するためには、

ファルネシルトランスフェラーゼ(farnesyl transferase: FTase)により Ras蛋白質

の C 末端側のシステイン残基がファルネシル化翻訳後修飾を受けることが必要であ

る(Appels et al., 2005)（Figure 18）。このファルネシル化を阻害するファルネシ

ルトランスフェラーゼ阻害剤（farnesyl transferase inhibitors: FTI）が Rasの働

きを阻害する分子標的薬として臨床開発が行われた(Reuter et al., 2000)。 FTIを

作用させると，がん細胞の増殖は抑制される。そこで 1990 年 代 に FTIは様々なグ

ループにより開発され，FTIは血液腫瘍や固形がんに対して、ヒトに対する臨床試験

まで進んだのだが、顕著な成果はみられなかった(Whyte et al., 1997)。 

 RAS には H-、N-、K-Rasという 3種類のアイソフォームがある。H-Rasは FTase に

よりファルネシル化される。一方，N-RAS と K-RAS は通常 FTaseによるファルネシ

ル化をうけるが FTI 存在下で GGTase –I(Geranylgeranyltransferase type1) によ

るゲラニルゲラニル化を受けることがわかった(Philips and Cox, 2007)（Figure19）。

ヒトの癌細胞で変異を起こしているのは主に K-RAS と N-RAS であるためヒトの癌

細胞を抑制するためには Ras のファルネシル化とゲラニルゲラニル化の両方を抑え

なければならない(Whyte et al., 1997)。しかし，K-Ras 変異由来の癌細胞の場合、

FTase を阻害すると K-Ras がゲラニルゲラニル化される機構が存在し、増殖を抑制

できず(Sebti and Der, 2003)、そのため FTIは抗がん剤としては副作用が少ないが

(Lancet et al., 2007) 、K-Ras変異由来の癌には FTIの効果が乏しいと考えられ

た。関節リウマチの滑膜組織では H-Ras、K-Ras、N-Rasいずれも認められ、いずれの

アイソフォームも RAの病態に関わっているといわれている(Sebti and Der, 2003)。

特に H-Ras は Il-1β依存性に matrix metalloproteinase-3 や IL-8 の産生に関わっ
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ており、pan Ras LNAにより主に H-Rasを阻害した関節炎モデルマウスの実験では、

関節炎および関節破壊を抑制した(de Launay et al., 2010)。RasGRP4阻害薬は、関

節リウマチの治療に有効である可能性が考えられるが、RasGRP4阻害薬は未だに存在

しない。今回我々は、Ras 阻害薬の FTI の一種である Tipifarnib が FLS の増殖能に

及ぼす影響、RasGRP4-Ras の蛋白質間相互作用に及ぼす影響、最後に Tipifarnib の

関節炎モデルマウス対する治療効果を検討することにした。 

Figure 17. Ras活性化経路（ NM.GM. Appels et al,2005より一部改変） 

Rasは不活化状態では GDPと結合し、GEFにより活性化されると GTPと結合する。 

GEF: guanine nucleotide exchange factor 
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Figure 18. Rasの翻訳後修飾（NM.GM. Appels et al,2005より一部改変） 

Ras蛋白が機能を発現するためには、ファルネシルトランスフェラーゼ(farnesyl 

transferase: FTase)により Ras蛋白質の C 末端側のシステイン残基がファルネシル

化翻訳後修飾を受けることが必要である。 

 

ER: endoplasmic reticulum 

FTase: farnesyltransferase 

Icmt: isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase 

Rce1: Ras-converting enzyme 1 

PTase: palmitoyltransferase. 
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Figure 19. CAAX蛋白のプレニル化（(Philips and Cox, 2007)より一部改変） 

N-RAS と K-RAS は通常 FTaseによるファルネシル化をうけるが、 FTI 存在下で 

GGTase –I(Geranylgeranyltransferase type1) によるゲラニルゲラニル化を受け

る。 
farnesyl transferase inhibitor：FTI 

GGTase–I：Geranylgeranyltransferase type1  

GGTI  ：Geranylgeranyltransferase I Inhibitor  
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5.1 Tipifarnibが FLSの増殖能に与える影響 

5.1.1 方法 

 FLS を 96well プレートに１ウェルあたり 5.0×10４個で播種し、24 時間培養し

た。メディウムに Tipifarnib(AdooqBioscience,CA,USA)(10nM,100nM,1μM) を添加

し、24時間後に BrdU（Roche,Swiss）を細胞培養液中に添加した。18時間後に、200

μl の FixDenat を添加した。30 分後にメディウムを除去し、抗ペルオキシダーゼ標

識 BrdU抗体を 100μl添加し、120分反応させた。洗浄液にて 3回洗浄後に、化学発

光器質を添加した。ELISAプレートリーダーにて発行強度を測定した。（370 nm(リフ

ァレンス波長:492nm)） 
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5.1.2 結果 

 Tipifarnib を細胞培養液中に添加することで、濃度依存性に FLS の細胞増殖能は

抑制された（Figure 20）。 

Figure 20. Tipifarnbによる FLSの細胞増殖能の変化  

FLSの培養液中に Tipifarnibを添加し、BrdU法にて細胞増殖能の変化を測定した。 
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5.2. Tipifarnib が RasGRP4-Ras の蛋白質間相互作用に与える

影響 

5.2.1方法 

前述した Proximity Ligation assay（近接ライゲーションアッセイ（PLA））にて、

RasGRP4強制発現により、空ベクターを強制発現した群と比較して、有意に PLAシグ

ナルが増強しており、RasGRP4と Rasの蛋白質が相互作用することを確認された。 

今回、我々は Tipifarnibが、Ras‐RasGRP4の蛋白質相互作用を抑制するかどうか、

PLA法にて検討した。 

継代を経た RA FLS(Passage8）を使用し、空ベクターもしくは RasGRP4発現ベクタ

ーをトランスフェクションした。48 時間培養後に RasGRP4 発現ベクターをトランス

フェクションした群に、薬剤を添加しない培養液、Tipifarnib（1μM、10μM）を添

加した培養液を交換した。18 時間後に培養液を除去し、4%パラホルムアルデヒドに

て 10分間固定した。その後、Duolink in situ set(Sigma Aldrich,USA)を使用し、

前述した方法で、蛍光顕微鏡にて蛍光シグナル数を測定し、Ras-RasGRP4の蛋白質間

相互作用を評価した。結果は、ImageJ 1.50を用い定量解析した。 
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5.2.2結果 

 Tipifarnibは、Rasのファルネシル化を阻害することにより Ras蛋白の細胞膜結合

を抑制する。Tipifarnib添加により濃度依存性に、RasGRP4-Rasの蛋白質間相互作用

を抑制した。(Figure 21) 

 

 

 

 

 
Figure 21. Tipifarnbによる Ras-RasGRP4 の蛋白質間相互作用の抑制 

FLSに空ベクターもしくは RasGRP4発現ベクターをトランスフェクションした。48

時間培養後に Tipifarnib（1μM、10μM）を添加し、PLA法にて Ras-RasGRP4の蛋白

質間相互作用を評価した。 

PLA: Proximity Ligation assay  
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5.3. Tipifarnibが関節炎モデルマウスに与える影響 

5.3.1 方法 

 8 週 齢 の 雄 DBA/1 マ ウ ス に 対 し て Day0 に complete Freunds’s 

adjuvant(Chondrex,USA)100 μ l に 溶 解 し た ブ タ Type Ⅱ collagen100 μ

g(Chondrex,USA)を尾に皮下投与し免疫を行った。また、Day18 には、incomplete 

Freunds’s adjuvant 100μlに溶解したブタ TypeⅡ collagen 100μgを尾に再度皮

下投与し追加免疫を行った。Day18以降は誘導された関節炎について、関節炎スコア

と足関節の直径の測定を行った。関節炎スコアは既報に従って、0点：関節に発赤お

よび腫脹を認めない。１点：足根骨または足関節に軽度の発赤と腫脹を認める、2点：

足関節から足根骨にかけて軽度の発赤と腫脹を認める。3点；足関節から中足骨にか

けて中等度の発赤と腫脹を認める、4点：足関節、足部、中足骨にまで広がる重度の

発赤と腫脹を認める、または足趾の関節強直を認める、と定めた。 

 Day25にマウスの背部の皮下組織に Alzet 浸透圧ポンプ（室町機械、東京）を埋め

込んだ。Tipifarnibは 20％シクロデキストリンに溶解し、10mg/kg/dayに調整した。

CIAマウスは Day46に麻酔下の心臓全採血により安楽死処理した。以上の動物実験は

北海道大学の動物実験倫理委員会の承認のもと、北海道大学動物実験に関する規定に

従い行った（承認番号 18-0085）。 
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5.3.2 結果 

関節炎モデルマウスにおいて、Alzet浸透圧ポンプを用いて、Tipifarnibを

10mg/kg/日にて持続皮下投与を 28日間継続した。関節炎の発症早期において、

Tipifarnib投与群は、コントロール群と比較し足関節径は有意に低く、関節炎スコ

アも低い傾向が認められた（Figure 22、23）。 
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Figure 22. Tipifarnib持続皮下注による CIAモデルマウスの関節炎スコアの変化 

関節炎モデルマウスにおいて、Tipifarnibを 10mg/kg/日にて持続皮下投与を継続し

関節炎スコアを測定した。 
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Figure 23. Tipifarnib持続皮下注による CIAモデルマウスの足関節径の変化 

関節炎モデルマウスにおいて、Tipifarnibを 10mg/kg/日にて持続皮下投与を継続し

足関節径測定した。 
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5.3.3 再実験 

 関節炎モデルマウスに Tipifarnibを持続皮下注することで、関節炎の発症早期

において、Tipifarnib投与群は、コントロール群と比較し足関節径は有意に低く、

関節炎スコアも低い傾向が認められたが、後半の経過においては関節炎スコアおよ

び足関節径の有意差は消失していた。我々は、関節炎が出現する前に Tipifarnibを

投与することで、より治療的効果が認められる可能性を考えた。2回目の追加免疫

を行う前日より、Tipifarnib(10mg/kg/day) の持続皮下投与を Alzet浸透圧ポンプ

にて開始した。しかし、関節炎発症前に Tipifarnibを投与した再実験では、関節炎

の改善効果は確認できず、逆に Tipifarnib 投与群で関節炎が増悪する傾向が認めら

れた。その後も Tipifarnib投与による関節炎改善効果は得られず、Day32に安楽死

処理を行った（Figure 24）。 
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Figure 24. Tipifarnib持続皮下注による CIAモデルマウスの関節炎スコアの変化 

関節炎発症前に、Tipifarnib(10mg/kg/day)の持続皮下注を継続し、関節炎スコアを

測定した。 
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5.3.4 考察 

 CIA マウスに対する Tipifarnib の持続皮下注により、Tipifarnib 投与群は、コン

トロール群と比較し足関節径は有意に抑制され、関節炎スコアも低い傾向が認められ

たが、再実験を行った際には有意な差は認められず、関節炎の抑制効果を再現できな

かった。 

 CIA マウスに対する Tipifarnib の持続皮下注射では持続する治療効果は示されな

かった。過去に他の薬剤と併用し、Alzet浸透圧ポンプを用いて、乳がんモデルマウ

スに Tipifarnib を 14 日間持続皮下注射し有効であった報告はあるが(Balasis et 

al., 2011) CIAマウスに対する Tipifarnib の有効性評価のためには、安定した薬剤

投与のために、経口投与や腹腔内投与など他の投与方法での検討が必要である。また

治療効果を発揮し、安全性確保するために、薬剤の投与時期、投与量、投与間隔など

解決すべき課題も多い。 

 また、CIA マウスは極めて強い炎症を誘導する関節炎モデルマウスであり、

Tipifarnib は抗炎症効果よりも抗関節破壊効果が期待されるため、他の CIA マウス

以外の関節炎モデルマウスでの検討も必要である。  
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5.4 考察 

 我々は、Tipifarnibが FLSの細胞増殖能を抑制すること示した。また、Tipifarnib

により RasGRP4 強制発現による RasGRP4-Ras 間の蛋白質間相互作用を抑制すること

を示した。 

血液腫瘍領域において、Tipifarnibは in vitroおよび in vivoのいずれの実験系

においても、細胞増殖能を抑制することが報告されている(Cox and Der, 2002; 

Lancet and Karp, 2003)。 

Tipifarnib は RasGRP4-Ras 間の蛋白質間相互作用を抑制することで、RasGRP4 によ

る FLS の細胞増殖効果を抑制する。Ras を活性化する Ras guanine nucleotide 

exchange factor(Ras GEF)には RasGRP4以外にも SOS1、SOS2、RasGRF1-2、RasGRP1-

4が存在する(Rojas et al., 2011)。関節リウマチにおいて、RasGRF1は滑膜組織内

に高発現しており、RasGRF1は FLSの MMP-3産生との関連が報告されている(Abreu et 

al., 2009)。関節炎モデルラットにおいて、RasGRP4に特異的な siRNAの関節注射は、

関節炎スコア、滑膜組織の炎症細胞の低下、および関節破壊抑制効果を示したが(Kono 

et al., 2015)、さらに CIAモデルラットに RasGRP2および RasGRP4に特異的な siRNA

を関節注射することで、RasGRP2 siRNA単独投与群および RasGRP4 siRNA単独投与群

に比較し、更なる関節炎および関節破壊抑制効果が認められた(Shimamura et al., 

2018)。本実験より Tipifarnib は RasGRP4による Ras活性化による FLSの増殖を抑制

することによる関節炎抑制効果が期待できる。また、RasGRF1 や RasGRP2等、RasGRP4

以外の RasGEF の関節炎に対する影響を抑制できる可能性があるが、それは今後の検

討課題である。 

本実験では、CIA モデルマウスに対する Tipifarnib の関節炎抑制効果は再現がで

きなかったが、他のファルネシルトランスフェラーゼインヒビターでは関節炎抑制効

果が報告されており(Na et al., 2004)、Tipifarnib投与条件の最適化により関節炎

抑制効果が期待される。 

Tipifarnib による Ras を介した FLS の増殖抑制効果は、RA の病因により近い新た

な治療薬となりうる可能性がある。 
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6.総合考察

 私は、RA 患者の FLS に RasGRP4 を強制発現させることで、主要な MAP キナーゼで

ある、ERK/p38/JNKのいずれもリン酸化し、特に ERKと p38のリン酸化が亢進し、活

性化することを示した。また、RasGRP4 の強制発現により、Ras-RasGRP4 の蛋白質間

相互作用がおこることを示した。ERK経路は細胞増殖と密接に関わっており、ヒトの

癌では Rasや Rafの変異が多く認められ、腫瘍化には ERK経路の異常な活性化が認め

られている(Kubota et al., 2011)。RAの滑膜組織においても MAPK経路は活性化し

ていることが知られており、RA FLS においても ERK 経路は活性化し、シグナルにお

いて ERKの上流に位置する MEK阻害剤により細胞増殖は抑制される（Thiel et al., 

2007)。 

 一方、p38は JNKと共にストレス応答 MAP キナーゼと呼ばれており、ストレスに応

答して活性化し、アポトーシスを誘導する(Miura et al., 2018)。炎症性サイトカイ

ンやケモカインの産生、骨や軟骨の破壊を通して関節リウマチの病態と関わっている。 

RasGRP4 の FLS 増殖作用は、RasGRP4 による ERK 経路の活性化に起因すると考えられ

る。 

動物実験での RasGRP4 特異的な siRNA 使用による関節炎・関節破壊抑制の効果は

(Kono et al., 2015)、RasGRP4阻害による、ERK経路の抑制による FLSの増殖抑制、

p38 経路の抑制の効果と考えられるが、その証明には、TNFαで刺激し RasGRP4 が発

現した FLS に対し、RasGRP4 特異的な siRNA を使用することで MAPK シグナル伝達へ

の影響を確認する必要がある。 

 本実験では、ファルネシル化を阻害するファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤

（FTI)の一種である、Tipifarnibにより、RasGRP4-Rasの蛋白質間相互作用は抑制さ

れ、細胞増殖能は抑制された。Tipifarnib は K-Ras 変異による腫瘍に対する細胞増

殖抑制効果は乏しいが(Sebti and Der, 2003)、RAの病態には H-Ras、K-Ras、N-Ras

いずれも関与しており、RAに対しては有効であることが期待される。 

また、スタチンがメバロン酸経路の下流に存在するゲラニルゲラニルピロリン酸 

(geranylgeranyl pyrophosphate: GGPP )の産生を抑制することで、低分子量 G 蛋

白のイソプレニル化を阻害することがしられており(Brown et al., 2006) (Yanae et 
al., 2011)、スタチンと Tipifarnibの併用による RAへの治療効果も期待される。 

Tipifarnib による Ras を介した FLS の増殖抑制効果は、RA の病因により近い新た

な治療薬となりうる可能性が考える。 
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Figure 25. 本研究のまとめ  

FLS において RasGRP4 は Ras を活性化し、ERK 経路や p38 経路の活性化し、細

胞増殖能を上昇させる。Tipifarnib は Ras-RasGRP4 の蛋白質間相互作用を抑制

し、FLS の細胞増殖を抑制する。 
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6. 結論
第一章

 FLSに RasGRP4を強制発現することにより、Ras-RasGRP4の蛋白質間相互作用が

認められ、ERKや p38経路の活性化が認められた。RasGRP4におる FLSの増殖には、

Rasを介した ERKの活性化が関与していると考えられた。 

第二章

Tipifarnibにより、FLSの細胞増殖能は抑制された。また、RasGRP4強制発現によ

る RasGRP4-Ras 間の蛋白質間相互作用は Tipifarnib により抑制された。関節炎モデ

ルマウスである CIAマウスに対する Tipifarnibの持続皮下注により、Tipifarnib投

与群は、関節炎発症早期においてコントロール群と比較し足関節径は有意に抑制され、

関節炎スコアも低い傾向が認められたが、持続する治療効果は示されなかった。

Tipifarnibによる抗関節破壊効果を示すためには、薬剤の投与時期、投与量、投与間

隔など更なる検討が必要である。 
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