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要旨 

【背景と目的】関節リウマチ (Rheumatoid arthritis; RA) は関節に慢性炎症をきたす自

己免疫疾患であり、その病因は遺伝要因と環境要因から成る。遺伝要因と病態は深く

関連しており、その多くは炎症に関わるサイトカインによるものである。Tumor 

necrosing factor  (TNF-)阻害薬や interleukin-6 receptor (IL-6R)阻害薬、Janus kinase (JAK)

阻害薬といった分子標的薬は関節リウマチに対してよく奏効する。線維芽細胞や血管

内皮細胞などの非免疫細胞を JAK- signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)

経路を活性化する IL-6と nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-

κB) 経路を活性化する TNF-や IL-17 などで同時に刺激すると相乗的に NF-κB 経路

が活性化され、IL-6の発現が上昇する。NF-κB 経路活性下で IL-6刺激が IL-6産生を

促すポジティブフィードバック機構のことを IL-6アンプと言う。RA では機能が同定

されている疾患感受性部位の多くが、IL-6アンプに関わるものである。一方、ゲノム

ワイド関連解析で同定されている疾患感受性部位の中で機能がよくわかっていないも

のも多い。RA を始めとした自己免疫疾患で同定されている rs13277113 という遺伝子

間にある一塩基多型 (SNP)が量的形質遺伝子座として同定されており、本来Gである

アリルがAに置き換わると免疫細胞で rs13277113の近傍にあるC8orf13の発現が上昇

することが報告されているが、C8orf13がどのような機能を持つかわかっていない。そ

こで、本研究では、「C8orf13が IL-6アンプの制御に関与する」との仮説を立て、C8orf13

の機能、その分子メカニズム、およびマウス、ヒトに与える影響について研究を行っ

た。 

【対象と方法】まず、C8orf13 の機能を確かめるため、血管内皮細胞で siRNA および

shRNAを用いたノックダウン実験を行い、IL-6をはじめとした炎症刺激で誘導される

分子のmRNA発現をquantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)で測定した。

また、C8orf13 complementary DNA (cDNA)を挿入したプラスミドを作製して過剰発現

系を構築し、レポーターアッセイを用いた IL-6やNF-κBのプロモーター活性の測定、

および分子メカニズムを絞り込むためにウェスタンブロッティングを用いて、シグナ

ルパスウェイに関わる分子のダイナミクスを観測した。さらに、免疫沈降法を用いて、

C8orf13と結合する分子の探索を行い、C8orf13との分子相互作用の影響を確かめるた

め、PLAを行った。次に、同様の現象がマウスでも見られるか確かめるため、関節炎

および皮膚炎マウスモデルを用いて C8orf13 のノックダウン実験を行った。続いて、

ヒトでの rs13277113の SNPの保有率を確かめるため、RAと全身性エリテマトーデス 

(SLE) 患者で genotypingを行い、さらにヒトの関節で rs13277113と C8orf13の関係お

よび炎症との関連を確かめるために、C8orf13およびNF-κB 経路の活性化マーカーで
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あるリン酸化 p65、JAK-STAT3経路の活性化マーカーであるリン酸化 STAT3の免疫組

織化学染色を行った。 

【結果】C8orf13のノックダウンを行った血管内皮細胞を TNF-と IL-6で in vitro刺激

し、培養上清中の IL-6 産生量を測定したところ、発現は有意に抑制された。逆に、

C8orf13 を過剰発現した細胞では IL-6 や NF-κB のプロモーター活性が有意に亢進し

た。C8orf13のノックダウン細胞では p65の核内移行が抑制されており、C8orf13は免

疫沈降法で TNFR1複合体内のRIPK1、Caspase-8、TNFR1、TRAF2といった分子と結

合することがわかった。さらに詳細に分子機構を検討したところ、C8orf13のノックダ

ウン細胞ではCaspase-8によって切断されたRIPK1が増加しており、Caspase-8とRIPK1

の分子相互作用を確かめるため行った PLA assayでは、C8orf13ノックダウン細胞で相

互作用の頻度が増加していた。また、RIPK1を介したアポトーシスマーカーもC8orf13

ノックダウン細胞では抑制されていた。次に、C8orf13 の生理学的役割を調べるため

に、F759を用いた関節炎および皮膚炎モデルにおいてC8orf13をノックダウンすると、

それぞれのモデルで炎症のフェノタイプが有意に抑制された。続いて、ヒトでの

rs13277113のリスクアリルの保有率を調べたところ、健常人の 41%に比してRA 82%、

SLE 97%と自己免疫疾患患者で高い傾向にあることがわかった。実際に、ヒトの関節

滑膜を用いた免疫組織化学染色では、C8orf13の発現はコントロールと比較してRA患

者で有意に発現が高く (染色強度 RA 1675 vs 変形性関節症 (osteoarthritis; OA) 101.3, 

p=0.033)、rs13277113のリスクアリルを持つRA患者でC8orf13の発現が高い傾向にあ

った。rs13277113とNF-κB 経路および JAK-STAT経路の相関を治療による修飾がされ

ていないヒト検体で確かめたところ、リスクアリルを持つ滑膜検体においてNF-κB 経

路と JAK-STAT経路がともに活性化されている傾向がみられた。 

【考察】C8orf13 のノックダウン細胞やマウスで IL-6 の産生が抑制されたことから、

C8orf13 は NF-κB 経路を活性化する分子であると考えられた。またその機序として、

NF-κB 経路の上流で TNFR1 複合体にある RIPK1 と RIPK1 を切断する酵素である

Caspase-8にC8orf13が結合することによって、物理的にRIPK1とCaspase-8の反応を

阻害する機構が考えられた。RIPK1は切断により TNF-による古典的NF-κB経路の活

性化に必要なユビキチン化部位を失うため、C8orf13 はその反応を阻害することで

TNF-に対する感受性を亢進する機序が想定された。また、関節リウマチ患者由来の

滑膜において、C8orf13の発現がコントロールと比べて有意に高く、rs13277113のリス

クアリルに依存する可能性が考えられた。このように、本研究で C8orf13 を介した

rs13277113 の機能が明らかになったことで、rs13277113 の genotyping によるリスク層

別化および個別化医療の開発に寄与する可能性がある。またアポトーシス、ネクロー

シスに関わるRIPK1の切断にC8orf13が関わることから、自己免疫疾患において細胞
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死異常に関わる自己抗原提示機構に介入する可能性があり、C8orf13 は炎症活性化の

みならず自己免疫に関連する分子である可能性も示唆された。 

【結論】関節リウマチにおいて C8orf13 は rs13277113 を介して NF-κB 経路を活性化

し、炎症を増悪させる分子である。 

  



 10 

略語表 

 

本文中、および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

ACPA Anti-cyclic citrullinated peptide antibody 

BLK B Lymphocyte Kinase 

cDNA complementary DNA 

ChIP Chromatin immunoprecipitation 

C8orf13 Chromosome 8 open reading frame 13 

DMARDs Disease-modifying anti-rheumatic drugs 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

eQTL expression Quantitative Trait Locus 

FAM167A Family with sequence similarity 167 member A 

FAM167B Family with sequence similarity 167 member B 

FBS fetal bovine serum 

FLS Fibroblast-like synoviocyte 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GWAS Genome wide association study 

HEK293T Human Embryonic Kidney cells 293 T cell 

HRGEC Human renal glomerular endothelial cell 

IκB Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha 

IKK IκB kinase 

IL-6 Interleukin-6 

IL-6R Interleukin-6 receptor 

IP Immunoprecipitation 

JAK Janus kinase 

MMP Matrix metalloproteinase 

mRNA messenger ribonucleic acid 

NF-κB Nuclear factor-kappa B 

PAD Peptidyl arginine deiminase 

PADI4 Peptidyl arginine deiminase, type IV 

PBS Phosphate buffered saline 

PLA Proximity Ligation Assay 

qPCR quantitative real-time Polymerase Chain Reaction 
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RA Rheumatoid arthritis 

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RBX1 Ring-Box 1 

RIPK1 Receptor interacting Serine/Threonine kinase 1 

shRNA short hairpin ribonucleic acid 

siRNA small interfering ribonucleic acid 

SKP1 S-phase kinase associated protein 1 

SLE Systemic lupus erythematosus 

SNP Single nucleotide polymorphism 

SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 

SSc Systemic sclerosis 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 

TLR7 Toll-like receptor 7 

TNFAIP3 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 

TNF- Tumor necrosing factor- 

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 

TNFRSF14 Tumor necrosing factor receptor superfamily member 14 

TRADD Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain  

TRAF1 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 1 

TRAF2 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 

TYK2 Tyrosine kinase 2 

WB Western blotting 

  



 12 

1. 緒言 

 

1-1 関節リウマチ 

 関節リウマチ (Rheumatoid arthritis; RA)は関節滑膜の炎症、滑膜の肥厚・柔毛組織の

増殖により骨・軟骨破壊をきたす自己免疫疾患である (Smolen et al., 2016)。本来、自

己抗原は抗原提示されないが、滑膜組織に由来するペプチドが樹状細胞などの抗原提

示細胞によって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)。通常、関節腔は免疫細胞のない部位であるが、炎症が起こるとマクロファー

ジ様滑膜細胞によって形成されているバリアが破綻し、血管内から関節腔内にT細胞、

マクロファージ、B細胞が浸潤し、滑膜の炎症を引き起こす (Culemann et al., 2019)。

滑膜での炎症により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)が増殖する。FLSはmatrix metalloproteinase (MMP)などを産生す

ることで軟骨破壊を引き起こす。また 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、骨破壊を誘導する (Schett and 

Gravallese, 2012)。 

 一部の RA 患者では多関節炎に加えて心膜炎、腸間膜動脈梗塞、腎動脈梗塞、多発

神経炎、皮膚潰瘍、紫斑、上強膜炎などの多彩な血管炎症状が出現することがあり、

リウマトイド血管炎と呼ばれている (Cojocaru et al., 2015)。またRAに間質性肺炎が併

存することも珍しくないことから、一部の RA では血管炎病態があると考えられてい

る。 

 関節リウマチは、メトトレキサートを始めとした疾患修飾性抗リウマチ薬 (disease-

modifying anti-rheumatic drugs : DMARDs)、Tumor necrosing factor  (TNF-)阻害薬や

interleukin-6 receptor (IL-6R)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 Janus kinase (JAK)阻害薬により治療成績は劇的に改善している (Aletaha and Smolen, 

2018)。これらの薬剤開発をする上で、先の免疫細胞、非免疫細胞を標的にした治療が

検討されたが、免疫担当細胞を標的とした治療は必ずしも有効ではなかった。その中

でB細胞の表面抗原であるCD20を標的としたリツキシマブや樹状細胞などの抗原提

示細胞から抗原提示細胞表面の CD80/CD86 に結合し、CD28 共刺激シグナルを阻害

することで T 細胞の活性化を抑制するアバタセプトは一定の効果を発揮する 

(Gottenberg et al., 2019) 。一方、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ヒトを対象とした臨床試験では期待される有効

性は認められなかった (Szekanecz and Koch, 2016)。 

 一方、血管内皮細胞の炎症は関節腔に免疫細胞を浸潤させる。さらに FLS は IL-6、

MMP、RANKL など種々のサイトカインを産生し、骨・軟骨破壊に関わり、TNF-阻
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害薬や IL-6R阻害薬などの生物学的製剤の標的となっていると考えられている。 

 

1-2 関節リウマチと遺伝 

RA の原因は遺伝要因と環境要因がそれぞれ報告されている。RA は発症要因の約

50-70％が遺伝要因とされ (Karami et al., 2019)、RAの一卵性双生児の疾患一致率は 12

～15％、50％の遺伝子を共有する二卵性双生児や兄弟での一致率は 2～4％とされてい

る。家族集積性に関連する要因として、貧富、環境要因などが影響する可能性がある

が、それらを加味しても遺伝要因の関与は確実であると考えられている。ヒトの全ゲ

ノムの解読、遺伝子多型のタイピング技術の進展に伴い、ゲノムワイド関連解析 

(Genome wide association study : GWAS) が多く報告され、疾患関連遺伝子として報告さ

れる数が 2007 年以降増えている。GWAS は全ての染色体に分布する遺伝子多型を数

十万種類調べ、その頻度を患者と健常人で比較する。とりわけ、一塩基多型 (single 

nucleotide polymorphism : SNP) が解析多型の中心になっている。一部の SNPはアミノ

酸置換を介してタンパク質機能を変化させたり、遺伝子転写制御領域で転写因子の結

合に影響をもたらしたりする。発現に影響をもたらすものは量的形質遺伝子座 

(expression Quantitative Trait Locus : eQTL) と呼ばれる。RAの疾患感受性遺伝子がコー

ドする分子とそれが関係する経路をみると、TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1)、

TNF--induced protein 3 (TNFAIP3)、TNF receptor superfamily member 14 (TNFRSF14)な

どNF-κBシグナルに関与する遺伝子が多く、このシグナルパスウェイがRAの病態形

成に深くかかわっていることを示唆している。また RA を含む自己免疫疾患の疾患関

連遺伝子には T細胞、B細胞などの獲得免疫に関与する遺伝子群と自然免疫に関連す

る遺伝子群が多く、病態への関与が示唆される。また RA では抗環状シトルリン化ペ

プチド抗体 (anti-cyclic citrullinated peptide antibody : ACPA) が病態に深く関与すること

が知られているが、タンパク質中のアルギニン残基をシトルリンというアミノ酸に置

換する働きを持つペプチジルアルギニン・デイミナーゼ (peptidyl arginine deiminase : 

PAD) をコードする遺伝子のタイプ 4 (Peptidyl arginine deiminase, type IV : PADI4) がRA

と関連することが知られている (Suzuki et al., 2003)。これらのように、遺伝要因の解析

は RA の病態に欠かせない因子を明らかにするとともに疾患の成立や進展予測、予後

予測、薬剤反応性予測を可能にし、将来的なテーラーメード医療に重要な情報を与え

る可能性がある。 

 

1-3 IL-6アンプ（炎症回路） 

 我々は自己免疫疾患、特に RA における慢性炎症誘導機構として『IL-6 アンプ (炎

症回路)』を同定した (Murakami et al., 2019; Ogura et al., 2008)。IL-6は細胞表面上の IL-

6R複合体に結合すると、細胞内に signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 
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依存性の正のシグナルと suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) 依存性の負のシグナ

ルを伝達する。当研究室で樹立した F759 マウスでは、gp130 上の 759 番目の tyrosine

残基を phenylalanineに置換させたmutation (F759Y) をノックインすることにより、IL-

6 受容体複合体を構成する gp130 上の SOCS3 の結合サイトが失われることで IL-6 シ

グナルのネガティブフィードバック機構が破綻し、慢性的な STAT3活性化が引き起こ

される。このマウスでは関節炎を自然発症する他、脾腫、自己抗体の産生などの自己

免疫病態を発症する。このマウスを解析した結果、血管内皮細胞、線維芽細胞などの

非免疫細胞において、NF-κBと STAT3が同時に活性化することで、炎症性サイトカイ

ン、ケモカインが相乗的に発現することを発見した (Atsumi et al., 2002)。すなわち、

IL-6タンパク質の存在化でNF-κBシグナルが活性化すると、Il-6 messenger ribonucleic 

acid (mRNA) が発現増強するポジティブフィードバック機構を見出した。この現象は

正常なマウスの骨髄移植によっても起こるため、免疫細胞ではなく非免疫細胞のサイ

トカインシグナリングが病態形成に重要であることを示唆している (Sawa et al., 2006)。

この機構により、TNF-阻害薬や IL-6R 阻害薬などの生物学的製剤によって単一の分

子の機能を抑えることで著明な疾患活動性が抑制されることが説明可能であり、RAに

おいて FLS や血管内皮細胞が病態を形成する重要な細胞であることも示唆している。

また、RAにおける大規模GWASでは、TNF-や IL-6R、Tyrosine kinase 2 (TYK2)とい

った NF-κB 経路および JAK-STAT 経路に関わる分子に関連する SNP も RA の疾患関

連 SNPとして同定されており、遺伝要因と病態、そして有効な薬剤は密接な関連があ

る (Okada et al., 2014)。 

 

1-4 仮説および本研究の目的 

 上述したように遺伝要因と病態、そして有効な治療法は密接な関連があり、その中

でも IL-6 アンプに関わる分子が多く同定されている。一方で疾患関連 SNP の中で機

能がわかっていない分子も多くあり、機能が同定されていない分子の中にも病態に重

要な分子があると考えた。そこで本研究では、役割が同定されていない SNP の中で

C8orf13-BLKという SNPに注目した。 

 C8orf13-BLKは 8番染色体の遺伝子間にある SNPで、近傍に C8orf13 (Chromosome 

8 open reading frame 13, 別名 FAM167A, Family with sequence similarity 167 member A)と

B Lymphocyte Kinase (BLK)という遺伝子が存在し、2008年に全身性エリテマトーデス 

(Systemic lupus erythematosus : SLE)関連のリスク SNPとして初めて同定された (Hom et 

al., 2008)。その後、RA (Ito et al., 2009)、全身性強皮症 (Systemic Sclerosis : SSc) (Coustet 

et al., 2011; Gourh et al., 2010)、シェーグレン症候群 (Lessard et al., 2013)、巨細胞性動脈

炎 (Torres et al., 2010)、多発性筋炎/皮膚筋炎 (Sugiura et al., 2014)、気管支喘息 (Liu et al., 

2016) のリスク SNPとして同定されている。既報によれば、C8orf13-BLKはアリルが
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G/G の場合と比較して、リスクアリルA/A、A/Gの場合に BlkのmRNA発現量が下が

り、逆にC8orf13のmRNAの発現量が上がる eQTLとして同定されている (Aqrawi et 

al., 2018; Hom et al., 2008; Lessard et al., 2013)。BLKは Srcファミリーのチロシンキナー

ゼをコードする遺伝子で、B細胞の成熟や分化に重要である (Samuelson et al., 2012) が、

一方で C8orf13 の機能についての報告は全くない。自己免疫疾患のみならずアレルギ

ー性疾患のリスクになることからC8orf13は IL-6アンプに関連する炎症増悪因子では

ないかと仮説を立て、C8orf13 の機能および分子メカニズムを解明することを本研究

の目的とした。 
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2. 方法 

 

2-1 細胞およびマウス 

 本研究で用いたヒト滑膜線維芽細胞 (FLS)は北海道大学病院で行われた膝関節置換

術からコラゲナーゼ D で分離培養したものを用いた。ヒト腎糸球体血管内皮細胞

（HRGEC, Human renal glomerular endothelial cell）、ヒト胎児腎細胞 293 T 細胞 

(HEK293T, Human Embryonic Kidney cells 293 T)はCell systems (DS pharma)で購入した。

いずれの細胞もDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM ; Life Technologies)に 10%

ウシ胎児血清 (fetal bovine serum ; FBS)  (Thermo Scientific)を添加したものを用いて、

37℃かつ 5% CO2の条件下において継代、培養した。また培養に使用した器具類はす

べてオートクレーブによる滅菌処理を施し、すべての操作をクリーンベンチ内で無菌

的に行った。 

 野生型マウス (C57BL/6)は日本 SLC株式会社より購入して用いた。皮膚炎、関節炎

モデルマウスとして、gp130 の 759 番目の tyrosine 残基を phenylalanine に置換させた

変異型 gp130 (Y759F)を全身で発現する F759 マウス (gp130Y759F/Y759F ノックインマウ

ス)を使用した (Atsumi et al., 2002)。マウスは北海道大学遺伝子病制御研究所において

室温管理された specific-pathogen-free ルームで飼育した。動物の取り扱いについては

「北海道大学動物実験に関する規定」に則り、北海道大学の動物実験倫理審査の承認

を受けて行った。実験には開始時に 6-8週齢のマウスを用いた。 

 

2-2 抗体および試薬 

 以下に示す抗体はwestern blotting (WB)、免疫沈降法 (immunoprecipitation ; IP)、蛍光

組織化学染色、および免疫組織化学染色 (immunohistochemistry; IHC)に用いた。 

抗 C8orf13 抗体 (HPA030426、Sigma-Aldrich、IP、IHC)、抗 C8orf13 抗体 (ab94952、

abcam、WB)、抗 p65抗体 (C-20、Santa Cruz)、抗リン酸化 STAT3抗体 (Cell Signaling 

Technology)、抗 FLAG M2抗体 (Sigma-Aldrich)、抗リン酸化 IκBα抗体 (Cell Signaling 

Technology)、抗 IκBα抗体 (Cell Signaling Technology)、抗α-tubulin抗体 (Sigma-Aldrich)、

抗TNFR1抗体 (Cell Signaling Technology)、抗TRADD抗体 (Cell Signaling Technology)、

抗 TRAF2抗体 (Cell Signaling Technology)、抗RIPK1抗体 (Cell Signaling Technology)、

抗 TNFAIP3 抗体  (Cell Signaling Technology)、抗 Caspase-8 抗体  (Cell Signaling 

Technology)、抗 SKP1 抗体 (Cell Signaling Technology)、抗 RBX 抗体 (Cell Signaling 

Technology)、抗Bmi1抗体 (Cell Signaling Technology)、horseradish peroxidase (HRP)標識

抗ラビット IgG抗体 (Southern Biotech)、HRP標識抗マウス IgG抗体 (Southern Biotech)、

抗 cleaved caspase-3抗体 (Cell Signaling Technology) 

 



 17 

2-3 quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR) 

 コントロール細胞とC8orf13ノックダウン細胞を 96 wellプレートに 1×104 cells/well

で播種した。播種翌日に 2時間の血清飢餓処理の後、ヒト IL-6 (東レ) 100 ng/mL、可溶

性 IL-6 R (PeproTech) 100 ng/mL、ヒト TNF- (PeproTech) 50 ng/mLで 3時間刺激した後

にmRNA抽出を行なった。Small interfering ribonucleic acid (siRNA)によるノックダウン

細胞においては、後述する方法により siRNAによる遺伝子ノックダウンを行なったの

ち、同様にヒト IL-6、可溶性 IL-6R、及びヒト IL-17 あるいは TNF-を添加し 3 時間

インキュベートしたのちに mRNA 抽出を行なった。細胞からの RNA 抽出は

SuperPrep® Cell Lysis & RT Kit for qPCR (東洋紡ライフサイエンス) を用いて標準プロ

トコールによって行った。生検組織からの RNA 抽出は AllPrep® DNA/RNA Mini Kit 

(QIAGEN)を用いて標準プロトコールに従って行った。cDNAの合成はM-MLV Reverse 

Transcriptase (Promega)を用いて標準プロトコールに従って行った。標的遺伝子に対す

る 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 マ ウ ス 由 来 細 胞 で は hypoxanthine 

phosphorybosyltransferase (Hprt) 、ヒト由来細胞では glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)を用いた。測定するにあたり、7300 fast real-time PCRシステム 

(Applied Biosystems)と SYBR Green PCR master mix (Kapa Biosystems)を使用した。 

 使用したプライマー配列を表 1に示す。 
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表 1. qPCRで用いたプライマー 

Gene Sequence 

Human IL-6 

(Taqman) 

Forward 5'-CATCCTCGACGGCATCTCAG-3' 

Reverse 5'-AGCCATCTTTGGAAGGTTCAGG-3' 

Probe 5'-CTCCCAGTGCCTCTTTGCTGCTTTCA-3' 

Human CCL2 

(Taqman) 

Forward 5'-TCACCAATAGGAAGATCTCAGTGC-3' 

Reverse 5'-CCACAATGGTCTTGAAGATCACAG-3' 

Probe 5'-GAGAAGAATCACCAGCAGCAAGTGTCCCAAA-3' 

Human GAPDH 

(Taqman) 

Forward 5'-CTCCTCTGACTTCAACAGCGA-3' 

Reverse 5'-CCAAATTCGTTGTCATACCAGGA-3' 

Probe 5'-GATGCCAGCCCCAGCGTCAAAGGT-3' 

Human C8orf13 

(Taqman) 

Forward 5'-GCTCAGGAAGGAACTGACGG-3' 

Reverse 5'-TCGTAGGTGGCATCGTTGAG-3' 

Probe 5'-CGAACACACCTGCCGCCTCCACA-3' 

Human STAT3 

(SYBR) 

Forward 5'-CAGGAGGGCAGTTTGAGTCC-3’ 

Reverse 5'-CAAAGATAGCAGAAGTAGGAGA-3’ 

Human GAPDH 

(SYBR) 

Forward 5’-GAGCAACGGAGGCG -3’ 

Reverse 5’-CGCCCGGAAGAGGG-3’ 
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2-4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 コントロールHRGEC細胞 (MOCK)およびC8orf13ノックダウン細胞を96-well plate 

に 1×104 個/well で播種し、37℃、5% CO2条件下で 24 時間インキュベートした。次

に、血清を添加していないDulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)にそれぞれヒト

IL-6 100ng/ml、可溶性 IL-6R 100 ng/ml、TNF- 50 ng/mlとなるように希釈し、培養液

を置換した。培養細胞はサイトカインで 8時間刺激した後に、培地を交換してさらに

24 時間培養し、上清を採取後に ELISA による IL-6 産生量の測定に供試した。ELISA

はMouse IL-6 ELISA Set (BD Biosciences) を用いて、標準プロトコールに従って行なっ

た。すなわち、capture antibody を coating bufferで希釈し、ELISAプレートに一昼夜コ

ートした後に、洗浄、ブロッキングを行い、サンプル上清を添加して室温で 2時間反

応させた。その後、wellを洗浄し、HRP標識検出抗体を加えて室温で 1時間反応させ

た後に、2M H2SO4を添加して反応を停止し、反応物の吸光度をOD450で測定した。 

 

2-5 MTT assay 

  ELISAで用いた 96-well plateより培養上清を除去し、10% fetal bovine serum (FBS)

を含むDMEMで希釈したMTT溶液 (500 μg/ml)を 100 μl/wellで加えて、37℃、5% CO2

条件下で 3時間インキュベートして呈色反応を行った。その後、上清を除去し、DMSO

を 100 μl/well加えてMTTの沈殿を溶解し、吸光度をOD550で測定した。 

 

2-6 ヒトC8orf13に対する short hairpin RNA (shRNA)を用いた遺伝子ノックダウン 

 96-well plateに FLS細胞およびHRGEC細胞を 1.5×103個/wellで播種し 24時間培養

した。目的の遺伝子に対する shRNA を含むウィルス粒子 (non-target (コントロー

ル )shRNA, Sigma Mission SHC002V; C8orf13 shRNA, TRCN0000072668-

TRCN0000072672; Sigma-Aldrich) を氷上で緩徐に解凍し、multiplicity of infection (MOI)

が約 50程度になるように polybrene (8 µg/ml) を加えたDMEMで調整して、40 µl/well

ずつ細胞に添加した。37℃、5% CO2下で 24時間培養した後、puromycin (5 µg/ml) を

加えた DMEMを 100 µlずつ加えて 3日間培養した。この薬剤選択により生存した細

胞を一過性のノックダウン細胞株とし、培養条件を 24-well plate、12-well plate、および

100 mm dishへと段階的にスケールアップさせながら、puromycin含有 DMEMでさら

に 3-4日間培養かつ薬剤選択を行なった。この過程で確立したクローンについて qPCR

を行い、目的遺伝子のノックダウン効率の検証を行い、安定ノックダウン細胞株とし

て以降の実験に用いた。 
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2-7 ヒトC8orf13に対する small interfering RNA (siRNA)を用いた遺伝子ノックダウ

ン 

 FLS細胞およびHRGEC細胞を 96-well plateに1×104個/wellで播種し、Lipofectamine 

RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)を用いて siRNA (5 µM) 0.5 µlをトランスフェクシ

ョンした。トランスフェクションした細胞は、37℃ 5% CO2下で 48時間培養し、サイ

トカイン刺激後に 2-6と同様に qPCRに供試した。 

 

2-8 皮膚炎および関節炎誘導モデルと炎症スコアの評価 

 皮膚炎モデルにおける炎症スコアは、既報にある評価方法に従って行った (Kanada 

et al., 2011)。F759マウスの耳に siRNAを耳の表裏に塗布し (day 0)、その後、day1, 2, 

および 3において、Toll-like receptor 7 (TLR7) アゴニストであるイミキモド (Mochida 

Pharmaceuticals, Japan)とともにC8orf13に特異的な siRNA (Dharmacon、A-051135-13、

A-051135-14、A-051135-15、A-051135-16)、NF-κB p65に特異的な siRNA (Dharmacon、

A-040776-13、A-040776-14、A-040776-15、A-040776-16)、あるいは non-target siRNA 

(Dharmacon、SMARTpool)を塗布した。なお、塗布にあたっては、クリーム (Johnson and 

Johnson) 5.6 µlに siRNA 9.4 µlと生理食塩水あるいはイミキモド 5.0 µlを混合した液を

用いた。皮膚炎は耳の皮膚の厚さをマイクロキャリパーで計測し、元の厚さからの変

化量で評価した。 

 F759マウスを用いた関節炎モデルにおける炎症スコアは、既報にある評価方法に従

って行った (Atsumi et al., 2002)。C8orf13に特異的な shRNA (3.6×105 TU/dose、Sigma-

Aldrich、TRCN0000177729、TRCN0000182739、TRCN0000197692、TRCN0000200047、

TRCN0000215372）あるいはコントロールとして non-target shRNA (Sigma Mission 

SHC002V) を polybrene (40 μg/dose) とともに 6-8 週齢の F759 マウスの後肢踵関節腔

に 1日おきに 3回 (days 0, 2, 4) 注入した。関節炎の誘導には、マウス IL-6 (100 ng/dose) 

および IL-17 (100 ng/dose) を 3日間連続 (days 5, 6, 7) で注射した。関節炎の重症度は

踵関節の可動性を指標として、0点 (正常)、1点(わずかな可動制限)、 2点 (軽度の可

動制限)、3点 (中程度の可動制限)、および 4点 (重度の可動制限)で評価した。 

 

2-9 Western blotting (WB) 

 WBに用いる細胞は、すべて 10 cm dishに播種して培養した。必要に応じてサイト

カインで刺激した後に細胞を氷上に置き、培養液を吸引除去した後に氷冷した

Phosphate buffered saline (PBS) で洗浄し、1 mlの PBSとセルスクレーパー（住友ベー

クライト）を用いて細胞を回収した。1,500 rpm、4℃、5分間の遠心により上清を除き、

細胞ペレットを適切なバッファーで溶解処理した。全細胞成分分画の抽出には高塩濃

度の細胞溶解バッファー (NaCl 600 mM) を用いて細胞を溶解した後、十分な voltexを
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行い、超音波処理（30秒間隔で 5分間×2回）を行い、15,000rpm、20分間で遠心を行

なった後、細胞残渣を除いた上清を全細胞成分分画として回収した。すべての工程に

おいて、細胞溶解バッファーには 1/100 量の protease inhibitor（Sigma Aldrich）、

phosphatase inhibitor cocktail 2（Sigma Aldrich）、および phosphatase inhibitor cocktail 3

（Sigma Aldrich）を添加した。得られたサンプルは全て 2-メルカプトエタノールを含

む SDS sample bufferで 95℃、5分間煮沸させ、氷冷後にWBに供試した。まず、5-12%

濃度勾配の SDS-PAGEゲル（和光純薬工業）でBio-Radのウエットウエスタンブロッ

トシステムを用いてポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE) を行い、泳動分離した

タンパク質を Immobilon®-P （Millipore）に転写した。転写膜は、2% Bovine serum 

albumin; BSA, Sigma-Aldrich)あるいはBlock ACE (雪印メグミルク株式会社)を用いて 1

時間ブロックした。その後、標的分子に対する一次抗体反応を 12時間、続くHRP標

識した二次抗体反応を 1時間行った。全細胞分画および細胞質分画の内部コントロー

ルとして、tubulinに対する抗体を用いた。一次抗体、二次抗体を加えた後は TBS-T (Tris-

Buffered Saline with Tween 20)液で 5分間 3回洗浄し、Chemi-Lumi One L for HRP (nacalai 

tesque)、または Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher)を用いた基質反応を

行った。反応後、現像機 FPM100 (富士メディカルフィルム)を用いて化学発光産物を

フィルムに感光させタンパク質バンドの検出を行った。 

 

2-10 Luciferase Reporter Assay 

 レポーター活性の測定は、Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) を用いて

標準プロトコールに従い行った。96-well plateに 2×104 cells/wellで播種したHEK293T

細胞を 24時間培養した後、PEI (Polyethylenimine)を用いて pEF-BOS (MOCK)、C8orf13

発現プラスミドを 100 ng/well で導入、加えて pGL4.32 [luc2P/ NF-κB -RE/Hygro] (4.5 

ng/well、Promega)、pGL4.32 [luc2P/ IL-6 -RE/Hygro] (4.5 ng/well、Promega)、および pGL4.74 

[hRluc/TK] (0.25 ng/well、Promega) を導入した。各遺伝子導入を導入してから 24時間

培養後に培養液を除去し、ヒト TNF- (50 ng/ml)を含有した培養液で 6時間刺激した。

PBSで細胞を洗浄し、Passive lysis buffer (40 μl/well)を加えて 4℃で 20分間穏やかに振

盪して細胞を溶解した。その後、その細胞溶解液 5 μlと発光基質 25 μlを混合し、ホタ

ルルシフェラーゼ活性をルミノメーター （GloMax®-Multi Detection System、Promega）

で測定した。なお、細胞間の導入効率の補正のために、遺伝子導入の際に同時に導入

した pGL4.32由来のウミシイタケルシフェラーゼ活性を内部コントロールとし、これ

との比を算出してNF-κBあるいは IL-6ルシフェラーゼ活性とした。 

 

2-11 共焦点レーザー顕微鏡による細胞内タンパク局在の観察 

 TNF-刺激による p65 の核内移行を確認するため、コントロールおよび C8orf13 ノ
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ックダウン細胞を TNF- 50 ng/mlで 0分、15分、および 30分間刺激した。刺激後の

細胞は 4% パラホルムアルデヒドで 20 分間固定し、 Perm/Wash solution 

(Cytofix/Cytoperm kit、BD Biosciences)で透過処理を施した後に、2% BSAで 30分間ブ

ロックした。次に、一次抗体として抗 p65抗体を 1時間反応させ、細胞を洗浄して余

分な一次抗体を除いた後、二次抗体として抗ウサギAlexa Fuor-488標識抗体とHoechst 

33342 nuclear stainで 30分間反応させた。その後、細胞内タンパク質の局在について、

共焦点レーザー顕微鏡（AxioCam MRm、Carl Zeiss）を用いて観察を行った。 

 

2-12 免疫沈降法 (Immunoprecipitation Assay : IP) 

IPに用いる細胞はすべて 10 cm dishに播種、培養した。バッファーで溶解されたサン

プルはプロテインGセファロースビーズ (Pharmacia)をサンプル 1mgタンパク質相当

量に対して 10 µg添加し、4℃下で 1時間緩徐に転倒混和しプレクリアを行った。その

後、9,000 rpm、1分間、4℃で遠心した後に上清を回収し、目的に応じて FLAGビーズ 

(Sigma Aldrich) あるいは抗 C8orf13 抗体 (abcam) を加えて 2時間 4℃下で緩徐に転倒

混和した。サンプルとビーズ・抗体複合体は 24時間、4℃で混和した後、細胞溶解バ

ッファーで 5 回洗浄した。IP 後において、FLAG 融合タンパク質は 3×FLAG ペプチ

ド (Sigma Aldrich)を用いて溶出し、プロテインGセファロースビーズは 2-メルカプト

エタノールを含む SDS sample bufferで 95℃、 5分間煮沸し溶出した。溶出液はWBに

供試し、その際に全細胞分画サンプルの一部を IPの inputとして用いた。 

 

2-13 ヒト滑膜組織を用いた免疫組織化学染色 

 すべての患者検体は、関節リウマチまたは変形性膝関節症と診断され、北海道大学

病院整形外科で関節置換術を行われた際に採取した。本研究に際して、個々の患者か

らインフォームド・コンセントを取得しており、また本研究は北海道大学病院の倫理

委員会によって承認された自主臨床研究『関節リウマチおよび全身性エリテマトーデ

スにおける遺伝子発現および炎症増幅回路活性化因子の解析 (臨床研究番号 自 018-

0388)』の一環として実施した。 

 パラフィンに包埋された検体からミクロトームにより 4 µm 厚で切り出した切片を

40℃の蒸留水上に浮遊させた後、スライドガラスに切片を移し一昼夜乾燥させた。キ

シレンで脱パラフィンを行なった後、無水エタノールで検体を完全脱水させた。超純

水で洗浄した後、抗原を賦活化する目的でクエン酸ナトリウムバッファー (pH6.0) に

浸して 10分間煮沸した。スライドガラスが室温に戻った後、超純水で洗浄し、内在性

酵素を不活化するために 3%過酸化水素水で 5 分間処理した。ブロッキングは

VECTASTAIN ABC KIT (Vector Laboratories)を用いた標準プロトコールで行なった。一

次抗体には抗リン酸化 p65 抗体、抗リン酸化 STAT3 抗体、抗 C8orf13 抗体を使用し、

二次抗体にはビオチン標識抗ウサギ IgGモノクローナル抗体を使用した。発色基質と



 23 

してはDAB (ImmPACTTM DAB Peroxidase Substrate Kit、Vector Laboratories) を用いた。 

 

2-14  Proximity Ligation Assay (PLA)  

 コントロールおよび C8orf13 ノックダウン細胞を the ibidi µ-slides で培養し、

DuolinkTM In situ PLA kitを用いて実験を行った。細胞を IL-6、TNF-で 90分間刺激し

固定した後、blocking solutionを用いて 30分間ブロックを行った。その後一次抗体 (抗

RIPK1 抗体、抗 Caspase-8 抗体)を添加して 1 時間静置し、洗浄後に PLA probe（＋、

－）を用いて二次抗体を添加した。各プラスとマイナスの PLA probeのペアがお互い

に近かった場合 （< 40 nM）、ローリング・サークル増幅による DNA ライゲーション

がポリメラーゼの添加によって起こるよう、DNAリガーゼを添加し 30分間静置、続

いてポリメラーゼを添加し遮光して 100 分間静置した。洗浄後、細胞を confocal 

microscopyで観察した。 

 

2-15 C8orf13の SNPシーケンスおよび variant発現 

摘出した滑膜組織は速やかに PAXgene® Tissue Container (QIAGEN) の中に投入し、

室温下で 2-4時間反応させた。その後、生検組織を取り出して PAXgene Tissue Stabilizer 

(QIAGEN)の中に投入し、使用するまで-20℃で保存した。 

 Stabilizer の中に保存された組織の一部 (10 mg 相当量) を分割切除し、AllPrep 

DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN)を用いてRNA、ゲノムDNAを抽出した。 

 抽出されたゲノム DNA に対して、C8orf13 と Blk の遺伝子間にある SNP (single 

nucleotide polymorphism) rs13277113のアリルを確認する目的で PCRを施行した。使用

したプライマーの配列は表 2に示してある。ゲノムDNA 200 ngに対して、KOD Fx (東

洋紡ライフサイエンス) を用いて PCR を行い、SNP 前後 400 bp 程度の塩基長を増幅

させた後に、PCR産物をWizard® SV Gel and PCR Cean-Up System (Promega) を用いて

精製した。精製した PCR 産物に対して BigDye® Terminator v3.1 Cycle Squencing Kit 

(Applied Biosystems) を用いてシーケンス PCRを行なった。 
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表 2 SNPシーケンスに用いたプライマー配列 

SNP Sequence 

rs13277113 Forward 5’-TTCAGGCAAGATGTCCGTAGACT -3’ 

Reverse 5’-CTAGACAAAATTGTCAGAAACAACA-3’ 
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2-16 統計処理 

 実験データは平均値±標準誤差 (Mean±SEM)で示した。本研究では、2群間の有意

差検定に Student’s t 検定を用いた。3 群間以上の有意差検定には analysis of variance 

(ANOVA)検定を用い、群間検定には Student’s t検定およびBonferroni補正を用いた。p

値は 0.05未満のものを有意とし、*p < 0.05、**p < 0.01、および***p <0.001で示した。 
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3. 結果 

 

3-1 C8orf13の IL-6アンプへの関与についての検討 

C8orf13遺伝子の IL-6アンプへの関与を明らかにするために、C8orf13ノックダウン

細胞を作製した。ヒトHRGEC細胞にC8orf13 shRNAおよび non-target shRNAを含む

レンチウイルスを感染させ、puromycinによる薬剤セレクションを行い、C8orf13ノッ

クダウン細胞およびコントロール細胞を得た。IL-6 アンプへの関与について IL-6 と

TNF-のサイトカイン刺激により誘導される IL-6 mRNA 発現量を qPCR 法で測定し、

C8orf13 のノックダウンにより IL-6 mRNA の発現誘導が抑制されることを確認した

（図 1）。次に、IL-6 と TNF-のサイトカイン刺激により誘導される IL-6 のタンパク

質発現量を ELISA法で測定し、C8orf13のノックダウンにより IL-6のタンパク質発現

誘導が抑制されることを確認した (図 2)。また同時に、細胞増殖の定量評価をMTTア

ッセイで行い、細胞増殖には C8orf13 は影響しないことを確認した (図 2)。次に、

C8orf13 タンパクレベルのノックダウン効率を WB で確認したところ、定常状態にお

ける内因性C8orf13の検出が難しかったため、2種類のC8orf13特異的な抗体を用いて

細胞溶解液を免疫沈降し、WB を行った。その結果、C8orf13 shRNA によるノックダ

ウンによって、当該分子のタンパク発現レベルが抑制されていることを確認した (図

3)。同様の実験を不死化したヒトの滑膜線維芽細胞においても確かめたところ、

C8orf13のノックダウンにより IL-6 mRNAの産生が有意に抑制された (図 4)。また、

IL-6、TNF-で刺激した際の C8orf13 mRNA の発現量は変化しなかった (図 5)ことか

ら、C8orf13 は IL-6 アンプのポジティブフィードバックに与される遺伝子でないこと

がわかった。同様に、炎症メディエーターの一つであるCCL2のmRNA発現の抑制は

認められたが、STAT3 mRNA発現は抑制されなかった (図 6)。IL-6、CCL2はNF-κB経

路依存的に産生されるのに対し、STAT3は JAK-STAT経路依存的に制御される。すな

わち、これらの結果から、C8orf13 が NF-κB 経路を制御するタンパク質である可能性

が示唆された。 

 次にこの可能性を明らかにするために、C8orf13 の過剰発現下における IL-6 および

NF-κBのプロモーター活性をレポーターアッセイにより評価したところ、C8orf13遺

伝子導入によりいずれのプロモーター活性も亢進することがわかった (図 7)。また過

剰発現したC8orf13はWBで確認された (図 8)。これらの結果から、C8orf13はNF-κB

経路を活性化させる因子であることが確証づけられた。  
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図 1 ヒト血管内皮細胞における C8orf13ノックダウンによる IL-6 mRNA発現誘導に

対する抑制効果 

 LentivirusによるC8orf13 shRNAをヒト血管内皮細胞であるHRGEC細胞に感染さ

せ、2クローンのC8orf13ノックダウン細胞株を樹立した。同様に、non-target shRNA

を用いてコントロール細胞 (mock)も作製した。mockおよびC8orf13ノックダウン細

胞に対して、TNF-、IL-6、および両者の組み合わせで刺激した後の IL-6 mRNA発現

量を qPCRで測定し比較した。内因性コントロールにはGAPDHを用いた。データは

3回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*、** および*** は、t検定で比較した

際の p値がそれぞれ 0.05、0.01、および 0.001未満のものを示す。 
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図 2 ヒト血管内皮細胞におけるC8orf13ノックダウンによる IL-6産生誘導に対する

抑制効果 

 図 1と同様に、C8orf13をノックダウンし、培養上清中の IL-6産生量を ELISAで測

定した。C8orf13ノックダウン細胞株では IL-6 mRNAの産生が有意に抑制された。ド

ットは MTT アッセイによる細胞増殖の程度を示す。データは 3 回の実験結果の平均

値と標準誤差を示す。*** は、t 検定で比較した際の p 値が 0.001 未満のものを示す。 
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図 3 免疫沈降およびWBによるC8orf13ノックダウンの検証 

 HRGEC 細胞から樹立された C8orf13 ノックダウン細胞 (sh1)およびコントロール

(mock) 細胞を溶解し、抗C8orf13抗体による免疫沈降を行った。次に、沈降物タンパ

ク質を SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜へ転写後、免疫沈降に用いた抗体とは別の抗

C8orf13 抗体、および内因性コントロールとして抗 tubulin 抗体を用いてそれぞれのタ

ンパク質を検出した。 
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図 4 ヒト滑膜線維芽細胞における C8orf13ノックダウンによる IL-6 mRNA発現誘導

に対する抑制効果 

 LentivirusによるC8orf13 shRNAを不死化したFLSに感染させ、2クローンのC8orf13

ノックダウン細胞株を樹立した。同様に、non-target shRNAを用いてコントロール細胞 

(mock)を作成した。Mockおよび C8orf13ノックダウン細胞において、C8orf13 mRNA

発現量 (左図)、および IL-6と TNF-の組み合わせで刺激した後の IL-6 mRNA発現量 

(右図)を qPCRで測定し比較した。内因性コントロールにはGAPDHを用いた。データ

は 3回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*、**は、t検定で比較した際の p値が

それぞれ 0.05、0.01未満のものを示す。 
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図 5 ヒト血管内皮細胞におけるC8orf13の発現定量解析 

 HRGECを TNF-や IL-6で 3時間刺激した後に細胞を融解し、RNAを回収した。回

収したRNAを qPCRに供試し、C8orf13 mRNA量を測定した。C8orf13 mRNAの発現

量はサイトカイン刺激によって影響を受けなかった。データは 3回の実験結果の平均

値と標準誤差を示す。NS; 有意差なし 
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図 6 C8orf13ノックダウン細胞におけるサイトカイン刺激後の CCL2、STAT3 mRNA

発現量の変化 

 C8orf13 siRNAを投与し 48時間かけてノックダウンした HRGECを TNF- と IL-6

で 3時間共刺激し、細胞を溶解後にRNAを回収した。回収したRNAを qPCRに供試

し、CCL2 (左図)、STAT3 mRNA (右図)の発現量を評価した。IL-6、CCL2の発現量はNF-

κB 経路の活性化に伴って増強されるのに対し、STAT3 の発現は JAK-STAT 経路の活

性化で制御される。データは 3回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*、** およ

び*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01、および 0.001未満のもの

を示す。 
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図 7 C8orf13を強制発現させたHEK293T細胞でのレポーターアッセイ  

 (左図) HEK293T細胞へC8orf13発現プラスミドをトランスフェクションし、TNF- 

刺激後の IL-6 プロモーター活性 (左図)および p65 プロモーター活性 (右図)の変化を

dual luciferase assayにより評価した。プロモーター活性は、ホタルルシフェラーゼ活性

に対するウミシイタケルシフェラーゼ活性 (内部コントロール)で補正し、算出した。

データは 4回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。** および *** は、t検定で比較

した際の p値がそれぞれ 0.01および 0.001未満のものを示す。 
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図 8 WBによるC8orf13過剰発現の検証 

 HEK293T 細胞に C8orf13-FLAG 発現ベクターをトランスフェクションし、SDS-

PAGE でタンパク質を分離した後、PVDF 膜へ転写し、抗 FLAG 抗体、および内部コ

ントロールとして抗 tubulin抗体を用いて各タンパク質を検出した。図は複数回行った

実験のうち代表的なデータを示す。 
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3-2 C8orf13のNF-κB経路に関与するメカニズムの探索 

 次に、C8orf13がどのようにNF-κB経路に関与しているかについて検討した。NF-κB

経路は IL-1、IL-17、あるいは TNF-など様々な炎症性サイトカインにより活性化する

ことが知られている。NF-κB 経路において転写活性を有する重要な分子の一つが p65

分子である。p65は細胞質では IκB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer 

in B-cells inhibitor alpha)と結合して非活性化状態で存在するが、先述したようなサイト

カイン刺激により IKK (IκB kinase) 複合体のリン酸化を経て IκBがリン酸化を受け、

その結果プロテアソーム系により分解される。IκBが分解された p65分子はリン酸化

により活性化し、核局在シグナルが露出することにより核内へ移行して転写活性を有

するようになる。そこでまず、C8orf13をノックダウンした細胞を TNF-で、、、

分間刺激し、タンパク質を抽出した後に IκBの分解について WB で確認したとこ

ろ、C8orf13 ノックダウン細胞では IκBの分解が抑制された (図 9)。また C8orf13 の

ノックダウン細胞で p65 の核内移行を共焦点顕微鏡で観察したところ、p65 の核内移

行が抑制されていることがわかった (図 10)。これらの結果は、C8orf13がNF-κB経路

において IκBの分解よりも上流で作用している可能性を示している。 
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図 9 C8orf13ノックダウンによるTNF-刺激依存的な IκB分解への影響 

 C8orf13ノックダウン血管内皮細胞およびコントロール細胞を 10 cm dishで培養し、

TNF-で 0、5、15、30 分間刺激した後に細胞を溶解した。細胞溶解物を WB に供試

し、刺激依存的な IκBの分解を評価した。内因性コントロールには p65を用いた。図

は複数回行った実験のうち代表的なデータを示す。 
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図 10 C8orf13ノックダウンによる p65の核内移行の変化 

 (A) C8orf13 ノックダウン細胞および mock 細胞を 24 時間血清飢餓状態で培養し、

TNF-で 0、15、30分間刺激した後に共焦点顕微鏡で p65の核内移行を観察した。(B) 

(A)の結果について、各サンプルにつき 500個以上の細胞について p65の核内移行の有

無を計測した。図は複数回行った実験のうち代表的なデータを示す。 
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3-3 C8orf13はTNFR1複合体分子に結合する 

 これまでの結果から、C8orf13がNF-κB経路において IκBが分解を受ける過程より

も上流で機能していることが明らかとなった。そこで、本節では C8orf13 が結合して

いるNF-κB経路関連分子について調べた。 

一般的に TNF-が TNFR1に結合すると、TNFR1受容体は細胞質領域にあるデスド

メインを介して三量体化し、この凝集によって tumor necrosis factor receptor type 1-

associated death domain (TRADD）アダプタータンパク質の局在化が起こる。さらに、

TRADDによって誘導された receptor interacting Serine/Threonine kinase 1 (RIPK1)が凝集

する結果、Caspase-8が活性化される。TRADDは、アダプター分子の１つである Tumor 

necrosis factor receptor-associated factor (TRAF2）と複合体を形成後に、RIPK1によって

活性化され、さらに下流の IKK をリン酸化し、IκBの分解を介して NF-κB 経路を活

性化する。 

 HEK293T細胞に FLAGタグを融合させたC8orf13を強制発現させ、その細胞溶解液

を抗 FLAGビーズで免疫沈降に供試し、得られた沈降物を TNFR1複合体および IκB

分解に関わる分子について WB を行った。その結果、C8orf13 は IκB分解に必要な

SKP1 (S-phase kinase associated protein 1)、RBX-1 (Ring-Box 1)、Bmi1といった分子とは

結合せず、TNFR1、TRAF2、RIPK1、Caspase-8と結合することがわかった (図 11)。こ

のことから、C8orf13 は TNFR1 複合体の中で機能する分子であることが示唆された。 
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図 11 免疫沈降法によるC8orf13結合分子の探索 

 HEK293T細胞にC8orf13-FLAGを過剰発現させ、細胞溶解液を抗 FLAGビーズで免

疫沈し、NF-κB経路の上流分子との結合を調べた。複数回施行したデータのうち、代

表的なデータを示す。 
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3-4 C8orf13はRIPK1に結合し、RIPK1の切断を阻害することで炎症活性を示す 

 次に、NF-κB経路におけるC8orf13の機能を詳細に調べるために、C8orf13と結合し

た分子の中でRIPK1に着目した。RIPK1は炎症のみならずアポトーシス経路、RIPK3

を介したネクローシス経路にも関わるマスター調節因子として報告されている 

(Dannappel et al., 2014)。RIPK1は TNF-による刺激によってユビキチン化され、TNFR1

複合体の分子群のリクルートを介して下流のシグナルを亢進するが、Caspase-8によっ

て切断されるとユビキチン化部位を失う。この過程に C8orf13 が関与するのかノック

ダウン細胞を用いてWBで調べたところ、TNF-の有無に関わらず、C8orf13ノックダ

ウン細胞において切断型 RIPK1 の発現が増加していた (図 12)。次に、RIPK1 がその

切断酵素であるCaspase-8と結合することが知られていたことから、C8orf13は物理的

にRIPK1とCaspase-8の相互作用を阻害しているのではないかと仮説を立てた。RIPK1

と Caspase-8 の相互作用を見るために、Proximity Ligation Assay (PLA)を利用して両分

子の物理的な近接について視覚化を試みた。その結果、C8orf13ノックダウン細胞では

RIPK1とCaspase-8の相互作用を示すシグナルが有意に増加していた (図 13、図14) 。

以上の結果より、C8orf13はRIPK1とCaspase-8に直接結合することによって、両者の

相互作用を阻害していることが考えられた。 

 そこで、C8orf13のRIPK1への結合と炎症活性の関係を調べるため、C8orf13のアミ

ノ酸配列を一部欠損させた変異タンパク質を複数種作製した。C8orf13 は 214 個のア

ミノ酸から成るタンパク質である。C8orf13 (FAM167A)は FAM167Bとよばれる同じフ

ァミリーに属するタンパク質と 130-214 番目のアミノ酸から成るモチーフ構造を共有

している。134-154 番目のアミノ酸はコイルドコイル構造を取りうることが 3 次元構

造予測ソフトで推察されている。コイルドコイル構造は他分子と結合する構造モチー

フの一つである。そこで上記の情報からコイルドコイル構造を欠失させた変異タンパ

ク質 (Variant1、V1)を作製した。またN末端側の 2-56番目、57-130番目のアミノ酸ま

で欠失させた変異タンパク質 (それぞれVariant 2; V2、Variant 3; V3)を作製し、免疫沈

降法で RIPK1との結合性を調べたところ、V1と V3では RIPK1との結合性が部分的

に減退していた。そこで、これら二つの領域を欠損させたタンパク質 (Variant 4; V4)を

作製して同様の実験を行ったところ、RIPK1 と C8orf13 の結合が完全に消失した。欠

損タンパク質のシェーマと免疫沈降法の結果は、それぞれ図 15と図 16で示した通り

である。この結果は、コイルドコイル構造と 57-130番目のアミノ酸から成る領域の二

つがRIPK1との結合に関与していることを示唆している。さらに、これら領域と炎症

活性との相関を見るため、野生型と変異型 C8orf13 タンパク質を過剰発現させ、

Luciferase Reporter Assayで IL-6のプロモーター活性を測定したところ、RIPK1との結

合能の減弱に相関して、変異型 C8orf13 を導入した細胞ではプロモーター活性が減弱

していた (図 17)。すなわち、C8orf13とRIPK1との結合が、TNF-によって惹起され
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る炎症活性に重要であることが示唆された。 
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図 12 C8orf13ノックダウン細胞におけるRIPK1の挙動 

 無刺激あるいは TNF-で刺激した C8orf13ノックダウン細胞とコントロール細胞よ

りタンパク質を抽出し、RIPK1および-tubulinでWBを行った。切断されていない full 

lengthのRIPK1は分子量が 74kDa、切断型 (cleaved-) RIPK1は分子量が 35kDaの位置

にバンドが確認された。図は複数回行った実験のうち代表的なデータを示す。 
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図 13 Proximity Ligation Assay (PLA)によるRIPK1とCaspase-8の相互作用の可視化 

 C8orf13存在下で RIPK1の切断が阻害されることを明らかにするため、RIPK1切断

酵素であるCaspase-8とRIPK1との物理的近接を PLAで評価した。赤で示されるシグ

ナルは、RIPK1とCaspase-8が 40 nm以内にある場合に検出される。4回の実験のうち

代表的なものを示す。 
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図 14 PLAによるRIPK1とCaspase-8の相互作用の定量化 

 図 13で行った PLAにて観察したRIPK1とCaspase-8の相互作用を ImageJで定量化

した。C8orf13 ノックダウン細胞では RIPK1 と Caspase-8 の相互作用が有意に増加し

た。データは 4回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*は、t検定で比較した際の

p値がそれぞれ 0.05未満のものを示す。 
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図 15 作製したC8orf13の欠損変異型タンパク質 

 C8orf13 cDNAを挿入したプラスミドを用いて inverse PCRを行い、欠損変異型タン

パク質を作製した。配列はサンガー法で確認した。野生型 (WT)と比較して Variant 1

はコイルドコイル構造を取りうる領域 (134-154 番目のアミノ酸)を欠失、Variant 2 は

開始コドンを除くN末端を含む領域 (2-56番目のアミノ酸)を欠失、Variant 3はVariant 

2 の欠損部位から C8orf13 固有のアミノ酸配列を持つ部位 (57-129 番目のアミノ酸)ま

で欠失、Variant 4はVariant 2およびコイルドコイル構造を含むC末端部位を欠失して

いる。 
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図 16 C8orf13欠損変異型タンパク質のRIPK1への結合能の減弱 

 FLAG タグを付けた C8orf13 野生型 (WT)および欠損変異型タンパク質 (V1〜V4; 

図 15 参照)を HEK293T 細胞に過剰発現させ、細胞溶解後に抗 FLAG ビーズを用いて

免疫沈降を行った。その後、抗RIPK1抗体を用いて沈降物をWBし、各C8orf13タン

パク質の RIPK1への結合能を評価した。野生型 C8orf13と比較して、V1、V3では部

分的にRIPK1への結合が低下し、その両領域を欠損させたV4では結合が完全に消失

した。 
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図 17 C8orf13欠損変異型タンパク質の炎症活性への影響 

 作製した C8orf13 野生型 (WT)および欠損変異型タンパク質 (V1〜V4; 図 15 を参

照)をHEK293T細胞に過剰発現させ、TNF-で刺激後に細胞を溶解して IL-6プロモー

ター活性を測定した。実験は 4回行い、データは 4回の実験結果の平均値と標準誤差

を示す。**および*** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.01、および 0.001未

満のものを示す。欠損変異タンパク質はいずれも野生型 C8orf13 と比較して有意に炎

症活性が低下した。その程度はRIPK1との結合能と相関した。 
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3-5 C8orf13は関節炎および皮膚炎マウスモデルにおいても炎症を抑制する 

ここまで主に細胞を使った in vitro 実験を行ってきたが、本節では in vivo における

C8orf13 の生理学的役割について、F759 マウスを用いた関節炎誘導実験に加え、関節

炎モデルや関節リウマチに合併症状として表出する皮膚炎（血管炎）のマウスモデル

を用いて検討した。その結果、C8orf13 shRNA を関節腔に投与することによって、サ

イトカイン誘導性関節炎の発症が有意に抑制され (図 18)、F759 マウスにおけるイミ

キモドによる皮膚炎誘導においても皮膚炎の発症が有意に抑制された (図 19)。 
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図 18 関節炎モデルマウスの炎症活性におけるC8orf13の役割 

F759マウスの後肢踵関節腔に non-target shRNAおよびC8orf13 shRNAを day 1、day 

3および day 5に注入し、引き続き day 6、day 7、および day 8に IL-6 (100ng) ならび

に IL-17 (100ng) を同関節腔に共注入して各個体における関節炎スコアを評価した。各

群 n=4 で、データは平均値と標準誤差を示す。*、**、および***は、2-way ANOVA 

(Bonferroni 補正)で比較した際の p 値がそれぞれ 0.05、0.01、及び 0.001 未満のものを

示す。 

  



 50 

 

 

図 19 皮膚炎モデルマウスの炎症活性におけるC8orf13の役割 

F759マウスの耳に non-target siRNAおよびC8orf13 siRNA、p65 siRNAを day 0、day 1

および day 2に注入し、day 1、day 2、および day 3に IL-6ならびに IL-17 を共塗布し、

各個体における耳の肥厚をマイクロキャリパーで測定することによって皮膚炎病態を

定量評価した。各群 n=6でデータは平均値と標準誤差を示す。またそれぞれの群のマ

ウスの耳をHE染色した代表的なデータを示す。*、**、および***は、2-way ANOVA 

(Bonferroni 補正)で比較した際の p 値がそれぞれ 0.05、0.01、及び 0.001 未満のものを

示す。 
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3-6 C8orf13は変形性関節症に対して関節リウマチで発現が高い 

 次にヒトでの C8orf13 の病的意義について検討した。まず自己免疫疾患の疾患感受

性部位である rs13277113 SNP保有率について、北海道大学病院内科Ⅱおよび整形外科

に通院する RA患者および SLE患者を調べた。サンガー法によりDNAシークエンス

を行ったところ、これら患者においてA/A、A/G、G/Gの 3パターンを認めた (図 20)。

また、SNP保有率を疾患別に比較したところ、健常人が 41％に比して関節リウマチ患

者では 82%、SLEでは 97%の SNP保有率であった (図 21)。この結果から、rs13277113

は健常人でもリスクアリルを持ちうるが、自己免疫疾患の病態を形成する上で重要な

lociである可能性が示唆された。 

次にヒトの関節における C8orf13 の発現について検討した。IHC 解析を行ったとこ

ろ、関節では滑膜線維芽細胞と血管内皮細胞に C8orf13 が高発現していた。また変形

性関節症 (osteoarthritis; OA)よりRAでC8orf13は有意に高発現していた (図 22、23)。

また、RAにおける rs13277113で SNPの有無とC8orf13の発現量との相関について検

討したところ、サンプル数は少ないものの、リスクアリルAがある場合にC8orf13の

発現が高いことが滑膜でも示唆された (図 24、25)。 

最後にC8orf13と IL-6アンプの関係について検討した。ヒトの組織でNF-κB経路の

活性化を見るために抗リン酸化 p65 抗体 (phospho-p65 抗体)、JAK-STAT3 経路の活性

化を見るために抗リン酸化 STAT3抗体 (phospho-STAT3抗体)を用いて IHCを行った。

いずれの転写因子も刺激依存的に活性化すると、核内移行に移行し、当該分子は特異

的抗体によって核内で染色像が得られる。RA 患者は免疫抑制剤を使用していること

から、SNPと手術時点での炎症との相関は見られなかったが、OAではA/Aの患者で

は G/G の患者よりも phospho-p65、phospho-STAT3 ともに核で強い染色像が見られた 

(図 26)。これらの結果から、rs13277113 でリスクアリルを有する患者は、そうでない

患者に比べて炎症が増悪しやすい可能性が示唆された。 
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図 20 RA患者および SLE患者における intergenic SNP rs13277113の確認 

健常人、RA 患者および SLE 患者の血液検査または手術検体から抽出されたゲノム

DNAを用いて、8番染色体上に存在する rs13277113をDNAシークエンスにより確認

した。 
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図 21 当院での健常人、関節リウマチ、および全身性エリテマトーデス患者における

rs13277113の SNPの保有率 

北海道大学病院における同意が得られた健常人、関節リウマチ (RA)、全身性エリテマ

トーデス (SLE)患者の血液および手術検体からDNAを抽出し、DNAシークエンスを

行うことによって rs13277113の SNP保有率を調べた。 
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図 22 関節リウマチ患者と変形性関節症患者の滑膜におけるC8orf13の発現 

抗C8orf13抗体を用いて人工関節置換術を行った RAおよびOA患者の滑膜を IHCし

た。スケールバー 100 µm。 
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図 23 滑膜組織におけるC8orf13の定量解析 

図 22で得られた IHC結果を ImageJで定量解析し、RA患者 (n=8)とOA患者 (n=6)の

滑膜の発現について統計解析を行った。RA患者の滑膜では、C8orf13発現がOA患者

と比較して有意に高値であった。 
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図 24 RA患者における rs13277113別の滑膜でのC8orf13発現 

滑膜から一部細胞を溶解し、DNAをサンガー法でシークエンスし、rs13277113につい

て genotypingした。リスクアリルA/Aをもつホモ、A/Gのヘテロ、G/Gの 3群に分類

し、抗C8orf13抗体を用いて滑膜を IHC解析した。スケールバー上段: 50 µm、中段お

よび下段 100 µm。 
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図 25 RAにおける rs13277113のC8orf13発現への影響 

得られた滑膜検体について DNA シークエンスを行ったところ、rs13277113 について

A/A (n=4)、A/G (n=3)、G/G (n=1)であった。図 23の IHCの結果を ImageJで定量解析

した。 
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図 26 滑膜での炎症と rs13277113との関係 

OA患者のDNAを genotypingし、rs13277113がG/Gである患者とA/Aである患者に

おいて滑膜におけるリン酸化 p65 とリン酸化 STAT3 の IHC を行った。非活性状態に

おいて細胞質に局在する p65と STAT3は、活性化によってリン酸化され、核内移行す

る。リスクアリルを持つ患者の滑膜では、リン酸化 p65 とリン酸化 pSTAT3 がともに

核内で強染色される傾向にあった。SNPスケールバー 10 µm。 
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4. 考察 

 C8orf13 はこれまで機能的な研究が全くされてこなかった遺伝子である。本研究で

はC8orf13がNF-κB経路を正に制御する因子であること、またその機序としてRIPK1

の切断を抑制することによって NF-κB の古典的経路に対する感受性を高めることを

発見した。NF-κB経路を活性化する因子は TNF-、IL-1、IL-17、リポポリサッカライ

ド (LPS)など多数存在するが、関節リウマチでは TNF-阻害薬が一定の効果を発揮す

ることが知られているため、TNF-を介した古典的経路が C8orf13 によって制御され

うる主な炎症経路と考えられる。RIPK1は切断されない状態でのみユビキチン化され、

IKK複合体と結合することによって古典的経路を活性化する。また、脱ユビキチン化

された状態では RIPK1 は Caspase-8による切断を受け、アポトーシスやネクローシス

が抑制される (Newton et al., 2019)。通常は、RIPK1の作用が全細胞の細胞死や炎症を

引き起こさないように、Caspase が特定の位置で RIPK1 タンパク質を切断する。しか

しながら、RIPK1の切断部位にアミノ酸変異が起こり、RIPK1が切断されない患者は

発熱、リンパ節腫脹、重度の腹痛、消化管疾患、頭痛などの症状を呈する。このよう

な経緯から、切断不可 RIPK1 起因自己炎症（ cleavage-resistant RIPK1-induced 

autoinflammatory；CRIA）症候群という疾患概念が新たに提唱された (Lalaoui et al., 

2020)。CRIA 症候群患者では TNF-阻害薬であるエタネルセプトや IL-1阻害薬であ

るアナキンラは奏功せず、IL-6R阻害薬であるトシリズマブが奏功する。またCRIA症

候群患者のように、正常型と変異型のRIPK1を対立遺伝子座に各々１つずつ保有する

マウスは、成長可能でおおむね正常であるが、各種の炎症性刺激に対する反応が増大

する (Lalaoui et al., 2020)。これらの報告は、RIPK1の切断異常に起因する炎症が、 NF-

κB 経路の亢進のみならず、NF-κB 経路の活性化によって生成される IL-6 によって

JAK-STAT3経路の活性化も促し、IL-6アンプの形成によって発熱などのフェノタイプ

を形成させることを示唆される。また、NF-κB経路を活性化する因子が下流にある場

合は TNF-阻害薬による効果は不十分であり、代替経路のない IL-6Rのシグナルを抑

制することで治療効果を発揮することが想定される。この見解は、本研究でC8orf13過

剰発現細胞においてTNF-刺激に対する反応性が亢進していることからも支持される。 

 一般的に、アポトーシスした細胞は、細胞膜内のホスファチジルセリン (PS)が細胞

外に暴露されることでマクロファージによって認識され、炎症を引き起こすことなく

体内で処理される。PSに結合してマクロファージによる死細胞の貪食を促進する分子

を欠損したマウスでは、アポトーシス細胞のクリアランスに異常が見られ、SLE様の

自己免疫疾患を発症する (Suzuki et al., 2013)。また、RIPK1の切断抑制はアポトーシス

を亢進することが知られている (Newton et al., 2019)。すなわち、アポトーシス細胞の

クリアランスに異常がある自己免疫疾患患者にC8orf13関連 SNPがある場合には、ア
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ポトーシスの亢進とクリアランスの不全により、アポトーシス細胞由来の自己抗原が

抗原提示細胞によって提示される機会が増えると考えられ、これらの機序は関節リウ

マチよりも SLE の発症においてより重要だと考えられる。本研究対象として SLE の

DNA シーケンスも行ったが、疾患リスク SNP 陰性の SLE 患者がほとんど存在せず、

フェノタイプを比較することが困難であった。しかしながら、同じ疾患内でアリルの

異なる患者間を比較することで、関節リウマチにおいては C8orf13 および rs13277113

の果たす役割を明らかにすることができた。rs13277113でAを持つ患者は C8orf13の

発現が多いことで、RIPK1が切断されにくい状況になっていると考えられる。CRIA症

候群の病態と照らし合わせると、A のアリルを持つ患者では TNF-阻害薬よりも IL-

6R 阻害薬や JAK 阻害薬を用いることでより有効な治療戦略を立てられる可能性があ

り、今後患者の genotyping がテーラーメード医療につながる可能性がある。自己免疫

疾患は多因子疾患と考えられ、遺伝要因が明らかになりつつあるにも関わらず、遺伝

子解析を基盤とした治療方針への応用が限定的であるのは、未だ機能がわかっていな

い要素が多いからだと考えられる。ゲノム解析からリスク層別化を行い、治療応用に

つなげるためには、生体内での役割が不明なより多くの遺伝子や SNPの機能を明らか

にしていく必要性があると考える。 

本研究では、局所炎症に焦点を絞ってきたが、C8orf13を標的にした治療薬応用の可

能性はどうであろうか。本研究を通してC8orf13がRIPK1に作用する分子であること

明らかとなった以上、免疫細胞も含めた全身への影響を検討するべきである。SLEの

モデルマウスである MRL/lpr において、C8orf13 を欠損させた遺伝子改変マウスを作

製した場合、腎炎や中枢神経、自己抗体などの免疫系異常が弱まれば、C8orf13を介し

た SLEの病態を説明しうる。C8orf13は TNFR1複合体直下の細胞質にあるタンパク質

だと考えられ、JAK阻害薬のような低分子化合物による阻害が理論的には可能だと考

えられるが、生物学的製剤のような膜タンパクや液性因子をターゲットにした抗体製

剤の開発は不可能である。また、低分子化合物は不本意なオフターゲット効果を想定

しなければならないが、近年、トランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロ

パチーなど一部の疾患で siRNA製剤も開発されていることから、病態の中核を担う特

異的分子の発見によってサイレンシング技術を利用した薬剤開発も現実的になりつつ

ある。今後、難治性疾患に関連する新たな核酸やタンパク質などの標的分子の発見に

より、新規治療薬の開発を介して治療手段のバリエーションを拡張できることが期待

される。この意味において、本研究のように、新しい疾患関連タンパク質の発見と機

能の解明は、新たな臨床介入法を確立する上で重要である。 
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5. 結論 

 

⚫ C8orf13はNF-κB経路を活性化する。 

⚫ C8orf13はRIPK1の切断を阻害することで、TNF-刺激に対する感受性を高める。 

⚫ C8orf13のノックダウンは、in vitro、in vivoともに炎症活性を有意に抑制する。 

⚫ C8orf13-BLKは関節リウマチの疾患感受性部位の SNPである。 

⚫ C8orf13はRAの滑膜で有意に発現が高い。 

⚫ C8orf13-BLKのリスクアリルとC8orf13の発現は相関する。 

 

 

 本研究では、疾患感受性部位として同定されていたC8orf13-BLKの機能の一端を明

らかにした。機能が全くわかっていなかった C8orf13 が、RIPK1 に結合することによ

って Caspase-8 による切断を阻害し、血管内皮細胞や滑膜において炎症感受性を高め

ることを当該分子のノックダウンや変異タンパク質の過剰発現系から明らかにした。

また、in vivo で C8orf13 の発現を抑制することによって、マウスの関節炎や皮膚炎を

有意に抑制することができた。さらに、C8orf13の発現がRAの滑膜で高いことを示す

とともに、その一因として C8orf13-BLKリスクアレルとC8orf13の発現量の相関性を

見出した。これら一連の研究を通して、これまで自己免疫疾患の遺伝要因として指摘

されてきた機能未知な分子による病態制御機構の一端を解明することができた。 

 今後、C8orf13のノックアウトマウスを作製することで、C8orf13が全身に与える影

響を調べ、アンタゴニストの開発や創薬に向けた前臨床試験を展開すること期待され

る。また、並行して他の疾患感受性 SNPの機能解析を進めることによって、テーラー

メード医療の発展に貢献することが期待される。 

 本研究では、C8orf13の炎症に関わる機能に限局しており、細胞死異常や抗原提示に

当該分子がどのように関わるのか検討していない。既存のマウス疾患モデルにC8orf13

の遺伝的欠損背景を加えることによって、C8orf13 が様々な疾患にどのような影響を

及ぼすか明らかにすることが今後の課題である。 
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