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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
 関節リウマチ（RA）は、関節滑膜を病変の主座とする慢性炎症性疾患であるが、関節組織の破壊には

リンパ球の活性化に加えて滑膜細胞の活性化と増殖が深く関与していることが推測されている。一方、現

在の RA の薬物療法は、主に消炎鎮痛とリンパ球機能抑制のみを目的としているが、その有効性は必ずし

も十分ではない。そこで、これまでの細胞周期制御分子による RA 治療研究の成果を臨床に直接還元する

ことを目的とし、以下の研究を行った。 
 
(1)関節炎治療用ウイルスベクターの開発 
(2)生物学的製剤による CDKI 療法の開発 
(3)CDKI 誘導性および CDK 阻害性低分子化合物の探索 
(4)CDKI 療法の安全性の検討 
(5)他の滑膜細胞周期抑制分子の探索とこれを利用した治療法の開発 
(6)滑膜細胞での選択的p16INK4a誘導機序の解析 
(7)CDKI 療法の効果発現機序の詳細な解析 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

 
1) 関節炎治療用ウイルスベクターの開発：研究開始後、欧米においてアデノウイルスやレトロウイルスに

よる臨床試験で生命を脅かす副作用が報告され、ウイルスベクターによる遺伝子治療実施環境が急速に変

化した。これを受け、本研究では実績・欠点ともに明らかとなっているアデノウイルスベクターを最も臨

床に近いベクターとして焦点を当て、その感染効率と遺伝子発現効率とを改良することにより、副作用の

少ない遺伝子導入法を模索した。その結果、５型ウイルスのファイバー部分をDNA組換えにより３５型

ファイバーやRGD配列を含むものに改変することで、滑膜細胞への遺伝子導入効率を上昇させることが

できた。また、遺伝子発現制御配列を工夫することで発現効率も向上させることができた。これらにより

関節炎モデル治療においても同じウイルス量で従来法を上回る治療効果を得ることができた。 
2) 生物学的製剤によるCDKI療法の開発: アデノウイルスベクターによる遺伝子治療において死亡例があ

り、遺伝子治療によらない細胞周期制御療法を検討した。アンテナペディア蛋白ないしHIV tat蛋白のprotein 
transduction domain(PTD)は融合タンパクとして結合したタンパクとともに細胞内に入る。HIV 
transmembrane domain (TAT)を加えたタンパクは細胞膜を透過して細胞内に到達することが知られてお

り、TAT-p16INK4a, TAT-p21Cip1, TAT-p27Kip1などの組み替えタンパクを作成し、滑膜細胞内へ導入し、そ

の効率、発現期間、増殖抑制作用などを確認した。 
3) CDK阻害性低分子化合物の探索：p16INK4a遺伝子のプロモーター領域をクローン化し、この下流にル

シフェレース遺伝子をつけたレポータープラスミドを構築した。これを線維芽細胞に導入して約２万の化

合物をスクリーニングしたが、最終的に滑膜細胞にp16INK4aを誘導しうる化合物はなかった。一方で、p16INK4a

と同じ薬理作用をもつCDK4 阻害薬の全身投与はその副作用が懸念されたが、抗癌剤として開発される過

程で、副作用は少ないが抗癌作用も乏しいことが判明した。そこで、急遽、低分子CDK4 阻害剤のうち、

免疫系を抑制することなく増殖性滑膜炎に治療効果を示す薬剤を探索し、その結果、２つの化合物につい

て用法特許を申請しえた。 
4) CDKI療法の安全性の検討：in vitroでCDKI強制発現が滑膜細胞に及ぼす影響をDNAアレイ法による

網羅的解析法で調査したが、細胞死の誘導その他、細胞の基本機能に影響を及ぼすような遺伝子発現変化

は認められなかった。また、CDK4 阻害剤のマウスin vivo投与でも、目視上の変化はなく、免疫抑制も認

められなかった。 
5) 他の滑膜細胞周期抑制分子の探索とこれを利用した治療法の開発：老化細胞に発現し、不死化細胞に発

現しない遺伝子としてクローニングされたREICなどの細胞周期制御遺伝子（BBRC268,20,2000）に注目

して検討を進めたが、この論文の結果に再現性は乏しく、滑膜細胞では細胞周期制御に有用ではなかった。

p16INK4a、p21Cip1以外のCDKI分子については、それぞれの遺伝子をクローン化しアデノウイルスに搭載

し、関節炎モデルin vitroで滑膜細胞増殖抑制活性に差は認められなかった。 
6) 滑膜細胞での選択的p16INK4a誘導機序の解析：p16INK4a誘導機序として一般に知られる経路として

Ras-Raf-MEK-ERK-Ets-1/2 を介する経路、転写因子SP1 を介する経路、p16INK4apromoter領域の脱メチ

ル化を介する経路の３つのみが明らかにされている。そこで、滑膜細胞でp16INK4aが誘導される場合に、

これらの経路が活性化しているかを検討したが、これらの経路の分子群に変化は認められなかった。その

ため、p21Cip1発現とp16INK4a発現を結ぶ未知の分子を探索するために、p21Cip1遺伝子発現後から経時的に

蛍光ディファレンシャル・ディスプレー法やGeneChip法により解析を行い、約３０個の候補遺伝子を同

定した。これらの遺伝子をクローニングし、ルシフェラーゼアッセイによりp16INK4aプロモーター活性を

亢進させるものを絞り込むことにより、妊婦血清中に多く存在する蛋白ひとつが最終候補となった。 
7) CDKI療法の効果発現機序の詳細な解析: ラットアジュバント関節炎における検討では、p21Cip1関節内

遺伝子治療は滑膜細胞の増殖を直接抑制し、アポトーシスにはよらなかった(Int Immunol, 2001)。 In vitro
において、滑膜細胞にp21Cip1を強制発現させるとサイトカイン、ケモカイン、組織破壊性蛋白分解酵素な

どの発現が低下していた。これらの炎症性メディエーター産生抑制には、IL-1R1 発現低下による経路と、

IL-1R1非依存性のc-Jun N-terminal kinase (JNK)と結合してキナーゼ活性を抑制する経路が関与してい

た（J Immunol, 2003）。さらに、CDKIはcyclin D/CDK4 活性を抑制してretinoblastoma (Rb) 蛋白のリ

ン酸化を抑制するが、cyclin D/CDK4 がRb依存性と非依存性の経路で炎症性メデイエーターの産生を制

御していることを明らかにした (Arthritis Rheum, in press)。これらの成果は、CDKIのみならず低分子

CDK4,6 阻害剤もRAの治療薬として有用である可能性を示す。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
(1)ファイバー部分を改良したアデノウイルスは従来型ウイルスに比して約１０倍、滑膜細胞に感染しや

すい。また搭載遺伝子の発現制御配列を改良することで、遺伝子発現効率も一般的な発現ユニットに比べ

て最高１０倍改善することができた。従って、両者あわせるとアデノウイルスによる遺伝子治療効率を従

来法に比して最高で１００倍向上させることが出来る。これは、臨床で用いる際に患者に注射するウイル

ス量を１００分の１に減量できることを意味する。現在、アデノウイルスによる遺伝子治療が反省期にあ

るのは、大量のウイルス注射が生むことに起因する問題が多いためであり、この成果は臨床応用を考える

上で意義深い。かかる飛躍的改良が明日の臨床応用への足がかりとなると考えられる。 
 

(2)細胞周期調節因子とされるCDKI発現は、細胞の老化、分化、損傷DNA修復のための一時的細胞増殖停

止に関わるものと信じられてきた。ところが、これまでの申請者らの研究でCDKI p16INK4a、p21Cip1発

現がサイトカイン、ケモカイン、組織破壊性タンパク分解酵素の遺伝子発現の制御を介して免疫や炎症を

担う細胞の機能をも調節することが明らかになった。さらに、その経路がCDKIとシグナル伝達分子との

直接作用によるもの、cyclinD/CDK4,6活性を介し、Rb依存／非依存性のものと、多様な経路を介するこ

とが明らかとなった。本研究が細胞周期と免疫を結ぶ新たなパラダイムを明示した。 
 
(3) 本研究において、ウイルスベクターを用いない低分子化合物CDK4阻害剤や組換えタンパクに

よる関節炎の治療効果の可能性を示した。前述の通り、既に低分子CDK4阻害薬は悪性腫瘍治療

のための臨床試験が行われているが、細胞増殖を停止させるだけでは腫瘍退縮効果は認められず、

多くの薬剤が開発中止になっている。しかし、注目すべきは副作用の少なさである。細胞周期抑

制を主作用とする薬剤はホメオスターシス維持のための細胞増殖をも抑制し重大な副作用を及ぼ

すであろうとの予想は当たらなかった。この薬剤を低用量用いることで、免疫抑制を来さずに関

節炎モデル動物を治療することが出来た。我々が見いだしたように、CDK4活性阻害が細胞増殖

のみならず炎症性メディエーター産生をも阻害しているためと考えられる。我々は、この薬効機

序が従来薬とは全く異なるため、CDK4阻害剤を新しいクラスの抗リウマチ剤と位置付けた。我々

の開発した２剤のみならず、今後、このクラスの新規関節炎治療薬が数多く開発される可能性が

ある。 
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