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研究要旨 全身性エリテマトーデス (SLE) 患者 T 細胞におけるMAPキナーゼ経路を通じたDNAの低メ

チル化は病態形成に深く関わっていると考えられる。CD3ζ鎖のスプライシングを制御している代表的な

SR蛋白である SRSF1 (SF2) の発現量を検討したところ、健常人と比較して SLE患者 T細胞では有意に低

値であった。SLE患者 T細胞においてMAPキナーゼ経路の上流に位置する RasGRP1の発現低下やスプラ

イスバリアントの増加が認められるが、SF2の発現量は正常にスプライスされた RasGRP1の発現量, さら

には DNAメチル化酵素である DNMT1の発現量と相関していた。SF2は RasGRP1 exon 11 mRNAと直接結

合し、RasGRP1の蛋白レベルを正に調整することが分かった。SLE患者 T細胞において、SF2の低発現が

RasGRP1スプライス異常および蛋白レベルの低下を来たし、病態に関与する可能性が示唆された。 

 

 

A. 研究目的 

 全身性エリテマトーデス (SLE)患者 T 細胞に

おいて CD3ζ鎖が低発現であり、代表的な SR蛋

白である SF2がCD3ζ鎖のスプライシングを制御

していることが報告された (Moulton V and Tsokos 

G, J Biol Chem 2010)。また、米国人 SLE 患者由来

T細胞において SF2の発現が健常人と比較して低

値であり、また疾患活動性が高い患者においてよ

り SF2の発現量が低いことが報告された 

(Moulton et al. PNAS 2013)。 

 RasGRP1は T細胞内でRasを活性化する細胞内

シグナル蛋白であり、我々は SLE患者末梢血 T細

胞において RasGRP1スプライス異常の頻度が健

常人と比較して高く、これに関連して蛋白レベル

が低下することを報告した (Yasuda S et al, J 

Immunol 2007)。SLE患者 T細胞では RasGRP1の

下流であるMAPキナーゼ経路の活性低下が DNA

メチル化の低下に繋がると考えられている。一方

RasGRP1は転写因子である Gfi-1による正の制御

を受けるが、Gfi-1の発現低下は Th17細胞の分化

に重要である。本研究では、SLE 患者 T細胞にお

いて Gfi-1, RasGRP1, MAPキナーゼ, DNMT1経路

がどの段階で異常を来しているかを明らかにし、

新たな治療ターゲットを探索することを目的とす

る。また、健常人・SLE患者間で SF2の発現に相

違があるかどうか、また SF2の発現が正常にスプ

ライシングされた RasGRP1の発現と相関するか

どうかについても検討する。 

 

B. 研究方法 

 SLE患者 45名, 関節リウマチ (RA) 患者 11名

および健常人 27名由来の末梢血より RosetteSep 

human T cell enrichment cocktail (StemCell 

Technologies) を用いて T細胞を単離し、RNAを

抽出、RasGRP1の上流である Gfi-1, また下流と考

えられる DNMT1の発現を検討した。また、

RasGRP1のスプライス異常にかかわる可能性の

ある SF2についてもその発現を検討した。

RasGRP1スプライス異常の多くは exon 11を欠損

するため、正常スプライシングによる RasGRP1

の定量には exon 10-11接合部を認識するプローブ

を、スプライスバリアントも含んだトータルの

RasGRP1の定量には exon 2-3接合部を認識するプ

ローブを用いた。 

  SF2と RasGRP1 exon 11との相互作用を検討す

る目的で、FLAGタグ付加リコンビナント SF2, 

FLAGタグ付加リコンビナント疑似リン酸化 SF2

を作製した。RasGRP1 exon11 上の SF2の結合が

予測される部位に相当する RNAを合成し、biotin

タグを付加した。ランダム配列 RNAをコントロ

ールとした。SF2-FLAG, RasGRP1 exon 11 

RNA-biotin, streptavidinビーズを混和して免疫沈



降法により両者の結合を検出した。 

 T細胞における SF2の発現がRasGRP1の蛋白レ

ベルを調節しているかどうかを直接確認する目的

で、Jurkat T 細胞株に 2種の SF2特異的 siRNAま

たはコントロール siRNAを、Neon Transfection 

System (Life Technologies) を用いて遺伝子導入し

た。48時間後にセルライセートを調整して抗 SF2

抗体, 抗RasGRP1抗体および抗βアクチン抗体を

用いて免疫ブロットを行い、それぞれの蛋白レベ

ルを解析した。 

本研究はヘルシンキ宣言および臨床研究に関す

る倫理指針（平成 20年 7月 31日改訂）を遵守し

て実施した。試料は被験者の個人情報とは無関係

の番号を付して管理し、被験者を特定できる情報

を含まないよう配慮した。 

C. 研究結果 

 SF2発現の検討；SLE患者末梢血 T細胞におけ

る SF2の発現レベルは、健常人と比較して有意に

低下していた(p < 0.001, t検定) (Fig.1)。 

 

Fig.1; Expression levels of SF2 ｍRNA in peripheral 

blood T cells 

 

RA患者では健常人と SF2発現レベルの差は認め

られなかった。SLE患者における SF2の発現レベ

ルは RasGRP1 (normal form)、DNMT1の発現と強

い正の相関を示した (Fig.2)。

 

Fig.2 (A) Correlation between expression levels of 

SF2 and RasGRP1 (normal form) in lupus T cells  

 
Fig.2 (B) Correlation between expression levels of 

SF2 and DNMT1 in lupus T cells 

 

SLE患者における SF2の発現量は、疾患活動性の

高い患者では疾患活動性の無い患者と比較して有

意に低値であった (Fig.3)。 



 
Fig.3; Comparison of SF2 expression in T cells from 

SLE patients according to their disease activity 

 

リコンビナント SF2の作製； 

HEC293細胞を用いて発現した疑似リン酸化

SF2を FLAG精製し、ウェスタンブロット法にて

確認した (Fig.4)。 

 
Fig.4; Expression and purification of recombinant 

phospho-mimic SF2 

 

疑似リン酸化 SF2とRasGRP1 exon 11 RNAとの

結合を、免疫沈降法にて確認した (Fig.5)。コント

ロール RNAに比較して、RasGRP1 exon 11 RNA

はより多量の SF2と結合することが示された。 

 
Fig.5; Binding between RasGRP1 exon 11RNA 

and phosphor-mimic SF2 

 

  Fig.6: Knockdown of SF2 in Jurkat calls using 

siRNA 

 

Jurkat T細胞株を用いた SF2 ノックダウンの影

響；SF2特異的 siRNAを Jurkat細胞に遺伝子導入

した結果、コントロール siRNAを導入した場合と

比較して SF2蛋白レベルは低下していた (Fig.6)。

SF2のノックダウンにより、RasGRP1の蛋白レベ

ルは低下しており、SF2が RasGRP1の蛋白発現を

調整していることが示された。 

 

Gfi-1 発現の検討；SLE患者における Gfi-1の発

現レベルは、健常人と比較して有意に亢進してい

た (Fig.7)。 

健常人では Gfi-1発現レベルと RasGRP1 (normal 

form)の発現レベルに正の相関が認められたが、

SLE患者でその傾向は認められなかった (Fig. 8)。 

 



 

Fig.7; Expression levels of Gfi-1 mRNA in peripheral 

blood T cells  

 

Fig.8; Correlation between expression levels of Gfi-1 

and RasGRP1 in peripheral blood T cells  

 

D. 考察 

 SLE患者T細胞ではGfi1の発現亢進が認められ

るにも関わらずその下流である RasGRP1の発現

は亢進しておらず、既報の RasGRP1スプライスバ

リアントの増加が、Gfi1、MAPキナーゼ経路を通

じた T細胞の機能制御に支障をきたす原因となっ

ている可能性が考えられる。Gfi1が miR-21を負

にコントロールし、miR-21が RasGRP1の発現を

負にコントロールするが、SLE患者由来 CD4+ T

細胞では miR-21が高発現すると報告されており、

結果として Gfi1-RasGRP1経路による RasGRP1発

現量の調節機構がSLE患者においては破綻してい

ることが示唆された。 

健常人において SF2は、RasGRP1 exon 11に結

合することでその正常なスプライシングを促し、 

exon 11を含む正常な RasGRP1の発現を亢進、そ

の下流シグナルである DNMT1の発現を増強する

ことが示唆された (Fig.9A)。SLE患者、なかでも

疾患活動性の高い状態での T細胞では特に SF2の

発現量が低く、RasGRP1 exon 11のスプライシン

グに障害を来した結果として DNAの低メチル化

を来たす可能性が示唆された(Fig.9B)。SF2と

RasGRP1 exon 11との直接結合が示され、また T

細胞株において SF2をノックダウンすることによ

って RasGRP1の蛋白レベルが低下したことから、

SF2はCD3ζ鎖のみならずRasGRP1の発現を調節

することが明らかになった。 

活動性の高いSLE患者ではSF2の発現レベルが

低下することでSLE患者由来T細胞のフェノタイ

プである CD3ζ鎖および RasGRP1の低発現が誘

導されると考えられた。SF2発現の制御ができれ

ば RasGRP1および CD3ζ鎖のスプライシングを

正常化が可能となり、その下流シグナルも正常化

される事が期待される。 

 

 
Fig.9 (A); SF2 regulates RasGRP1 splicing in healthy 

T cells 

 



 

Fig.9 (B); Impaired SF2 expression results in 

abnormal splicing of RasGRP1 mRNA and lower 

protein levels 

 

E. 結論 

 SLE患者における SF2の低下が RasGRP1スプ

ライス異常を通じてSLEの病態形成に関与する可

能性が示唆された。 
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