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研究成果の概要（和文）：本研究は、関節リウマチ（RA）の病態においてmicroRNAがどのような機能を果たして
いるかを明らかにすることが目的である。RAにおいて免疫細胞や滑膜細胞に発現するmiRNAは調べられてきた
が、詳細な機能は十分に明らかにされていなかった。我々はRA病態の本体である滑膜細胞に発現するmiRNAに注
目して研究を行った。次世代シーケンシングという方法を用いて滑膜において発現が低下しているmiRNAを検出
し、患者由来滑膜細胞や動物モデルを用いてその機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify how miRNAs play in the pathogenesis 
of rheumatoid arthritis (RA). MicroRNA is a small untranslated RNA around 20 base pairs that binds 
target mRNAs and suppress translation into protein. Although miRNAs expressed in immune cells and 
synoviocytes in RA have been examined, their detailed function have not been fully elucidated. We 
focused on miRNAs expressed in synoviocytes, which are the main player of RA pathogenesis. 
Next-generation sequencing was used to detect miRNAs that are down-regulated in synovium, and their 
functions were elucidated using synoviocytes derived from patients with RA and animal models.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シーケンシングをという方法を用いることによって、網羅的にmiRNA発現を調べることができ、塩基変換
や付加についても同時に調べることができた。関節リウマチ滑膜において発現が下がっているmiRNAのうち、
miR-381は塩基変換を受けており、総量の20％ほどのmiRNAにA-to-I RNA editingが誘導されていることが明らか
となった。これらのmiRNAの機能を解析することにより、RA滑膜細胞におけるmiRNAの機能を明らかにすることに
貢献した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA: rheumatoid arthritis）は人口のおよ

そ 1％を占め、日本では約 70万人が罹患していると推

測されている。免疫細胞が炎症を誘導し、滑膜細胞に

よる軟骨破壊、破骨細胞の活性化による骨破壊によっ

て関節が破壊される疾病である。自己抗原反応性の T

細胞や自己抗体を産生する B細胞により臓器に炎症が

誘導され、関節の破壊に至ると考えられている。近年

では関節破壊までに関わる TNF （Tumor necrosis 

factor ）IL-6（interleukin-6）などの細胞間シグナルを

司る分子を生物学的製剤によって抑えることにより

RAの治療が改善した。これらの分子が RA病態にとっ

て非常に重要な分子であることはその結果より明らか

である（図 1）。RAの関節内炎症において TNF を受

容することによって IL-6を産生し、炎症を助長している細胞が滑膜細胞である。その他にも滑

膜細胞は炎症によって活性化され軟骨基質をタンパク質分解酵素により分解する事で関節を破

壊する。滑膜細胞は滑液の産生により関節内の恒常性を保っている細胞群と考えられているが、

RA 病態では炎症シグナルの一端を担っている。しかしながら病態における詳細なメカニズム

は十分に明らかではない。滑膜細胞を研究に使用する場合は生体内から取り出した滑膜組織を

コラゲナーゼなどにより分解し、血球細胞を取り除き、培養皿に接着したものが RA 関連の多

くの実験で用いる。これらの細胞は滑膜繊維芽細胞（FLS: fibroblast-like synoviocyte）と呼ばれ

る。申請者はこの細胞、ヒト滑膜サンプル、動物モデルを用いて miRNA が RA 病態にどのよ

うに関与しているかを明らかにしてきた。解析のスタートは次世代シークエンシングである

（NGS; next generation sequencing）。NGSを使用することにより arrayでは検出されてこなかっ

た miRNAの塩基置換を RA滑膜由来の RNAから検出することができた。データベースに登録

のない新規 miRNAも検出し、解析を行ってきた（論文未発表）。A-to-I RNA editingは転写後に

ADAR（adenosine deaminasesacting on RNA）という酵素によりアデノシンがイノシンに置換さ

れる現象であり、20塩基ほどの短い RNAである miRNAにおいても A-to-I RNA editingが誘導

されることが 2007年に報告された。2015年には miR-455において editingが誘導されないこと

によりターゲット遺伝子を抑制することができなくなり、がん細胞の増殖を抑制できなくなる

ことが報告された。申請者のこれまでの研究より、RA/OA滑膜に発現する miR-381、376c、411

に A-to-I RNA editingが誘導されていることが明らかにされてきており、RA病態における機能

を明らかにすることが期待される。 
 
２．研究の目的 
MicroRNA（miRNA）の関節リウマチ（RA）の病態における機能を明らかにし、治療・診断に

発展させる土台を築くことが目的である。2008年以降、コントロール群と比較して RAの滑膜

や末梢血単核球に特異的に発現している miRNA がいくつか報告されているが、これらの

miRNAの RAにおける機能は未だに明らかになっておらず、各々の miRNAターゲット遺伝子

の実験的な特定もようやく世界中のデータがまとめられ始めた。本研究では miR-381などを含

む miR-379/410 クラスターの RA における機能を明らかにするとともに、自己免疫性疾患の

miRNAの役割を解析する技術の開発を行う。 
 

図 1: RAにおける滑膜細胞の役割
の略図
T: T細胞、B: B細胞、MΦ: マクロ
ファージ、DC: 樹状細胞、MMPs:
マトリックスメタロプロテアーゼ、
RANKL: receptor activator of
nulear factor kappa B ligand

 



３．研究の方法 
これまでに RA滑膜において miR-381、-376c、-411の発現が低下していることを明らかにし

てきた。特に miR-381は 2か所に A-to-I RNA editingが誘導されていたことから、この miRNA

に注目して解析を行うことにした。MiR-381 発現ベクター（pcDNA3.1 ベクター使用）を作成

し、FLSにおける過剰発現解析を行った。調べる項目は TargetScanなどの予測ソフトを用いて

ターゲット遺伝子をリストアップし、DAVIDによる ontology解析によって影響を与える可能性

のある機能について解析を行った。MiR-381 を含む miR-379/410 クラスターは過去の報告より

（Formpsa A et al., Oncogene, 2014）、細胞増殖や細胞遊走などに関与していると考えられ、軟

骨・骨破壊に重要な要素であるため、解析を行った。 

ターゲット遺伝子の特定は淺原研究室にあるルシフェラーゼアッセイ用ターゲット遺伝子ラ

イブラリー（約 1万遺伝子）を使用した。このライブラリーは 5’UTR（untranslated region）、CDS

（coding sequence）、3’UTRを含んでいる。MiRNAの多くは 3’UTRに結合しターゲット遺伝子

の翻訳を抑制していると考えられているが、Kameswaran V ら（Cell Metab. 2014）の報告によ

ると HITS-CLIP（Hith-throughput sequencing of crosslinked and immunoprecipitated RNA）により、

miRNA とターゲット遺伝子が結合している RISC に含まれるターゲット遺伝子配列の 46％が

3’UTRであり、それ以外は 5’UTRや CDSである。そのため、5’UTR-CDS-3’UTRの領域を網羅

したルシフェラーゼアッセイが適当であると考えた。申請時の研究室では miR-34aのターゲッ

ト遺伝子をこの方法を用いて同定した。 
 
４．研究成果 

本研究のこれまでの結果より、次世代シークエンシングによって miRNAエディティングが

4種類検出されており、miRNAエディティングが誘導されているmiRNAは RA滑膜に特異的

に発現が低いことが明らかとなっていた。4種類のうち 2種類はmiR-381のシード配列に誘導

されており、wild type (WT)、edit1、edit2をそれぞれ滑膜細胞に過剰発現させ機能を解析し

た。その結果、WTと edit1は細胞遊走、edit1と edit2は細胞増殖を抑制することが明らかと

なり、関節炎動物モデルに miR-381 mimic を投与したところ治療効果がある事が明らかとな

った。しかしながら、これら 3つのタイプのmiR-381のターゲット遺伝子は従来の予測ソフト

では特定が難しかったため、5000遺伝子のルシフェラーゼレポーターベクターを用いてターゲ

ット遺伝子の特定を行った。このベクターは遺伝子の 5’ UTR (untranslated region)、CDS 

(coding sequence)、3’UTRを含んでおり、従来考えられてきたmiRNAの結合領域 3’UTR

に加えて、近年報告がある 5’UTRや CDSが含まれる新しいスクリーニングシステムである。

この手法により、注目するmiRNAの機能がさらに明らかになると考えられる。5000遺伝子の

レポーターベクターを 384 wellに滴下し、miR-381（empty/WT/edit1/edit2）発現ベクターと

トランスフェクション試薬、細胞の順に滴下し、ルシフェラーゼアッセイを行った。過剰発現

によりルシフェラーゼ活性の低下したもののうち、それぞれ低下率上位の遺伝子 259個を抽出

した。さらに 384 wellを用いて 259遺伝子について 4回ルシフェラーゼアッセイを行い、2回

以上同じ傾向が得られた遺伝子を 52個抽出した。次にスケールをアップし、96 wellにて同様

の結果が得られた遺伝子を 23個抽出した。23遺伝子のうち、滑膜細胞を用いた実験でmiR-381 

（WT/edit1/edit2）過剰発現により発現が低下している遺伝子は 17遺伝子ある事が明らかとな

った。遺伝子 AについてはWTと edit1により発現が抑制されることによって細胞増殖に影響

を与えている事が明らかとなり、遺伝子 Bについては edit1と edit2により発現が抑制される

ことによって細胞増殖影響を与えていることが明らかとなった。これらの発見により、関節リ

ウマチの病態を制御する miRNAの機能の一端を明らかにすることができ、日本リウマチ学会



ベーシックリサーチカンファレンスにおいて優秀演題賞を受賞した。 
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