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研究成果の概要（和文）：本研究ではOAで滑膜病変が生じる機序をmiRNAの解析により明らかにしようとした。
OA、RAに罹患した膝関節各32例より滑膜組織を採取し、RNAを抽出してqPCRによる解析を行った。その結果、
miR-21とmiR-26aがRA滑膜に比べてOA滑膜で有意に発現レベルが低いことがわかった。OA滑膜においてmiR-21、
miR-26aの発現レベルはMMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-14、VEGFR-2の遺伝子発現レベルとそれぞれ有意の負の相関
を示したが、RA滑膜ではこれらの相関関係はいずれも認められず、この２つのmiRNAがOAの滑膜病変において一
定の役割を果たしている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I attempted to elucidate the mechanism underlaying the 
synovial pathology in OA through the analysis of miRNA expression. To this end, synovial tissues 
were obtained from 32 OA knees and 32 RA knees at prosthetic surgery. RNA was extracted from these 
tissues, and the expression of miRNA and mRNA was determined by qPCR. The analyses revealed that the
 expression of miR-21 and miR-26a was significantly reduced in OA synovium compared with RA 
synovium. Subsequent analysis revealed that the expression levels of these miRNA were inversely 
correlated with the expression levels of MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-14 VEGFR-2 respectively, the genes
 that could be deeply involved in the pathology of synovium in OA. Since none of these invers 
correlations were observed in RA, such relationships seemed to be unique to OA synovium. Thus, from 
the results of this study, miR-21 and miR-26a were considered to be significantly involved in the 
pathology of OA synovium.

研究分野：関節病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの高齢者がOAで苦しんでいるにもかかわらず、現在行われているOAの治療はほぼすべてが対症療法でありOA
の自然経過を変えうる治療は確立されていない。最近の研究結果からOAについても滑膜病変が疾患の進行に深く
関与していることが明らかになってきた。本研究はこのような背景から、OAの滑膜病変の成因についてmiRNAの
解析を通じて知見を得ることを試みた。本研究の結果から2種のmiRNAがOAの病態に関与している可能性が示され
た。この意義については今後さらに検証を行う必要があるものの、今後OAの滑膜病変の成因を明らかにし、それ
に基づく治療法を開発するうえで有用な知見であることが期待される。
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１． 研究開始当初の背景 

従来、変形性関節症（以下 OA） における滑膜病変は軟骨変性に伴う二次的なものとされ、

その病的な意義は明らかではなかった。しかし近年、多くの疫学研究・臨床研究の結果から OA 

の滑膜病変が症状の程度、および疾患の進行の両方と密接に関連していることが明らかになっ

てきた（Pelletier JP, et al. Osteoarthritisteams Cartilage 2008; Roemer FW, et al. Ann 

Rheum Dis 2011）。 OAにおいて滑膜病変は軟骨変性を考える上で重要な手がかりとなると考

えられる。しかしながら滑膜病変が強い症例でなぜ軟骨変性が進むのか明らかになっていない。

もし OA関節で滑膜病変が軟骨変性を引き起こすとすれば、滑膜由来の何らかの因子が軟骨細

胞に作用してこれらのタンパク分解酵素の発現を誘導している可能性が考えられるが、既知の

因子の中にはこのような作用が実際の OAの病態において確認されているものは見当たらない。

一方、OAの関節液中には滑膜に由来するMMP-1, 2, 3などのタンパク分解酵素が相当に高い

濃度で存在しており（Ishiguro N, Arthritis Rheum 1999, Yoshihara Y, Ann Rheum Dis 2000）、

OA軟骨ではこれらの MMPの活性化に関与するウロキナーゼ（uPA）の発現 も亢進している

ことを考えれば（Aigner T, et al. Arthritis Rheum 2001; Dejica VM, et al. Am J Pathol 2008）、

関節液中のタンパク分解酵素が直接的に軟骨の変性・消失を引き起こす可能性も考えられる。

この場合、OA滑膜でなぜ MMP-1, 2, 3などのタンパク分解酵素が産生されるのかが問題とな

るが、これについても既知の因子の中で明確にその機序を説明できるものは見当たらない。本

研究においてエクソソームに着目するのは以下のような背景による。エクソソームは膜小胞で

構成される小胞体であり、細胞から分泌されて目的の細胞へと運ばれ，細胞間や組織へのシグ

ナル伝達の役割を担っていると考えられている（Waldenströ m A. et al. PLoS. One. 2012; 

Witwer KW, et al. J Extracell Vesicles 2013）。OAにおいてエクソソームに含まれる特定の 

miRNA が軟骨細胞に対してMMP-13の発現を増加させるとする報告があり（Iliopoulos D, et 

al. PLoS ONE 2008）、さらに IL-1βで刺激された滑膜線維芽細胞由来のエクソソームは OA

軟骨細胞においてMMP-13の発現を増加させることや（Kato T , et al. Arthritis Res Ther. 

2014）、リウマチ滑膜からの線維芽細胞由来のエクソソームには TNF-αが存在し、TNF-α感

受性のある細胞に対して傷害性をもつことも報告されている（Uttenreuther-Fischer MM, et 

al. J Immunol. 2006）。これらの事実を考え合わせれば、OA において滑膜細胞が産生するエ

クソソームが autocrine、 paracrine 的に作用して滑膜病変を誘導する可能性や、滑膜におい

て産生されたエクソソームが関節液を介して軟骨細胞に作用して軟骨細胞に種々のタンパク分

解酵素の活性を誘導する可能性が考えられる。しかし、OA の病態へのエクソソーム関与の可

能性についてはまだ十分に検証されておらず、とくに OA 滑膜由来のエクソソームを他疾患な

どと比較解析した報告は見当たらない。本研究は以上のような背景に基づいて行われたもので

あった。 

２． 研究の目的 

本研究の目的は OAにおける滑膜病変の機序、および滑膜病変と軟骨変性を結び付ける機序に

ついて、エクソソームに含まれるmiRNAの解析を通じて解明の手掛かりを得ることであった。

この目的のため本研究では OAと RAを対比し、そこから OAの病態を明らかにする戦略をと

った。 

３．研究の方法 

【平成 29 年度】研究初年度には OA及び RAに罹患した膝関節からの滑膜組織の収集を行っ

た。当初の計画では初年度後半には滑膜の組織培養を行って培養上清中のエクソソームに関す



る解析も行う予定であったが、予算面の制約から実際には滑膜組織の解析のみを行った。 

(1) 滑膜組織の収集  
人工膝関節置換術の際に膝 OA 症例とリウマチ症例より滑膜を採取した。当初の研
究計画では剖検例からも対照滑膜を採取する予定であったが、倫理的な側面などから
実施が困難であったため、計画を修正し、OA滑膜と RA滑膜の 2群についてのみ検
討を行うこととした。採取された滑膜は Lysis buffer に浸けて-80℃で保存した。 

(2) 滑膜組織からのエクソソームの抽出 
採取されたOA 滑膜、RA滑膜組織を PBS 中でホモジナイザーを用いて破砕し、PBS 
中に遊離したエクソソームを Exoquick（System Biosciences社）を用いて回収した。 

(3) miRNAとmRNAの抽出 
回収されたエクソソームより miRNeasy Mini kit（QIAGEN社）を用いて miRNA
を抽出した。抽出されたmiRNAは症例数が揃うまで－80℃で保存した。 
同じ滑膜組織より RNA Mini kit （Thermo Fisher）を用いてmRNAを抽出した。
抽出されたmRNAはmiRNAと同様に－80℃で保存した。 

【平成 30 年度】 

(1) miRNAの半網羅的・定量的解析 
当初の計画ではエクソソームから抽出した  RNA の解析は外部業者に受託し、
miRNAマイクロアレイを用いた網羅的解析 を行う予定であったが、予算的に困難で
あったため計画を修正し、PCRパネル（miScript miRNA PCR Array, QIAGEN）を
用いた半網羅的・定量的解析を行った。 
研究代表者の研究室では過去に剖検例からの対照滑膜、OA 滑膜、リウマチ滑膜につ
いて cDNA マイクロアレイにより遺伝子発現プロファイルを決定している。この結
果と上記の 解析の結果を用いて遺伝子統合解析を行うことで OA の滑膜病変に関
与する miRNA の候補 （候補 miRNA）を見出した。 
ターゲット遺伝子解析には以下のツールを用いた。 
TargetScan  http://www.targetscan.org 
PicTar  http://pictar.mdc-berlin.de/ 
mirDB  http://mirdb.org/miRDB/ 
microRNA.org  http://www.microrna.org/microrna/home.do 
DIANA  http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/ 

(2) OA滑膜におけるmiRNAとmRNAの発現の関連に関する検討  
研究代表者の所属する研究室では今までに過去に剖検例からの対照滑膜と OA 滑膜、RA
滑膜について種々の解析を行い、OA 滑膜において滑膜の病変に関連する遺伝子について
一定の知見を積んできている。今回の解析ではmiRNAと同時に滑膜組織より total RNA
も抽出し、それを用いて cDNAを合成、qPCRにより OAの滑膜病変への関与が考えられ
る種々の遺伝子について発現レベルを調べ、それらと上記（１）の解析で選択された
miRNAの発現レベルの関連を調べることによって、どの miRNAが OAの滑膜病変に関
与する可能性があるのかの絞り込みを行った。 

(3) 上記の解析により見出されたmiRNAに関する機能的検証 
上記の解析により見出されたmiRNA が実際にOAの軟骨変性に関与する可能性があるか
をヒト軟骨組織の器官培養実験を行い、LNA化したオリゴ RNAを用いて検証することを
予定した。しかしこの実験は予備実験において LNA 化オリゴ RNA による遺伝子発現抑
制の効率が悪く、研究経費の制約もあり実験を断念せざるを得なかった。 

４．研究成果 

【平成 29 年度】 

(1) 人工膝関節置換術が行われたOA膝関節 32症例 32関節とRA膝関節 32症例 32関節から

それぞれ滑膜組織を採取した。RA 症例については滑膜組織の病理的所見および血液検査

の結果に基づき活動性が高いと思われる症例からの検体を選択して解析に用いた。 

(2) 採取した滑膜は直ちに PBS が入った容器に移されて研究室に運ばれ、採取から 1 時間以

内に Lysis bufferに浸して-80℃に保存された。 

(3) エクソソームの回収及びエクソソームからの miRNA と滑膜組織からの mRNA の抽出は

RNaseフリーのベンチで行われ、質・純度ともに問題なく行うことができた。 

 



【平成 30 年度】 

(1) エクソソームより抽出したmiRNAを PCRパネルで解析した結果を以下に示す。OA滑膜

と RA滑膜の比較から、miR-21とmiR-26aが RA滑膜に比して OA滑膜で顕著に発現が

低下していることが分かった。また、ターゲット遺伝子解析ツールの情報に照らして

miRNAの絞り込みを行った結果、miR-21, miR-26a, miR-195の 3つが OAの滑膜病変に

関連する可能性のあるmiRNAとして選択された。 

(2) 研究代表者が所属する研究室では今までの解析結果からOAの滑膜病変に関与していると

思われる遺伝子としてMMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-14、uPA、VEGF-R2の 6種の

遺伝子に着目している。このことから今回収集した滑膜組織についてもこの 6つの遺伝子

の発現を OA滑膜と RA滑膜で比較した。結果は以下に示す通りで、MMP-2、MMP-14、

uPA、VEGF-R2 の発現レベルは RA 滑膜に比して OA 滑膜で有意に高かった。一方、

MMP-1および MMP-3の発現レベルは RA滑膜に比して OA滑膜で有意に低かった。こ

の結果は研究室における以前のデータと一致するものであった。 

(3) 先に選択された 3つのmiRNAと上記の 6つの遺伝子との発現レベルの関連を調べたとこ

ろ、3つのmiRNAのうちmiR-21がOA滑膜においてMMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-14、

VEGF-R2 との間に有意の負の相関があること、一方、RA 滑膜ではこれらの相関関係は

認められないかむしろ有意の正の相関があることが明らかになった。 



次にmiR-26aと 6つの遺伝子の発現の関連を調べたところ、miR-21と同様に OA 滑膜に

おいてmiR-26aとMMP-2、MMP-14、VEGF-R2の間に有意の負の相関がみられ、一方、

RA 滑膜ではこれらの相関関係は認められないか逆に有意の正の相関がみられるという結

果が得られた。 

一方、miR-195については OA滑膜、RA滑膜ともに上記の 6つの遺伝子のいずれとも有意の
相関を示さなかった。今回の結果より、OA滑膜ではmiR-21とmiR-26aの２つのmiRNAが、
OAの滑膜病変に関与すると思われる 6個の遺伝子のうち 5つと発現レベルが有意の負の相関
を示した。これらの関係は OA 滑膜においてのみ認められ RA 滑膜では観察されず、OA滑膜
固有の現象と考えられた。じつは上記の 6個の遺伝子のうち 4個（MMP-2、MMP-14、uPA、
VEGF-R2）は血管新生に関係するものであり、残る 2個（MMP-1およびMMP-3）は血管新
生の結果生じた線維芽細胞様滑膜細胞の活性化に伴って発現すると考えられる遺伝子である。
今まで報告されている知見も含めて検討した結果、OA滑膜ではmiR-21とmiR-26aの２つの
miRNA が減少することで血管新生が起こりやすくなっている可能性が考えられた。以上、本
研究の結果からOA滑膜においてmiR-21とmiR-26aの減少が滑膜病変に関与する可能性が示
されたと考えられた。 
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