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研究成果の概要（和文）：変形性関節症（OA）では痛みは最も重要な症状である。近年、疫学研究において滑膜
病変がOAの臨床症状である痛みや疾患の進行に関与することが報告されている。しかしながら、多くの研究にも
かかわらずOAにおける滑膜病変の本態は不明であり、滑膜病変に伴って痛みが生じる機序もわかっていない。本
研究では、疼痛の強いOAと軽快した状態のOA、および人工膝関節置換術を受けたRA患者から採取した関節液中の
exosomeを採取し、その中に存在する疼痛関連miRNAの発現を半網羅的に解析することにより、関節液中に存在し
て疼痛発現に関与する因子の特定を試みた。

研究成果の概要（英文）：Although pain is the most critical symptom of osteoarthritis (OA).  Recent 
epidemiological studies have shown that the synovial pathology is closely related to pain in OA 
knees.  However, the mechanisms underlying synovial pathology in OA has not yet been clarified, and 
the same is true for the reasons why pain is associated with the synovial pathology.  In this study,
 we focused on miRNA involved in the pain in OA knees.  To that end, synovial fluid (SF) samples 
were collected from OA knees twice at the peak of pain and after the remission of pain, and exosomes
 were obtained from these SF samples.  miRNA was extracted from the exosomes and the miRNAs related 
to pain were analyzed by qPCR analyses. The results were compared between the SF samples from 
respective knees, and miRNA was determined the concentrations of which differed significantly 
between the two points of time.  In results, a total of 5 miRNAs were found which could be related 
to pain in OA knee joints. 

研究分野： 整形外科学関節疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果からOAにおける疼痛の発現に関与するmiRNAが5種見出された。OAの痛みのうちとくに滑膜性の疼痛
についてはその発現機序に関して定説はまだないが、これらのmiRNAはその機序を解明する手がかりとなること
が期待される。今回の研究ではこのmiRNAがどの組織においてどのような機序で産生されるのか、それらのmiRNA
がどのように痛みの発現に関与するのかの検討は行えていない。これらについては今後改めて研究費を獲得し検
討を行う予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
OA は我が国で最も頻度の高い関節疾患であるが、その病態にはまだ不明の点が多い。OA では
軟骨だけでなく、滑膜にも明らかな変化が生じる。近年、様々な研究者によって滑膜の変化が軟
骨の変性と密接に関連しており、滑膜炎の強い症例ほど関節裂隙の狭小化が進みやすいことが
相次いで報告されている (Ayral X, et al. Osteoarthritis Cartilage 2005; PelletierJP, et al. Osteoarthritis 
Cartilage 2008; Roemere FW, et al. Ann Rheum Dis 2011; Bastick AN, et al. Clin Orthop Relat Res 2015; 
Atukorala I, et al. Ann Rheum Dis 2016)。また、関節水腫、滑膜炎の存在が膝 OA の痛みと関連す
るという報告も多い（Fernandez-Madrid, et al. Magn Reson Imaging 1994; Heyes, et al., Radiology 
2005; Kornaat et al., Radiology 2006; Torres, et al., Osteoarthritis Cartilage 2006; Hill CL, et al. Ann 
Rheum Dis 2007; Lo, et al., Osteoarthritis Cartilage 2009;Baker K, et al. Ann Rheum Dis 2010; Zhang Y, 
et al. Arthritis Rheum 2011; Ishijima M, et al. Arthritis Res Ther 2011; Scanzello CR, et al. Arthritis Rheum 
2011; Sowers M, et al. J Bone Joint Surg 93A, 2011;  Zhang Y, et al. Arthritis Rheum 2011; Crema MD, 
et al. Osteoarthritis Cartilage 2013; de Lange-Brokaar  BJE, et al. Arthritis Rheum 2015; Sarmanova A, et 
al. Osteoarthritis Cartilage 2016; Chiba D, et al. Arthritis Res Ther 2016）。これらの背景から痛みや滑
膜炎に伴って OA の症状が進行するとすれば、滑膜から何らかの因子が関節液中に放出され、
OA の疼痛発現や軟骨変性を引き起こしている可能性が考えられる。しかしながら関節液中のど
のような因子がその作用を持つのかは明らかになっていない。 本研究では疼痛の強い OA と軽
快した状態の OA、および人工膝関節置換術を受けた RA 患者からの関節液中のエクソソームを
解析することで滑膜に由来する軟骨変性促進因子の特定を試みる。本研究でエクソソームに着
目するのは以下のような背景による。血液や体液中にはエクソソームと呼ばれる 40-100nm の膜
小胞が存在し、その内部には種々のタンパクや miRNA を含む non-coding RNA (ncRNA)といった
核酸が含まれていることが報告されている (Simpson RJ, et al. Proteomics. 2008) 。miRNA とはタ
ンパク質をコードしていない 19-22 塩基の ncRNA で細胞内 RNA の約 0.01％を占めており、
miRNA 発現は転写因子で調節され、標的 mRNA を分解し、発現を抑制あるいは標的 mRNA か
らのタンパクへの翻訳を阻害するため、ヒト遺伝子の約 60％は miRNA による制御下にあるとさ
れている。エクソソームは細胞から分泌されたあとその一部が目的の細胞に取り込まれるが、そ
の際、内部に含まれる miRNA やタンパクによって取り込まれた細胞の挙動を変化させると考え
られている (Waldenström A, et al. PLoS. One. 2012; Witwer KW, et al. J Extracell Vesicles 2013) 。そ
して OA や RA において関節液中のエクソソームは、滑膜や軟骨 細胞から直接的に放出されて
いる可能性がある (Malda J, et al. Nat Rev Rheumatol.2016)。したがって滑膜で産生されたエクソ
ソームが関節軟骨中の軟骨細胞の挙動に影響を与えたとしても不思議ではない。実際、IL-1β で
刺激された線維芽細胞様滑膜細胞が産生するエクソソームが軟骨細胞において MMP-13 の発現
を増加させること (Kato T , et al. Arthritis Res Ther. 2014)、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 増加させること(Iliopoulos D, et al. PLoS ONE 2008)が報
告されている。RA は関節疾患の一つで滑膜が異常増殖することで関節の軟骨・骨破壊が起こる
結果、関節変形・強直が生じる原因不明の炎症性疾患である。エクソソームの研究は従来 OA よ
り RA について多くなされており、リウマチ患者から採取した線維芽細胞様滑膜細胞が産生す
るエクソソームには TNF-α が含まれており、TNF-α 感受性のある細胞に対し傷害性をもつこと 
(Uttenreuther-Fischer MM, et al. J Immunol. 2006)、またリウマチの線維芽細胞用滑膜細胞からケモ
カインやサイトカインを含むエクソソームが放出され、これが滑膜の病態に関与している可能
性 (Berckmans RJ, et al. Arthritis Res Ther. 2005)などが報告されている。一方、OA については関節
液中のエクソソームの解析の報告は稀であり、関節液中のエクソソームが軟骨細胞の挙動を制
御している可能性についてはほとんど検討されていない。本研究は以上のような背景に基づい
て行われた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、エクソソームという比較的新しい生命現象をキーワードとして、疼痛の強い
OA と軽快した状態の OA、および人工膝関節置換術を受けた RA 患者から採取した関節液中の
exosome について、その中に存在する疼痛関連 miRNA の発現を半網羅的に解析することによ
り、関節液中に存在して疼痛発現に関与する因子を特定することであった。 
 
３．研究の方法 
当初の計画では Exoquick™ (System Biosciences) を用いてエクソソームを回収し、外部に受託
し LC-MS/MS を用いてタンパクを同定する予定であったが、予算的に困難が生じたため、計画
を修正し、関節液について miRNA の網羅的解析を行うことで OA の疼痛発現に関与する可能
性のある因子を特定し、さらに滑膜組織を用いて特定された miRNA が疼痛発現に関与する機
序に関して検討を行った。 
A) 関節液の収集 
A) OA 例の関節液は外来で保存的に治療された膝 OA の症例より治療上必要があって除去さ



れたもののうち、 疼痛の強い時期（P-OA）とその後に疼痛が軽快した時期（NP-OA）の 2
時点で同一の膝関節より採取された関節液 8 組を選択して解析に用いた。P-OA、NP－OA
の判断基準は①WOMAC の痛みのスコアが 12 点以上改善したこと、②P-OA を採取した時
点の前後 6-10 カ月の間に単純レントゲン上、関節裂隙の狭小化が 1 ㎜以上進行したこと、
③MRI で Bone Marrow Lesion の関与がないこととした。 

RA 例からの関節液は人工膝関節置換術（TKA）の際に採取された関節液 8 症例 8 関節を
解析した。 

B) エクソソームに含まれる miRNA の解析  
関節液中に含まれる miRNA の解析では、まず関節液中に含まれる exosome を採取し、次
にそこに含まれる miRNA を解析した。抽出には miRCURY™ RNA Isolation Kit (Exiqon) 
を用い、抽出されたmiRNAを約 90種の疼痛に関連する因子を探索できるmiScript miRNA 
PCR Array TM (Qiagen)によって半網羅的・定量的に解析した。その結果から P-OA と NP
－OA の間で発現量に有意差があった miRNA を OA の疼痛に関与しうる miRNA の候補と
考え、さらに、その発現量を RA と OA で比較した。 

C) 候補因子の選択  
実際に着目する miRNA は、上記の解析に加え文献情報やオンラインで無償でのアクセス
が可能なデータベースの情報なども活用した。  

D) 滑膜組織の検討  
人工関節置換が行われた末期の膝 OA 35症例と関節リウマチ 25症例より滑膜を採取した。  
滑膜組織よりmiRNAとmRNAをmiRNeasy Mini kit(QIAGEN)とRNA Mini kit (Thermo 
Fisher)を用いて抽出した。上記 C)までの実験で選択された候補因子について滑膜組織中の
miRNA の発現を検討した。また、OA で疼痛に関与していると思われる遺伝子について OA
滑膜と RA 滑膜で遺伝子発現を定量的に解析し、比較検討した。 

 
4. 研究成果 

OA 関節液について、P-OA と NP-OA を比較解析した結果、miR-128-3p、miR-21-5p、miR-
146b-5p、miR-219a-2-3p、miR-302d-3p の 5 つの miRNA が NP-OA に比して P-OA で有
意に発現量が亢進していることが明らかとなった（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RA 例からの関節液と比較したところ、5 つの miRNA のうち、miR-219a-2-3p が NP-OA に
比して RA で有意に発現量が多く、また miR-302d-3p が P-OA に比して RA で発現量が有意
に少ないという結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
P-OA と NP-OA の比較では上述のように５つの miRNA が濃度に有意差があるものとして
見いだされたが、このうち miR-21 については、OA における疼痛発現において重要な役割
をはたす因子として近年注目されている神経成長因子（NGF）との関与が示唆されており、
miR-21-5p が NGF シグナルを抑制する因子の発現を抑制することや miR-21 は NGF シグナ
ルをポジティブに制御している可能性が報告されている（Steven M,. et al. JBC. 2011, Enrica 
M,. et al. Neuromol Med. 2014）。このため miR-21-5p についてさらに滑膜組織による検討を
行った。 
 
OA 症例及び RA 症例の滑膜組織から total RNA と miRNA を抽出して qPCR による解析を
行ったところ、 
OA 滑膜では miR-21 と NGF の発現レベルは有意な正の相関を示したが、RA 滑膜では
miR-21 と NGF の発現レベルの間に有意の相関関係は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回の結果から、OA 関節液中のエクソソームに存在している miR-21 が OA 疼痛発現に関
与している可能性が考えられた。また、本研究結果より OA 滑膜における疼痛発現の機序は
RA とは異なっている可能性が考えられた。 
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