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研究成果の概要（和文）：顎関節炎症病態形成に関与する microRNA の検索を目的として，ヒ

ト培養顎関節滑膜細胞に interleukin (IL)-1βおよび tumor necrosis facto (TNF)–αを作用さ

せ，microRNA および DNA マイクロアレイ解析を行いった．IL−1βまたは TNF-αによって

発現変動した microRNA の標的候補遺伝子をデータベースから検索後，標的候補遺伝子発現量

を DNA マイクロアレイ解析から検索した。microRNA-mRNA 比較発現解析は新規病態関連因

子の検索や，診断および治療の開発に有意義であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) are a class of small non-coding RNAs that mediate 
the post-transcriptional regulation of target mRNA expression. miRNA are associated with 
pathologic conditions. We have investigated of IL-1β or TNF-α-responsive miRNA and mRNA in 
synoviocytes for putative genes associated with the synovitis using microarray analysis. 
The target genes for IL-1β− and/or TNF-α−responsive miRNA were searched by the 
databases such as TargetScan. The expressions of the target genes were analyzed by 
DNA microarray. The knowledge of miRNA-miRNA studies would help to understand the 
pathologic conditions in TMJ. 
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１．研究開始当初の背景 
 内在性の small RNA である microRNA 
(miRNA) は，部分的相補性を有する標的遺
伝子の 3’非翻訳領域に結合することにより，
翻訳を制御していることが明らかとなった．
また，miRNA は，病態形成，細胞増殖，細

胞分化，発生等に関与していることも報告さ
れている．一方，我々は，顎関節の炎症病態
関連因子の検索を目的として，培養ヒト顎関
節滑膜由来線維芽細胞（滑膜細胞）に炎症性
サイトカイン刺激を行い，網羅的遺伝子発現
解析を行ってきた．今回は，滑膜細胞の
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microRNA 発現を網羅的に解析し，炎症病態
関連 microRNA の標的遺伝子を検索する． 
 
２．研究の目的 
 顎関節包内の炎症病態関連 miRNA および
炎症病態関連 miRNA の標的候補遺伝子を検
索することを目的とする． 
 
(1) microRNA 発現解析 
 滑膜細胞を IL-1βまたは TNF-αで刺激後，
microRNA マイクロアレイ解析を行い，顎関
節炎症病態に関与する microRNA を検索す
る． 
 
(2) microRNA 標的候補遺伝子検索 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で発現
変動した microRNA の標的候補遺伝子を検
索する． 
 
(3) microRNA-mRNA 解析 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で
DNA マイクロアレイ解析を行い，発現変動
した microRNA の標的候補遺伝子群と比較
発現解析を行う． 
 
(4) ネットワーク解析 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で発現
変動した miRNA 群およびその標的候補遺
伝子群間の分子間相互作用およびシグナリ
ングパスウェイ解析を行う． 
 
３．研究の方法 
(1) 滑膜細胞の分離・培養 
 顎関節内視鏡洗浄療法の時に採取した顎
関節滑膜組織から out growth 法を用いてヒ
ト顎関節滑膜細胞（滑膜細胞）を分離し，初
代および継代培養を行った． 
 
(2) microRNA マイクロアレイ解析 
 滑膜細胞を IL-1βまたは TNF-αで刺激後，
miRNeasy kitを用いて total RNAを抽出し，
miRXplore Microarray を用いて，microRNA
発現量を測定した． 
  
(3) microRNA 標的候補遺伝子検索 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で発現
変動の認められた miRNA の標的候補遺伝子
を TargetScan, microRNR.org 等の miRNA 
database から検索した．また，IPA miRNA 
Target Filter を用いて標的候補遺伝子の絞
り込みを行った． 
 
(4) DNA マイクロアレイ解析 
 滑膜細胞を IL-1βまたは TNF-αで刺激後，
AGPC 法を用いて total RNA を抽出し，
Affymetrix GeneChip HG U133 Plus 2.0 
Array を用いて網羅的に遺伝子発現を測定

した．発現解析は GeneSpring を用いた． 
 
(4) microRNA-mRNA 比較解析 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で発現
変動の認められた miRNA の標的候補遺伝子
を GeneSpring にインポートし，遺伝子発現
を DNA マイクロアレイ解析と比較した． 
 
(5) Ingenuity Pathway Analysis 
 IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞で発現
変動の認められた miRNA の標的候補遺伝子
で，かつ IL-1βまたは TNF-α刺激滑膜細胞
で 発 現 変 動 の 認 め ら れ た 遺 伝 子 群 を
Ingenuity Knowledge Database にアップロ
ードし，分子間相互作用およびシグナリング
パスウェイ解析を行った． 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

Fig. 1 Experimental procedure 
 
４．研究成果 
(1) IL-1βの影響 
○1  microRNAマイクロアレイ解析 
 滑膜細胞を IL-1βで６時間刺激した時の 
miRNA の発現変動を調べた.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 Scatter plots of miRNA microarray 
  Synovial cells were treated with IL-1β. 
 



 IL-1β刺激滑膜細胞では，無刺激細胞（コ
ントロール）に比べ，多くの miRNA の発現
量は減少傾向を示した． 
 
Table 1 IL-1β-response microRNA 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 滑膜細胞を IL-1β刺激した時，1/2 以下に
発現減少したのは５miRNA，2 倍以上発現上
昇したのは１miRNA であった． 
 
○2  microRNA標的候補遺伝子検索 
 IL-1β刺激滑膜細胞で発現変動の認めら
れた miRNA の標的候補遺伝子を検索した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3 miR-26b target genes 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5. miR-203 target genes 
 
 miR-26b および miR-203 の標的候補遺伝
子について Network が形成された． 

 次に，IPA の miRNA Target Filter を用い
て発現変動が認められた６miRNA について
標的候補遺伝子群を検索した． 
 
Table 2 Number of microRNA target genes 

 
 滑膜細胞を IL-1βで刺激によって発現変
動した miRNA の標的候補遺伝子を miRNA 
database を用いて検索した．その結果，7,136
遺伝子が候補にあがった．次に， IPA の
miRNA Target Filter で標的候補遺伝子のフ
ィルタリングを行ったところ，実験的に証明
されているのは，18 遺伝子，標的遺伝子の可
能性の高い遺伝子は 3,320 遺伝子であった． 
 
○3  microRNA-mRNA比較解析 
 DNA マイクロアレイ解析を行ったところ，
約 8,500遺伝子中 IL-1βによって有意に発現
変動したのは 170 遺伝子で，発現上昇したの
は 139 遺伝子，発現減少したのは 31 遺伝子
であった． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 6 Scatter plots of microarray analysis 
      Synovial cells were treated with IL- 
   1β  
 
 マイクロアレイ解析結果と発現変動した
miRNA の標的候補遺伝子群について比較検
討した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 7 Venn diagram of microarray analysis 
      and target genes of miRNA 
 



 実験的に証明されている 18 miRNA 標的
遺伝子を GeneSpring にインポートし，マイ
クロアレイ解析結果と比較したところ，
multiple inositol polyphosphate phos- 
phatase (PTEN) 1 遺伝子が IL-1βにより発
現変動していた．TargetScan から PTEN を
標的にする miRNA を検索したところ，
miR-26b が候補にあがった． 
 
(2) TNF-αの影響 
○1  microRNAマイクロアレイ解析 
 滑膜細胞を TNF-αで６時間刺激した時の 
miRNA の発現変動を調べた.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 8 Scatter plots of miRNA microarray 
  Synovial cells were treated with  
    TNF-α. 
 
 滑膜細胞を IL-1βまたは TNF-αで刺激す
ると発現減少する miRNA が多く認められた． 
 
 Table 3 に, TNF-α刺激によって発現した
miRNA を示す．2 倍以上または 1/2 以下に発
現変動した miRNA は IL-1β刺激に比べ
TNF-α刺激の方が多かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3 TNF-α-response microRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 滑膜細胞を TNF-α刺激した時，1/2 以下に
発現減少したのは 37 miRNA，2 倍以上発現
上昇したのは２miRNA であった． 
 
 
○2  microRNA標的候補遺伝子検索 
 TNF-α刺激滑膜細胞で発現変動の認めら
れた miRNA の標的候補遺伝子を検索した． 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9 Network of miRNAs regulated by 
      TNF-α 
 
 滑膜細胞において，TNF-α 刺激によって発
現変動した miRNAを IPAにアップロードし，
分子間相互作用およびシグナリングパスウ
ェイ解析を行ったところ，insulinやestrogen 
receptor を中心とする network が形成され
た． 
 
 次に，IPA の miRNA Target Filter を用い
て発現変動が認められた 39 miRNA につい
て標的候補遺伝子群を検索した． 
 
Table 4 Number of microRNA target genes 
 
 
 
 
 
 
 滑膜細胞を TNF-αで刺激によって発現変
動した 39 miRNA の標的候補遺伝子を
miRNA database を用いて検索した．その結
果，27,683 遺伝子が候補にあがった．次に，
IPA の miRNA Target Filter で標的候補遺伝
子のフィルタリングを行ったところ，実験的
に証明されているのは，508 遺伝子，標的遺
伝子の可能性の高い遺伝子は 13,854 遺伝子
であった． 
 
○3  microRNA-mRNA比較解析 
 DNA マクロアレイ解析を行ったところ，
約 8,500 遺伝子中 TNF-αによって有意に発
現変動したのは 245 遺伝子で，発現上昇した
のは 196 遺伝子，発現減少したのは 49 遺伝
子であった． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 10 Scatter plots of microarray analysis 
      Synovial cells were treated with 
   TNF-α 
 
 マイクロアレイ解析結果と発現変動した
miRNA の標的候補遺伝子について比較検討
した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7 Venn diagram of microarray analysis 
      and target genes of miRNA 
 
 実験的に miRNA の標的遺伝子と証明され
た 508遺伝子を GeneSpring にインポートし，
マイクロアレイ解析結果と比較した．その結
果，16 遺伝子が TNF-αによって発現変動し
たいた．この 16 遺伝子には，PTGS2 (COX2)
遺伝子等，炎症病態関連遺伝子が含まれてい
た．TargetScan から PTGS2 を標的にする
miRNA を検索したところ，Let-7, miR-30ab, 
miR-340bc が候補にあがった．これらの
miRNA は TNF-αによって発現が減少して
いた． 
 
 顎関節滑膜炎において，滑膜細胞の
microRNA の発現変動が炎症病態関連因子
の発現に関与している可能性が示唆された．
今後，microRNA-mRNA の比較発現解析を
推進することにより，新規炎症病態関連因子
の検索や，炎症病態の診断および治療の開発
に有意義であると考えられた． 
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