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研究成果の概要（和文）：本研究では、合成 microRNA-146 をコラーゲン関節炎マウスに静脈投

与を行い、治療効果を検討した。投与後、4週で、microRNA-146 の投与により、レントゲン上

関節破壊が抑制されており、組織学的評価では、関節面の破壊も軽度で、炎症性サイトカイン

の発現や破骨細胞分化も抑制されていた。microRNA による関節炎治療の可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to examine whether the 
over-expression of miR-146 inhibits osteoclastogenesis, and prevent joint destruction 
by administration of miR-146a in collagen induced arthritis (CIA) mice. After the onset 
of distinct arthritis in CIA mice, ds miR-146a or scrambled siRNA was administered twice 
by intravenous injection. Radiographic and histological examinations were evaluated at 
4 weeks. Administration of miR-146a could prevent joint destruction in CIA mice through 
the suppression of osteoclastogenesis and inflammation.  
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１．研究開始当初の背景 

miRNA は、21～25 塩基程度の non-coding 

RNA であり、動植物に広く保存されており、

組織特異的、発生段階特異的に発現している。

miRNA は細胞の増殖、分化、アポトーシスな

どといった生命現象だけでなく、がん、白血

病、ウイルス感染といった疾患にも重要な役

割を果たしており、治療ターゲットとしての

可能性が注目されている。miRNA-146 は、炎

症反応の negative feedback を担っており、

関節リウマチ（RA）の滑膜組織・末梢血単核

球に強発現しており、その発現は炎症性サイ

トカインにより誘導されることが報告され

ている。抗アポトーシス効果のある BCL2 を
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標的遺伝子とする miRNA-15a は、RA 滑膜にお

いて、その発現が低下しており、合成

miRNA-15a を関節炎マウスの膝関節に関節注

射することで、滑膜組織内に miRNA-15a を過

剰発現させ、BCL2 の発現を抑制し、滑膜組織

のアポトーシスを誘導させることが可能で

ある。また破骨細胞分化に関与している

miRNA-223 を、ヒト末梢血単核球と培養 RA 滑

膜細胞の共培養系による破骨細胞分化で過

剰発現させると、破骨細胞分化が抑制される。

合成 miRNAの投与による治療の試みも報告さ

れており、これらの miRNA を利用すれば、関

節炎が抑制できる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

関節炎の病態形成の主要な要素である炎

症性サイトカイン、滑膜増殖、破骨細胞分化

に対し、それぞれ効果があると思わる miRNA

をⅡ型コラーゲン誘導関節炎マウスに静脈

投与し治療効果を検討すること。 

 

３．研究の方法 

8週齢雄DBA1/Jマウスを用いて抗Ⅱ型コラ

ーゲン抗体による関節炎マウスを作成する。

関節炎をスコア化し、明らかな関節炎が発症

したら、合成 2本鎖 miRNA(30mg/kg)を核酸の

安定化剤であるアテロコラーゲン 200μl に

溶解し、マウス尾静脈より投与する。初回投

与より 2週間後、関節炎スコアに改善がなけ

れば、もう 1度投与する。初回投与より 4週

間後、堵殺し、治療効果を評価する。対照群

は、アテロコラーゲンのみを静脈注射したも

の、非機能性合成 2本鎖 RNA をアテロコラー

ゲンに溶解したものを静脈注射したものと

する。miRNA-146a、miRNA-15a、miR-223 の投

与による治療効果を、レントゲンや組織学的

に評価する。また、これらの miRNA の機能を

in vitro で解析する。 

 In vitro においてヒト末梢血単核球に

M-CSF、RANKL あるいは、TNFαを添加するこ

とによる破骨細胞分化において、miR-146a を

強制導入し、破骨細胞分化が抑制できるかど

うか検討した。 

 

４．研究成果 

合成 miRNA-146 を投与した群では、レント

ゲン上関節破壊が抑制されており、組織学的

評価においても、関節面の破壊は軽度であっ

た。 

 

図１．レントゲン評価． ds miR-146a を投
与した群では関節破壊が抑制されている。 

 

図２．後足の HE 染色．左：対照群、右：ds 
miR-146a 投与群．Ds miR-146a 投与群では、
骨軟骨破壊が軽度である。 

 

図３．後足の TRAP 染色．左：対照群、右：
ds miR-146a 投与群．Ds miR-146a 投与群で
は、TRAP 陽性細胞は少ない。 

 

 

In vitro では、末梢血単核球からの破骨細

胞分化誘導において miRNA-146を過剰導入す

ると、RANKL、TNFαによる破骨細胞分化がと

もに抑制されており、破骨細胞のマーカー遺



 

 

伝子も発現が抑制されていた。また、

miR-146a の標的遺伝子であり、破骨細胞分化

に重要な役割を担う TRAF6の発現も抑制され

ていた。さらに、正常あるいは関節リウマチ

の滑膜細胞に炎症性サイトカインを添加し、

miRNA-146 を過剰導入すると、Cox2、MMP3 の

発現が抑制された。MiRNA-15a, 223 を投与し

た群では、明らかな差は見られなかった。

miR-223 を、末梢血単核球からの破骨細胞分

化に導入すると、破骨細胞分化は抑制された。 

 

図４．TRAP 染色．RANKL、M-CSF による破骨
細胞誘導において、miR-146a の過剰導入によ
り、容量依存的に破骨細胞分化が抑制された。 

 

図５．破骨細胞マーカー遺伝子の発現解析．
Real time PCR により、破骨細胞マーカー遺
伝子が miR-146a の過剰導入により抑制され
ていることが明らかとなった。 
 

図６．TRAP 染色．TNFα、M-CSF による破
骨細胞誘導においても、miR-146a の過剰導入
により、容量依存的に破骨細胞分化が抑制さ
れた。 

図７．破骨細胞マーカー遺伝子の発現解析．
Real time PCR により、破骨細胞マーカー遺
伝子が miR-146a の過剰導入により抑制され
ていることが明らかとなった。 

 

図８．miR-146a の標的遺伝子である TRAF6 の
免疫染色。末梢血単核球からの破骨細胞分化
において miR-146a の過剰導入により、TRAF6
の発現は減少している。 

 

 

以上の研究結果から、miR-146a の過剰導入

により、破骨細胞分化を抑制することがわか

った。また、関節炎マウスに対し、合成 2本

鎖 miR-146a の全身投与により、破骨細胞分

化を抑制して、関節破壊を抑制することがわ

かった。しかし、その効果は、完全に関節炎

を抑制しているわけではなく、より効果的な

投与方法、miRNA のデリバリーシステムの改

良等が必要である。また、作用機序や、体内

分布・代謝、副作用も明らかではない。こう

した問題点を今後明らかにしていく必要が

ある。今回の実験では、miR-223、miR-15a の

投与では、明らかに関節炎・関節破壊を抑制

できたということはなかったが、単独ではな

く、組み合わせることにより、効果的になる

可能性もある。また、メソトレキセートとい

った既存の薬物との併用等の検討も必要と

なってくると思われる。 
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