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研究成果の概要（和文）：代表的な自己免疫疾患である関節リウマチ(RA)および全身性エリテマトーデスを対象
とし、microRNA (miRNA)が疾患活動性に関与することを明らかにした。
RAを対象とした研究では、アバタセプト治療前後で変動する血中miRNAを網羅的にmiRNAアレイを用いて同定し
た。これらの機能を明らかにするため、RA滑膜細胞の炎症応答について解析した。治療によって増加するmiRNA
は抗炎症作用を、逆に減少したmiRNAは炎症亢進作用を有することを明らかにした。
すなわち疾患活動性が高い際の血中miRNAは活動性の維持に、逆に疾患活動性低下時に増加するmiRNAは炎症抑制
の後押しをすることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus are typical 
autoimmune disease. In this study, we revealed the microRNA (miRNA) is associated with these disease
 activities. In the study targeting of RA, we first performed miRNA array analysis of plasma from 
patient with before and after treatment of abatacept, and identified the fluctuated miRNA between 
before and after treatment. Next, we intended to investigate the influence of these miRNAs in RA 
disease activity, and tested to confirm inflammatory responses using RA synoviocyte. Interestingly, 
up-regulated miRNAs by treatment have anti-inflammatory effect. Conversely, down-regulated miRNAs 
showed effect to increase inflammation. That is, plasma miRNA from high activity RA patients may 
contribute the sustention of disease activity, and plasma miRNA in low activity RA patients may 
conversely assist the suppression of inflammation.

研究分野： 免疫学、分子生物学、リウマチ・膠原病内科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、関節リウマチ(RA)や全身性エリテ

マトーデス(SLE)といった自己免疫疾患にお
いて、この発症や活動性にノンコーディング
RNAの一つであるmicroRNA (miRNA)の関与
が示唆されてきている。一方、これらの変動
している miRNA が病態形成や疾患活動性に
どのような影響を与えているかは報告され
ていない。 

数年前から、申請者らは様々な膠原病の病
態を規定する遺伝子を探索する目的で、様々
な膠原病疾患治療前後の患者血液を対象と
し、網羅的な解析を行っている。特に RA に
おいては、プロテオーム解析から結合組織成
長因子(CTGF)を抽出し (Clin Exp Rheumatol. 
26:261, 2008)、さらに RA への活動性を明ら
かにしており(Arthritis Rheum. 65: 1477, 2013)、
この独自の戦略は非常に有用であることが
証明されている。よって同様の手法にて、RA
や SLE といった自己免疫疾患の発症や活動
性に関わる miRNA をもとに、新規治療ター
ゲットとなる因子(miRNA や遺伝子)を同定
し病態形成の分子機序を解明できる可能性
と考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、まず RA・SLE 治療前と治療
後で変動する血漿中の miRNA を網羅的に解
析し、どのような miRNA が治療（疾患回復）
に伴い顕著に変動するかを明らかにする。次
に、これら疾患治療で変動する血漿中 miRNA
が果たす役割・機序について検証を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 疾患治療前後で変動する血液循環
miRNA の網羅的解析 
① RA 治療前後で変動する血漿中 miRNA
の網羅的解析 

対象とした RA の検体は、アバタセプト
治療の前、投与 3 か月後の血漿を 10 人分
用いた。これらの検体は、すべて順天堂大
学医学部附属浦安病院リウマチ・膠原病内
科より提供をうけた。これらの患者はアバ
タセプト治療による治療効果が良好であ
ったものに限った。アバタセプト治療を対
象とした理由として、インフリキシマブ等
抗 TNF-α 抗体製剤は細胞破壊を誘導する
効果があるため、細胞内の miRNA が血中
に放出されることを予想した。よって細胞
破壊を誘導しにくいとされているアバタ
セプト治療を対象とした。これらの血漿か
ら RNA を抽出し、miRNA アレイ法をもち
いて網羅的に解析した。 

 
② SLE 治療前後で変動する血漿中 miRNA
の網羅的解析 

対象とした SLE の検体は、入院時(治療
前)と退院時(治療後)の血漿を採集した。こ
れらの患者背景は限定せず、入院した時点
と退院時で治療前後と定義づけした。これ
らの血漿も同様に RNA 抽出を行い、
miRNA アレイを行い治療前後で変動する
miRNA の同定を試みた。 

 
(2) RA 治療によって変動する血中 miRNA の
生理学的意義の解明 

(1)-①で網羅的に同定した miRNA 情報
をもとにし、これらの変動する miRNA の
生理学的な意義を検証するため、まず具体
的に生理作用を検証するmiRNAを絞り込
んだ。絞り込みの条件として、治療前後で
統計学的に有意に変動したもの、アレイ検
出が良好であるもの、real-time PCR で検出
可能であるものとし、変動上位の miRNA
それぞれ(治療後増加または減少)4 種ずつ
をピックアップした。複数種組み合わせで
検証する理由として、これらは血中で単独
で存在するわけではなく、競合的または協
調的にターゲットとなる細胞に作用しう
ると考えた。これらの総合的な機能を評価
するため、これらの miRNA を RA 滑膜細
胞株(MH7A)に前処置(一般的なトランス
フェクション試薬による遺伝子導入)し、
各種炎症刺激に対する応答を検証した。 

 
４．研究成果 
(1) 疾患治療前後で変動する血液循環
miRNA の網羅的解析 
① RA 治療前後で変動する血漿中 miRNA
の網羅的解析 

miRNA アレイデータは、正規化後、対
応のある t検定による有意差検定を行った。
その結果、治療後に有意に減少する
miRNA は 17 種類、治療後に有意に増加す
る miRNA は 25 種類あった。変動上位の
miRNA を表 1 に示す。 

表 1 RA 治療後に増減した血漿中 miRNA 

 
② SLE 治療前後で変動する血漿中 miRNA
の網羅的解析 

治療後減少  治療後増加 
Name p 値 Fold  Name p 値 Fold 
hsa-miR- 
4459 0.043 1.991  

hsa-miR- 
4259 0.012 2.425 

hsa-miR- 
625-3p 0.002 1.798  

hsa-miR- 
4664-3p 0.044 2.263 

hsa-miR- 
146a-5p 0.041 1.728  

hsa-miR- 
2276-3p 0.025 2.002 

hsa-miR- 
4505 0.021 1.718  

hsa-miR- 
4326 0.047 1.977 

hsa-miR- 
4520-5p 0.020 1.659  

hsa-miR- 
1231 0.047 1.798 

hsa-miR- 
4739 0.004 1.576  

hsa-miR- 
1203 0.032 1.794 

hsa-miR- 
3616-3p 0.038 1.422  

hsa-miR- 
3622a-3p 0.025 1.657 

hsa-miR- 
766-3p 0.009 1.375  

hsa-miR- 
3942-3p 0.037 1.619 

hsa-miR- 
4442 0.043 1.283  

hsa-miR- 
4299 0.004 1.582 

hsa-miR- 
149-5p 0.026 1.282  

hsa-miR- 
124-3p 0.026 1.490 



RA と同様にアレイデータを正規化後、
対応のある t検定による有意差検定を行っ
た。その結果、治療後に有意に減少する
miRNA は 4 種類、治療後に有意に増加す
る miRNA は 28 種類あった。変動上位の
miRNA を表 2 に示す。 

表 2 SLE 治療後に増減した血漿中 miRNA 

 
(2) RA 治療によって変動する血中 miRNA の
生理学的意義の解明 

(1)-1 の結果をもとに、治療後に増加した
miRNA 群を suppressive-miRNAs (S-miRs)、
減 少 し た miRNA 群 を pro- 
inflammatory-miRs (P-miRs)と名付けた(表
3)。治療後に増加する miRNA 群(S-miRs)
は疾患回復に寄与し、治療後に減少する
miRNA 群は疾患発症またはその持続（慢
性化）に寄与しうることを予想した。また、
これらのmiRNAの単独での作用について
の報告はまだほとんどされていないため、
機能未知のものである。 

表 3 生理作用検証 miRNA リスト 
P-miRs  S-miRs 

順位 Name p 値 Fold  順位 Name p 値 Fold 

2 hsa-miR- 
625-3p 0.002 1.798  1 hsa-miR- 

4259 0.012 2.425 

4 hsa-miR- 
4505 0.021 1.718  6 hsa-miR- 

1203 0.032 1.794 

6 hsa-miR- 
4739 0.004 1.576  9 hsa-miR- 

4299 0.004 1.582 

8 hsa-miR- 
766-3p 0.009 1.375  11 hsa-miR- 

1225-5p 0.015 1.487 

そこで、MH7A 細胞にあらかじめ S-miRs、
P-miRs、陰性コントロール(NC-miRs)で前
処置したのち、活性化マクロファージ
(Mφ)、TNF-α、IL-1βで刺激し、MH7A 細
胞のこれらの応答へのmiRNAの影響を検
証した。MH7A の炎症応答の指標として、
IL-6 および IL-8 の mRNA 発現を real-time 
PCR を用いて評価した。IL-6 は RA にお
いては炎症の慢性化に寄与するサイトカ
インでこれをターゲットとした治療薬も
多くある。また、IL-8 は RA 発症初期のイ
ベントである関節腔への好中球浸潤を促
進するケモカインである。 
まず、S-miRs の作用を検証したところ、

NC-miRs と比較し、Mφで刺激した MH7A
細胞の IL-6 の発現が有意に抑制され、Mφ
による炎症応答を抑制する効果があった。

特にTNF-αの刺激では、MH7A細胞の IL-6
および IL-8 の発現が抑制され、TNF-α の
刺激に対して優勢的に抑制する作用を持
つことを明らかにした。また、IL-1β刺激
による IL-6 の発現も抑制することから、
S-miRs はいくつかの炎症性サイトカイン
シグナルを抑制するポテンシャルがある
miRNA 群であることが示唆された。(図 1 
黒 vs 青) 
次に P-miRs の作用を検証したところ、

NC-miRs と比較し、Mφで刺激した MH7A
細胞の IL-6 および IL-8 の発現が有意に亢
進し、Mφによる炎症応答を増強する効果
があった。特に TNF-αの刺激では、MH7A
細胞の IL-6 および IL-8 の発現が顕著に亢
進し、TNF-αの刺激に対して優勢的にその
応答を増強する作用を持つことを明らか
にした。一方、IL-1β刺激は、非常に興味
深いことに MH7A 細胞の IL-6 および IL-8
の発現は増強されず、また、抑制もされな
かった。この結果は、特に慢性炎症に寄与
するとされる TNF-α の応答を増強するこ
とから、P-miRs は炎症の慢性化に寄与す
ることが示唆された。(図 1 黒 vs 赤) 

これら miRNA 群の詳細な作用はいまだ
不明なままであるが、少なくとも P-miRs
は疾患活動性が高い時(治療前)に多く血
中に存在する miRNA であり、これらは疾
患活動性の維持（炎症の慢性化）に作用し
うることが示唆される。つまり、これらの
miRNA を抑制することで活動性を低下さ
せられる可能性がある。逆に S-miRs は疾
患活動性が低い時（治療後）に増加するこ
とから、関節炎からの回復を補助している
ことが示唆される。つまり、これらの
miRNA の発現を増加させるまたは mimic
の投与が治療の補助もしくはそのものが
治療薬となりうる。しかし本研究で同定し

治療後減少  治療後増加 
Name p 値 Fold  Name p 値 Fold 
hsa-miR- 
4674 0.008 1.276  

hsa-miR- 
6087 1E-04 3.027 

hsa-miR- 
3665 0.003 1.149  

hsa-miR- 
4294 0.02 2.226 

hsa-miR- 
3151-5p 0.045 1.148  

hsa-miR- 
6131 0.044 2.066 

hsa-miR- 
6846-5p 0.044 1.124  

hsa-miR- 
3135b 0.01 1.987 

 
   

hsa-miR- 
106a-5p 0.041 1.684 

 
   

hsa-miR- 
4723-5p 0.038 1.635 

 
   

hsa-miR- 
204-3p 0.02 1.596 

 
   

hsa-miR- 
1202 0.033 1.578 

 
   

hsa-miR- 
7150 0.003 1.562 

 
   

hsa-miR- 
6763-3p 0.037 1.557 

図 1 各種miRNA群のMH7A細胞における作用の

検証 MH7A 細胞に各種 miRNA 群で前処置し、そ

れぞれ記載の刺激を行った。その際の IL-6, IL-8 の

発現を RT-qPCR 法を用いて測定した。 



た S-miRs の効果は限定的で弱く、今後そ
の他の変動上位miRNAとともに効果的な
組み合わせを探索する必要がある。 
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