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研究成果の概要（和文）：我々は、miRNA-140(miR-140)が軟骨特異的に発現することを見出した。

さらに、miR-140ノックアウトマウス、トランスジェニックマウスを作成し、miR-140 が関節炎

の抑制に重要であることを示した。また、miR-140 が MMPs や Adamts-5 の発現を抑制すること

を見出した。これらの成果は、miRNA をターゲットとした新しい関節炎治療の可能性を示唆し

ている。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the expression pattern of miRNAs in chondrogenesis 
and found that miR-140 is specifically expressed in cartilage. Loss and gain of function 
experiments of miR-140 indicated that miR-140 is critical for both cartilage development 
and homeostasis, partly via regulating Adamts-5.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)軟骨細胞分化研究の医学、生物学におけ
る重要性 
軟骨組織は関節および骨格形成において重
要な役割を果たし、関節リウマチ等の関節疾
患によるその破壊ははかり知れない苦痛と
運動機能に大きな障害を与える。総人口
12,500 万人のうち変形膝関節症の患者数は
1,200 万人で要治療者は 700 万人と言われて
いる。現在、関節症の治療で使用されている
多くの薬剤の作用点は、痛みや炎症を抑える
点にあり、炎症により障害を受けた関節軟骨
組織の再生、修復を積極的に促す治療法はな
く、新たな薬剤ターゲットの同定が必要とさ
れている。 
(2)本テーマにかかわる申請者のこれまでの
研究 
申請者は整形外科医、分子生物学者、細胞生
物学者として、関節炎の病態における遺伝子
発現抑制メカニズムの解明による治療法開
発について一貫して研究を続けている。リウ
マチによる関節破壊の治療において、NF-κB
および AP-1 などの転写因子およびクロマテ
ィン因子の重要性を発表した。また、転写因
子、転写コファクター軟骨の分化制御をモデ
ルとして、転写コアクティベーター群の組織
特異的な制御が軟骨細胞分化に重要である
ことを示した。また、ホールマウント in situ
ハイブリダイゼーション法を用いた網羅的
な遺伝子発現解析および機能解析により、骨
軟骨発生・分化に関わる新規転写因子グルー
プをシステマティックに同定している。この
一連の研究の中で、近年、新たな遺伝子発現
制御因子として報告され始めている miRNAに
ついても注目し、ホールマウント in situハ
イブリダイゼーション法を用いた発現解析
より組織特異的な miRNAの研究を行っている。 
 
２．研究の目的 
近年、ゲノム遺伝子の転写後発現調節にタン
パク質をコードしない RNA(ncRNA)が関与す
ることが新たに示された。特に ncRNAの一種
である miRNAは、各種間で非常に高く保存さ
れ、標的 mRNA の翻訳阻害もしくは直接分解
することで、その標的 mRNA の発現を制御す
ることが明らかになってきており、全遺伝子
の約 1/3が miRNAによって制御されていると
推測されることからも発生・分化などの生命
現象に深く関与することが明らかになって
きた。また miRNAは、その発現異常によりガ
ンをはじめとした各種疾患にも関与してい
ることが明らかになりつつあり、核酸医薬の
ターゲットとしての可能性が高いことから
も急速にその研究が展開されてきている。し
かし、この miRNAの機能や標的遺伝子につい
てはほとんど明らかになっていない。2007年
になり初めて miRNA-KOマウスの報告があり、

筋特異的に発現するわずか 20 塩基ほどの一
種類の miRNA(miR-1)をノックアウトするだ
けで心臓への異常を引き起こすことが明ら
かになり、組織特異的 miRNA が、発生・分化
に重要な役割があることが示唆された。この
ことからも軟骨特異的に発現する miRNAが存
在し、軟骨発生・分化メカニズムに何らかの
重要な役割があると考えられる。しかし、
骨・軟骨における miRNAについての報告はほ
とんどないが、機能性 miRNA にするために重
要な酵素である Dicerを発生期の四肢特異的
にノックアウトしたマウスでは、四肢がかな
り短小になることや、miR-140 が軟骨に発現
し、HDAC4 を標的としているといった報告が
あるだけである。以上のことから、組織特異
的に発現する miRNA や関節疾患に特異的な
miRNA を同定し、その発現制御機構や機能を
明らかにすることは、今までの軟骨再生・発
生研究や変形性関節症、関節リウマチなど関
節疾患研究の為の新たな知見を創出する可
能性があると考えた。 
本研究で明らかにするべき目標：軟骨特異的
発現を示す miRNAの機能を以下により明らか
にする。 
(1)miR-140 遺伝子改変マウスの解析による
軟骨発生・分化に及ぼす影響 
(2)miRNA の変形性関節症や関節リウマチな
どの関節疾患における関与 
(3)軟骨特異的 miRNA における標的遺伝子の
同定 
(4)軟骨特異的 miRNAの SOX9による転写抑制
メカニズム 
(5)未分化間葉系細胞における miRNA の軟骨
分化に及ぼす影響 
 
３．研究の方法 
(1)SOX9 による直接的な miR-140 の転写制御
機構解明 
我々は、Sox9 の KO マウスにおいて miR-140
の発現が消失するという結果を得たことよ
り以下ついて検討することで SOX9 による
miR-140の転写制御機構を明らかにする。 
①ルシフェラーゼレポーターベクターを用
いた miR-140のプロモーター解析 
miR-140 の軟骨組織特異的な遺伝子発現に必
須の DNA エレメントを決定する。特に、予測
されている SOX9の結合配列の前後での変異、
および結合配列での変異を挿入し、SOX9 の過
剰発現のレポーターへの影響を検討する。 
②クロマティン免疫沈降法およびゲルシフ
トアッセイによる解析 
予測される SOX9 結合部位に対する PCR プラ
イマー作成、マウスから採取した初代培養の
軟骨細胞を固定し、 SOX9 に対する抗体
（Chemicon）を使ったクロマティン免疫沈降
を行い、Sox9が miR-140のプロモーターに直
接結合するかどうかを解析する。さらに、マ



 

 

ウス肋軟骨、および関節軟骨から採取した初
代培養の軟骨細胞から核蛋白質を抽出し、予
測される miR-140 の SOX9 結合配列によるオ
リゴ DNAプローブとのゲルシフトアッセイに
よって、特異的なバンドがみられるか検討す
る。さらにバンドが検出された場合は、SOX9
であるかどうかを SOX9 に対する抗体を使っ
たスーパーシフトアッセイによって検討す
る。 
(2)間葉系幹細胞の軟骨細胞分化における
miRNA の役割 
現在までに、前駆軟骨細胞株である ATDC を
使った研究結果において、インスリンによる
分化誘導により pri-miR-140の発現が増加し
ていくことを RT-PCR により確認している。
ヒト骨髄由来間葉系幹細胞やマウス未分化
間葉系幹細胞 10T1/2 などへの miRNA の過剰
発現（合成 miR-140 やレンチウイルスによる
発現）あるいは、阻害（修飾アンチセンスオ
リゴ：LNA など）による軟骨分化へ及ぼす影
響を検討する。 
miRNA の阻害効率が悪い場合は、KO マウスよ
り骨髄由来の間葉系幹細胞を単離し、in 
vitro での解析に用いる。また、ヒト骨髄由
来間葉系幹細胞は遺伝子を導入しにくいこ
とが知られており、軟骨分化における miR140
の役割を詳細にするために、肥大軟骨・石灰
化までの内軟骨骨化を再現できるマウス
ATDC5 細胞株を用いた実験も並行して行う。 
(3)関節疾患病態モデルを用いた in vivo、in 
vitro における発現および機能解析 
我々は、培養関節軟骨細胞で発現している
miR-140が、IL-1β、TNFα刺激によりその発
現を減少すること、また軟骨基質分解酵素な
どを標的にしている可能性を示すデータを
得たことにより in vivoにおける関節疾患病
態と miRNA の関与を以下のように解析する。 
①膝蓋靭帯、前十字靭帯、内外側々副靭帯を
切離し、膝不安定性による変形性関節症モデ
ルマウスの作製を行い、関節軟骨組織におけ
る miR-140の発現を組織切片 in situハイブ
リダイゼーションにより調べる。 
②miR-140 により軟骨保護作用を検討するた
め、KO、Tgマウスについても変形性膝関節症
モデルマウスを作製、術後 2、4 週でサフラ
ニン O 染色等の軟骨基質染色や II 型コラー
ゲン等の免疫染色を行い、変形性関節症にお
ける軟骨破壊を評価する。また Mankin scale
を用い軟骨障害性をスコア化し評価する。ま
た、ヒト変形性関節症疾患患者由来の軟骨組
織や細胞を用いての病理学的解析や miR-140
過剰発現により MMPs やアグリカナーゼの発
現抑制効果など、軟骨基質維持することでア
ナボリックに作用し、変形性関節症の進行を
抑制できるのかどうかを検討する。 
(4)膝蓋靭帯、前十字靭帯、内外側々副靭帯
を切離し、膝不安定性による変形性関節症モ

デルマウスの作製を行い、関節軟骨組織にお
ける miR-140の発現を組織切片 in situ ハイ
ブリダイゼーションによ り調べる。 
(5)miR-140 による軟骨保護作用を検討する
ため、KO、Tg マウスについても変形性膝関節
症モデルマウスを作製、術後 2 週、4 週でサ
フラニン O染色等の軟骨基質染色やⅡ型コラ
ーゲン等の免疫染色を行い、変形性関節症に
おける軟骨破壊を評価する。また、Mankin 
scale を用い軟骨障害性をスコア化し評価す
る。また、ヒト変形性関節症患者由来の軟骨
組織や細胞を用いての病理学的解析や
miR-140過剰発現による MMPsやアグリカナー
ゼの発現抑制効果など、軟骨基質維持するこ
とでアナボリックに作用し、変形性関節症の
進行を抑制できるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
(1)我々は、miRNAに対するマイクロアレイに
よって組織特異的に発現する miRNAを絞り込
み、従来困難であった miRNA に対するホール
マウント in situハイブリダイゼーション法
を可能にすることで、miR-140 が軟骨特異的
に発現することを見出した。本年においては、
この発現パターンが転写因子 Sox9 と一致す
ることに注目、Sox9 の下流遺伝子である可能
性を検討した。まず、Sox9が miR-140の発現
に必須であることを、 Prx-Cre および
Col2-Cre トランスジェニックマウスと Sox9
コンディショナルマウスのかけ合わせによ
る、軟骨分化前、後それぞれでの Sox9 欠損
によって miR-140が欠失することによって明
らかにした。また、Sox9コンディショナルマ
ウス成体からえた初代軟骨培養細胞にアデ
ノウイルスで Creを導入したところ、Sox9の
欠失と同時に miR-140が減少することにより、
成体軟骨における miR-140 においても Sox9
が重要であることが明らかとなった。逆に、
Sox9の過剰発現によって miR-140の産生は促
進された。さらに、Sox9が miR-140を直接制
御することをプロモータアッセイ、ゲルシフ
トアッセイ、クロマティン免疫沈降アッセイ
などを用いて証明した。 
(2) miR-140 ノックアウトマウスを作成し、
その膝蓋靭帯、前 十字靭帯、内外側々副靭
帯を切離し、膝不安定性による変形性関節症
モデルマウスの作製を行い、関節軟骨組織を
解析したところ、miR-140 ノックアウトマウ
スでは関節炎の進行がコントロールに比べ
て、より強いことがわかった。さらに miR-140
により軟骨保護作用を検討するため、ノック
アウトマウスに 加えて、軟骨組織特異的な
miR-140 トランスジェニックマウスについて
も抗原誘導による関節症モデル実験をおこ
なったところ、miR-140 ノックアウトマウス
で は関節炎がより強く発症するが、miR-140
トランスジェニックマウスでは関節炎が抑



 

 

制されていることが明らかとなった。 
上記マウスサンプルやヒト変形性関節症患
者由来の軟骨細胞を用いての病理学的解析
によって miR-140が MMPsや Adamts-5の発現
抑制によって、軟骨基質維持し、変形性関節
症の進行を抑制することを見出した。さらに、
Adamts-5の 3'UTRに miR-140の認識部位を決
定し、miR-140によって直接 Adamts-5 の発現
が抑制されることを示した。これらの成果は、
miRNA をターゲットとした新しい関節炎治療
の可能性を示唆しており、miR-140 を介した
分子ネットワークを更に解析することによ
って、軟骨の再生・維持機構の詳細が明らか
になることが期待できる。また、これらのツ
ールを利用して、内軟骨性骨化における
miR-140 の役割についても、解析が進んでい
る。 
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