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研究成果の概要（和文）： 我々はmiR-124が踵関節局所投与でラットアジュバンド関節炎を抑制することを報告
した。今回、マウスコラーゲン誘導関節炎(CIA)で、miR-124を含むエクソソームを全身投与し、関節炎が抑制さ
れるかを検討した。Mir-124を含むエクソソームはmiR-124をトランスフェクションした関節リウマチ(RA)滑膜細
胞株とマウス脂肪由来幹細胞株から分泌されるエクソソームを用いた。関節炎発症前後でエクソソーム10μg単
回投与と5μg　3回投与を行ったが関節炎の抑制は認めなかった。
 RAの治療にエクソソームをマイクロRNAの運搬体として用いる場合、エクソソームの改変または質の改善が必要
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：　We have reported that miR-124 inhibits the progression of adjuvant-induced
 arthritis rats by the ankle injection. In this study we investigated whether systemic 
administration of miR-124-containig exosomes could ameliorate arthritis of mouse collagen induced 
arthritis (CIA) model. Exosomes carrying miR-124 were separated from culture supernatants of a 
rheumatoid arthritis synovium cell line and mouse adipose-derived stem cell line which were 
transfected with miR-124. A single administration of 10μg miR-124-containing exosomes, or multiple 
administration (three times) of 5 μg exosomes did not significantly inhibit the progression of 
arthritis in CIA. 
　It was considered that further qualitative improvement would be necessary to efficiently deliver 
micro RNA to arthritic joints. 

研究分野： 医歯薬学

キーワード： リウマチ学　エクソソーム　関節リウマチ
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）はわが国において 70 

万人以上が罹患している原因不明の自己免
疫疾患である。主に中・壮年層に罹患し関節
痛・関節変形による ADL・QOL の低下は、
経済的損失とも相俟って医学的にも社会的
にも重要な疾患である。 
治療においては、従来からの抗リウマチ薬

の治療では関節炎の進行を完全に抑制する
ことができず、無効例も多く見られる。また
近年開発された生物製剤においても無効例
あるいは効果減弱例が認められること、高額
な治療費を必要とすることや治癒に至り生
物製剤を中止することのできる患者はわず
か 2 割程度であることなど問題点が多い。よ
って、新たな治療法を開発する必要がある。 
マイクロ RNA は、メッセンジャー

RNA(mRNA) か ら蛋白へ の翻訳抑 制 や
mRNA の不安定化をきたす重要な分子であ
る  (Carthew RW, et al. Cell. 2009, 
136:642-655.)。また多くの発生、分化、増殖
や代謝を制御することが知られている
（ Krutzfeldt J et al. Nat Genet. 2006 
Suppl:S14-9. Review）。さらに、マイクロ
RNA を用いた創薬の可能性も期待されてい
る(Edwards JK et al. J Cardiovasc Transl 
Res. 2010;3:271-279.)。しかし、RA に関す
るマイクロ RNA を用いた創薬の研究成果は
まだ見られない。 
我々は miR-124 前駆体をラットアジュバ

ンド関節炎モデルの右下肢踵関節に局所投
与した結果、miR-124 投与群は対象群に比較
し四肢の関節炎の抑制が認めた。また、
receptor  activator of nuclear factor-кB 
ligand(RANKL)、nuclear factor of activated 
Tcell c1 (NFATc1)の発現低下を認め破骨細
胞が有意に低下し骨破壊を抑制しているこ
とを明らかにした(Nakamachi Y et al. Ann 
Rheum Dis. 2016;75:601-8) 。 こ れ ら は
miR-124 を用いた RA の治療の有効性を示
すものである。 
次に miR-124 の全身投与の検討を行った。

コラーゲン誘導関節炎モデル(CIA)マウスに
運搬体としてアテロコラーゲンを主成分と
するAteloGene(KOKEN)を使用し、miR-124 
前駆体の静脈内投与を行った結果、関節炎を
抑制するがその程度は弱く miR-124 を炎症
局所および担当細胞に運ぶ適切な運搬体の
検討が必要であることが明らかになった。 

microRNA を細胞外へ分泌する運搬体と
して脂質二重膜で囲まれた膜小胞エクソソ
ームが発見された(Trams EG et al, Biochim 
Biophys Acta 1981;645:63–70.)。さらに細胞
から分泌されたエクソソームは異なる種類
の細胞へ取り込まれ、エクソソーム内のマイ
クロ RNA は取り込まれた細胞で機能するこ
とが明らかになっている(Mittelbrunn et al, 
Nat Commun. 2011;2:282-)。 
よって、miR-124 を豊富に含むエクソソー

ムを用いることにより新たな関節リウマチ

の治療法の開発が期待できた。 
 

２．研究の目的 
 本研究は、近年発見された non-coding 
RNA のひとつであるマイクロ RNA を豊富
に含むエクソソームを用いた RA の新たな
治療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)miR-124 が豊富なエクソソームの作成 
 miR-124 前駆体を含むウイルスベクターを
関節リウマチ滑膜細胞細胞株(E11)にトラン
スフェクションした細胞株(vE11-miR124)を
作成した。また、骨髄由来幹細胞株(MSC)、
マウス脂肪由来幹細胞(mADSC)、 E11、
vE11-miR124 に miR-124 mimic を
Lipofectamin RNAiMAX(ThermoFisher)を用い
て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ( 各 々
MSC-miR124,mADSC-miR124,E11-miR124,E11-
miR124 h)。 
 各細胞を無エクソソーム培地で培養した
後、培養上清から超遠心法でエクソソームを
分離した。 
 エクソソーム中のmiR-124はリアルタイム
PCR 法で確認した。 
 
(2)エクソソームによる増殖抑制 
 MSCエクソソームをE11培養上清に添加し、
増殖の抑制を XTT テストで検討した。 
 
(3)関節炎の誘導 
関節炎は 8-10 週のオス DBA/1 マウスに

Mycobacterium tuberucuosis 含有不完全
Freund アジュバンドとタイプⅡコラーゲン
を添加したエマルジョンをday0に尾根部に、
day28 に LPS を腹腔内投与し関節炎を誘導し
た。 
 

(4)エクソソームの投与 
① day29 に E11, E11-miR124, mADSC, 
mADSC-miR124 から分泌されたエクソソーム
10μgを尾静脈より投与した。 
②Day27, day30,day33 に E11, E11-miR124, 
E11-miR124 h, mADSC, mADSC-miR124 から分
泌されたエクソソーム 5μg を尾静脈より投
与した。 
 
(5)関節炎の評価 
4肢の関節の腫脹を 1肢あたり 0=関節の発

赤、腫脹なし 1=関節の発赤またはわずかな
腫脹 2=関節の軽度の腫脹 3=関節の中度の
腫脹 4=関節の高度の腫脹の 5 段階、1 匹あ
たり最高 16 点で評価した。 
 

４．研究成果 
(1)エクソソームによる増殖抑制  
 MSC エクソソームは関節リウマチ細胞株
E11 の増殖を抑制した。 
 
  



 
(2)エクソソーム投与による関節炎抑制効果 
①10μgエクソソーム単回投与 
 PBS および E11、E11-miR124、mADSC、
mADSC-miR124 から分泌されたエクソソーム
を免疫惹起した翌日の day 29 に投与したが、
miR-124 を多く含むエクソソームで関節炎の
抑制は見られなかった。なお、各群において
体重の差も見られなかった。 

 
②5μgエクソソーム 3回投与 
 PBS および E11、E11-miR124、E11-miR124 h、
mADSC、mADSC-miR124 5μg を免疫惹起前日、
2日後、5日後に投与したが、miR-124 を多く
含むエクソソームの関節炎の抑制は認めら
れなかった。なお、各群において体重の差も
認められなかった。 

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 

 (3)まとめ  
マイクロRNAの運搬体としてエクソソーム

が知られている。我々はエクソソームを運搬
体としてmiR-124を用いた関節リウマチの治
療をマウスコラーゲン誘導関節炎モデルで
検討した。 
2 種類の細胞株から miR-124 を多く含むエ

クソソームを作成し、2 種類の投与方法で実
験を行ったが関節炎の抑制は認められなか
った。 
miR-124 を用いた全身投与による関節リウ

マチの治療にエクソソームを利用するには
エクソソームの改変または質の向上が必要
と思われた。 
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