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研究成果の概要（和文）：平成27年度は、TSIXが強皮症患者の病変部皮膚で他の疾患や正常皮膚よりも発現が増
加しており、さらにその局在は皮膚線維細胞であることを突き止めた。また、TSIX siRNAによりcollagen mRNA
の安定性が有意に減少した。
そして平成28年度は、多数の強皮症患者群で血清TSIX濃度を測定したところ、正常対照群に比較して強皮症患者
群で有意に増加していたため診断に有用である可能性が示唆された。平成29年度は皮膚線維化モデルマウスにお
いてTSIXを阻害して、生じる変化を観察した。その結果、TSIX siRNAはブレオマイシンによる皮膚真皮厚の増加
を有意に抑制した。

研究成果の概要（英文）：We tried to evaluate the expression of long non-coding RNAs (lncRNAs) in 
scleroderma patients and determined whether lncRNAs controls collagen expression in dermal 
fibroblasts. lncRNA expression was examined by real-time PCR and in situ hybridization. We found one
 of the lncRNAs, TSIX, was overexpressed in scleroderma dermal fibroblasts both in vivo and in 
vitro. TSIX siRNA decreased the mRNA expression of type I collagen in normal and sclerderma dermal 
fibroblasts. Furthermore, TSIX siRNA significantly reduced type I collagen mRNA stability, but not 
protein half-lives. We first showed that serum TSIX levels were significantly increased in 
scleroderma patients. TSIX siRNA also attenuated the dermal thickening induced by bleomycin 
injection.
Our study demonstrated that TSIX plays a role in the pathogenesis of scleroderma, and may become a 
key molecule to develop novel diagnostic tool or therapeutic approach.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの細胞には蛋白質をコードしていない
non-coding RNA が存在し、小分子 RNA を主体
とするものと比較的長いRNAを主体とするも
のに分類される。前者の代表がsmall nuclear 
RNA・small nucleolar RNA および microRNA
であり、なかでも平均 22 塩基程度の長さを
持つ microRNA は様々な mRNA の 3' UTR の相
補的配列に結合し遺伝子の翻訳を阻害する
事で遺伝子発現調節をしている。ヒトゲノム
には2000種類程度の microRNAが存在するが、
近年 microRNA 関連の研究論文は急速に増加
している。 
 一方、200 塩基以上の長さを有しゲノム中
の 様 々 な 領 域 か ら 転 写 さ れ る long 
non-coding RNA (lncRNA)は、胚の分化や体
軸方向の形成など発生過程の調節因子とし
て見いだされた(Wang KC, et al. Mol Cell 
2011)。デコイや情報伝達、あるいは足場や
ガイド分子としての機能を有すると考えら
れる。最近の実験機器の進歩により比較的簡
単に検出できるようになり、microRNA よりも
多い約 3 万個の lncRNA の存在が示唆されて
いる。にもかかわらず Pubmed 上での lncRNA
関連の論文は microRNA に比べてかなり少な
く、しかもそのほとんどが基礎研究である。
これまでアルツハイマー病および癌などで
その異常発現が観察されているものの(Bhan 
A, et al. ChemMedChem 2014)、ヒト疾患に
関連した研究はまだまだ少ない。 
 
２．研究の目的 
近年、各 microRNA がヒト疾患に果たす役割
について研究が進んでいる。我々もこれまで
microRNA が様々な皮膚疾患の病態に関わり、
診断あるいは病勢マーカーになりうると同
時に、治療のターゲットとなる可能性を検討
してきた。例えば全身性強皮症・限局性強皮
症・好酸球性筋膜炎・硬化性萎縮性苔癬など
の皮膚線維化疾患の病変部皮膚では線維芽
細胞の活性化とコラーゲン産生亢進が生じ
ていると考えられているがその原因は不明
であり、また臨床的に有用な疾患マーカーや
根治的な治療薬は存在しない(Jinnin M, J 
Dermatol 2010)。全身性強皮症の病変部では
microRNA の一つである let-7a の発現が低下
しており、皮膚線維芽細胞において target
であるコラーゲン発現を増加させることで
線維化に寄与している（Makino K, et al. J 
Immunol 2013）。さらに血清 let-7a は疾患の
活動性と逆相関し、マウスの腹腔内に let-7a
を注射する事で皮膚の線維化を抑制できる
事を示した。 
 マイクロアレイや次世代シーケンサーと
いった技術革新によって、転写産物の実に
95%以上が non-coding RNA であることが明ら

かになり、量・種類ともに coding RNA を圧
倒していることが判明している。non-coding 
RNA が今後の生命科学の発展の鍵の一つのな
りうる中で、我々はその研究に現在検討をす
すめている microRNA のみならず lncRNA の研
究が不可欠と考えるに至った。例えば昨年、
生体内には non-coding RNA の一種として環
状 RNA(circRNA)が存在し microRNA を阻害し
ていることが明らかにされた(Memczac S, et 
al. Nature 2013)が、microRNA と lncRNA が
相互作用したり、microRNA が lncRNA の発現
を制御している可能性もある。 
 以上のような経緯から、本研究計画におい
て我々は全身性強皮症を含む皮膚線維化疾
患での lncRNA の病態への関与の解明を目指
した。 
 
３．研究の方法 
平成 27 年度は皮膚線維化疾患の皮膚組織か
ら lncRNA を抽出し、3 種類の lncRNA を中心
に real-time PCR や in situ hybridization
で発現量・局在を調べ、siRNA や expression 
vector で機能解析を行った。 
平成 28年度以降は血清中 lncRNA の発現解析
を行い、疾患マーカーとしての有用性を評価
した。さらに皮膚線維化マウスモデルにおい
て lncRNA を強発現あるいは抑制し、皮膚線
維化を改善できるかを調べて治療薬として
の有用性を確認した。 
 
４．研究成果 
平成 27 年度は、lncRNA の一つ TSIX が強皮症
患者の病変部皮膚で他の疾患や正常皮膚よ
りも発現が増加しており、さらにその局在は
皮膚線維細胞であることを突き止めること
ができた。また、TSIX siRNA により collagen 
mRNAのstabilityが有意に減少した。つまり、
TSIX そのものは皮膚線維芽細胞において
collagen mRNA の stability を維持すること
でコラーゲン発現をコントロールするが、強
皮症皮膚線維芽細胞では TSIX が増加するこ
とでコラーゲン発現が恒常的に増加し、ひい
ては組織の線維化が誘導されると考えられ
た。 
 
そして平成 28 年度は、TSIX の血清中濃度の
疾患マーカーとしての有用性を評価するた
め、少数の血清サンプルから RNA を抽出し、
TSIX が実際に血清中にも発現していること
を real-time PCR で確認することができた。
また、多数の強皮症患者群で血清 TSIX 濃度
を測定したところ、正常対照群に比較して強
皮症患者群で有意に増加していたため診断
に有用である可能性が示唆された。さらに患
者群において臨床症状との相関を調べたと
ころ、スキンスコアとの相関を認め、病勢マ



ーカーとしての有用性も示唆された。 
 
また派生する研究として、悪性黒色腫患者の
血清中 snoRNA host gene 5 濃度が全く新し
い腫瘍マーカーになる可能性についても報
告した。 
 
・平成 29 年度は震災や異動により研究が遅
延したが、in vivo での TSIX をターゲットと
した治療の効果を調べるため、皮膚線維化モ
デルマウスにおいて TSIX を阻害して、生じ
る変化を観察することで治療応用の可能性
を明らかにした。過去の microRNA の投与実
験に準じて(Makino K, et al. J Immunol 
2013)、TSIX siRNAを週に一度腹腔内注射し、
ブレオマイシン 28 日間連続局注による皮膚
の線維化を抑制出来るかを評価した。その結
果、TSIX siRNA はブレオマイシンによる皮膚
真皮厚の増加を有意に抑制した。また、TSIX 
siRNAはコラーゲンmRNAの発現を抑制してい
たことより、抗線維化作用は想定された機序
によると考えられた。 
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