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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者由来滑膜細胞（RA-FLS）はmiR-218の強制発現により骨芽細胞へ分
化を認めた。また、この骨芽細胞への分化はmiR-218のRA-FLSにおける標的遺伝子であるROBO1の発現抑制およ
び、Wnt-β/カテニン経路の抑制因子であるDKK1の分泌を抑制することによりもたらされていることが示唆され
た。
MTXはRA-FLSにおいて、miR-887の発現を増強しており、microRNAを介した作用機序が示唆された。さらに、この
miR-887をRA－FLSに強制発現したところGM-CSF、MIP-1αの分泌抑制および浸潤能の減弱を認め、miR-887による
新規治療の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Fibroblast-like synovial cells from RA patients (RA-FLS) can differentiate 
into osteoblast and miR-218 was down-regulated during osteogenic differentiation of RA-FLS. 
Induction of miR-218 in RA-FLS decreased ROBO1 expression. Conversely, the knockdown of miR-218 
increased the expression of ROBO1. Finally, miR-218 promoted osteogenic differentiation of RA-FLS 
through DKK-1 suppression. Our results showed that miR-218 modulate osteogenic differentiation of 
RA-FLS through ROBO1/DKK-1 axis. 
In RA-FLS, miR-887 was upregulated in response to MTX. Overexpression of miR-887 decreased 
cytokine/chemokine production such as GM-CSF, MIP-1a. Furthermore, overexpression of miR-887 reduced
 migratory activity in scratch assay. MiR-887 might be downstream effector of MTX in suppression of 
its cytokine production and invasive phenotype. This knowledge may also be useful for the 
development of novel therapeutic strategies based on other treatments able to boost the cellular 
reservoir of miR-877. 

研究分野： リウマチ・膠原病内科学
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（以下 RA）の臨床上の問題

点として、関節破壊による ADL の低下、薬
剤不応などがあり、関節再生や薬剤感受性
の改善などの新たな治療法が切望されてい
る。近年、micro RNA(miRNA)が組織の分化
や細胞増殖、疾患形成など様々な段階での
細胞応答、さらには薬剤応答にも関与して
いることが明らかとなりつつある。異常制
御/発現された miRNA の是正による影響は
病態特異的なことが多く、生理的な状態で
あれば、正常細胞への miRNA の導入/阻害に
よる影響は少ない。すなわち治療応用した
際、有効性のみならず、安全性が期待でき
る。以上の点より RA で主要な病態をなす滑
膜細胞の制御や薬剤応答性における miRNA
の役割を研究することは、RA の病態解明お
よび新たな治療法の開発において著しく有
用になると考えた。 
 
２．研究の目的 
 関節リウマチ滑膜細胞における骨芽細胞
分 化 お よ び 薬 剤 応 答 性 に 関 与 す る
microRNA を同定し、その機能解析を行うこ
とにより病態解明および治療応用の可能性
を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) microRNA による骨芽細胞分化の検討 
①関節リウマチ患者由来滑膜細胞

（RA-FLS）を骨芽細胞へ分化誘導し、分化
の過程において変動する miRNA をマイクロ
アレイおよび RT-PCR 法にて解析した。 
② RA-FLS に miR-218 の強制発現/抑制

を行い。miR-218 による骨芽細胞分化誘導
の検証および miR-218 の標的遺伝子をマイ
クロアレイおよび RT-PCR 法にて解析した。  
③ miR-218 強制発現による DKK-1 の分

泌能および②で得られた標的遺伝子の
knockout による DDK-1 分泌能への影響を
ELISA 法および RT-PCR 法にて解析した。 
(2) RA-FLSにおけるMTX薬剤応答性miRNA
の解析 
①RA-FLS を MTX と共培養し、変動する

miRNAをマイクロアレイおよびRT-PCR法に
て解析した。 
②RA-FLS に miR-887 の強制発現/抑制を

行い、miR-887 の標的遺伝子を検索した。  
③miR-887の強制発現によるRA-FLSのサ

イトカインケモカイン産生能および浸潤能
への影響を multiplex bead assay および
scratch assay により解析した。 
４．研究成果 
(1)①RA-FLS を骨芽細胞分化誘導培地に
て培養後に ALP 染色を行ったところ、
control に比べ ALP の発現を強度に認め
た、また、ALP および RUNX2 mRNA の発
現上昇を認め、骨芽細胞への分化が確認
された。また、分化後の miRNA の発現変
動を解析したところ、12 の miRNA の発現

上昇と 24 の miR の発現低下を認め、その
中で miR-218 の発現低下を著明に認めた。
miR-218 は分化の過程での miR-218 の変
動は 12 時間後まで上昇を認めその後低
下していた。 
(1)②RA-FLSに miR-218の強制発現/ノッ
クダウンを行ったところ、miR-218 の強
制発現により骨芽細胞への分化を認めた。
標的遺伝子解析では ROBO1 が miR-218 の
RA-FLS への強制発現にて発現低下、ノッ
クダウンにより発現上昇を認め RA-FLS
における miR-218 の標的遺伝子であると
思われた 
(1)③ROBO1 の knockout および mir-218
の強制発現いずれにおいても骨形成の強
力な抑制因子である DKK-1 の発現低下を
認め、miR-218 は DKK-1 の低下を介して
骨芽細胞への分化を誘導していると思わ
れた（下図）。 
 
 

 
(2)①MTX1uMを48時間RA－FLS と共培養
したところmiR-887 の著名な上昇を認め
た。 
(2)②74 の遺伝子が miR-887 の強制発現
で低下し、抑制で低下したためこれらの
遺伝子が標的遺伝子と考えられた、これ
らの遺伝子を用い gene ontology 解析を
おこなったところ、cell signaling や細
胞応答関連の遺伝子が変動していた。 
(2)③RA-FLS への miR-887 の強制発現に
より GM-CSF、MIP-1αの産生が抑制され
浸潤能の低下を認めた(下図)。以上より
miR-887 は RA-FLS のケモカイン、サイト
カイン産生能、浸潤能を低下させること
が示され、miR-887 を用いた新たな関節
リウマチの治療の可能性および MTX はこ
の miR-887 の発現上昇によりその治療効
果を発揮している可能性が示唆された。 
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