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研究成果の概要（和文）：SLE由来CD4陽性T細胞において新規疾患関連遺伝子を探索するため、SLEモデルマウス
MRL/lpr (MRL) 及び対照群C57BL/6よりmRNAとmiRNAを抽出し、網羅的シークエンス解析を行い、MRLにおいてス
フィンゴシン1-リン酸受容体 (S1pr1)の有意な発現低下とmiR223の有意な発現亢進を確認した。Mir223欠損MRL
を作成し解析したところ、脾臓CD4陽性T細胞のS1pr1の有意な増加とその糸球体への有意な浸潤を認め、尿蛋白
および糸球体スコアの増悪傾向を認めた。以上から、Mir223欠損はS1pr1の発現を上昇させ、リンパ球の炎症臓
器浸潤を促進することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）： The micro RNAs (miRNAs) and their target mRNAs in CD4+ cells in systemic 
lupus erythematosus patients were suggested to play a key role in the pathogenesis. To identify new 
miRNAs related genes, we integrated mRNA and miRNA profiling data in CD4+ cells of MRL/lpr (MRL) and
 C57BL6/J (B6) mice. We identified downregulation of sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1pr1) and 
upregulation of Mir223 in MRL compared with B6 mice.We generated the B6-Mir223-/-Faslpr/lpr mice and
 the lupus phenotypes were analyzed. In B6-Mir223-/-Faslpr/lpr mice, S1PR1+CD4+ T cells in the 
spleen was significantly increased compared with that in B6-Mir223+/+Faslpr/lpr mice by flow 
cytometry. B6-Mir223-/-Faslpr/lpr mice demonstrated the elevation of glomerular and renal vascular 
scores associated with enhanced intraglomerular infiltration of S1PR1+CD4+ T cells.
 The deletion of Mir223 exacerbated the lupus phenotypes.

研究分野：リウマチ膠原病学

キーワード： SLE　S1PR1　microRNA　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SLEの新規治療薬を見いだすため、その発症機序に着目し、後天的遺伝子制御に関与するmiRNAとそのターゲット
mRNAを探索した。SLEのCD4陽性T細胞で、miR223の発現を代償的に亢進させることにより標的遺伝子であるスフ
ィンゴシン1-リン酸受容体 (S1pr1)の発現を低下させ、脾臓CD4陽性T細胞の増加とその糸球体への浸潤を抑制
し、尿蛋白および糸球体スコアの増悪を抑制していることを確認した。ループス腎炎においてMir223の発現亢進
は代償的にループス腎炎悪化を抑制する役割を果たすことが示唆された。Mir223 がSLEの病態解明や新規治療タ
ーゲットになりうることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 全身性ループスエリテマトーデス (Systemic Lupus Erythematosus; SLE) は、代表的な慢性
炎症性自己免疫疾患である。ステロイドや免疫抑制薬の使用にも関わらず、重篤な臓器障害に進
展する患者が未だ存在し、新規治療法の確立が望まれている。SLE 発症のメカニズムは依然不
明であるが、一卵性双生児における疫学調査にて、一方が有病者の場合、他方の有病率は 40％
と報告されている。つまり、遺伝的素因を背景として、感染、性ホルモン、紫外線、薬物などの
環境因子が加わって SLEは発症するものと推測される。後天的遺伝子制御メカニズムの一つと
して、エピゲノム機構による遺伝子発現制御が注目されている。その中で、micro RNA (miRNA)
はRNAサイレンシングやDNAメチルトランスフェラーゼ (DNMT)を介したDNAメチル化制
御を通して自然免疫と獲得免疫の維持に関連している。過去に SLE 患者において、miR21, 
miR155 など miRNA の生合成や機能の障害が報告され、その病態への関与が示唆されてきた。 
 我々は、SLEの後天的遺伝子発現修飾機構で制御される新規疾患関連遺伝子を探索するため、
SLEモデル MRL/lprマウスの脾臓 CD4+T細胞における miRNAおよび mRNA発現ライブラ
リーを作製し、次世代シークエンサーを用いて統合解析を施行した。その中で、正常コントロー
ルマウスと有意差を認めた候補 miRNA 群の中で、miR223 を介したスフィンゴシン 1-リン酸
受容体 (S1pr1)の発現低下に着目した。 
 スフィンゴシン 1-リン酸 (S1P) は 379Da のスフィンゴ脂質で、セラミドが分解されて生じ
たスフィンゴシンが、スフィンゴシンキナーゼにリン酸化を受け、産生される。S1P受容体は G
タンパク質共役受容体であり、5 種のアイソタイプが存在する。このうち、S1PR1 はリンパ球
や血管内皮細胞など、免疫担当細胞を中心に広く発現している。リンパ球表面に存在する S1PR1
は血漿および組織中の S1P濃度勾配に従い、細胞表面の発現が調整される (Annu Rev Immunol 
30:69-94, 2012)。S1Pリアーゼなどの S1P分解酵素の存在する胸腺や二次リンパ組織では S1P
が低濃度となり、リンパ球表面の S1PR1発現が上昇し、S1Pが高濃度に存在する循環血中への
移出が促進される。一方、S1P高濃度の血液・リンパ液中では、リンパ球表面の S1PR1は内在
化し、細胞運動が誘導される。その後リンパ組織内に移入したリンパ球の S1PR1はリサイクル
され、再度細胞表面の発現が回復し循環血漿中への移出が可能となる。S1PR1 欠損マウスは血
管内皮細胞間の接着阻害のため胎生致死となるが(J Clin Invest 106:951-61, 2000)、リンパ球特
異的 S1PR1欠損マウスでは、胸腺から血漿中へのリンパ球の移出が阻害され、末梢血・二次リ
ンパ組織へのリンパ球浸潤の減少を認める(J Biol Chem 279:15396-401, 2004)。多発性硬化症
で適応承認されている免疫抑制剤 Fingolimod は、生体内でリン酸化後、リンパ球上の S1PR1
に対してアゴニストとして作用し、細胞表面の S1PR1内在化を介して二次リンパ組織から循環
血漿中へのリンパ球の移出を阻害することで、免疫抑制機能を発揮することが知られている。
SLE 患者の末梢血単核細胞及び B6/lpr マウスの脾細胞において、S1PR1 発現低下が報告され
ている(J Immunol 194:5437-45, 2015)。加えて、MRL/lprマウスに S1PR1選択的アゴニスト
KRP-203を投与した場合、CD4-CD8-T 細胞での Fas非依存性アポトーシスの亢進、そして腎
組織への T 細胞の浸潤抑制による腎炎進展抑制効果が報告されている(Kidney Int 74:1319-26, 
2008)。このような背景から、S1PR1を介したリンパ球循環動態の変化は SLEの病態に関与す
ると考えられるが、S1PR1の発現低下の機序は不明である。 
我々は、上述のmiRNA/mRNA統合ライブラリーにて、S1pr1のリード数がMRL/lprマウス
群で有意に低下していることを確認し、同遺伝子を標的とし、同マウスで発現上昇を認める
miRNAとしてmiR223に着目した。ループスマウスの病態において、miR223を介した S1pr1
の発現制御が、どのように関与するかを本研究で明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 S1PR1を介した免疫応答調整の解明は、SLEの病態解明のみならず、新規治療標的としての
可能性を模索する上で重要と考える。過去に、S1PR1発現の調整因子としてmiR155の関与が
報告されている。miR155欠損 B6/lprマウスでは、腎・脾で S1PR1の発現が上昇し、腎尿細管
間質への T 細胞浸潤を抑制することで腎炎の進展を抑制し、この効果は S1PR1 アンタゴニス
トW146 の投与により減弱した(J Immunol 194:5437-45, 2015)。しかしながら、我々の検討結
果では、miR155 のリード数比(SLE/対照)が 2.5 に対し、miR233は 27.1と、SLE由来 T細胞
でmiR223の著明な発現亢進を認めており、SLEにおけるS1pr1発現の後天的制御機構として、
miR233 の寄与度はより高いと推測される。疾患モデルマウスにて miR223 を欠損させること
で、miR223 が制御しうる S1pr1 を介した病態的機序の解明のみならず、他の標的分子の検索
や、好中球や血管内皮細胞など、T 細胞以外での関与を検索することも可能となり、より病態に
即した機能解析が可能となる。 
 
３．研究の方法 
1. miR223 による標的遺伝子 S1PR1 発現調整の検討 
マウス T 細胞系培養細胞(EL4 mouse T cell line) EL4 に、リポフェクタミンを用いて

microRNA mimicを導入しmiR223を過剰発現する。S1PR1の発現量の差異について、転写レ
ベル及び蛋白レベルの定量を、real-time PCR法及びWestern Blotting法にて施行する。また、



ヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVECに S1pr1-3'UTR regionと reporter resionをライゲーションし
た S1pr1の 3' UTR領域含有レトロウイルス(MISSION® 3' UTR LentiGoClone® SIGMA)を遺
伝子導入し、ルシフェラーゼアッセイを用いて定量的に評価を行う。 
 

2. miR223欠損 SLEモデルマウスの作成と解析 
MRL/lprマウス(MRL/MpJ-Tnfrsf6lpr/Crlj)と、miR223ホモ接合体欠損マウス(B6.Cg-Ptprca 

Mir223tm1Fcam/J)を交配しヘテロ接合体欠損マウスを作成、以後戻し交配を順次行い、第 7世
代以降にmiR223ヘテロ接合体欠損MRL/lpr雌雄を交配し、miR223ホモ接合体欠損MRL/lpr
マウス(MRL-Mir223-/-Faslpr/lpr)を作成する。MRL-Mir223+/+Faslpr/lpr及びMRL-Mir223-/-Faslpr/lpr

マウスを用い、発症早期 8週齢以降発症後期 16 週齢までの表現型の差異について体重、尿タン
パク定量、ELISA法による血清中 S1P濃度及び抗 dsDNA抗体の測定、腎組織を光学顕微鏡標
本および免疫蛍光染色法を用いた腎炎評価、Flow Cytometry によるリンパ組織(リンパ節、脾
臓)のリンパ球サブセットおよび S1PR1 発現量の解析を行う。さらに、各サブセットのアポ
トーシスアッセイを行い、アポトーシス効率の差異を検討する。また、腎組織における浸
潤リンパ球のサブセットを確認するため、CD4、CD8、S1PR1に対する抗体を用いて免疫蛍光
染色を行った。なお、既報では C57BL/6 を背景に持つ miR155 欠損 B6/lpr マウスの解析が行
われているため(J Immunol 194:5437-45, 2015)、B6/lprマウスとmiR223ホモ接合体欠損 B6
マウスの交配も行い、miR233 欠損 B6/lpr マウス (B6-Mir223-/-Faslpr/lpr)および B6-
Mir223+/+Faslpr/lpr を作成し、44 週齢までの表現系の差異について上記手法を用いて検討する。 

 
3. MRL/lprマウス及び SLE患者検体での S1PR1とmiR223の生体内分布 
16週齢MRL/lpr、44週齢 B6/lprマウス及びコントロールマウスの胸腺、リンパ節、脾臓、腎
臓、肝臓、肺などの各臓器における miR223 及び S1PR1 発現量を、real-time PCR 法及び
Western Blotting 法にて評価する。さらに、血清中 S1P濃度、各リンパ組織及び末梢血単核球
における各サブセットでも同様に miR223 および S1PR1 の発現量を測定し、差異を確認する。 
ヒト患者検体については、初発未治療の SLE 患者と健常人の末梢血液から、STEMCELL 社

RosetteSep分離試薬でCD4+及びCD8+T細胞に分離し、抽出した total RNAを用いて、miR223
及び S1PR1の発現量の差異を比較検討する。 
 
４．研究成果 
1. Mir223による標的遺伝子 S1pr1mRNAの発現調整 
ヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVECに S1pr1-3'UTR regionと reporter lesionを含むレンチウイ
ルスを導入し、ルシフェラーゼアッセイで相互作用を評価したところ、miR-223-3p mimic は、
nontargeting miRNAに比較し、S1pr1-3'UTR含有HUVECでのルシフェラーゼ活性を低下さ
せた。また、マウス T 細胞系培養細胞(EL4 mouse T cell line) EL4にmiR-223-3p mimicをリ
ポフェクションし、quantitative PCRで S1pr1 mRNAの発現変化を評価したところ、EL4で
S1pr1の発現を有意に減少させた。以上の結果より Mir223は S1pr1 mRNAの 3’UTR領域に
結合することで、S1pr1mRNAの発現を負に調節していると考えられた。 
 
2. SLE患者での S1PR1およびmiR-223-3p発現と臨床パラメーター 
 初発未治療の SLE患者の末梢血より CD4陽性 T細胞を分離し、S1PR1 mRNAおよびmiR-
223-3p の発現を健常人と比較したところ、マウス同様に S1PR1mRNA は HC に比較し有意に
発現の低下、miR-223-3pは HCに比較し発現が上昇する傾向にあった。また、皮膚病変のある
患者ではない患者に比較し、有意なmiR-223-3pの発現低下と S1PR1発現上昇を認めた。 
 
3. Mir223-/-Faslpr/lprマウスの表現系検討 

Mir223を介した S1pr1発現制御による病態関与を解明するため、B6-Mir223-/-Faslpr/lprと B6-
Mir223+/+Faslpr/lprを作成し、44週齢で表現型の解析を行った。B6-Mir223-/-Faslpr/lprでは、B6-
Mir223+/+Faslpr/lprに比較し、体重や生存率、皮膚スコア、臓器重量、脾臓およびリンパ節の総細
胞数、末梢血細胞数に有意差は認められなかった。また、血清 dsDNA抗体価や IgG、IgGサブ
クラスにも有意差は認められなかった。 
一方で、B6-Mir223-/-Faslpr/lprでは、B6-Mir223+/+Faslpr/lprに比較し、脾臓における CD3+T細
胞、CD4-CD8-T細胞、B細胞、形質細胞の割合は有意に増加しており、さらに脾 S1PR1+CD3+T
細胞と S1PR1+CD4+T 細胞の有意な増加も認めた。miR223 に欠損により S1PR1 の細胞表面
への発現が亢進している可能性が示唆された。また、B6-Mir223-/-Faslpr/lpr では、B6-
Mir223+/+Faslpr/lprに比較し、リンパ節における早期アポトーシス(AnnexinV+7-AAD-)に至った
CD4+T細胞および CD8+T細胞の割合の増加を認めたが、アポトーシス細胞全体の割合および
抗アポトーシス作用を有する Bcl-2や Bcl-xlの発現に有意差は認められなかった。 
腎所見については、B6-Mir223-/-Faslpr/lprでは、B6-Mir223+/+Faslpr/lprに比較し、糸球体径、糸
球体内細胞数、腎重量の有意な増加を認めたが、メサンギウム領域に有意差は認められなかった。



また、B6-Mir223-/-Faslpr/lprでは、B6-Mir223+/+Faslpr/lprに比較し、糸球体および腎血管領域のグ
レーディングスコアの有意な増悪及び、糸球体への S1PR1+CD4+T細胞の有意な浸潤を認める
ことから、尿蛋白に有意差は認められなかったものの、ループス腎炎の悪化と判断された。 
またMRL-Mir223-/-Faslpr/lpr及びMRL- Mir223+/+Faslpr/lprでは, B6/lprバックグランドの B6-

Mir223-/-Faslpr/lpr及び B6-Mir223+/+Faslpr/lprの差異には及ばない結果もあったが、類似した結果
となった。 
 
以上の結果より、Mir223欠損は標的遺伝子である S1PR1の発現を上昇させ、リンパ球の炎症
臓器への浸潤を促進することでループス腎炎を悪化させたと考えられる。ループス腎炎におい
て Mir223 の発現亢進は代償的にループス腎炎悪化を抑制する役割を果たすことが示唆された。 
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