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研究成果の概要（和文）：OA患者の血液、尿中のmicroRNA(miRNA)を解析し、早期診断のための新

たなbiomarkerとなるか検討し、骨髄間葉系幹細胞からの分泌miRNAをOAモデル動物に関節内投与

し、治療効果を検討することを目的とした。OA患者の血清中のmiRNA-146、223についてPCRを行

ったところ、有意差は認めなかった。OAモデルラットへの分泌型miRNAの関節注射では、明らか

な差は認めなかった。    

 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to examine the expression level of 
miRNA in serum and urine from osteoarthritis (OA) patients and determine its usefulness 
as biomarker of diagnosis of OA. In addition, secreted miRNA from mesenchymal stromal 
cells was injected into OA rat, and examine the therapeutic effect. In real time PCR 
analysis, there is no significant difference of expression of miRNA-146 and miRNA-223 
between healthy subjects and OA patients. In animal model, there was no significant 
therapeutic effect of administration of secreted miRNA from mesenchymal stromal cell in 
OA rat.  
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１．研究開始当初の背景 

関節破壊をきたす代表的な疾患である OA

は、はかり知れない苦痛と運動機能障害を与

え、総人口 125,000 万人のうち OA 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。しかし、その原因は解明されておら

ず、また、破壊されてしまった関節に対して

は、人工関節しか有効な治療法がないのが現

状である。すなわち、早期に OA の診断、予

後を予測し、OA の進行を予防できれば、OA
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により疼痛・機能障害に苦しむ患者への恩恵

ははかりしれない。 

近 年 、 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ な い

non-coding RNA である microRNA(miRNA)が、

がん、白血病、ウイルス感染症といった様々

な疾患にも重要な役割を果たしていること

が明らかとなった。OA においても、miRNA が

その病態に関与している報告が散見される

ようになってきている。これまで、血液中、

尿中の軟骨分解産物を測定することによる

OA の早期診断の試みが散見されているが、有

効とは言い難く、新たな biomarker が必須で

ある。また、軟骨の変性に、miRNA が強く関

与していることが明らかとなってきており、

軟骨変性部に対してmiRNAを制御できればOA

の治療法に発展する可能性がある。早期に OA

と診断し、低侵襲で有効な治療を行えば末期

OA への進行を抑え、人工関節置換術が必要で

ある症例も減ることとなる。 

 
２．研究の目的 

OA 患者より、血清・尿を採取し、RNA を抽

出し、real time PCR 法により、OA 患者に特

異的に検出できる miRNA を同定する。同定し

た miRNA につき、OA の各グレードにおいて発

現量を解析し、OA の早期診断、予後予測の

biomarker として有用であるか検討する。ラ

ット OAモデルの膝関節に OAに抑制的に働く

miRNA を投与し、OA 進行防止効果をみる。 

 
３． 研究の方法 

(1) OA 患者の血清・尿に特異的に検出される

miRNA の同定  

OA 患者より、血清・尿を採取し、RNA を抽

出する。miRNA マイクロアレイ、real time PCR

を用いて、健常者と比較し、OA 患者の血清・

尿に特異的に検出される miRNA を同定する。

同定された miRNA につき、Kellgren Lawrence

分類グレード 0～4までの OA 患者で、血清・

尿から RNA を採取し、real time PCR を用い

て発現量の比較を行う。さらに、現在 OA の

診断で用いられている biomarkerであるケラ

タン硫酸、COMP、CTXⅡなど測定し、同定さ

れた miRNA と比較を行う。 

 

(2) 合成 2本鎖 miRNA－リポソーム複合体の

OA モデルラットへの関節内投与  

OA モデルラットを作製し、合成 2本鎖

miRNA をリポソームに封入し、動物モデルに

投与する。良好な結果が得られれば、磁性体

を同時にリポソームに封入し、磁気ターゲッ

ティングが可能か検討する。 

 

４．研究成果 

(1) OA 患者の血清・尿に特異的に検出される

miRNA の同定 

OA 患者 19 名、健常者 6 名から末梢血を採

取し、比重遠心法を用いて血清を分離して

RNA を抽出した。この RNA を用いて、これま

で OA 患者の末梢血単核球中に高発現してい

るとされている miRNA-146a、miRNA-223 につ

いて Real time PCR を行い、発現量を解析し

た。これらの miRNA は、OA、患者の血清中で

は、発現量が低い傾向にあったが、統計学的

有意差は認めなかった。これらの血清中に存

在するケラタン硫酸についても ELZA 法を用

いて解析したが、明らかな相関は認めなかっ

た。健常者、OA 患者、関節リウマチ（RA）患

者から尿を採取し、miRNA マイクロアレイを

行い、特異的に発現する miRNA の同定を試み

た。miRNA マイクロアレイにて各尿中に含ま

れる miRNA のプロファイルは、健常人の尿に

比べて、534 種類の miRNA が OA および RA 患

者の尿で２倍以上増加していた。その中でも

健常人と比べて OA 患者の尿のみで増加して

いる miRNA は 56 種類認めた。 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．血清中の miRNA-146a の発現。健常者よ
り OA患者で miRNA-146a の発現が低い傾向を
認めた。 
 
 

(2) 合成 2 本鎖 miRNA－リポソーム複合体の

OA モデルラットへの関節内投与 

人工的にリポソーム内に合成 miRNAを封入

することは困難であるため、エクソソーム中

に含まれる miRNA を OA モデル動物に投与し、

治療効果を検討した。これまで、骨髄間葉系

幹細胞（MSC）が軟骨修復に用いられており、

その有用性が報告されている。そこで、MSC

から分泌されるエクソソーム中の miRNAに注

目した。ヒト MSC を播種し、3 日後の培地を

回収し、Exoquick を用いて、エクソソームを

回収した。まず、これが、軟骨に対して有用

であることを示すため、アテロコラーゲンゲ

ルにヒト OA 軟骨細胞を混合し、3週間、3次

元培養を行った。この間、1 週間毎に培地中

にエクソソームを混入した。3 週間後、軟骨

細胞数を計測したところ、MSC 由来のエクソ

ソームを混入したもので、有意に細胞数が増

加していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．OA 軟骨細胞の 3 次元培養における MSC
由来の分泌 miRNA の効果。MSC 由来のエクソ
ソームにより、軟骨細胞数は増加していた。 
 
 

続いて、動物モデルを作製した。モノヨー

ド酢酸を 10 週齢の Lewis ラットの膝関節に

注射した。2 週間後、MSC 由来のエクソソー

ムを関節注射した。対照群は、PBS を関節注

射した。3週間後、屠殺し、膝関節を採取し、

切片を作製してサフラニン O染色を行い評価

した。両群とも関節軟骨の基質の染色性が低

下していたが、明らかな差は認めなかった。

両群とも明らかな滑膜炎は認めなかった。 

本研究では、統計学的有意差は認めなかっ

たが、OA 患者の血清中の分泌 miRNA は低い傾

向にあった。一方細胞内の miRNA は高発現し

ており、健常者では、末梢血中単核球からの

これらの miRNA が細胞外に分泌され、OA 患者

では、細胞外に分泌されにくいという可能性

も考えられる。しかし、本研究を通じて、血

清から質の高い RNA が抽出できておらず、こ

のことが結果に影響していることも考えら

れる。血清中からの RNA 抽出方法の検討が必

要である。 

 尿中の分泌 miRNA では、健常者、OA、RA で

の比較で、OA 患者のみで発現量が高い miRNA

がみられた。尿中には、体内で分泌された

様々な因子が混入しており、従来、軟骨、滑

膜等の分解産物が、OAの biomarker として用

いられてきた。今回、検出された miRNA の由

来を今後調べ、OA の各グレードの患者やその

症状とともに評価していくことで、OA の

biomarker としての有用性を確認していく必

要がある。 

 本研究では、MSC 由来の分泌 miRNA を OA モ

デルラットの膝関節に注射し、治療効果を検

討したが、対照群と比較し、差は認めなかっ

た。しかし、軟骨細胞に対しては、良い影響

を与えており、今後投与量、時期を検討して



 

 

いく必要がある。また、OAモデルに関しても、

モノヨード酢酸だけではなく、前十字靭帯切

離モデル等でも同様の実験を行なっていく

予定である。 
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