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研究成果の概要（和文）： マウスコラーゲン誘導性関節炎(CIA)モデルを用い、miR-124前駆体を全身投与し、関節炎
が抑制されるか否かを検討した。その結果、miR-124投与群は対照群と比較して四肢の関節腫脹や関節骨破壊を抑制し
た。また、miR-124は破骨細胞への分化に重要な転写因子NFATc1蛋白の発現を直接的に抑制することで破骨細胞への分
化を抑制し骨破壊を抑制することを見出した。
 これらによりmiR-124前駆体を用いた関節リウマチの新たな治療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We investigated the possibility of microRNA-124 precursor as a useful therapeutic
 drug for the treatment of rheumatoid arthritis.  We used the mouse collagen induced arthritis (CIA) model
. We found that intravenous injection of miR-124 precursor  suppressed mouse CIA demonstrated by reduction
 of bone destruction.  Moreover, we found that miR-124 suppressed the osteoclast differentiation by direct
ly inhibiting the expression of NFATc1 which is the critical transcription factor for osteoclast different
iation.
 In conclusion, we propose that miR-124a is a future candidate of therapeutic agent for human rheumatoid a
rthritis.

研究分野：

科研費の分科・細目：

臨床免疫学・臨床検査学

キーワード： マイクロRNA　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)は全身性の疾患であり、
その病態は炎症性細胞の関節への浸潤、炎症
性サイトカインや MCP-1 などのケモカイン
の異常増加、関節滑膜細胞の炎症性増殖とそ
れに伴う関節破壊である。RA の発症は遺伝
的素因に環境因子が関与していると考えら
れているがその病因は不明である。 
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
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、RA の病因
を明らかにし、新たな治療法を開発する必要
がある。 
 近年発見されたマイクロ 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も期待されている
(Edwards JK et al. J Cardiovasc Transl Res. 
2010;3:271-279.)。 
 われわれは、RA 滑膜細胞と変形性関節症
(OA)滑膜細胞の micro RNA を解析した結果、
RA で唯一発現が低下している miR-124a を
同定した。さらに miR-124a は CDK2、CDK6
蛋白の発現を抑制し細胞増殖を抑制するこ
と、また RA 滑膜細胞からの MCP-1 やアン
ギオジェニンの産生を抑制することを見出
し、RA 滑膜細胞では miR-124a の発現低下
が RA の病態に促進的に作用していることを
明らかにした(Nakamachi Y, Kawano S, et 
al, Arthritis Rheum. 2009;60:1294-1304)。
次に、miR-124(ヒトの miR-124a に相当)前
駆体をラットアジュバンド関節炎モデルの
右下肢踵関節局所に投与した結果、miR-124
投与群は対象群に比較し四肢の関節炎の抑
制が認められた。また非関節炎誘導ラットで
miR-124 投与群と対象群を比較した結果、両
群の体重に変化は見られず、miR-124 を投与
した全身的影響は認められなかった。 
しかし、関節局所への投与では治療法とし

ては限定されることから実用化にむけては
全身投与の検討が必須であった。 

 
２．研究の目的 
 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。 
本研究は、マウスコラーゲン誘導性関節炎

(CIA)モデルで miR-124 前駆体を全身投与し
関節炎を抑制するか否か、抑制する場合はそ
の機序を研究することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)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。 
(2)miR-124 前駆体の投与 
 Day27 に 30μM の miR-124 前駆体または対
照 miRNA 前駆体と等量の核酸運搬体:アテロ
ジーン(高研)混合液を 100μL 尾静脈より投
与した。 
(3)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。 
  また、day45 に屠殺しマイクロ CT で骨破壊
の状態を検討した。 
(4)miR-124 の NFATc1 蛋白発現へあたえる影
響の検討 
 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 に
miR-124 前駆体を導入し、100ng/ml の RANKL
で 48 時間刺激後、蛋白を抽出しウエスタン
ブロット法で検討した。 
(5) miR-124 によるヒト単球の破骨細胞分化
への影響の検討 
 ヒト抹消血から分離した CD14 陽性細胞に
miR-124 前駆体、miR-124a 前駆体または対照
miRNA 前駆体を導入し、M-CSF 50ng/ml と
RANKL 100ng/ml で刺激後、TRAP 染色を行い
破骨細胞への分化の影響を検討した。 
(6)ルシフェラーゼアッセイ 
ヒト NFATc1 3’非翻訳領域に対する

miR-124とmiR-124aの影響を検討するために
ヒトNFATc1の3’非翻訳領域をルシフェラー
ゼ発現ベクターに挿入し、E11 細胞にこのベ
クターと miR-124 前駆体、miR-124a 前駆体や
対照 miRNA 前駆体を導入し、ルシフェラーゼ
活性を測定し検討した。 
 
４．研究成果 
(1)miR-124 は関節炎を抑制する 
 miR-124 前駆体を関節炎マウスに全身投与
した結果、対照群と比較して有意に関節炎を
抑制した。なお、miR-124 投与関節炎マウス
群と対照投与関節炎マウス群で体重の変化
に差は見られなかった。 
 マイクロ CT で骨破壊の程度を比較した。
骨表面面積/骨体積は miR-124 投与群は対照
群と比較して有意に低下し、miR-124 投与群
は骨浸食は抑制されていた。また骨密度(骨
体積/骨組織体積)は miR-124投与群は対照群
に比較して有意に高値であった。 



 

(2)miR-124 はマウスマクロファージ細胞株
の NFATc1 の発現を抑制する。 
 破骨細胞の分化に重要な転写因子 NFATc1
の発現にmiR-124が関与しているかを検討と
た結果、miR-124はNFATc1の発現を抑制した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

(3)miR-124、miR-124a はヒト破骨細胞の分化
を抑制する。 
ヒト単核球に M-CSF と RANKL 刺激下で培養

を行い検討した結果、miR-124 前駆体や
miR-124a 前駆体は破骨細胞への分化を抑制
した。 
 
(4)miR-124とmiR-124aは直接ヒトNFATc1の
発現を抑制する。 
 ヒトNFATc1 3’非翻訳領域をルシェラーゼ
ベクターに挿入し miR-124 や miR-124a の影
響を検討した結果、対照群に比較して有意に
ルシフェラーゼ活性の低下がみられ、
miR-124 や miR-124a は直接 NFATc1 に作用す
ることが明らかになった。 
(5)まとめ 
 マウス CIAモデルに miR-124 前駆体を投与
した結果、関節炎や骨破壊の抑制が認められ
た。また miR-124 は破骨細胞の分化に重要な
転写因子 NFATc1 の蛋白の発現を直接的に抑
制し、破骨細胞への分化を抑制した。これら
より miR-124a は RAの新たな治療薬の可能性
が示唆された。 
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