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研究成果の概要（和文）：本研究では、全身性強皮症の皮膚硬化にたいするmicroRNA let-7の関与を検討した。let-7a
はⅠ型コラーゲンのmRNAを抑制性に作用し得るmicroRNAであるが、強皮症患者の血清や皮膚線維芽細胞では健常群と比
べてlet-7aが低下しており、この低下はⅠ型コラーゲンの産生増強に関与していた。またブレオマイシン皮膚投与によ
る強皮症マウスモデルおいて、let-7aを投与すると皮膚硬化の減弱がみられた。強皮症の病態におけるmicroRNAの関与
の検討は、今後新しい治療へつながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this project, we demonstrated the role of microRNA let-7a against skin 
fibrosis in systemic sclerosis (SSc). The let-7a was the potent regulator of type I collagen. The let-7a 
levels in dermal fibroblasts and sera of SSc patients were lower than those in healthy control. This 
down-regulation of let-7a in SSc led to the overexpression of type I collagen. We confirmed that the 
improvement of bleomycin-induced dermal thickening by let-7a administration. Investigation of more 
detailed mechanisms of miRNA-mediated regulation of collagen expression may lead to new therapeutic 
approach against systemic sclerosis.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、microRNA(miRNA)が生体内で様々な
遺伝子発現を調節することで細胞増殖や分
化、発生など多くの生物学的機構に関与して
いることが明らかになっている。miRNA は配
列特異的に遺伝子発現を抑制する機構であ
る RNA 干渉に関与し、ヒトでは 1,000 種類以
上の miRNA の存在が推測されている。miRNA
は、主にイントロンにコードされ、RNA ポリ
メラーゼⅡによって転写される。この転写産
物は核内、細胞質で修飾を受けて最終的に 22
塩基長程度の 1本鎖の miRNA となる。成熟し
たmiRNAは標的mRNAの主に3’非翻訳領域に
結合し、蛋白への翻訳抑制へ寄与する。また
miRNAは血清中にも存在しており、血清miRNA
がバイオマーカーとなる可能性が報告され
ている。 
 
一方、全身性強皮症は、皮膚の硬化を主症
状とし、皮膚だけでなく心臓、肺、腎臓、消
化管など多臓器にも線維化を生じうる疾患
である。血管障害、自己免疫異常、代謝異常
などが相互に関与して病態が形成されると
考えられている。皮膚の硬化の主な要因はⅠ
型コラーゲンを過剰に産生する線維芽細胞
であるが、明らかな病因は不明である。全身
性強皮症の病態におけるmiRNAの関与につい
て、研究代表者はインテグリンαv を標的と
する microRNA、miR-142-3p 血清値が全身性
強皮症患者で上昇していることを報告し、本
疾患における血清miRNA値のバイオマーカー
としての可能性を初めて報告した。 
 
全身性強皮症の病態における、さらなる
miRNA の関与を検討するため研究代表者は全
身性強皮症のパラフィン固定した硬化皮膚
組織中から miRNA を採取し、ヒト正常皮膚組
織中の miRNA と micro array を用いて網羅的
に各種 miRNA の発現を比較した。その結果
microRNA let-7a が全身性強皮症の皮膚組織
で低下していることを見出した。let-7a が標
的とする遺伝子は多岐に渡るが、細胞分化に
関与し、悪性腫瘍の進展に関連することがこ
れまで報告されている。同時に let-7a はそ
の配列上、Ⅰ型コラーゲンのα1 鎖とα2 鎖
の mRNA を標的とし得る。そこで、全身性強
皮症の皮膚組織で低下していた let-7a が本
疾患の病態、特に皮膚線維芽細胞の過剰なⅠ
型コラーゲン産生に寄与する可能性につい
て検討を行った。 
 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果を
もとに、本研究は全身性強皮症の皮膚硬化の
主因である過剰なⅠ型コラーゲン産生にお
ける let-7aの関与につき検討し、さらにマウ
スの皮膚硬化モデルにおいて let-7aを投与す
ることで硬化が抑制されるかどうかを研究
の目的とした。研究期間内に以下の解明を試

みた。 
 
(1)micro arrayでは全身性強皮症の皮膚組織
にて let-7aは低下していたが、患者個別の皮
膚組織における let-7aの発現低下を確認する。 
 
(2)全身性強皮症の組織中のどこで let-7a が
低下しているのか明らかにする。特に皮膚線
維芽細胞での低下を予想しているため、ヒト
組織から採取した培養皮膚線維芽細胞にお
ける発現を比較する。 
 
(3)let-7a はⅠ型コラーゲンのα1 とα2 鎖の
両方の mRNA を標的とし得る miRNA であ
る。そこで let-7aが培養皮膚線維芽細胞のⅠ
型コラーゲン産生を実際に抑制することが
できるか検討する。 
 
(4)血清中のmiRNAが全身性強皮症の病態に
関与する可能性を申請者はすでに報告した
が、血清 let-7a値についても測定し、正常ヒ
ト血清と比較をする。 
 
(5)マウス皮膚全体にmiRNAを過剰に発現さ
せる手技はまだ報告がない。申請者は予備実
験として、合成したmiRNAとアテロコラー
ゲン製剤を混合し、マウスの腹腔内に注射す
ることで、数日間持続的に皮膚にmiRNAを
強発現させることを見出していた。そこで
let-7aを皮膚で強発現させることで皮膚にお
けるⅠ型コラーゲン産生を抑制させ、全身性
強皮症のマウスモデルにおける皮膚硬化を
抑制し得るのか検討する。 
 
(6)上記(5)に関連して、マウス皮膚だけではな
く肺や肝臓など内臓の線維化についても検
討する。具体的には組織切片からの膠原線維
染色での比較や、組織中のヒドロキシプロリ
ン量を測定することにより線維化の程度を
比較する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)全身性強皮症の皮膚組織、培養皮膚線維
芽細胞における let-7a の発現の検討 
 
①全身性強皮症の皮膚組織、培養皮膚線維芽
細胞における let-7a の発現の検討 
ホルマリン固定、パラフィン包埋皮膚組織
切片から市販のキットを用いて microRNA を
回収した。予備実験として、全身性強皮症 3
例と正常 3 例の microRNA を用いて microRNA 
array を行っており、let-7a が全身性強皮症
で有意に低下していることを見出していた。
サンプル数を増やし、個別の組織それぞれで
let-7a が低下しているか real-time PCR 法に
て検討した。また皮膚組織のどこで let-7a
が低下しているか確認するため、皮膚切片を
用いて let-7a の in situ hybridization を
行った。 



②培養皮膚線維芽細胞における let-7a の発
現の検討 
全身性強皮症患者と健常人の皮膚より得
た、培養皮膚線維芽細胞用いて細胞中の
let-7a 量を real-time PCR 法で比較した。 
 
(2)培養皮膚線維芽細胞のⅠ型コラーゲン発
現に与える let-7a の影響の検討 
全身性強皮症の培養皮膚線維芽細胞にお
いて、let-7a が線維芽細胞のⅠ型コラーゲン
代謝に影響を与えるか検討を行った。let-7a
の作用を模した合成 mimic let-7a をリポフ
ェクタミン試薬を用いて線維芽細胞に導入
した後、蛋白を回収し、免疫ブロット法にて
Ⅰ型コラーゲン蛋白発現の変化を確認した。
また実際let-7aがⅠ型コラーゲンα1鎖とα
2鎖の mRNA に結合し得るのかについて、ルシ
フェラーゼアッセイを行った。let-7a の阻害
により、線維芽細胞でのⅠ型コラーゲン産生
が増加するか検討するため、市販の let-7a 
protector と let-7a inhibitor を使用した。
let-7a protector は let-7a がⅠ型コラーゲ
ンα1 鎖とα2 鎖の標的に結合する部位を特
異的に阻害するものであり、 let-7a 
inhibitorはlet-7a自体を阻害する試薬であ
る。これらの試薬をリポフェクタミン試薬を
用いて線維芽細胞に導入し、免疫ブロット法
にてⅠ型コラーゲン蛋白の発現をコントロ
ールと比較した。 
 
(3)全身性強皮症の血清 let-7a 値の測定。血
清 let-7a 値と臨床所見の相関の検討 
①血清 let-7a 値の測定 
全身性強皮症患者血清 50 例、正常血清 30
例、他の膠原病患者血清(全身性エリテマト
ーデス、皮膚筋炎)20 例を使用した。血清よ
り市販のキットを利用して total microRNA
を抽出し、cDNA 化したのちリアルタイム PCR
法にて let-7aの相対定量を行った。microRNA
の抽出率の相違を補正するためにC. elegans
由来の合成microRNA-59をあらかじめ血清に
添加した。 
②血清 let-7a 値と臨床所見の相関 
血清 let-7a 濃度と、臨床症状の頻度や検
査値異常に有意な相関があるか解析を行っ
た。 
 
(4)マウス皮膚での let-7a 強発現。ブレオマ
イシン皮下注射マウス硬化皮膚モデルにお
ける、let-7a の強発現は皮膚硬化を抑制する
かの検討 
①マウス皮膚での let-7a 強発現 
let-7a の mature 鎖と minor 鎖をアニール
した合成 microRNA を利用した。この合成
microRNA をアテロコラーゲン溶液と混合し、
BALB/C マウスに腹腔内注射した。腹腔内注射
後に背部皮膚から RNA を回収し、let-7a を
real-time PCR 法にて測定すると、腹腔内注
射から少なくとも3-4日後までは皮膚組織の
let-7a はコントロール(コントロール

microRNA とアテロコラーゲン溶液の混合、合
成 let-7a と PBS 溶液の混合)より有意に上昇
していることを研究代表者はすでに確認し
ていた。この方法を用いて皮膚での external
な let-7a 強発現を行った。 
②ブレオマイシン皮下注射マウス硬化皮膚
モデルにおける、let-7a 投与の効果 
ブレオマイシンをマウス皮下に連日投与
すると皮膚が硬化するが、これは全身性強皮
症の皮膚硬化モデルの一つとしてすでに知
られていた。ブレオマイシン 100μg を溶解
した PBS 溶液 100μlを 1日 1回 28 日間連日
マウス皮下の同部位に注射して硬化皮膚を
誘導した。ブレオマイシン注射と同時に、上
記のごとく let-7a 腹腔内投与を 4 日に 1 回
行った。28 日間のブレオマイシン注射終了後
に皮膚を回収し、皮膚厚測定やハイドロキシ
プロリン量によるコラーゲン量の測定、免疫
染色による炎症細胞浸潤の数、let-7a の in 
situ hybridization、コラーゲン代謝に関わ
るサイトカイン量の real-timePCR 法による
測定の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
全身性強皮症の硬化皮膚では、主に皮膚線
維芽細胞が産生するⅠ型コラーゲンの過剰
な沈着が生じているが、その機序は不明であ
る。本研究では、microRNA let-7a がこの過
剰なⅠ型コラーゲンに産生に関与している
か検討した。microRNA アレイにより、
microRNA let-7a が全身性強皮症の皮膚組織
で低下していることを見出し、この低下が皮
膚線維芽細胞において生じていることを
real-time PCR 法や In situ hybridization
法で確認した。また血清中の let-7a 量につ
いても検討し、全身性強皮症の硬化の強い患
者において、血清 let-7a 量は減少傾向であ
った。次に let-7a が皮膚線維芽細胞におい
て実際Ⅰ型コラーゲン蛋白量を変化させう
るのか検討した。合成した let-7a を線維芽
細胞に導入するとⅠ型コラーゲン量は減少
し、逆に let-7a の阻害剤を導入するとⅠ型
コラーゲン量は増加した。以上より強皮症の
皮膚線維芽細胞における let-7a 低下が、過
剰なコラーゲン産生に関与していると考え
られた。次に強皮症の硬化皮膚で let-7a を
増やすことができれば硬化が改善するので
はと推測し、ブレオマイシン硬化皮膚マウス
モデルで検討した。ブレオマイシンを局所注
射することで誘導した硬化皮膚においても
let-7a は減少していた。アテロコラーゲン製
剤と合成 let-7a を混合し、マウス腹腔内に
注射すると、少なくとも 3日間は皮膚におけ
る let-7a 量が増加することを見出した。こ
の let-7a 腹腔内注射を行いながらブレオマ
イシン局所注射と let-7a 腹腔内注射を行う
と皮膚硬化は軽減していた。 
以上全身性強皮症の皮膚線維芽細胞にお
いて microRNA である let-7a が低下しており 



let-7a の低下はⅠ型コラーゲンの過剰な産
生に関与していた。ブレオマイシン投与によ
る皮膚硬化マウスモデルにおいて、let-7a を
腹腔内投与し、皮膚での発現を増強させると
皮膚の硬化が抑制された。全身性強皮症の病
態におけるlet-7aのさらなる関与の検討は、
今後有用な治療へとつながる可能性がある
と考えれれた。 
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