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学位論文の内容要旨

MicroRNA-124 inhibits TNF-a-and IL-6-induced osteoclastogenesis 

マイクロ RNA-124はTNF・a/IL-6依存性破骨細胞分化を抑制する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

臨床検査医学

（指導教員：西村善博教授）

大沼健一郎

【序論】

関節リウマチ (RheumatoidArthritis; RA) は関節滑膜の炎症と骨•関節破壊を特徴とす

る全身性の自己免疫疾患である。 RAの骨破壊の中心的役割を担う破骨細胞の分化過程におい

て、 receptoractivator of NF-kB ligand (RANKL)は破骨細胞特異的な遺伝子群の発現に

必須である転写因子NFATclを強く誘導することから、 RANKL-NFATcl経路が破骨細胞分化経

路として重要であると考えられてきた。しかし近年、 RAの病態にも深く関与する TNF-aと

IL-6の共剌激により RANKL非依存性に骨吸収活性を有する破骨細胞様細胞が分化しうるこ

と、そしてこの TNF-a/IL-6依存性経路にも、 RANKL依存性経路と同じく転写因子NFATclが

必須であることが報告された。

18~25塩基長のマイクロ RNA(miRNA) は、タンパク質をコードしない RNAであり、標的

mRNAの不安定化および蛋白翻訳抑制に関わっている。ヒトタンパク質をコードする遣伝子の

3割程度が miRNAにより制御されているとも考えられており、 miRNAが細胞周期、アポトー

シス、発がん、さらには免疫機能といった多彩な生命現象を制御していることが明らかにな

りつつある。我々はこれまでに、炎症性サイトカインやケモカイン、細胞周期タンパクの発

現を抑制する miR-124がRA患者滑膜細胞において発現が低下していることやmiR-124の局

所投与により、 RANKL依存性破骨細胞分化が抑制され、ラットアジュバンド関節炎を抑制す

ることを報告した。しかしこれまでに、 miR-124がRANKL非依存性破骨細胞分化にどのよう

な影響を与えるかについては明らかにはされていない。そこで我々は、 miR-124のRAの病態

への関与をさらに検討するため、 TNF-a/IL-6依存性破骨細胞分化経路への miR-124の影響

を検討した。

［方法】

6~10週齢の雌マウス大腿骨から骨髄細胞を採取し、 M-CSF(20ng/ml)で48時間培養し、骨

髄由来マクロファージを得た。その後、骨髄由来マクロファージを M-CSF(20 ng/ml)及び

RANKL依存性破骨細胞分化をブロックする Osteoprotegerin(1 μ, g/ml)添加下で、 TNF-a

(50 ng/ml) とIL-6(50 ng/ml)で共刺激した。この分化培養系を用いて、 miR-124mimic 

導入による破骨細胞分化、骨吸収活性への影響について評価した。破骨細胞への分化の確認

にはTRAP染色を行い、 TRAP染色陽性かつ 3核以上の核を有する細胞を破骨細胞とした。骨

吸収活性の評価には骨吸収活性評価キットを用い、 14日間培養後に pitareaの面積を測定

した。次に、 NFATclをコードする NFAT2遺伝子と、その下流で破骨細胞分化に関わる遺伝子

群である ctsK,ACF.Ii, DC-stamp及び Jtgb3遺伝子の mRNA発現量をリアルタイム PCR法で測

定した。さらに、 NFATclタンパク発現量をウェスタンブロット法で評価した。各実験におい

て、対照群はMOCK群およびNegativemimic導入群とし、 NegativemimicおよびmiR-124

mimicは終濃度 5nMでトランスフェクションした。統計解析はGraphPadPRISMを用い、 p<

0.05を有意基準として判定した。



【結果】

TNF-ex /IL-6刺激により分化する TRAP陽性の多核細胞数は、 MOCK群と Negativemimic群

と比較して、 miR-124mimic群で有意に低下していた (p<O.05)。同様に、骨吸収の指標で

ある pitareaの面積は、 MOCK群と Negativemimic群に比べmiR-124mimic群で有意に低下

していた (p<0.05)。さらに、破骨細胞の分化に必須である遺伝子 ctsK,ACP5, JJC-sta叩

及び Itgb3のそれぞれのmRNA発現量は、 miR-124mimic群で有意に低下していた (p<

0.05)。一方、 NFATclmRNA発現量についてはMOCK群、 Negativemimic群、 miR-124mimic 

導入群の間に差は認められなかったが、 NFATclタンパク発現量はmiR-124mimic導入により

減少していた。

【考察】

miR-124導入により、 NFATclmRNA発現量は減少することなく NFATclタンパク発現量が低

下していたことから、 miR-124は、 NFATcl遺伝子翻訳抑制を作用点として破骨細胞特異的遺

伝子群の発現抑制を介し TNF-a/IL-6依存性経路による破骨細胞分化を抑制する可能性が示

唆された。これまでに miR-124がRANKL依存性破骨細胞分化を抑制することが明らかにされ

ているが、今回の研究により、 miR-124はNFATclmRNA翻訳抑制を作用点として TNF-a/IL-

6依存性経路による破骨細胞分化を抑制することが明らかとなった。本研究から得られた知

見は、 RAの骨破壊を防ぐ治療戦略として miR-124がもつ新たな可能性を示唆するものであ

る。すでに、 miR-146aおよびmiR-223が、 miR-124と同様に RANKL依存性破骨細胞分化を抑

制することが報告されている。しかし下記の 2点から miR-124が最も RAの治療に有用であ

ると考えられる。第一に、他の miRNAと異なり miR-124は破骨細胞分化に必須の NFATclを

制御することから、効率よく破骨細胞分化を制御できる。第二に、 RA患者の滑膜組織におい

てmiR-124は発現が低下している一方、 miR-146aおよびmiR-223は逆に発現が充進してい

る。すなわち、後者の 2分子を用いて破骨細胞分化を抑制するには高濃度の miRNAを投与す

る必要がある。

近年、 RAの治療には分子生物学的製剤がよく用いられているが、効果が大きい反面で、薬価

が高く二次無効の患者も存在する。一方、 miRNAは低分子RNAであり、従来薬と異なる作用点

を持つことから安価で効果的な治療となる可能性があり、また従来薬との併用も考えられる。

しかし、 miRNAを治療に用いるためには、安全性とドラッグデリバリーの面で課題がある。今

後、 miRNA-124を臨床応用するためには、これらを克服する必要がある。

［結語】

miR-124はNFATclの翻訳抑制を作用点として、 TNF-a/IL-6依存性経路による破骨細胞分

化を抑制することが明らかとなり、 RAによる骨破壊の治療に有用となる可能性が示唆された。
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【序論】関節リウマチ (RheumatoidArthritis; RA) は関節滑膜の炎症と骨•関節破壊を

特徴とする全身性の自己免疫疾患である。骨破壊に中心的に関わる破骨細胞は、 receptor

activator of NF-kB 1 igand (RANKL)により転写因子NFATclが誘導され分化すると考えら

れてきた。しかし近年、 RAの病態に深く関与する Tumornecrosis factor (TNF)-aと

Interleukin (IL)-6の共刺激により RANKL非依存性に骨吸収活性を有する破骨細胞が分化

しうること、そしてこの経路にも、 NFATclが必須であることが報告された。

マイクロ RNA(miRNA)は、アミノ酸をコードしない RNAであり、標的 mRNAの不安定化

および蛋白翻訳抑制により、細胞周期、アポトーシス、発がん、さらには免疫機能といっ

た多彩な生命現象を制御していることが明らかになりつつある。我々はこれまでに、炎症

性サイトカインやケモカイン、細胞周期タンパクの発現を抑制する miR-124が RA患者滑膜

細胞において発現が低下していることや miR-124の局所投与により、ラットァジュパンド

関節炎を抑制することを報告した。しかしこれまでに、 miR-124が RANKL非依存性破骨細

胞分化にどのような影響を与えるかについては明らかにはされていない。そこで我々は、

miR-124の RAの病態への関与をさらに検討するため、 TNF-a/IL-6依存性破骨細胞分化経

路への miR-124の影響を検討した。

【方法】 6~10週齢の雌マウス大腿骨から骨髄細胞を採取し、 M-CSF(20ng/ml)で 48時間

培養し、骨髄由来マクロファージを得た。その後、骨髄由来マクロファージを M-CSF(20 

ng/ml)及びRANKLを阻害する Osteoproteger in (1 /.1 g/ml)添加下で、 TNF-a (50 ng/ml) 

と IL-6(50 ng/ml)で共刺激した。この分化培養系を用いて、 miR-124mimic導入による

破骨細胞分化、骨吸収活性への影響について評価した。破骨細胞への分化の確認には TRAP

染色を行い、 TRAP染色陽性かつ 3核以上の核を有する細胞を破骨細胞とした。骨吸収活性

の評価には骨吸収活性評価キットを用い、 14日間培養後に pitareaの面積を測定した。

次に、 NFATclをコードする HFA『2遺伝子と、その下流で破骨細胞分化に関わる遺伝子群

である cts/(,ACP5, JJC-sta即及び ftgbJ遺伝子の mRNA発現量をリアルタイム PCR法で測

定した。さらに、 NFATclタンパク発現量をウェスタンブロット法で評価した。

各実験において、対照群はMOCK群およびNegativemimic導入群とし、 Negativemimic 

およびmiR-124mimicは終濃度 5nMでトランスフェクションした。統計解析には GraphPad

PRISMを用い、炉<0.05を有意基準として判定した。

【結果】 TNF-a/IL-6刺激により分化する破骨細胞数は、 MOCK群と Negativemimic群と比

較して、 miR-124mimic群で有意に低下していた（炉ご0.05)。同様に、骨吸収禽面積は、

MOCK群と Negativemimic群に比べmiR-124mimic群で有意に低下していた (P<O.05)。

さらに、破骨細胞特異的遺伝子である cts/(,ACP5, JJC-sta肌P及び JtgbJのそれぞれのmRNA

発現量は、 miR-124mimic群で有意に低下していた（炉ご0.05)。



一方、がFA『clmRNA発現量についてはMOCK群、 Negativemimic群、 miR-:-124mimic導入

群の間に差は認められなかったが、 NFATclタンパク発現量はmiR-124mimic導入により減

少していた。

【考察】 miR-124導入により、 NFA『clmRNA発現量は減少することなく NFATclタンパク発

現量が低下していたことから、 miR-124は、 NFATcl遺伝子翻訳抑制を作用点として破骨細

胞特異的遺伝子群の発現抑制を介し INF-a/IL-6依存性経路による破骨細胞分化を抑制す

る可能性が示唆された。

本研究から得られた知見は、 RAの骨破壊を防ぐ治療戦略として miR-124がもつ新たな可

能性を示唆するものである。すでに、 miR-146aおよびmiR-223が、 miR-124と同様に RANKL

依存性破骨細胞分化を抑制することが報告されているが、下記の 2点から miR-124が最も

RAの治療に有用であると考えられる。第一に、他の miRNAと異なり miR-124は破骨細胞分

化に必須の NFATclを制御することから、効率よく破骨細胞分化を制御できる。第二に、 RA

患者の滑膜組織において miR-124は発現が低下している一方、 miR-146aおよびmiR-223は

逆に発現が充進している。すなわち、後者の 2分子を用いて破骨細胞分化を抑制するには

高濃度の miRNAを投与する必要がある。

近年、 RAの治療には分子生物学的製剤がよく用いられているが、効果が大きい反面で、

薬価が高く二次無効の患者も存在する。一方、 miRNAは従来薬と異なる作用点を持つこと

から安価で効果的な治療となる可能性があり、また従来薬との併用も考えられる。しかし、

miRNAを治療に用いるためには、安全性とドラッグデリバリーの面で課題がある。今後、

miRNA-124を臨床応用するためには、これらを克服する研究が必要である。

【結語】 miR-124はNFATclの翻訳抑制を作用点として、 TNF-a/IL-6依存性経路による破

骨細胞分化を抑制することが明らかとなり、 RAによる骨破壊の治療に有用となる可能性が

示唆された。

本研究は、破骨細胞分化における miR-124の役割を研究したものであるが、従来明らか

でなかった、 RANKL非依存経路における miR-124のNFATcl蛋白発現抑制効果ついて重要な

知見を得たものとして価値ある集積である。よって、本研究者は、博士（医学）の学位を

得る資格があると認める。




