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「炎症の慢性化機構の解明と制御に向けた基盤技術の創出」 
 平成２２年度採択研究代表者 
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東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科・教授 
 

RNA階層における炎症の時間軸制御機構の解明 
 

 
 
§１．研究実施体制 

 

（１）「淺原」グループ 

① 研究代表者：淺原 弘嗣 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科、教授） 

② 研究項目 

・miRNA ターゲット同定システム開発 

・miR-146の成熟における時間軸 

・miRNA 非依存的な炎症制御スクリーニング 

 

（２）「高田」グループ 

① 主たる共同研究者：高田 修治 （(独)国立成育医療研究センター研究所 システム発生・再

生医学研究部、部長） 

② 研究項目 

・miRNA の網羅的同定システム開発 

H24 年度 

実績報告 
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§２．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

＜研究のねらい＞ 

 我々は、最近転写後調節に重要な機能をもつことが発見されたノンコーディング RNA の

一つマイクロ RNA（miRNA）に注目し、関節炎においてその炎症を抑制する自空間特異的

な miRNA、miR-140 と miR-146の重要な機能を報

告してきた。本研究では、これらの発見を基盤と

して、新しい研究手法を確立、導入することで、

RNA 階層における炎症の時空間軸制御分子メカ

ニズムを明らかにすることを目標に、I)時間軸お

よび疾患特異的な miRNA の網羅的な同定、II) 

miRNA のターゲットの同定、III) miRNA の発現制

御機構の解明、IV) miRNA 非依存的な転写後調節

機構の解明を行っていく（図１）。 

＜研究成果＞ 

I) 次世代シークエンサーを用いた炎症の時間軸及び疾患特異的な miRNA の網羅的な同定 

 平成 24年度は関節リウマチ（RA）および変形性関節症（OA）由来滑膜組織と血球系細

胞株である THP-1、関節炎の主体となる関節滑膜細胞の炎症性サイトカイン刺激後時間軸

における miRNAの発現変動および RNA エディッティングを次世代シークエンサーにて解

析した。これまでに RNA エディッティングについては検出されていない。RA/OA 滑膜の

miRNA 発現比較では、RA 滑膜において発現が

有意に亢進または低下しているmiRNAがいくつ

か得られた（図２A）。また、新規の miRNA と考

えられる配列も得られている（図２B）。これら

のデータと比較するための滑膜におけるサイト

カインなどの mRNA 発現などを測定中である。

TNFα 刺激を行った THP-1 については炎症性

miRNAであるmiR-146aを中心にクラスター解析

を行った。また、炎症性サイトカイン刺激実験の

ための滑膜細胞は収集した滑膜より分離し、

IL-1β 刺激後経時的に RNA を取得し、miRNA シ

ーケンスを行った。 

 また、TALEN 技術を用いた新たなノックアウトマウス作製法の開発を行った。TALEN

はDNA結合配列をカスタマイズすることが可能な人工 DNA結合タンパク質にヌクレアー

ゼを付加したもので、目的のゲノム配列を切断できる。この TALEN mRNA を受精卵にイ
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ンジェクションし、マウスを作製することで ES 細胞での相同組み換えを介さずにノックア

ウトマウスを作製することが可能となる。我々は、miR-146a と、滑膜組織で高発現してい

た miR-10a/b 遺伝子に対する TALEN を用いて、それぞれの miRNA の変異マウスを作製す

ることに成功した。今後はこの技術を用いて上記高速シークエンサーによる解析により同

定した miRNA の個体レベルでの機能解析を行っていく。 

II) miRNA のターゲットの同定 

 miRNA のターゲットをスクリーニングするシステムとして、ルシフェラーゼ遺伝子の

3'UTR 部分に約 5000 遺伝子の全長配列を挿入したレポーターベクターライブラリーと

miRNA の発現ベクターを用いたルシフェラーゼアッセイシステムを構築し、miR-146aのタ

ーゲット遺伝子の同定を試みた。その結果、既知の標的遺伝子である TRAF6 と１つの新た

な標的候補を同定した。また、TRAF6 には miR-146aの標的配列が 3'-UTR に 2 つ存在する

が、片方に変異を導入すると miR-146aによる活性低下が見られなくなることが分かり、複

数箇所への miRNA の結合が発現抑制に重要である可能性が示された。 

III) miRNA の発現制御機構の解明 

 軟骨細胞で発現し、過剰発現で関節炎を抑制する効果のある miR-140 の発現を調節する

ゲノム領域を細胞ベースのルシフェラーゼアッセイおよびトランスジェニックマウスによ

る in vivoの解析により同定した。さらに Sox5、Sox6および Sox9 がこのゲノム領域を制御

していることを明らかにした 1)。 

IV) miRNA 非依存的な転写後調節機構 

 炎症性サイトカインである IL-6 を転写後調節する新たなmiRNA 非依存的因子を同定す

るために、ルシフェラーゼ遺伝子の 3'UTR に IL-6 の 3'UTR を挿入したレポーターベクタ

ーを作製し、約 6000 個の発現ベクターライブラリーを用いたルシフェラーゼアッセイシス

テムによりスクリーニングを行った。その結果、このレポーター活性を増加させる遺伝子

として RNA結合タンパク質が見つかった。そのタンパク質は過剰発現により IL-6のmRNA

を安定化し、IL-6 を転写後調節する新たな遺伝子である可能性が示された。 

＜今後の見通し＞ 

 炎症に関与する新たな miRNA の同定は、次世代シークエンサーを用いたデータの解析を

進め、細胞および個体レベルで炎症における miRNA の機能について検証していく。

miR-146a の標的遺伝子の同定は、TRAF6 の解析から、標的遺伝子の複数箇所に miRNA が

結合することが重要である可能性が示され、miR-146a と同期して発現する他の miRNA と

の協調的な働きが重要であるという仮説について検討を行う。また、IL-6 を転写後調節し

ている可能性がある RNA 結合タンパク質のノックアウトマウスを作製し、炎症における機

能について in vivo で調査する。また炎症性サイトカインの異常な産生が慢性炎症の原因の

一つであると考えられるが、我々は TALEN 技術を用いて、これら遺伝子のプロモーター・

エンハンサーを特異的に単離する技術を開発し、発現制御を行う転写関連因子やノンコー

ディング RNA などの同定を行い、慢性炎症における異常な発現誘導の原因を調査する。 
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§３．成果発表等 
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（３－２） 知財出願  

① 平成 24年度特許出願件数（国内 0件） 

 

② CREST 研究期間累積件数（国内 0件） 

 


