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研究成果の概要（和文）：関節軟骨は生理的に低酸素環境にあり、軟骨細胞の生存、分化、代謝にはHIF-1αが
重要である。われわれはラットをtreadmill装置で強制走行させることで関節軟骨でHIF-1,2αの発現が変化する
ことを解析した。さらに低酸素環境下でのmechanical stress応用機構をin vitroで解析することで、低酸素環
境下では定常酸素環境下と異なる遺伝子が軟骨代謝を制御している可能性があることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Articular cartilage is physiologically in a hypoxic condition, and HIF-1α 
is important for chondrocyte survival, differentiation, and metabolism. We tried to force rats to 
run on treadmill and evaluate that the production of HIF-1, 2α in articular cartilage were changed 
by running speed. Furthermore, by analyzing the mechanical stress application mechanism in hypoxic 
condition in vitro, We expected that genes different from regulating in normoxic condition may 
regulate cartilage metabolism in hypoxic condition.

研究分野：軟骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
 関節軟⾻は無⾎管組織であるため，軟⾻
細胞は⽣理的に低酸素環境下で恒常性を維
持している．Hypoxia-inducible 

factor(HIF)-1αは低酸素環境下で発現するス
トレス応答性転写因⼦であり，変形性関節
症（osteoarthritis; OA）における軟⾻変性に
関与していることが明らかとなっている．
われわれは，HIF-1αは軟⾻基質代謝を亢進
させ，軟⾻保護作⽤を持つことを明らかに
した．（Kubo T.et al. J Orthop Res, 2014）．
このことから，HIF-1αは OA 治療の新たな
ターゲット分⼦として期待できる．  

 HIF-1αの発現を促進させる薬剤の⼀つに，
塩化コバルトがあるが，⽣体毒性があり臨
床応⽤は不可能である．このため，⽣体毒
性のない薬剤の探索が必要である．また，
運動は関節内に低酸素環境を誘導するとい
う報告があり（Eur J Appl Physiol, 2012），
運動刺激により関節軟⾻で HIF-1αの発現
を促進できる可能性がある．そこで HIF-1α

の発現を促進，または分解抑制する薬剤や
刺激を明らかにすることができれば新規
OA 治療法の開発の基盤となる可能性があ
る． 

２．研究の⽬的 

 関節軟⾻において HIF-1αを賦活化する
薬剤や刺激を明らかにすることで新規 OA

治療法の開発が可能か検討すること． 

 

３．研究の⽅法 

(1)treadmill ⾛⾏を⽤いた運動が関節軟⾻へ
与える影響の評価 

12 週齢雄性の wistar 系ラットを⽤いて 45

分間の単回⾛⾏を⾏った．⾛⾏後すぐに
sacrifice し，膝関節を HIF-1α, HIF-2αで免疫
染⾊した．また，同様に単回⾛⾏後に膝関
節軟⾻から RNA を抽出した．転写因⼦とし
て sox9，NF-κB，anabolic factor として
aggrecan，col2a1，catabolic factor として

ADAM-TS5，MMP-13，col10a1 の遺伝⼦発
現を real time RT-PCR で解析した． 

 

(2)低酸素培養と伸展刺激装置を併⽤した関
節内 in vitro モデルの作製 

6 週齢雄性の wistar 系ラットの肩関節、股関
節、膝関節から軟⾻組織を採取し、軟⾻細
胞を単離した。単離した軟⾻細胞を 1 型コ
ラーゲンコーティングを施したシリコンチ
ャンバーに播種し 2 ⽇間培養した。その後
5%低酸素環境下でメニコン社製の⾃動伸
展 培 養 装 置 ShellPa を ⽤ い て 間 ⽋ 的 な
mechanical stress を加えた。また、同様の実
験系を低酸素環境下でも⾏った。伸展強度
は 20%で、刺激時間 24 時間で⾏った。刺激
後すぐに total RNA を回収し，real time 

RT-PCR 解析した． 

 

４．研究成果 

12m/min 群ではほとんどの軟⾻代謝関連因
⼦で遺伝⼦発現の変化を認めなかった．
20m/min 群では sox9 と ADAM-TS5 の遺伝
⼦発現が有意に上昇した（図 1）． 

 
図 1. ラット関節軟⾻に treadmill ⾛⾏が与える影響 

 

免疫組織化学染⾊では，control 群と⽐較し
12m/min 群では HIF-1αの染⾊性が上昇して
いた（図 2）．control 群と⽐較し 20m/min

群では HIF-2αの染⾊性が上昇し，12m/min

群では低下した（図 3）． 



 

図 2. treadmill ⾛⾏による HIF-1αの発現変化 

 

 

図 3. treadmill ⾛⾏による HIF-2αの発現変化 

ラットトレッドミル単回⾛⾏では control 群
と 12m/min 群で遺伝⼦発現の有意差を認め
なかった．このことから単回⾛⾏では，適
度な運動が軟⾻代謝に与える影響は少ない
と考えた．⼀⽅，反復⾛⾏により OA を発
症する速度とされる 20m/min 群では単回⾛
⾏でも軟⾻代謝に変化が⽣じた．HIF-1, 2α

産⽣が⾛⾏速度によって変化したことから
HIF-1,2αは運動における軟⾻代謝のバラン
スを調整している可能性があると考えた． 

次に軟⾻細胞の低酸素環境下での
mechanical stress に対する応答機構を解明す
るため低酸素培養装置内で⾃動伸展培養装
置を⽤いた実験を⾏った． 

5%低酸素環境下で 20%伸展刺激を 24 時間
加え続けることで様々な遺伝⼦発現に変化
が⽣じた．特に HIF-1,2αは低酸素環境下で
mechanical stress を加えることで有意に上昇
していた（図 4）．このことから定常酸素

下と低酸素環境下では mechanical stress に
対する反応が変化することがわかり，より
in vivo モデルに近い環境で stress 応答を解
析することで実際の関節内での軟⾻代謝が
解析可能であり，新規 OA 治療法の開発に
つながる可能性がある． 

図 4. 関節軟⾻における低酸素環境下での mechanical 

stress 応答機構の解析 
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