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研究成果の概要（和文）：NADPHオキシダーゼ(NOX)-2に依存した酸性化によるヒアルロニダーゼの活性化が細胞
外基質減少の原因であることを突き止めた。関節リウマチでは軟骨の変性以外に骨の吸収が進行することが 大
きな問題となっている。本研究では、一酸化窒素およびNOX由来の活性酸素種の下流シグナル分子として発見さ
れた8-nitro-cGMPが、炎症性サイトカインの刺激により破骨細胞とその前駆細胞で産生され、破骨細胞分化を促
進に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that NADPH oxidase (NOX)-2 activity-dependent 
acidification induced activation of hyaluronidase in chondrocyte cultures, which caused reduction in
 extracellular matrix. In rheumatoid arthritis, bone resorption progresses in addition to cartilage 
degradation. Hence, we studied the molecular mechanism of bone resorption occurs in an NO- and 
ROS-dependent manner. We found that 8-nitro-cGMP, a novel downstream signaling molecule of NO and 
ROS, was produced by osteoclasts and its progenitor cells in an NADPH oxidase-dependent manner after
 stimulation by inflammatory cytokines. We also found that 8-nitro-cGMP promoted osteoclast 
differentiation.

研究分野： 軟骨変性疾患

キーワード： 軟骨　軟骨変性疾患　NADPHオキシダーゼ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 変形性関節症(OA)は加齢や関節への過度
の機械的刺激によって発症する疾患で、関節
軟骨の軟骨細胞の細胞死と細胞外マトリッ
クスの減少を特徴とする。また、関節リウマ
チ (RA)は免疫異常による滑膜炎が関節軟骨
の変性と骨の破壊を引き起こす疾患である。
OA および RA の発症にはインターロイキン
-1β (IL-1β)などの炎症性サイトカインが
関与する。これまでに申請者らの研究グルー
プは、IL-1βの刺激を受けた軟骨細胞で、活
性酵素 (ROS) 産生酵素のひとつである
NADPHオキシダーゼ(NOX)-2の発現が誘導
され、これが軟骨細胞の細胞死に必要である
ことを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
 NOX-2 由来の活性酵素（ROS）の役割に
着目し、軟骨変性疾患における軟骨細胞外マ
トリックス減少のメカニズムを明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. IL-1βによるヒアルロニダーゼ活性上昇
メカニズムの解明 
(1)細胞外マトリックス減少への NOX-2 ある
いはその他の NOX の関与を明らかにする。 
７種類のNOXファミリー酵素が知られている。
これまでに、NOX-2 の軟骨細胞死への関与が
明らかなので [J Biol Chem 286:14744-52, 
2011]、NOX-2 その他の NOX ファミリー酵素の
発現・活性抑制が細胞内外の酸性化、ヒアル
ロニダーゼ活性化、細胞外マトリックス減少
に与える影響を明らかにした。 
(2)細胞外マトリックス減少への軟骨細胞
内・外の酸性化の関与を明らかにした。 
軟骨細胞培養の培地を人為的に様々な pH に
固定することで、IL-1β依存的なヒアルロニ
ダーゼの活性化および細胞外マトリックス
の減少がどのように変化するかを明らかに
した。 
(3)細胞外マトリックス減少へのヒアルロニ
ダーゼ活性の関与を明らかにする。 
軟骨細胞に発現する主要なヒアルロニダー
ゼであるヒアルロニダーゼ-1、-2、-3 の RNA
干渉が IL-1β依存的な細胞外マトリックス
の減少に与える影響を明らかにした。 
(4)細胞外マトリックス減少へのヒアルロン
酸受容体 CD44 の関与を明らかにする。 
軟骨細胞はヒアルロン酸受容体である CD44
を介してヒアルロン酸とアグリカンを結合
している。そこで、CD44 の中和抗体あるいは
CD44 の RNA 干渉が IL-1β依存的な細胞外マ
トリックスの減少に与える影響を明らかに
した。 
2. 軟骨細胞培養系における IL-1βによる酸
性化のメカニズムの解明 
 軟骨細胞培養系におけるNOX活性に依存し
た酸性化のメカニズムを解明するために、
種々の pH 調節タンパク質（Na+/H+ exchanger、

H+-ATPase、monocarbboxylate transporter
など）の阻害剤あるいは RNA 干渉が軟骨細胞
の IL-1β依存的な細胞内・外の酸性化に与え
る影響を明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) NOX 阻害剤 AEBSF は IL-1β誘導性の
hyaluronidase 発現を抑制しないが、pH を調
整しない時にヒアルロニダーゼ活性上昇を
抑制した 
 CD44,hyaluronidase1-3 を IL-1β存在下、
非存在下にて 48時間培養し RT-PCR にて評価
したところ、IL-1βが誘導するヒアルロニダ
ーゼ発現はNOXに非依存的であった（図1A）。
軟骨細胞培養で IL-1βによって誘導された
ヒアルロニダーゼ活性の上昇は PH の調整を
しない時にAEBSFによって抑制された（図1B、
C）。 

 
(2) NOX 阻害剤は IL-1βが誘導した細胞内・
外の酸性化を抑制した 
  ATDC5 に ITS を添加し 3 週間培養後 IL-1
βと阻害剤を添加し 48 時間培養し、細胞内
外の pH を測定した。 
 NOX 活性は軟骨細胞培養における酸性化に
関与していた（図 2A、B）。 
 pH の調整なしでは細胞外基質は減少する
が、pH の調節により元の細胞外基質が減少し
IL-1β添加時の基質減少は少なかった（図
2C）。 

 
(3) NOX-2 に依存して IL-1βが細胞内・外の
酸性化と細胞外基質減少を誘導した 
 AEBSFによる酸性化の抑制とNOX2のアンチ
センス ODN は、NOX-2 に依存して IL-1βが細
胞内・外の酸性化と細胞外基質減少を誘導し
ていることを示した（図 3A、B、C、D）[雑誌

A
- IL-1β 

AEBSF - - + + 
+ 

Hydase 2 

Hydase 3 

Hydase 1 

GAPDH 

CD 44 

C 

0 

0.5 

1.0 

H
yd

as
e 

ac
tiv

ity
 

(U
/m

l) 

IL-1β 
AEBSF 

- 
- - 

+ + 
+ 

NS 

B 

Time (h) 
48 36 24 12 0 

0 

0.1 

0.2 

0.3 

H
yd

as
e 

ac
tiv

ity
 

(U
/m

l) 

+IL-1β 

+IL-1β+AEBSF 
control 

* 

図1 NOX阻害剤はIL-1βが誘導するヒアルロニダーゼ活性上昇を抑制した 

B 

In
tr

ac
el

lu
la

r 
pH

 

6.2 
6.4 
6.6 
6.8 
7.0 
7.2 
7.4 

IL-1β
AEBSF 

6.8 

7.0 

7.2 

7.4 

E
xt

ra
ce

llu
la

r 
pH

 

IL-1β
AEBSF Time (h) 

E
xt

ra
ce

llu
la

r 
pH

 

6.8 

7.0 

7.2 

7.4 

48 36 24 12 0 

A 

Time (h) 

In
tr

ac
el

lu
la

r 
pH

 

48 36 24 12 0 
6.4 

6.6 

6.8 
7.0 

7.2 

7.4 

7.6 
7.8 

8.0 

+IL-1β 

+IL-1β 

Control 

Control 

* 

* 

* 
* 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

A
lc

ia
n 

bl
ue

 (a
rb

itr
ar

y 
un

it)
 

IL-1β 
pH 6.8 NA 

C * 

* 

図2 NOX阻害剤はIL-1βが誘導した細胞内・外の酸性化を抑制した 



論文①、学会発表①〜④]。 
 

 
(4) 破骨細胞分化がNOX活性に依存して促進
された 
 RA では軟骨変性に加えて骨吸収の亢進が
大きな問題である。そこで、骨吸収における
NOX の役割を解析した。破骨細胞前駆細胞は、
NOX 活性依存的に 8-nitro-cGMP を生成し、こ
れが破骨細胞分化を促進することを見出し
た[雑誌論文②]。 
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