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研究成果の概要（和文）：マウスおよびヒト滑膜細胞のメカニカルストレスに対するカルシウムイオン依存性の
情報伝達経路について検証した。両細胞ともに滑膜へのMSにより細胞内小胞体からのカルシウムイオン遊離と
TRPV4チャネルの活性化によるカルシウムイオンの流入が生じていることが示唆された。
さらに、早期変形性関節症治療の研究に有用なマウスモデルを検討した。 内側半月板不安定化モデルは他のモ
デルよりも遅い進行を示し、そして組織学的に有用であることが示された。 しかしながら、関節軟骨損傷の程
度にかかわらず、自発運動量の変化は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：We examined calcium ion-dependent signaling pathways for mechanical stress 
(MS) in mouse and human fibroblast-like synoviocytes (FLS). In both cells, MS to FLS suggested that 
calcium ion release from intracellular endoplasmic reticulum and calcium ion influx due to 
activation of TRPV4 channels. 
Furthermore, we examined useful mouse model for the treatment study of early osteoarthritis. The 
model of destabilization of medial meniscus was showed slower progression than other models, and was
 might be useful histologically. However, changes in locomotor activity were not found regardless of
 the degree of articular cartilage damage.

研究分野：リハビリテーション科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は予防的見地に立ち、症状・変形の増悪を防いでいく予防的運動療法確立の基盤となる研究であり、高齢
社会において再生医療と並ぶ重要な課題である。
健常者同様に膝OA患者においても、身体運動が活発であれば軟骨量を維持し欠損が少ないことが示されており、
予防に効果的な運動負荷とその生理的メカニズムの基盤を確立することが求められている。



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(osteoarthritis：以下 OA)は軟骨基質の破壊と疼痛による機能制限をもたらす退
行性疾患で、高齢者の増加と長寿化にともない急速に患者数が増加している。我が国では 50
歳以上で膝に何らかの異常をもつものが 2000万人以上、痛みを伴う変形性膝関節症（膝 OA）
患者は 820万人以上と推定され、介護が必要となり得る重大な疾患のひとつである。関節変形
は不可逆性変化であるため、その変化を最小限に留めておくための予防法の確立が急務である。 
OA に対する運動療法の一つである関節運動は骨関節に対し圧迫・牽引力を伴う一種のメカニ
カルストレスを与える治療であるが、関節運動制限に対する関節運動の治療的介入は関節の状
態次第では軟骨・滑膜組織の変性を進行させる可能性が指摘されており(小島，渡邊，他．理学
療法科学．2009)、効果的な運動療法確立には関節組織のメカニカルストレス応答メカニズムの
解明が必要である。OA 発症初期には、滑膜の炎症が疼痛や関節水腫の発生に関与し、その病
態にCGRPや SPなどの神経ペプチドによる神経原性炎症が関与していると考えられているが、
滑膜と神経の相互作用については十分に検証されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①滑膜細胞のメカニカルストレスに対するカルシウムイオン依存性の情報
伝達経路を明らかにし、メカニカルストレスが滑膜細胞を介して神経を含む関節構成組織に及
ぼす影響を明らかにすること、②関節構成組織と神経細胞との病態生理的な相互作用の解明に
必要な、関節症状が軽度で治療効果が期待できる早期 OAに対応するげっ歯類のモデルを作製
すること、である。 
 
３．研究の方法  
実験 1）滑膜細胞のメカニカルストレスに対するカルシウムイオン依存性の情報伝達経路 
①細胞培養 
 マウス線維芽細胞様滑膜細胞は生後15週から20週のマウスの後肢膝関節滑膜より単離した。 
神経細胞は生後 15週から 20週のマウスの後根神経節（DRG）より単離した。両細胞を同一培
養皿に播種し 48時間共培養した後、蛍光カルシウム指示薬である Fluo-3AMを負荷した。 
 また、ヒト線維芽細胞様滑膜細胞を用いて（CDD-H-2910-N; Articular Engineering）マウスと
の比較を行った。 
②線維芽細胞様滑膜細胞に対するカルシウムイメージング 
申請者らが確立した共培養細胞刺激実験システム（Asada K et al. Am J Physiol-Cell Physiol. 

2012）を用いて実験を行った。ガラスマイクロピペットを装着したマニュプレーターを用いて、
滑膜細胞にメカニカルストレスを加えた。そのときの滑膜細胞または神経細胞に起こるカルシ
ウム濃度変化を測定した。カルシウム濃度変化の測定は Ca2+蛍光検出解析ソフト
AQUACOSMOSを使用して行った。 
 
実験２）早期 OAモデルの組織学的変化と自
発運動量の関係を検証 
① Destabilization of the medial meniscus 
(DMM) surgical instability modelsの検討 

20 週齢のマウスに膝関節内側半月脛骨靱
帯のみを切除する DMMを施行した。術後８
週間の通常飼育を行い、自発運動量を測定し
た。運動量の測定にはビームセンサー式自発
運動量測定システム（PanLab 社製）を用い、
1週間毎に 24時間の運動量を測定した。8週
後に両膝関節の前額面が観察可能なパラフ
ィンブロックを作成し Safranin-O/Fast Green
染色を行い、光学式顕微鏡(Olympus 社製、
BX53)で観察した。大腿骨軟骨、脛骨軟骨の
損傷の程度を組織学的スコア(Glasson ら 3）
の方法に準拠)で評価した。 
 
４．研究成果 
①滑膜細胞へのメカニカルストレスに対する情報伝達経路： 
これまでに正常マウス滑膜組織へのメカニカルストレスは滑膜組織から神経組織へカルシウ
ム依存性の情報伝達を行うことを明らかにした。また、滑膜細胞の反応には小胞体からカルシ
ウムの遊離、TRPV4（Transient receptor potential vanilloid 4）チャネルが関わっている可能性が
あることを示した。さらに滑膜細胞における CRAC（Calcium release-activated channel）の関与
について検証した。メカニカルストレスに対する滑膜細胞の反応は CRAC 阻害剤である
YM58483投与しても変化が見られなかった。さらに細胞外カルシウムが無い状態でタプシガル
ギンを投与した後、灌流液カルシウム濃度を２ｍＭに変化させても細胞質へのカルシウム流入
は観察されなかった。これらの結果から、正常マウス滑膜細胞では CRAC が発現していない、

 

図１．ビームセンサー式自発運動量測定装置 



図 4：DMM 術施行マウス膝関節．HE およびサ
フラニン O染色結果．内側半月板の逸脱、大腿骨
と脛骨内側顆の軟骨表層に fibrillation、軟骨下骨
へ達する亀裂、内側顆の広範囲にわたる
eburnation 2018  

もしくは活性化されない可能性が示唆された。 
次に、メカニカルストレスに対する滑膜細胞の受容メカニズム解明に向けて、滑膜細胞のメ
カニカルストレスに対する細胞内カルシム反応をマウスとヒト間で比較した。細胞外カルシウ
ム存在下では、メカニカルストレスによって、マウスおよびヒト両方の滑膜細胞において細胞
内のカルシウム濃度の上昇反応を起こした（図２、３）。これらの反応は外液カルシウムが存在
しない条件においても残存した。以上の結果から、マウスおよびヒトにおける滑膜細胞の応答
が細胞内ストアからのカルシウム放出に関与している可能性を示唆した。また、ヒト滑膜細胞
においても TRPV4の関与が示された。 

 
②運動検証： 
14週齢および 10ヶ月齢の正常マウスを対象に、自発運動量を比較検討した結果、14週齢にお
ける 24時間当たりの総自発運動量は 34,188±1,172回、10ヶ月齢の総自発運動量は 19,410±448
回となり、加齢により自発運動量の低下が認
められた。次に 10ヶ月齢のマウスに DMM手
術を施行し自発運動量を計測した、外科的操
作翌日の総自発運動量は 7,860±245 回、1 週
後で 13,733±861回、8週後で 18,815±889回で
あった。外科的操作直後は自発運動量の低下
が認められたが、時間経過とともに活動量は
増加した。 
変形性関節症(OA)のモデル検証のため化
学的に OA を誘発するモデルと外科的に OA
を誘発する 4つのモデルを検証した。膝関節
内側半月脛骨靱帯のみを切除する侵襲の少
ない DMMモデルは他のモデルに比べ進行が
緩徐であり、予防的運動療法の効果を検証す
るために組織学的には有用であることを示
した。しかしビームセンサー式自発運動量測
定装置による自発運動量は手術の有無で差
が見られなかった。今後運動量をコントロー
ルして観察していく必要がある。 
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図２．メカニカルストレスに対するマウス
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図３．メカニカルストレスに対するヒト滑
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