
岡山大学・保健学研究科・非常勤研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

microRNAとエクソソーム解析によるメカニカルストレスの関節軟骨への作用解明

Analysis of cartilage protection by mechanical stress -miRNA and extracellular 
vesicles functions in osteoarthritis-

１０５３４８０２研究者番号：

大月　孝志（Ohtsuki, Takashi）

研究期間：

１６Ｋ１０９０５

年 月 日現在  元   ６   ６

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：関節液を遠心、酵素処理しエクソソーム（EVs）の精製する方法を確立した。更に軟
骨細胞へのEVs添加試験系を確立しマトリックス成分、マトリックス分解酵素、ヒアルロン酸分解酵素mRNAの発
現変化をRT-PCR法を用いて解析した。 軟骨細胞のEVs取り込み機構を解析し、クラスリンの関与するエンドサイ
トーシスであることを明らかにした。
軟骨細胞に対しメカニカルストレスを与え、炎症性サイトカインで誘導されるマトリックス分解酵素発現を抑制
する可能性のあるmicro RNAを複数同定した。これらmicro RNAのタンパクレベルでのプロテオグリカン分解酵素
産生抑制、ヒアルロン酸分解因子産生抑制を確認した。

研究成果の概要（英文）：We established the method how to purify Extracellular vesicles (EVs) from 
synovial fluid. Furthermore, we analyzed the effects of adding EVs in culture medium in mRNA 
expressions (matrix components and matrix degradative enzymes) by RT-PCR method. Using fluorescence 
labelled EVs and some inhibitors, we revealed EVs were up-taken by clathrin mediated endocytosis in 
chondrocyte. 
We isolated several miRNAs that reduced inflammatory cytokine induced matrix degradative enzyme 
protein expression.

研究分野： マトリックスバイオロジー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節液からエクソソーム（EVs）の精製する方法を確立し、軟骨細胞へのEVs添加試験系を用いて滑液中EVsが周
辺組織に作用するかを解析可能にした。また軟骨細胞のEVs取り込み機構を解明したことでEVs が変形性関節症
（OA）にどのように関与するか、EVsの内包するどの成分（mRNA、miRNA、タンパク）が作用するのかという解析
を行うことができるようになった。また、本研究でマトリックス分解酵素発現を抑制する可能性のあるmiRNAを
同定し、これらmiRNAのタンパクレベルでのマトリックス分解因子産生抑制を確認した。OA治療薬としてのmiRNA
の可能性が示された。



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、整形外科領域で最も頻度の高い骨・関節疾患であり、加齢に伴い有病
率が大きく上昇する。本邦では 1000 万人以上が自覚症状を有し、潜在的患者数は 3000 万人と
推定されている。その発症・進行にはメカニカルストレスや外傷・加齢など様々な要素が関与
していると考えられている。 
OA では関節に豊富に存在しその機能維持・形態保持に関わっている細胞外マトリックス（プ
ロテオグリカン）であるアグリカンが分解され、断片が関節液中に認められる。細胞の産生す
る miRNA は標的となる mRNA と結合しタンパク発現を翻訳レベルでコントロールする。OA
の病態と miRNA の関わりについてはほとんど報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
 
メカニカルストレス(MS)は変形性関節症(OA)の進行に重要な役割を担っている。本研究は MS
がもたらす軟骨細胞外マトリックスへの作用の複雑な分子メカニズムを miRNA やエクソソー
ムの観点から解明して新たな OA の治療ターゲットを探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
軟骨細胞に炎症性サイトカイン存在下で MS を与えることでマトリックス分解酵素の発現抑制
が誘導出来る。細胞から miRNA を回収し、miRNA アレイ解析を行い発現抑制に関与する可能性
の高い miRNA を選抜する。選抜は段階的に行った。 
サイトカイン単独、炎症性サイトカイン・MS併用での発現量変化を比較する。 
アルゴリズムの異なる miRNA の標的予測ソフトを用いて、マトリックス産生・分解に関連する
因子（マトリックス分解酵素、マトリックス成分、転写因子、サイトカイン、炎症、チャンネ
ル、）を制御する miRNA を選抜する。 
選抜した miRNA 特異的阻害剤、miRNA 発現ベクターを用いて標的タンパクの発現レベルを測定
する。 
滑液よりエクソソームを回収し、細胞に添加し細胞の産生するマトリックス関連遺伝子の発現
を解析する。 
 
４．研究成果 
 
軟骨細胞に対し MS を与え、炎症性サイトカインで誘導されるマトリックス分解酵素発現を抑制
する可能性のある miRNA を複数同定した。これら miRNA のアナログ、阻害剤、miRNA 発現ベク
ターで軟骨細胞を処理し、タンパクレベルでマトリックスのメジャーな成分であるプロテオグ
リカン分解酵素産生抑制、ヒアルロン酸分解因子産生抑制を確認している。 
軟骨細胞の培養上清から回収したエクソソームを用いて軟骨細胞への添加試験を行い、必要な
培養上清量、添加時間を検討しエクソソーム添加試験系を確立した。サイトカイン処理した培
養軟骨細胞の培養上清から回収したエクソソームを軟骨細胞に添加し、マトリックス成分（ア
グリカン、２型コラーゲン）、マトリックス分解酵素（ADAMTS4、5、9、MMP-13）、ヒアルロン酸
分解酵素（KIAA1199）mRNA の発現変化を RT-PCR 法を用いて解析した。 
軟骨細胞 OUMS-27 に対し MS を負荷し培養上清中に産生されるエクソソームを超遠心法、カラム
法で回収し比較した。超遠心法は収量が少なく､逆に行程数、時間も多い為カラム法での回収が
適していると判断した。 
関節液を遠心（低速、高速）、酵素処理することにより滑液からエクソソームを精製する方法を
検討・確立した。精製した粒子については粒子径分布分析をおこない直径が 30-100nm であるこ
と、電子顕微鏡観察を行い脂質 2重膜構造を持つ球状構造であること、マーカータンパクをウ
ェスタンブロット分析を行い CD9 を含有すること、RNA 含量測定を行い RNA を含有することを
確認した。軟骨細胞培養上清からも同様にエクソソーム回収を行った。既報の情報と比較・検
討し精製された粒子がエクソソームであることを確認した。  
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