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研究成果の概要（和文）：変形性関節症(OA)に対し、ハーブなどに含まれるカルノシン酸(CA)の効果をヒト滑
膜・軟骨細胞を用いて検討した。CAはヒト滑膜・軟骨細胞において抗酸化酵素HO-1を活性化させ、さらに軟骨分
解酵素などのOA関連遺伝子の発現を抑制した。CAが軟骨細胞においてOA様の変化を抑制する分子機構として、CA
は軟骨恒常性を維持するmiR-140を活性化し、Bach1遺伝子の発現を抑制することでHO-1を活性化させることを見
出した。今後、CAの効果をマウスレベルで検討することはOA予防に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the effect of carnosic acid (CA) on 
osteoarthritis (OA) using human synovial fibroblast and human chondrocytes. The expression of heme 
oxygenase-1(HO-1) was upregulated in human synovial fibroblasts and chondrocytes treated with CA in 
a dose-dependent manner. CA had no effect on the expression of Col2a1 in chondrocytes. CA suppressed
 the expression of OA-related genes in human synovial fibroblast and chondrocytes.In addition, the 
expression of the cartilage-degrading enzyme was suppressed. We found that CA activates miR-140 
which maintains cartilage homeostasis and activates HO-1 by suppressing the expression of Bach1 gene
 as its molecular mechanism. These findings suggest that CA is an effective HO-1 inducer and have a 
potential to be a supplement for OA prevention.

研究分野： 分子生物学 運動器疾患
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１.研究開始当初の背景 
  超高齢化社会を迎えた我が国において、
「寝たきり」にならず、いかに健康寿命を伸
ばすかということは大きな課題である。運動
器疾患は寝たきり原因の割合の多くしめ、そ
の中でも変形性関節症(OA) は約 3000万人も
の罹患者が示唆されている。現在、OA の治療
の多くは抗炎症薬による痛みや腫れの抑制、
人工関節置換といった対症療法が主な治療
方法である。それゆえ疾患マーカーを用いた
早期発見やサプリメントなどによる予防と
いった先制的な医療は殆ど存在しない。今後、
更なる高齢化に伴う罹患者の増加と、これに
必要とされる医療費の拡大が予測される。ま
た、OA 症状の悪化は著しく QOL(Quality of 
life)を損なうことから、これらの対策とし
て OA に対する新たな治療の開発や診断マー
カーの発見が必要である。 
  OA の原因の一つに加齢や機械的ストレス
によって誘導される酸化ストレスが考えら
れていたことから、研究代表者らは抗酸化酵
素ヘムオキシゲナーゼ 1(HO-1)に注目し研究
を進めてきた。HO-1 の抑制因子である Bach1
欠損マウスを用いた解析から、野生型に比べ
HO-1 が高発現する Bach1 欠損マウスは OA様
変化が抑制されることを報告している
(Takada T et al., Arthritis Res Ther, 2015)。 
このことから、抗酸化能を高めるとの報告の
ある適度な運動や栄養素の摂取 (Davidson 
RK et al., Arthritis Rheum, 2013) によっ
て HO-1 を活性化することは OAの予防効果が
得られるのではないかという仮説をたて、こ
れを明らかにすることを試みた。また、これ
らの分子機構については新たな遺伝子制御
因子である microRNA（miRNA） に注目して研
究を行った。miRNA は複数の標的因子の発現
を微調整することで軟骨の恒常性を維持し
ていることが報告されている(Miyaki S et 
al., Genes Dev, 2010)。また、miRNA は細胞
内で機能したのち分解されると考えられて
きたが、近年では骨髄や血液等の体液に分泌
される Exosome 等の顆粒小胞に mRNA や,タン
パクと共に含まれ、標的細胞内へ移動し、遺
伝子の発現を制御するという細胞間コミュ
ニケーション因子として注目されている
(Valadi H et al., Nature Cell Biol, 2007)。 
以上のことから、本研究ではOA疾患に対し、
抗酸化ストレスの観点からアプローチを試
み、分子機構として miRNA に注目し研究を進
めた。 
 
２.研究の目的 
 HO-1 の活性化が OA 予防に繋がるという仮
説を明らかにするために、栄養成分としてハ
ーブなどに含まれるカルノシン酸(CA)に注
目した。CA は OA 予防に効果があると報告さ
れたスルフォラファン(Davidson RK et al., 
Arthritis Rheum, 2013)と同様に抗酸化作用
があること、神経細胞などでは、酸化ストレ
スから生体を防御するKeap-Nrf2システムを

制御し HO-1 を活性化することが知られてい
る(Satoh T et al., J Neurochem, 2008)。 
本研究では、CA が関節を構成する細胞に対し、
関節保護作用があるか、及びそのメカニズム
検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
- CA による OA 予防効果の検討 – 
(1) 滑膜細胞を用いた in-vitro 実験 
 CA 及び IL1-βをヒト滑膜細胞に添加し、
HO-1 の発現をウエスタンブロット法により
定量した。OA関連遺伝子として、軟骨基質や
軟骨分解酵素の発現をリアルタイムPCR法に
より評価した。 
 
(2) 軟骨細胞の in-vitro 実験 
 CA 及び IL1-βをヒト 軟骨細胞に添加し、
HO-1 の発現をウエスタンブロット法により
定量した。OA関連遺伝子として、軟骨基質や
軟骨分解酵素の発現をリアルタイムPCR法に
より評価した。また、マウス由来軟骨組織を
用いて、同様に CA 及び IL-1βを添加し、グ
ルコサミノグリカン(GAG)の分解抑制能を評
価した。 
 
(3)OA 様変化の抑制分子機構(軟骨細胞) 
 CA を添加した軟骨細胞から RNA を精製し、
miRNA マイクロアレイ解析を行った。得られ
た結果とデータベース解析からmiRNAとその
標的遺伝子を予測した。予測された標的遺伝
子の 3’UTR 側をルシフェラーゼ遺伝子の下
流に繋いだベクターをHEK293T細胞に導入し、
ルシフェラーゼアッセイにより評価を行な
った。 
 
４．研究成果 
(1) 滑膜細胞を用いた in-vitro 実験 
 CA をヒト滑膜細胞に添加したところ、濃度
依存的に HO-1 の発現が増加することを確認
した(図 1)。 

 
  CA 及び IL1-βをヒト滑膜細胞に添加し、
OA 関連遺伝子等の発現を検討したところ、
IL-6 や MMP-13 の発現を抑制することが明ら
かとなった(図 2)。 



(2) 軟骨細胞の In-vitro における評価 
 CA 及び IL1-βをヒト軟骨細胞に添加し、
HO-1 の発現を評価した結果、CA10,50μM と
濃度依存的にHO-1の発現の増加を確認した。
また、CA 添加により、IL-1βによって誘導さ
れる HO-1 の発現低下を抑制することが明ら
かとなった(図 3)。 

そこで、OA 関連遺伝子等の発現を検討した結
果、CA 添加によって軟骨基質を構成する
Col2a1 の遺伝子発現に変化は観察されたな
かった。一方で、IL-1β添加によって発現が
増加した軟骨分解酵素 ADAMTS-5 や MMP-13 の
発現は CA を添加した場合、発現を抑制でき
ることを確認した(図 4)。 
 

 
また、マウスより関節軟骨組織を採取し、同
様の処理を行い、GAG の 放出を定量した結果、
CA 存在下では GAG の放出が抑制された。 
(1),(2)の研究成果から、IL-1β誘導性の OA
様状況下において、CA は関節を構成する滑膜
細胞、軟骨細胞を保護することが明らかとな
った。 
 
(3) OA 様変化の抑制分子機構(軟骨細胞) 
 CA添加を行なった軟骨細胞を用いてmiRNA
に対するマイクロアレイ解析を行なった結
果、軟骨の恒常性維持に重要な役割を果たす
miRNA-140 の発現増加を確認した。Target 
Scanの結果Bach1遺伝子3’UTR側にmiR-140
の結合配列の存在が確認され、miR-140 が
Bach1 を標的遺伝子としていることが予測さ
れた(図 5)。 

 
 
 

Bach1の3’UTR側をルシフェラーゼ遺伝子の
下流に繋いだベクターをHEK293T細胞に導入
し、ルシフェラーゼアッセイにより評価を行
なった。miR-140 を導入した場合、ルシフェ
ラーゼの活性が低下した。一方、miR-140 の
結合配列に変異を導入した場合、ルシフェラ
ーゼの活性に変化が見られなかった(図 6)。 

 
  以上のことから、IL-1β誘導性の OA 様状
況下において、CA は軟骨の恒常性維持に重要
な microRNA-140 を介して Bach1 の機能を抑
制すること、そしてその結果、HO-1 の活性化
を誘導して関節を構成する細胞を保護する
という新たな機序が明らかとなった(図 7)。 

   
現在、マウス個体を用いて CA の関節投与や
飲水投与による検討を行なっている。In – 
vitro での効果が In – vivo においても観
察できれば将来的にはサプリメントによる
OA 予防の開発に繋がる可能性がある。 
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