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研究成果の概要：家兎 ACL 切断変形性関節症(OA)モデルを用いて、OA 発症初期の関節滑膜

で過剰発現する候補遺伝子を検出した。その候補遺伝子の siRNA をエレクトロポレーション

法にて関節滑膜に導入したところ明らかに OA が進行した。OA 発症初期の段階では候補遺伝

子が OA 進行を抑制している可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（以下、OA）は先進国におい
てもっとも多く発症する疾患である。靱帯損
傷などの原因で生じた関節不安定性や荷重
分布不均衡が OA 進行のリスクとなることが
わかっている。それゆえ従来から主な OA 発
症の原因は、関節不安定性や荷重分布不均衡
などによる過剰な力学的ストレスが直接的
に関節軟骨にかかり軟骨変性をきたしてい
ると考えられていた。一方近年、関節内の力
学的環境の変化に反応して増加する生物学
的因子が OA 軟骨の変性進行に重要な役割を
果たしているという報告が散見されるよう
になった。それらの生物学的因子にはサイト
カイン、増殖因子、matrix metalloproteinase
（以下、MMP）、軟骨アポトーシス関連因子

などがあげられる。さらに従来は OA 発症の
メカニズムに関する研究のターゲットは関
節軟骨が中心であったが、最近では遺伝子治
療のターゲットとしやすい関節滑膜が注目
されるようになってきた。 
滑膜は軟骨表面以外の関節内を覆う 1～数層
で構成される組織である。関節リウマチ（以
下、RA）においては滑膜線維芽細胞やマクロ
ファージが MMP、炎症性サイトカインの産
生および分泌を通して炎症のプロセスに重
要な役割を担っている。また末期 OA 患者か
ら採取した関節滑膜の病理組織像が早期 RA
患者から採取した滑膜とよく似ているとい
う報告も散見される。これらの結果から、RA
と同様に OA においても滑膜から放出される
chemical mediator が軟骨変性に寄与してい



４．研究成果 ると推測できる。実際、研究代表者（眞島任
史）が確立した動物 OA モデルにおいて軟骨
変性に先立ち明らかな滑膜炎、関節液の貯留
を認めていた(ORS Transaction,2004）。 

(1)術後 1 週の時点で ACL 切断側と sham 側
の滑膜を採取し、mRNA を抽出後に SSH 法
にて過剰発現していた遺伝子を 11 個検出し
た。次に、各遺伝子の発現量を real-time 
RT-PCR にて調べたところ。cathepsin K が
特に過剰発現していたことを確認した（図 1）。
そのため、候補遺伝子を cathepsin K に決定
した。 

そのため我々は関節不安定性などの力学的
ストレスが滑膜組織へ加わることにより、滑
膜組織内で遺伝子発現変化を生じ、その遺伝
子変化が OA の発症および進行に影響を与え
ているという仮説を立て本研究を行った。 

  
  
図 1  候補遺伝子の発現  
 

 

 
２．研究の目的 
(1)OA のごく初期の段階において滑膜組織
で過剰発現している疾患の発症に関わる候
補遺伝子を Suppression Subtractive Hybri- 
dization（以下、SSH）法、real-time RT-PCR 
にて検出すること。 
 
 
(2)家兎 OA モデルの関節滑膜に検出された
候補遺伝子の siRNA をエレクトロポレーシ
ョン法で導入し、発現を抑制することにより
OA の発症･進行への関与を証明すること。 
 
 (2)次に cathepsin K の経時的な発現変化を

real-time RT-PCR で確認したところ、術後 1
週で最も発現が高いことがわかった（図 2）。 

 
 
３．研究の方法  
(1)家兎 OA モデルの OA 初期（術後 1 週）
の時点で両膝から滑膜組織を摘出し、mRNA
を抽出後、SSH 法、real-time RT-PCR にて
sham 側に比して ACL 切断側の滑膜で過剰
発現している候補遺伝子を検出した。またそ
の候補遺伝子の経時的変化を調べることで
発現のピークの時期をみた。 

 
図 2  cathepsin K の経時的変化 

 

 
 
(2)候補遺伝子の siRNA を作成しエレクトロ
ポレーション法を用いて周術期に候補遺伝
子の siRNA を導入し（計 4 回）、術後 4 週で
軟骨変性の評価を行った。 
 
 
(3)最後に siRNA を導入した滑膜内における
OA 関連遺伝子の経時的な発現変化を調べた。  

  
(3)次に cathepsin K の siRNA を 5 種類作成
した。また、Rabbit cathepsin K 定常発現株
も作製し、それに siRNA を導入し最も発現
抑制効果の高い siRNA を選択した。 

 
 
 
 

その siRNA を in vivo の系で使用することと
した。 

 
 

  
  
 
 

 



図 5  MMP-13 の経時的変化  
 (4)次に家兎の関節滑膜にエレクトロポレー

ションで遺伝子導入できる条件設定を行っ
た。導入の確認は GFP タンパクを用いた（図
3）。 

 

 
 
図 3 エレクトロポレーションによる導入 
 

 
(7)従来、cathepsin K は OA に対して進行
を促進する因子としての報告が多かったが、
本研究の結果からは OA 発症初期の段階では
OA 発症もしくは進行を抑制する機能を持っ
ている可能性が示唆された。本研究は今後の
新たな OA 治療の戦略に貢献する結果である
と考えられた。 

 
 
(5)in vitro の系で cathepsin K の機能解析を
行った。ACL 切断の 3 日前と 1 日前の 2 回
siRNA を 導 入 し 、 siRNA 投 与 群 で
control-siRNA 投与群よりも明らかな OA 進
行を認めた（図 4）。 
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