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研究成果の概要（和文）：膝関節の変形性関節症（膝OA）の症例の中で、滑膜病変がとくに悪化した状態である
滑膜性フレアの症例に着目し、OA軟骨の解析およびフレアの時期とフレア収束後に採取された関節液の解析を行
った。本研究ではフレアの際に生じる滑膜組織でのウロキナーゼの産生亢進にOA軟骨から遊離する活性型のTGF-
βが関与している可能性を見出した。さらにフレアの時期には関節液中に存在するMMP-1, 2, 3のうち、MMP-1の
酵素活性のみが亢進していることを明らかにした。本研究の結果から、滑膜性フレアに伴うOAの急速な進行には
MMP-1の活性亢進が関与するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, synovial fluid samples obtained from osteoarthritic (OA) 
knees that underwent synovial flare were analyzed in order to determine the link between synovial 
pathology and cartilage degeneration.  In the results, we found that the enzymic activity of MMP-1, 
but not that of MMP-2 or MMP-3, was enhanced during flare compared with the samples collected after 
resolution of flare. This result might explain why rapid cartilage degeneration occurs during flare,
 at least in a subset of patients. If the enhancement in MMP-1 activity in synovial fluid is a 
prevalent event across various OA knees, that could account for, at least in part, progression of 
the disease related to the synovial pathology. This finding might be crucial in understanding the 
pathology of OA. During this study period, we also found that the enhanced expression of urokinase 
which occurs in the synovium during flare could be induced by active TGF-β released from OA 
cartilage. 

研究分野： 整形外科

キーワード： 変形性関節症　滑膜　膝関節　MMP-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膝OAは患者数の極めて多い疾患であるにもかかわらず、疾患の進行を抑止しうる治療法は確立されていない。本
研究の結果から、滑膜病変に伴う関節軟骨の変性消失には、関節液中のMMP-1の活性亢進が関与する可能性が示
された。もしMMP-1の活性亢進が滑膜性フレアの症例だけでなく膝OAの症例全般について認められる現象である
とすれば、MMP-1の活性抑制によってOAの進行が抑止される可能性も考えられる。OAの効果的な進行抑止法の確
立は高齢者の自立喪失の予防の観点からも、また医療経済学的な観点からも重要である。本研究の成果はOAの進
行抑止法の確立に繋がりうる点で社会的にも意義の高いものと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（OA）の最大の愁訴は痛みである。OA の痛みの時間経過は症例によって異なる。ほぼ

一定の痛みが長期間続く症例もある一方、ほとんど痛みがなかった症例において急激に出現することも

あり、後者は急性増悪、あるいはフレアなどと呼ばれる。フレアの重要性は単に症状の強さにとどまらな

い。フレアが生じた関節では数か月程度の経過で関節裂隙が急激に狭小化することがあり、フレアは痛

みとOAの進行が同時に生じた状態と考えられる。疫学研究においては痛みがOA進行のリスク・ファクタ

ーであることが知られている（Bastick AN,Clin Orthop Relat Res 2015）。それを考えれば、フレアはOAの

病態が凝集して現れた状態とも考えられる。このため研究代表者（以下、代表者）らは以前からフレアに

ついて様々な検討を行ってきた。その結果、現在までに、フレアの症例には軟骨下骨の病変によるもの

と滑膜病変によるものの２つのタイプがあると考えるに至った。本研究ではこのうち滑膜病変によるもの

（以下、滑膜性フレア）に着目した。滑膜性フレアは滑膜に明確な圧痛を認めるのが特徴で、MRI では

原則、軟骨下骨に明らかな異常を認めない。数日から数週の経過で痛みが自然に軽減することが多い

が、時に痛みが遷延することもあり、そのような症例ではやはり短期間に関節裂隙の狭小化が進行する

ことがある。 

滑膜性フレアについて、代表者らは主に関節液の解析を行ってきた。滑膜性フレアの症例からフレア 

の時期（FL）とフレアが収束して痛みも軽減した時期に採取した関節液（AFT-FL）をペアとして扱い、２

時点間で様々な因子の濃度を比較した。はじめに種々の炎症性サイトカインやケモカインについて解

析を行ったが、FL とAFT-FL の間で関節液中の濃度が有意に異なる因子は見いだせなかった。引き

続いて行った解析において、意外にもほぼ全ての検体ペアにおいてウロキナーゼ（uPA）の濃度が

AFT-FLに比してFLで上昇しており、またプラスミン活性の指標となる plasmin-α2 antiplasmin complex

（PIC）、さらにプラスミンによるフィブリンの分解産物であるD-dimerの濃度もFLにおいてフレアの時期に

は関節内でプラスミン活性が誘導されていることを示す結果を得た。 

滑膜性フレアの時期に関節内でプラスミン活性が誘導されたとすれば、それはその時期に軟骨変性

が急速に進む直接の原因となりうる。なぜならプラスミンはそれ自体が強力なタンパク分解酵素であって

軟骨中のアグリカンを直接分解するほか（Poe M, Arch Biochem Biophys 1992）、種々のmatrix 

metalloproteinase（MMP）の活性化を引き起こすことによっても軟骨基質の変性を誘導しうるからである

（Ra HJ, Matrix Biol 2007）。しかし本研究を行うまではフレアの時期に実際にMMPの活性化が生じてい

るのかは不明であった。またなぜ滑膜性フレアの時期に関節内の線溶活性が亢進するのか、また線溶

活性の亢進と滑膜における痛みの発現がどのように結びつくのかも不明であった。本研究ではこのよう

な背景から、次項で述べる研究目的を明らかにするために研究を行った。 

 

２．研究の目的 

本研究の当初の研究目的は、第一に滑膜性フレアの際にOA 関節において線溶活性が亢進する機

序、および軟骨変性が進む機序を明らかにすることであり、第二に滑膜性フレアの際に滑膜組織にお

いて疼痛が生じる機序を明らかにすることであった。 

 

３．研究の方法 

（１） 滑膜において uPA の発現が亢進する機序の解明 

本研究では、初めに滑膜性フレアの症例でフレアの際に関節液中の uPA の濃度が上昇する機序を探

った。代表者は uPA の発現を亢進させる因子について既知の情報に基づき関節液の解析を行った



が、文献上 uPA の発現を亢進させることが報告されているサイトカイン類の中にフレアの時期に関節液

中で濃度が上昇する因子を見出すことができなかった。 

ちょうどこの時期に代表者が所属する研究室において本研究と並行して進められていたプロジェクト

において、OA 軟骨に荷重を加えることで TGF-βが比較的多量に遊離することが見いだされた。TGF-

βは多彩な生理活性を持つが、ヒト滑膜細胞において uPA の遺伝子発現を誘導することも報告されて

いる（Hamilton JA, Proc Natl Acad Sci 1991）。ただし TGF-βは生体内で通常生理活性のない潜在型と

して存在し、活性を示すためにはさらに活性化を受ける必要がある（Jenkins G, Int J Biochem Cell Biol 

2008）。このため本研究では先に OA 軟骨から遊離した TGF-βが生理活性を持つかを検討した。この

検討では TGF-βの活性に応じて secreted embryonic alkaline phosphatase （SEAP）を産生するよう遺

伝子改変された HEK 細胞（HEK-Blue TGF-β cells、InvivoGen）を用いて TGF-βの生理活性を評価

した。その結果、荷重

によって OA 軟骨の

変性部からは対照軟

骨に比して有意に多

量の活性型の TGF-

βが遊離することが明

確に示された（図１）。 

つぎに荷重によって OA 軟骨から遊離したタンパクが実際にヒト滑膜細胞において uPA の遺伝子発

現を上昇させるかを一次培養滑膜細胞を用いて検討した。OA 関節から滑膜組織を採取して酵素消化

によって滑膜細胞を単離し、これを単層培養で維持して OA 軟骨から荷重によって遊離したタンパクを

加えて遺伝子発現の変化を検討したところ、uPA のほか、同じく TGF-βにより滑膜細胞において発現

が誘導されることが報告されている PAI-1 の発現も亢進し（Hamilton JA, J Immunol93）、uPA、PAI-1 の

発現亢進は TGF-βの I 型受容体

に対する特異的な阻害剤である

SB431542（Sigma-Aldrich 社）によ

り強く抑制されるという結果が得ら

れた（図２A、B）。 

これらの結果から、OA 関節の滑

膜組織における uPA の発現上昇

には、OA 軟骨から荷重によって遊

離する活性型の TGF-βが関与し

ている可能性があると考えられた。 

（２）フレアの時期に生じる急速な軟骨基質の変性消失の機序の解明 

滑膜性フレアの症例で時に生じる軟骨基質の急速な変性消失の機序を明らかにするため、本研究では

滑膜性フレアの症例からフレアの時期とフレア収束後に採取された関節液検体について、MMP-1、2、

3 の酵素活性を調べた。なお、以前の検討によりこれらの MMP の濃度はいずれもフレアの時期に上昇

することが明らかになっていた。 

本研究では MMP-1 の活性計測には R&D Systems 社の Human Active MMP-1 Fluorokine E Kit

が、MMP-2、3 の計測にはそれぞれ QcuickZyme Biosciences 社の Human MMP-2 Activity Assay v2.0



および AnaSpec 社の SensoLyte 490 MMP-3 Assay kit が用いられた。実際の計測の結果は図３に示す

とおりで、3 種の MMP のうち有意の酵素活性が認められたのは MMP-1 のみであり、MMP-2、3 の酵

素活性はいずれも血漿と同レベルで有意の酵素活性があるとは考えにくい結果となった。また MMP-1

の活性については、収束後に比してフレアの時期に有意に活性が亢進していることが明らかになった。 

（３）関節液における MMP-1 の活性化の機序に関する検討 

つぎに滑膜性フレアの際に関節液中の MMP-1 の活性が亢進する機序について検討を行った。この検

討ではまずフレアの際に関節液中の uPA の濃度が上昇することから、滑膜性フレアの状態ではないこ

とが確認された膝 OA の症例 10 例から採取された関節液にヒト・リコンビナント uPA を加えて incubate

し、MMP-1 の活性が亢進するかを検討した。この実験では uPA の添加により PIC の濃度が上昇したこ

とから関節液中で uPA が実際に酵素活性を示し、その結果プラスミンが産生されたと考えられた。しか

しこの実験では MMP-1 の活性には有意の変化は生じず、フレアの際に見られる MMP-1 の酵素活性

の上昇は関節液中の uPA が増加したことによるとは考えにくいことを示す結果が得られた（図４）。 

 ついで滑膜組織内で uPA によりプラスミンが産生されて MMP-1 の活性化が生じる可能性について

検討した。滑膜性フレアの症例はほとんどの場合症状が時間経過により軽減するため、フレアの時期の

滑膜検体の採取は困難である。このため、この検討には末期 OA の膝関節から人工関節置換の際に

採取された滑膜組織を用いた。16 例 16 膝より滑膜組織を採取し、組織から PBS 中のホモジナイズに

よってタンパクを抽出してプラスミン活性と MMP-1 の活性を調べたところ、両者の間に比較的強い有意

の正の相関がみられた（図 5）。この結

果から関節液中の MMP-1 の活性は、

滑膜においてプラスミンによって活性

化を受けた MMP-1 が関節液中に遊

離した結果ではないかと考えられた。 

 

4．研究の成果 

本研究は 2018-2021 年に行われた先行研究を引き継ぐ形で行われた。先の 3 年間には滑膜性フレア

の時期に関節液中で MMP-1、2、3 および uPA、PIC、D-dimer の濃度が上昇すること、それがおそらく

滑膜における uPA の発現上昇と関連することまでは明らかにできたものの、滑膜において uPA の発現

が上昇する機序は不明であった。本研究では 3 年の研究期間に、滑膜における uPA の発現が OA 軟

骨から遊離する活性型の TGF-βにより誘導されている可能性を明らかにした。ただし TGF-βは滑膜

細胞に対して uPA の発現を誘導する一方、その活性を抑制する PAI-1 の発現も誘導するため TGF-β

の作用だけでは滑膜組織におけるプラスミン活性の発現を説明できない。ガンの浸潤などの過程では



uPA の活性発現にウロキナーゼ受容体も関与していることが知られている。またプラスミンの活性は

uPA 以外に組織型プラスミノーゲン・アクチベーター（tPA）によっても誘導される。今回の検討では上述

のように滑膜組織においてプラスミン活性と MMP-1 の活性の間に相関があることが示されたが、このう

ちプラスミン活性の発現が本当に uPA の作用によるものなのか、さらにそれが uPA の作用による場合、

PAI-1 やウロキナーゼ受容体との関係はどうなのかなどの点は本研究では明らかにすることができなか

った。これらの解明は今後の課題と考えられる。 

 本研究で残されたもう一つの疑問は MMP-1 と MMP-2, 3 の間の活性の不均衡である。一般に生体

内では MMP の活性は TIMP やα2-macroglobulin （α2M）による抑制を受けるとされ、これらの因子

の作用もあって MMP の酵素活性は時間空間的に極めて限られた状況でのみ発現するのが一般的で

ある。したがって本研究において関節液中に MMP-1 の活性が認められたことは、代表者にとっては一

種の驚きであった。もし MMP の活性が関節液において TIMP やα2M の抑制を凌駕して示されるとす

れば、MMP-1 の酵素活性だけが計測され、MMP-2 や MMP-3 の酵素活性がほとんど認められなかっ

たことの説明は困難である。TIMP やα2M の阻害作用が酵素間で違う可能性も考えられるが、MMP

の間の活性の差がどのような理由で生じたのかは本研究で残されたもう一つの課題である。 

本研究では滑膜性フレアの際に関節液中の MMP-1 の活性が亢進するという予想外の結果が得ら

れたため、研究期間の後半に MMP-1 の活性化が関節内のどこで生じているのかを明らかにするため

の研究を行った。この検討では初めに関節液にリコンビナント uPA を加えて incubate する実験を行っ

た。この実験では当初、関節液中に存在する PAI-1 によって uPA が阻害されてプラスミン活性が誘導

されない可能性も考えられたが、実際には PIC が上昇したことからプラスミンの産生は誘導されたと考え

られる。しかしこの検討では uPA 添加を行っても MMP-1 の活性には有意の変化は生じなかった。この

結果から、関節液中ではプラスミン活性が生じても、α2-antiplasmin などの作用によりその活性は即座

に中和され、MMP-1 の活性化を引き起こすには至らなかったものと考えられた。他方、滑膜組織からの

タンパク抽出液の解析ではプラスミンの活性と MMP-1 の活性の間には有意の正の相関があり、滑膜組

織において MMP-1 の活性化が生じた可能性が示された。しかし滑膜組織においてプラスミンが産生さ

れる真の機序については本研究においては明らかにすることができていない。この点についても今後さ

らに研究経費を獲得して解明を進められればと考えている。 

本研究では当初、研究目的の第二として滑膜性フレアの際に滑膜組織で疼痛が生じる機序の解明

を目指していた。しかし実際には研究経費の制約から、研究期間内に解明を進めることができなかっ

た。滑膜における疼痛の発現は臨床的には極めて重要であり、実際に滑膜性フレアの症例が外来を受

診するのもほぼ全例が強い痛みのためである。今後、新たに研究経費を獲得するなどして、滑膜性疼

痛の発現機序に関する解明をぜひ行いたいと考えている。 

以上、本研究課題については先の 3 年間に引き続き、今回の 3 年間においても幸い相応の研究成

果を得ることができた。しかしまだ多くの疑問が残るのも事実で、今後の研究において本研究で明らか

にできなかった点を解明できればと考えている。 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計9件（うち査読付論文　9件／うち国際共著　6件／うちオープンアクセス　0件）

2022年

2022年

2023年

2023年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

10.3390/medicina59020363.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Antibodies against serum anti-melanoma differentia-tion-associated gene 5 in rheumatoid
arthritis patients with chronic lung diseases.

Medicina (Kaunas, Lithuania) 363

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

 ４．巻
Oka S, Higuchi T, Furukawa H, Shimada K, Okamoto A, Hashimoto A, Komiya A, Saisho K, Yoshikawa
N, Katayama M, Matsui T, Fukui N, Migita K, Tohma S

59
 １．著者名

10.1111/ggi.14561.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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Geriatrics and Gerontology International 297-303
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