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研究成果の概要（和文）：変形性膝関節症(KOA) は大変重要な福祉健康課題であるが、その発症に関与する分子
レベルでの詳細については未だ明らかにされていない。本研究ではヒト人工多能性幹細胞(iPSCs) を用い、培養
酸素濃度変化時の遺伝子発現量の解析を行い、KOAの病態解明と、将来的にそれに対応した新規薬剤の開発に資
することである。 
本研究結果から、酸素濃度7％の環境下であっても、培養中に酸素濃度を変化させても、ヒトiPS 細胞の骨分化
が示された。さらに、骨分化誘導培養中に酸素濃度を上昇させることで、骨分化が進行が示唆された。以上よ
り、微小環境の酸素濃度変化が、KOA進行に寄与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Knee osteoarthritis (KOA) is a very important welfare and health issue, but 
the details of its pathogenesis at the molecular level have not yet been clarified. In this study, 
we used human induced pluripotent stem cells (iPSCs) to analyze the gene expression levels during 
changes in the oxygen concentration in culture to elucidate the pathogenesis of KOA and to 
contribute to the development of new therapeutic drugs for KOA in the future. 
The results of this study showed that osteogenic differentiation of human iPS cells was demonstrated
 even under an oxygen concentration of 7% (hypoxia) and even when the oxygen concentration was 
changed during culture. Furthermore, it was suggested that osteogenic differentiation progressed by 
increasing the oxygen concentration during osteoinductive culture. These results suggest that 
changes in oxygen concentration in the microenvironment may contribute to KOA progression.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性膝関節症(KOA)は膝関節への力学的ストレスを中心とした多因子性疾患であり、疼痛や可動域制限により
活動性が低下し、Quality of Life (QOL) の悪化要因とされる。我が国では有症状者は780万人、単純X線写真で
異常所見のある者は2530万人と高い有病率が推定されており(Yoshimura et al. J Bone Miner Metab 2009)、急
速な高齢化により、今後ますますの患者数増加また、KOAは転倒リスクや大腿骨近部骨折のリスクとなり、社会
的にもKOAの治療は大変重要な課題である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

変形性膝関節症(Knee Osteoarthritis: KOA)は、遺伝的素因に膝関節への力学的ストレスを

中心とした多因子により発症し、関節軟骨を中心とした関節組織の変性により、膝関節の疼痛、

可動域制限といった症状が出現する疾患であり、患者の Quality of life を大きく損なう。本邦

における疫学調査からは有訴者 780 万人、単純 X 線によると 2530 万人が罹患していると推定さ

れ(Yoshimura et al., J Bone Miner Metab 2009)、疼痛による労働機会の損失や、人工膝関節

置換術をはじめとした治療に伴う医療費の経済的負担は、その罹患者数からは莫大なものとな

る。また、KOA は転倒リスクや大腿骨近部骨折のリスク(Dore et al. Arthritis Care Res, Jacob 

et al. Osteoarthritis Cartilage)となり、社会的にも大変重要な課題である。 

KOA の変化を病理組織学的にみると関節軟骨とその下に存在する軟骨下骨が複合的に変性す

ることが挙げられる。具体的には軟骨内における骨化の亢進や、骨棘の形成などがおこり、それ

らによる軟骨の力学的環境の変化がさらなる軟骨の破壊を引き起こす(Glyn-Jones et al., 

Lancet 2015)。さらに骨芽細胞を介した破骨細胞誘導により、骨代謝亢進状態となり骨脆弱性を

引き起こす。画像診断においては、Magnetic resonance imaging: MRI で骨髄中の高信号は KOA

の遷延する疼痛、さらには人工膝関節置換術の予測因子となることが報告され(Dore et al., 

Arthritis Res Ther 2010)、臨床領域では大変注目されている。 

骨髄間葉系細胞(Mesenchymal stem cells: MSCs)は骨髄中に存在し、分化誘導刺激により、

骨、軟骨、脂肪、線維組織など各組織へと分化能を有する。KOA における骨硬化・骨棘形成など

の骨形成性変化は骨髄中の MSCs 動員によると考えられている。近年は軟骨下骨にも MSCs が存

在し、骨髄 MSCs と比して高い骨形成能を有することが報告されている(Lian et al., J Mol Med 

2017)。骨髄 MSCs が存在する、骨髄内ニッチの生理的な環境では酸素濃度は約 7%程度と報告

(Harrison et al. Blood 2002)されており、この環境が、骨髄 MSCs の増殖能および幹細胞性維

持に不可欠であるとされている。培養環境における酸素濃度の影響は、酸素自体が細胞培養の非

常に根源的な条件であることより細胞の増殖、分化、代謝、細胞死など多岐に渡る。再生医療領

域においては骨再生には通常酸素環境、一方、軟骨再生では低酸素環境が望ましいとされている

(Inagaki et al. BMC Musculoskelet Disord 2014)が、その細胞源および培地成分を含めた培



養環境の差違によりいまだに議論の有るテーマである。本年、申請者らは低酸素環境にて培養さ

れたラット MSCs が通常酸素環境に暴露されるとその骨形成能が大きく促進されることを報告し

た(Inagaki et al.,WJ Stem Cell 2017)。 

関節軟骨直下には石灰化軟骨による Tide mark が存在し、軟骨と軟骨下骨を分離するととも

に、軟骨と骨組織それぞれにとって適切な酸素濃度環境を維持している。MSCs が、骨粗鬆症変

化や軟骨下骨脆弱性骨折などの微細構造の破綻とそれにともなう血管の侵入(Shabestari et 

al., Osteoarthritis Cartilage 2016)等により本来の低酸素環境から酸素濃度上昇に暴露され

ることにより、骨分化へと誘導され、さらに骨芽細胞を介した破骨細胞誘導により、骨代謝亢進

状態となることが KOA における病態の一因となっていると予想される。 

本研究の核心となる仮説は、「関節軟骨下の軟骨下骨および骨髄に存在する MSCsが、関節微細

構造の破綻とそれにともなう血管の侵入等により、本来の低酸素環境から酸素濃度上昇に暴露

され骨分化へと誘導、さらに骨芽細胞を介した破骨細胞分化誘導により、KOA における病態の一

因となっている。」というものである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は MSCs 等を用いて、低酸素環境から通常酸素環境への変化時の分子レベルの機

序を網羅的遺伝子解析し、KOA 病態解明を目指すことである。本研究は再生医療実用化を目的と

した研究成果を病態解明に対して利用するという発想転換を行った点において、独自性があり

創造的である。近年の induced pluripotent stem cells: iPSCs の利用を鑑みるに、細胞培養研

究は治療目的のみならず、病態解明、診断目的にも有用であり、本研究は KOA のさらなる病態解

明に、新たなる知見をもたらすと考える。また定常的な酸素濃度ではなくその変化に着目する点

においても新規性がある。 

 

３．研究の方法 

 ヒト iPS 細胞を未分化維持培地で培養し、confluent に達した時点を day 0 とした。チャン

バー内の酸素濃度を 7％とし、day 0 から骨分化誘導培地へ変更し day 28 まで培養した群を H

群とした。チャンバー内の酸素濃度を 7％とし、day 0 から骨分化誘導培地へ変更し day 7 まで

培養し、次にチャンバー内の酸素濃度を 21％に変更し day 28 まで培養継続した群を HN 群とし



た。day 0, 7, 14, 21, 28 のサンプルから RNA を抽出し、TATA binding protein: TBP を参照

遺伝子として、未分化マーカー(POU domain, class 5, transcription factor 1: POU5F1)・骨

芽細胞分化マーカー (Runt-related transcription factor 2: RUNX2, Osterix: SP7, 

Osteocalcin: OC)、骨細胞分化マーカー(Sclerostin: SOST)についての RT-qPCR を行った。 

 

４．研究成果 

 RT-qPCR で両群とも未分化マーカーは経時的に有意に減少し、骨芽細胞・骨細胞分化マーカー

は増加傾向を示した。両群でヒト iPS 細胞の骨分化が示唆された。HN 群と H 群を比較した結果、

HN 群で day 21 以降の骨芽細胞分化マーカー（RUNX2，BMP2，SP7）と骨細胞分化マーカー（SOST）

が高値である傾向を示した。本研究の結果から，酸素濃度 7％の環境下であっても、培養中に酸

素濃度を変化させても、ヒト iPS 細胞の骨分化が示された。さらに、骨分化誘導培養中に酸素

濃度を上昇させることで、骨分化が進行する可能性が示された。上記結果により、KOA の病態に

おいて、微小環境の酸素濃度変化が、その進行に寄与している可能性がある。 
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