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研究成果の概要（和文）： 
変形性関節症(OA)は加齢に伴って関節軟骨の破壊と骨棘形成を進行することを特徴とする関節の変性疾患であ

るが、発症メカニズムが解明されたとは言いがたい。我々は以前、関節軟骨に発現するosteoprotegerin (OPG)に着

目し、ＯＰＧは軟骨細胞に直接作用し、軟骨変性に抑制的に機能することを明らかにしたが、ＯＰＧの関節内におけ

る標的は依然明らかではない。本研究では、当初、OPGと高い親和性にて結合するＲＡＮＫLと、そのレセプターで

あるＲＡＮＫの軟骨細胞内シグナルの、軟骨細胞代謝における機能を検討した。リアルタイムPCR法による検証では

、若年マウス軟骨細胞、およびマウス軟骨細胞様細胞株ATDC5において、レセプターであるRANKの発現は認めら

れなかった。一方、変形性膝関節症の患者から採取したヒト滑膜細胞ではRANK,RANKLともに明らかな発現が認

められた。これらの知見から、少なくとも若い軟骨細胞では、RANK/RANKLのシグナルカスケードは活性化されな

いことがあきらかとなった。次に、ＲＡＮＫＬと同様に破骨細胞分化を制御するＴＮＦシグナルに着目し、ＴＮＦR1ＫＯ

マウスの関節軟骨を解析した。生後1年では野生型と比較し、ＴＮＦR1KOでは膝関節の骨棘形成が亢進し、関節

軟骨の菲薄化が認められた。以上より、ＴＮＦＲ１ＫＯでは軟骨の骨化が促進していることが示唆された。野生型マウ

ス、ＴＮＦＲ１ＫＯマウスの膝関節に外科的変形性膝関節症モデルを適用すると、ＴＮＦR1KOでは骨棘形成がより促

進されていた。新生マウスの骨端軟骨を採取しｍＲＮA発現をreal -time RT-PCRにて比較すると、ＴＮＦＲ１ＫＯで

はCol10a1の発現が野生型と比較して有意に亢進していた。このように、ＴＮＦＲ１シグナルは軟骨細胞の肥大化/

骨化を制御することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Purpose 
Proinflammatory cytokines, such as IL-1 and tumor necrosis factor  (TNF ), are 
suspected of causing damage to osteoarthritis (OA) cartilage. TNF  content is elevated 
in the synovial fluid of OA joints. There are 2 cell surface receptors for TNF  including 
p55 (TNFRI) and p75 (TNFRII). TNF  and TNFRs I and II are up-regulated in OA 
cartilage. For bone metabolism, mice null for TNFR1 have significantly increased peak 
bone mass, resulting from elevated bone formation. In vitro, TNF  inhibited 
mineralization of osteoblasts through regulation of NF-kB activity. Thus, whereas 
TNFR1 plays roles in osteoblast differentiation, its functions in chondrocyte 
metabolism is unknown. Endochondral ossification is an essential process for 
development of OA, which is characterized by cartilage degradation and osteophyte 
formation. The aim of this study is to investigate the role of TNFR1 in the maintenance 
of articular tissues. 
Materials and methods 
[Histological evaluation of aged TNFR1-/- mice] 
Knee joints of TNFR1-/- and their wild-type (WT) littermates (52-60 weeks of age) were 
evaluated immunohistologicaly. Whole knee joints were removed by dissection, fixed in 
4% paraformaldehyde, and decalcified in EDTA. After dehydration and paraffin 
embedding, serial 5- m sagittal sections were made from the whole medial 
compartment of the knee joint. Three sections were picked up at 100- m intervals 
from the weight-bearing region of each medial plateau of tibia, and were stained with 
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Safranin O-fast green and HE. Osteophyte area and articular cartilage thickness were 
quantified in each slide using Image-Pro Plus 4.1 software. 
[Surgical induction of OA in TNFR1-/- mice.] 
TNFR1-/- and their wild-type (WT) littermates were surgically induced to develop OA 
by medial collateral ligament transection and medial meniscectomy. Four weeks after 
surgery, the mice were euthanized. 
Results 
At 52-60 weeks of age, whereas osteophyte formation was detected at the 
medio-anterior edge of tibial plateau regardless of genotype, osteophyte area was 
significantly increased in TNFR1-/- mice. Moreover, articular cartilage thickness was 
reduced at medial end region of tibia plateau in TNFR1-/- mice, suggesting ossification 
of articular chondrocyte was advanced by TNFR1 deficiency. We next compared 
osteoarthritis development between adult littermates of wild-type and TNFR1-/- mice 
by creating a surgical osteoarthritis model through induction of instability to the knee 
joints. Histological evaluation confirmed that the TNFR1 deficiency caused significant 
acceleration for osteophyte formation. Degree of cartilage destruction was almost 
comparable between TNFR1-/- and WT. Real time PCR analysis for epiphyseal 
chondrocyte from new born mice revealed mRNA expression of type X collagen, a 
marker for chondrocyte hypertrophy, was significantly elevated in TNFR1-/- mice 
compared to WT littermate. Currently, we are picking up a number of candidate genes 
for targets of TNFR1 in the course of chondrocyte hypertrophy using cDNA microarray 
analysis. 
Conclusion 
Endogenous TNFR1 had a protective effect against osteophyte formation through 
inhibition of type X collagen synthesis. 
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研究分野：外科系臨床医学 
科研費の分科・細目：整形外科 
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症(OA)は加齢に伴って関節軟骨
の破壊と骨棘形成を進行することを特徴と
する関節の変性疾患であり、罹患者数は本邦
で約 1000 万人に上る非常にポピュラーな疾
患であるものの、発症メカニズムが解明され
たとは言いがたい。関節軟骨変性の分子メカ
ニズムについては、近年ゲノミクスを中心と
して精力的な検索が繰り広げられ、これまで
述べられてきた各種炎症性サイトカインに
加え、asporin, ADAMTS-4/5、ＣＩＬＰなど
の因子が関節変性の制御因子として新規に
同定されており (Ikegawa ら)、この分野は活
況を帯びつつある。興味深いことに、破骨細
胞分化制御因子である、Receptor Activator 

of Nf-kB (RANK)とそのリガンドである
RANKL は 、 デ コ イ レ セ プ タ ー の
Osteoprotegerin (OPG)とともに関節軟骨に
発現する（Komuro H ら Arthritis Rheum 
2001）。更に、変性関節軟骨では、OPG mRNA
の発現が正常軟骨と比較してより亢進して
おり、また OPG は RA や OA 関節の滑膜組
織においても発現している（Haynes DR ら 
Rheumatology 2003）。Juvenile Paget 病は
ＯＰＧ活性低下に伴って骨量の著しい減少
をきたす先天性疾患であるが、早期に変形性
関節症が認められる。これらの知見から、Ｒ
ＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧという破骨細
胞分化制御因子群が軟骨代謝においても機
能する可能性が予見されるものの、分子メカ



 

 

ニズムは明らかでなかった。我々は、関節軟
骨に対するＯＰＧの直接作用に着目し、OPG
ノックアウトマウスと野生型マウス(WT)の
膝関節組織像を経時的に比較した。その結果、
ＯＰＧノックアウトマウスは加齢に従い軟
骨下骨が菲薄化すると共に軟骨変性が加速
するが、まだ軟骨下骨代謝に影響が認められ
ない若年 OPG+/-の膝関節においてでさえも、
野生型と比較して関節軟骨が菲薄化し、軟骨
変 性 が 進 行 し て い る こ と を 見 出 し た
(Shimizu, Asou ら Arthritis Rheum 2007)。
また、マウス外傷性変形性膝関節症モデルに
おいて、OPG+/-マウスはより軟骨変性が重症
化すること、ＯＰＧの関節内投与では軟骨細
胞のアポトーシスが抑制され、軟骨変性進行
が阻害されることなどを見出した(Shimizu, 
Asou ら Arthritis Rheum 2007)。これらの
結果から、ＯＰＧは軟骨細胞に直接作用し、
軟骨変性に抑制的に機能することが明らか
となったが、ＯＰＧの軟骨細胞における標的
因子は明らかではない。ＯＰＧのリガンドの
ひ と つ で あ る TNF-related 
apoptosis-inducing ligand（ＴＲＡＩＬ）は
関節軟骨に発現し、軟骨細胞のアポトーシス
を誘導すること（Lee SW ら Arthritis 
Rheum. 2004）から、我々はＯＰＧがＴＲＡ
ＩＬを介してアポトーシスを抑制している
こ と を 推 察 し た (Shimizu, Asou ら 
Arthritis Rheum 2007)が、ＴＲＡＩＬとＯ
ＰＧの結合能はＲＡＮＫＬとのそれよりも
はるかに低いため、ＲＡＮＫＬを介した分子
機構が軟骨細胞に存在する可能性が推測さ
れる。また、ＮＦＡＴ、calmodulin CaMK
などの、破骨細胞においてＲＡＮＫ下流に存
在するシグナル分子、あるいはその相同遺伝
子は多く軟骨細胞にも発現している。しかし
ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬシグナルに着目して
軟骨細胞内シグナル、軟骨細胞代謝を詳細に
検討した研究はない。 
２．研究の目的 
1. 軟骨細胞様細胞株ＡＴＤＣ５,マウ
ス関節軟骨細胞を用いたシグナル因子変動
の検索 
骨細胞様細胞株ＡＴＤＣ５にＲＡＮＫＬ、あ
るいはＲＡＮＫsiRNA を作用させ、ＲＡＮＫ
シグナルを刺激、あるいは抑制して遺伝子の
変動をＰＣＲ、cDNA アレイなどの手法にて
検証する。特に破骨細胞において解析が進む
細胞内シグナル分子の変動に着目して軟骨
細胞との相同性を検証する。In vitro の環境
にてＲＡＮＫシグナルの変動に反応する遺
伝子プロファイルを解析することによって、
ＲＡＮＫ下流に位置するシグナルカスケー
ドを検証する。同様の検証をマウス関節軟骨
細胞（Marjolaine G ら Nat. Protocols 2008
の手技に順ずる）において行う。 
2. ＬＣＭ法を用いた in vivo でのＲＡ

ＮＫＬ／ＲＡＮＫシグナル経路の同定 
マウス膝関節内にＲＡＮＫＬ蛋白、あるいは
ＲＡＮＫｓｈＲＮＡを投与し、ＲＡＮＫシグ
ナルを操作して軟骨代謝を組織学的、生化学
的に解析することによって、ＲＡＮＫシグナ
ルの生体内での重要性を検証する。また、Ｌ
ＣＭ法を用いて in vivo の環境にてＲＡＮＫ
シグナルの変動に反応する遺伝子プロファ
イルを解析することによって、ＲＡＮＫ下流
に位置するシグナルカスケードを検証する。
以上のアプローチにて、軟骨細胞におけるＲ
ＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧの発現意義を
明らかとする。 
 
３．研究の方法 
生後1週のマウスから初代骨端軟骨細胞を採
取し、リアルタイムＰＣＲ法にてＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬの発現を検証した。同様に軟骨細
胞様細胞株 ATDC5 細胞を軟骨分化誘導し、Ｒ
ＡＮＫ、ＲＡＮＫＬの発現を検証した。ヒト
手術検体から滑膜を採取し、ＲＡＮＫ、ＲＡ
ＮＫＬの発現を検証した。 
生後 1年のＴＮＦＲ１ＫＯマウス、および野
生型マウスの膝関節を組織学的に解析した。 
生後３カ月のＴＮＦＲ１ＫＯマウス、および
野生型マウスにおいて、内側半月板、内側側
副靱帯を切除して変形性膝関節症を惹起し、
術後 1 カ月にて組織学的に解析し比較した。 
生後 1週の野生型、およびＴＮＦＲ１ＫＯマ
ウスから骨端軟骨を採取し、遺伝子プロファ
イルを real -time RT-PCR 法、マイクロアレイ
法にて比較した。 
 
４．研究成果 
リアルタイム PCR 法による検証では、若年マウス
軟骨細胞、およびマウス軟骨細胞様細胞株
ATDC5 において、レセプターであるＲＡＮＫの
発現は認められなかった。一方、変形性膝関節
症の患者から採取したヒト滑膜細胞ではＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬともに明らかな発現が認められた。これ
らの知見から、少なくとも正常軟骨細胞では、Ｒ
ＡＮＫ/ＲＡＮＫＬのシグナルカスケードは活性化
されず、滑膜がＲＡＮＫＬや OPG の主な標的で
ある可能性が示唆された。 
一方、我々は、破骨細胞分化、機能を制御する
因子の一つであるＴＮＦシグナルに着目し、ＴＮ
ＦR1ＫＯマウスの関節軟骨を解析した。生後 1 年
において、野生型と比較し、ＴＮＦR1KO では膝
関節の骨棘形成がより促進され、関節軟骨の菲
薄化が認められた。以上より、ＴＮＦＲ１ＫＯでは
軟骨の骨化が促進していることが示唆された。
野生型マウス、ＴＮＦＲ１ＫＯマウスの膝関節に外
科的変形性膝関節症モデルを適用すると、ＴＮ
ＦR1KO では骨棘形成がより促進されていた。新
生マウスの骨端軟骨を採取しｍＲＮA 発現を real 
-time RT-PCR にて比較すると、ＴＮＦＲ１ＫＯで
は Col10a1 の発現が野生型と比較して有意に亢



 

 

進していた。このように、ＴＮＦＲ１シグナルは軟
骨細胞の肥大化/骨化を制御することが示唆さ
れた。この業績は 2011 年国際変形性関節症学
会（OARSI world congress on osteoarthritis）に
て発表され、高い評価を得た。今後、マイクロア
レイ法の結果を参考に、軟骨細胞内シグナルを
解明することを目標としている。 
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