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研究成果の概要（和文）：  
ヒト変形性関節症（OA）関節軟骨下骨におけるRECK分子の発現を免疫染色で検討したところ、

軟骨下骨の骨芽細胞（特に立方状に腫大した骨芽細胞）に発現していた。ヒトOA関節軟骨下骨

から単離・培養した骨芽細胞様細胞やマウス骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1がRECKを発現してお

り、分化培地による骨芽細胞分化の過程でRECK発現が上昇することがわかった。また培養時の

細胞密度も RECK発現量と関連していた。これらの細胞を用いた、siRNAによる RECK 発現抑制

実験の方法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Expression of RECK in human osteoarthritic (OA) subchondral bone tissue was examined 
by immunohistochemistry.  We found that the subchondral bone osteoblasts, especially 
those with plump cuboidal cytoplasm, express RECK protein.  We showed that cultured 
osteoblastic cells isolated from human OA subchondral bone and the murine osteoblast-like 
cell line MC3T3-E1 express RECK.  The expression of RECK in these cells was up-regulated 
during osteoblastic differentiation in vitro.  The expression level was also related to 
cell density in culture.  We established the method of RECK down-regulation in these cells 
by siRNA.   
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１．研究開始当初の背景 
 変形性関節症（osteoarthritis, OA）は高
齢者を中心に高頻度に発生し、関節の痛みや
可動域制限をきたし日常生活を著明に障害
する最も重要な関節疾患のひとつである。
膝・股関節等の荷重関節の OA は進行性であ
り、関節が破壊され、最終的に人工関節置換
を余儀なくされる患者が多い。高齢化社会と
なったわが国において、人々の quality of 

life（QOL）の向上の観点からも本疾患の病
態解明は急務と言え、障害された関節の再生
を目指した治療戦略の開発が必要である。現
在、OAの病態として、加齢や関節の力学的ス
トレスを背景に、①関節軟骨の破壊、②軟骨
の不完全な再生、③軟骨下骨組織の改築等が
重要と考えられているが、疾患メカニズムの
十分な解明には程遠い状況である。 
 OAの病態研究においては、従来より軟骨破
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壊の視点から研究が行われてきた。OA関節軟
骨組織ではプロテアーゼ、特にマトリックス
メタロプロテアーゼ（MMP）ファミリーとADAM
（a disintegrin and metalloproteinase）
ファミリーの分子が発現し、軟骨の細胞外マ
トリックスであるプロテオグリカン（アグリ
カン等）やコラーゲンの分解が起こり、軟骨
組織の断裂や摩耗につながる。研究代表者ら
はこれまでに ADAMファミリーの中の ADAMTS
群に属するADAMTS4分子（アグリカナーゼ-1）
がヒト OA 軟骨のアグリカン分解に関与する
ことを明らかにし(Naito S et al. Pathol Int 57:703-11, 2007)、
OA の治療薬のひとつであるヒアルロン酸が
ADAMTS4 発現を抑制することを報告してきた
(Yatabe T et al. Ann Rheum Dis 68:1051-8, 2009)。 
 また、軟骨細胞は組織破壊に反応して増殖
等の再生性変化を起こす。ヒト OA 軟骨では
軟骨細胞が増殖し細胞集団を形成する像
（cloning と呼ばれる）が高頻度に見られ、
軟骨の不完全再生の所見と考えられる。研究
代表者らはこのcloningのメカニズムのひと
つとして、OA 軟骨細胞に ADAM12 が高発現し
IGF-1 の系を介して細胞増殖に関わることを
提唱した(Okada A et al. Arthritis Rheum 58:778-89, 2008)。さ
らに研究代表者は、複数のMMPおよび一部の
ADAM分子に対し分泌・活性阻害作用を有する
細胞膜結合型分子RECK（reversion-inducing 
cysteine-rich protein with Kazal motifs）
に新規に注目し、この分子がヒト OA の
cloning 軟骨細胞に高発現しており、軟骨細
胞の増殖と細胞伸展に必要であることを発
見し（第97回日本病理学会総会ワークショップにて発表）、投稿準
備を進めている(Kimura T et al. 投稿準備中)。 
 しかし関節の構造を考えると、関節軟骨は
骨（軟骨下骨, subchondral bone）と密着し
た組織であり、OAの病態は軟骨の変化だけで
説明できるものではないことも事実である。
OA患者の関節X線写真を見ると、軟骨下骨が
組織改築を起こし、力学的負荷部では骨の硬
化像を示し、関節周辺部では骨棘（骨軟骨組
織の突出）の形成をきたすことがわかる。従
来は、軟骨下骨の改築は軟骨破壊後の二次的
な現象と想定されてきたが、OAの動物モデル
を用いた最近の研究では、これらの骨変化は
OAの初期から起こり、むしろ軟骨の変化に先
行しているとも言われている(Carlson CS et al. J Bone 
Miner Res 11:1209-17, 1996; Quasnichka HL et al. Biorheology 43:389-97, 

2006)。さらに骨改築を抑制する薬剤（ビスフ
ォスホネート）の投与により OA の軟骨病変
も抑制されるという報告も見られる（Hayami T et 

al. Arthritis Rheum 50:1193-206, 2004）。このように軟骨下
骨の細胞外マトリックス改築は OA の病態を
規定する重要な因子であり、関節を軟骨と軟
骨下骨の機能的複合体として研究すること
が OA 病態の解明に今後は必須となってくる
と研究代表者は考えている。 
 OAの軟骨下骨改築にはMMP-2産生が関与し

ているという文献があり（Mansell JP et al. J Clin Invest 
101:1596-603, 1998）、骨芽細胞には MMP-2, MMP-9, 
MT1-MMP, ADAM10 が発現していると言われて
いる（Accorsi-Mendonca T et al. J Mol Hist 39:201-8, 2008; Verrier 
S et al. Bone 35:34-46, 2004）。これらの酵素の分泌お
よび活性に対して RECK が阻害作用を示すの
で、RECKによるプロテアーゼ活性調節が軟骨
下骨改築に関与する可能性が高いと考えら
れる。一方、RECK分子の骨組織での発現につ
いてはラット顎骨での記載的な論文が１報
あるのみで（Accorsi-Mendonca T et al. J Mol Hist 39:201-8, 2008）、
その機能や軟骨下骨での発現に関しては全
く知られていない。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ヒトOA軟骨下骨でのRECK分子の発現を
免疫組織化学等で調べ、骨硬化等の組織改築
のある部とない部の間での発現の差や特徴
を明らかにする。 
(2) ヒトOA軟骨下骨（骨硬化部、非硬化部）
から骨芽細胞様細胞を単離・培養し、骨硬化
の有無により RECK 発現に差が見られるかを
検討する。 
(3) 軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞や骨芽細
胞様細胞株を用いて、骨芽細胞の分化過程に
ともなう RECK 発現の変化、サイトカイン・
増殖因子による RECK 発現の調節について調
べる。 
(4) siRNAを用いてRECK発現を抑制し、骨芽
細胞の機能に影響が見られるか検討する。 
(5) (4)で見られた影響について分子メカニ
ズムを検討し、RECKがどの分子系を制御して
いるかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒトOA軟骨下骨における組織改築と
RECK発現との組織学的相関 
ヒトOA関節組織から軟骨下骨を十分に含

む組織標本を切り出し、4%パラホルムアルデ
ヒド固定、EDTA脱灰後にパラフィン切片を作
製する。軟骨下骨組織でのRECK分子の発現
を免疫組織化学的に検討し、骨硬化等の組織
改築のある部とない部の間での陽性率の差
や発現細胞の分布の特徴を明らかにする。 
 
(2) 軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞・骨芽細胞
様細胞株におけるRECK発現の検討 
 ヒトOA軟骨下骨組織（骨硬化部、非硬化
部）を細切し、文献（Sanchez C et al. Osteoarthritis Cartilage 
13:979-87, 2005）の方法に従って骨芽細胞様細胞を
単離・培養する。すなわち、骨片をヒアルロ
ニダーゼおよびコラゲナーゼ処理した後、培
養フラスコ内に静置して培養する。骨片から
遊出してきた骨芽細胞様細胞を培養ディッ
シュに移し、RECK発現をRT-PCR法、Western 



 

 

blot法により解析する。骨芽細胞様細胞株
（マウスMC3T3-E1）についても同様にRECK
発現を調べる。 
 
(3) 骨芽細胞の分化過程にともなうRECK発
現変化の検討 
ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞を、アス
コルビン酸、β-グリセロリン酸、デキサメ
サゾンを含んだ骨芽細胞分化誘導培地を用
いて培養し、骨芽細胞分化とRECK発現量の
変化を解析する。骨芽細胞の分化状態につい
ては、アルカリホスファターゼ染色、アリザ
リンレッド染色、オステオカルシンの発現等
を基準として評価する。また、同様の実験を
骨芽細胞様細胞株（マウスMC3T3-E1）につい
ても行う。 
 
(4) サイトカイン・増殖因子によるRECK発
現の変化の検討 
 ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞、骨芽細
胞様細胞株について、OA病態・骨代謝に重要
な役割を果たす各種のサイトカイン・増殖因
子（IL-1, TNF-α, TGF-β, IGF-1等）を作
用させ、RECK発現に変化がおこるか調べる。 
 
(5) siRNAによるRECK発現の抑制によってお
こる骨芽細胞機能の変化 
 ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞もしく
は骨芽細胞様細胞株にRECKを標的とする
siRNAを導入する。導入方法としては電気穿
孔法およびlipofection法を試し、導入効率
の良いものを選ぶ。RECK発現の抑制をRT-PCR
法とWestern blot法で確認する。RECK発現
を抑制した細胞とcontrol細胞を用意し、骨
芽細胞の機能（MMP分泌、ADAM発現、コラー
ゲン産生、増殖、分化、遊走）に影響が見ら
れるか検討する。コラーゲン産生については
I型コラーゲンmRNA発現量の定量RT-PCR法
による測定、I型プロコラーゲンC末端プロ
ペプチドのELISA法による測定を行う。増殖
についてはBrdU（bromodeoxyuridine）とり
こみアッセイ、骨芽細胞分化についてはアル
カリホスファターゼ染色、アリザリンレッド
染色、オステオカルシン発現による評価、遊
走についてはmonolayer wounding assay（Liang 

C et al. Nature Protocols 2:329-33, 2007）を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒトOA関節軟骨下骨におけるRECK分子
の発現を、関節組織切片の免疫組織化学によ
り調べたところ、軟骨下骨の骨芽細胞に発現
が見られた。骨芽細胞における RECK 陽性率
は、骨硬化の有無よりも骨芽細胞の形態と関
連しており、平坦な形態を示す細胞よりも立
方状に腫大した active な形態を示す細胞に
陽性率が高い傾向が認められた。また、マウ

ス骨組織における RECK 免疫染色を行い、マ
ウス正常骨においても骨芽細胞に RECK 発現
が見られることを確認した。 
 
(2) ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞、マウ
ス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 における RECK
発現をRT-PCR法およびWestern blot法を用
いて調べたところ、RECKの発現が認められた。 
 
(3) ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞、マウ
スMC3T3-E1は、アスコルビン酸、β-グリセ
ロリン酸、デキサメサゾンを加えた培地（分
化培地）で培養すると骨芽細胞へと分化し、
アルカリホスファターゼ活性を示し、コラー
ゲンやオステオカルシンを産生した。この分
化過程においてRECKは初期に発現が上昇し、
その後はほぼ一定の発現量を維持すること
がわかった。またヒト軟骨下骨由来骨芽細胞
様細胞では、RECK発現量は細胞密度とも関連
しており、培養ディッシュ上で細胞が密に増
殖している条件下で発現が上昇していた。 
 
(4) 骨に存在する数種のサイトカイン・増殖
因子（IL-1, TNF-α, TGF-β, IGF-I 等）を
作用させ、ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞、
マウスMC3T3-E1細胞のRECK発現が増減する
か RT-PCR 法で調べたが、発現量の変動は小
さかった。 
 
(5) ヒト軟骨下骨由来骨芽細胞様細胞に
RECKを標的とするsiRNAを電気穿孔法によっ
て導入し、RECK発現抑制細胞を作製する方法
を確立し、RT-PCR 法・Western blot 法で発
現抑制を確認した。マウス MC3T3-E1 におい
ても同様の発現抑制細胞を作製し比較した
ところ、MC3T3-E1細胞株よりもヒト骨芽細胞
様細胞の方がsiRNAの効果が高いことがわか
った。発現抑制細胞とcontrol細胞のコラー
ゲン産生・増殖・骨芽細胞分化に明らかな差
は見いだせていないが、培養条件や測定法に
改善の余地があると考えられた。Monolayer 
wounding assayにより細胞遊走を評価したと
ころ、発現抑制細胞とcontrol細胞との間に
遊走能の有意な差は認めていない。今後さら
に発現抑制細胞とcontrol細胞の機能的差異
を検討する必要がある。 
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