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研究成果の概要（和文）： 
 軟骨細胞におけるアグリカナーゼの発現と酵素活性に対するヒアルロン酸（HA）オリゴ糖の
作用を解析した。HAオリゴ糖により、軟骨細胞における ADAMTS4および ADAMTS5の発
現、そしてGPI結合タンパクMT4-MMPとADAMTS4との複合体形成が活性化された。NF-κB
阻害薬により、この発現誘導は抑制された。以上の結果から、HA オリゴ糖による軟骨マトリ
ックスの分解やアグリカナーゼの発現の活性化には、NF-κBシグナル経路が関与していること
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 Hyaluronan	
 (HA)	
 oligosaccharides	
 serve	
 as	
 competitive	
 receptor	
 antagonists	
 to	
 displace	
 
HA	
 from	
 the	
 cell	
 surface	
 and	
 induce	
 cell	
 signaling	
 events.	
 We	
 determined	
 changes	
 in	
 the	
 
expression	
 and	
 function	
 of	
 aggrecanases	
 after	
 disruption	
 of	
 chondrocyte	
 CD44–HA	
 
interactions.	
 Disruption	
 of	
 chondrocyte	
 CD44–HA	
 interactions	
 with	
 HA	
 oligosaccharides	
 
induced	
 the	
 transcription	
 of	
 ADAMTS-4	
 and	
 ADAMTS-5.	
 The	
 association	
 of	
 GPI–anchored	
 
MT4-MMP	
 with	
 ADAMTS-4	
 was	
 also	
 induced	
 in	
 articular	
 chondrocytes	
 by	
 HA	
 oligosaccharides.	
 
Inhibition	
 of	
 the	
 NF-kappa	
 B	
 pathway	
 blocked	
 HA	
 oligosaccharides-mediated	
 stimulation	
 
of	
 aggrecanases.	
 These	
 results	
 suggest	
 that	
 disruptive	
 changes	
 in	
 chondrocyte–	
 matrix	
 
interactions	
 by	
 HA	
 oligosaccharides	
 induce	
 matrix	
 degradation	
 and	
 elevate	
 aggrecanases	
 
via	
 the	
 activation	
 of	
 the	
 NF-kappa	
 B	
 signaling	
 pathway.	
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１．研究開始当初の背景 
 軟骨の主要なプロテオグリカン（PG）であ
るアグリカンは、分子量 210kDaのコアタン

パク質にコンドロイチン硫酸鎖やケラタン
硫酸鎖が結合したものが、結合タンパク質共
存のもとヒアルロン酸に結合している巨大
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分子である。これらが、軟骨組織の力学的強
度を生み出している。 
 変形性関節症では、アグリカンの分解亢進
による軟骨減少が関節機能低下につながる。
これまでアグリカン分解に関与する因子と
しては、マトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）が中心と考えられていた。しかし
1999 年 に 同 定 さ れ た ADAMTS-4 と
ADAMTS-5 が、初期のアグリカン分解の中
心的役割を有することが明らかになった。 
 これらアグリカナーゼはアグリカンの
Interglobular domain (IGD)をアミノ酸特異
的に分解する。しかし、その分解機構に関す
る詳細は不明な点が多く、ほとんど知見が得
られていない。 
 先の研究で、われわれは、顎関節症患者よ
り採取した関節滑液中のヒアルロン酸分子
量が健常者に比し、著しく低下していること
を明らかにした。また、低分子量ヒアルロン
酸がCD44受容体を介して破骨細胞前駆細胞
に作用し、その分化や骨吸収能を増強するこ
とも報告している。このことから、顎関節内
におけるヒアルロン酸分子量の低下は骨軟
骨代謝に対して破壊的に作用し、病態形成に
関与することが示唆された。 
 今回、これまでの知見をもとにヒアルロン
酸分子量の低下とアグリカナーゼの発現、活
性化との関連性を検索し、関節破壊のメカニ
ズムに関する詳細を明らかにすることが目
的である。 
 
２．研究の目的 
 顎関節内における細胞外マトリックスの主
要構成成分アグリカンの代謝に焦点をおい
た研究を展開する。アグリカン分解酵素とし
て、近年関節疾患の病態への強い関与が報告
されている、アグリカナーゼ（ADAMTS4、
ADAMTS5）の発現・活性化に与える低分子
量ヒアルロン酸の影響を分子生物学的に解
明する。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養	
 
	
 初代関節軟骨細胞は、ウシ中趾足根関節よ
り採取し、酵素処理後、培養に使用した。同
細胞の高密度単層培養系に対し、さまざまな
シグナル阻害薬で前処理を行った後、低分子
量のヒアルロン酸オリゴ糖を添加後、サンプ
ルを回収し、生化学的分析に用いた。	
 
	
 
(2)生化学的分析	
 
①	
 Real-time	
 RT-PCR 解析	
 
	
 刺激後の細胞より mRNA を抽出し、real-time	
 
RT-PCR 法を用いて、アグリカナーゼの遺伝子
レベルの発現を定量した。	
 
②	
 Western	
 blotting 解析	
 
	
 刺激後の細胞より産生されるアグリカナ

ーゼタンパクについては、培養上清を回収し、
スピンカラムを用いて濃縮後、Western	
 
blotting 法を用いて、タンパク発現を同定し
た。	
 
③アグリカナーゼ活性解析	
 
	
 ②で産生されたアグリカナーゼのアグリカ
ン分解能を評価するために、HA オリゴ糖をウ
シ軟骨組織片に添加して、培養を行った。培
養上清をサイド回収し濃縮後、アグリカン分
解フラグメント（ITEGE	
 epitope）に対する
抗体を用いて Western	
 blotting 法を行い、
その分解活性を解析した。	
 
④	
 共免疫沈降法解析	
 
	
 ADAMTS4の産生に関してGPI結合タンパクで
ある MT4-MMP との相互作用同定のために、
ADAMTS4 抗体を吸着させた磁性ビーズに培養
後の細胞より抽出したタンパクを反応し、高
純度免疫沈降法を用いて ADAMTS4 と複合体形
成をしているタンパク分画を回収した。回収
後のサンプルについては、Western	
 blotting
解析により、複合体形成タンパクの同定を行
った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）HA オリゴ糖によるアグリカナーゼ遺伝
子発現誘導	
 
	
 HA オリゴ糖刺激下に培養した関節軟骨細
胞より、mRNA を抽出、real	
 time	
 RT-PCR 法
にて	
 アグリカナーゼ発現の同定を行った。
ADAMTS4,	
 ADAMTS5ともに低分子量ヒアルロン
酸の添加により、時間依存的に mRNA の発現
が上昇した（Figure	
 1A,	
 B）。また、この HA
オリゴ糖によるアグリカナーゼ発現誘導能
は、刺激後 6時間（white	
 bar）、24 時間(red	
 
and	
 blue	
 bar)ともに濃度依存的な増強が認
められた。（Figure	
 1C,	
 D）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Figure	
 1	
 
	
 
	
 
（2）HA オリゴ糖によるアグリカナーゼタン
パク発現誘導および C-terminal	
 truncation
の増強	
 
	
 関節軟骨細胞を HAオリゴ糖刺激下に単層培
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養後、培養上清を回収した。回収したサンプ
ルを濃縮（x10）、透析の後、western	
 blot 法
にて ADAMTS4,	
 ADAMTS5 発現を同定した
（Figure	
 2）。mRNA 同様、低分子量ヒアルロ
ン酸添加により、ADAMTS4,	
 ADAMTS5 ともに時
間依存的（A,	
 B）、濃度依存的（C,	
 D）なタ
ンパク発現増強が認められた。	
 
	
 また、ADAMTS4 は C 末端の truncation によ
り、アグリカン分解能が増強することが知ら
れている。Figure	
 2A,C に示すように低分子
量ヒアルロン酸は truncation	
 forｍ（p53,	
 
p40）の発現も増強することが示された。こ
の結果により、低分子量ヒアルロン酸がアグ
リカナーゼの発現とともに、アグリカン分解
能も増強する可能性が示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Figure	
 2	
 
	
 
	
 

（3）HA オリゴ糖によるアグリカナーゼのア
グリカン分解活性の増強	
 
	
 アグリカナーゼは、アグリカン G1-G2 ドメ
イン間の Interglobular	
 domain(IGD)間でア
ミノ酸配列特異的に分解活性を示す。	
 
	
 アグリカナーゼ分解により形成される
neoepitope である ITEGE 抗体を用いて、アグ
リカナーゼの活性について検討を行った。ウ
シ関節軟骨器官培養系に対し、HA オリゴ糖を
加えて、培養を行った。培養上清を回収し、
Figure	
 2と同様の処理を行ったサンプルに対
し、western	
 blotting 法にて、ITEGE の発現
を検討した。	
 
	
 	
 Figure3 に示すように培養上清中の ITEGE
発現は HA オリゴ糖添加後、時間依存的に増
強しており、HA オリゴ糖によるアグリカナー
ゼ活性の増強能が示唆された。	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Figure	
 3	
 
	
 
	
 
（4）HA オリゴ糖による MT4-MMP と ADAMTS4
複合体の形成の亢進	
 
	
 過去の報告により、ADAMTS4 は分泌過程で、
グリコシルホスファチジルイノシトール
(GPI)結合タンパクである MT4-MMP と複合体
を形成することが知られている。今回、HA オ
リゴ糖で刺激した関節軟骨細胞より、タンパ
クを抽出後、ADAMTS4 抗体を結合したマグネ
ットビーズを用いた共免疫沈降法にて、
ADAMTS4-MT4MMP 複合体の発現を同定した
（Figure	
 4）。	
 
	
 Figure	
 に示すように ADAMTS4 と複合体を
形成する MT4-MMP のタンパク発現は HA オリ
ゴ糖の添加により増強した。この結果から、
HA オリゴ糖によるＡＤＡＭＴＳ４発現増強
過程において、MT4-MMP との複合体形成が関
与していることが示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Figure	
 4	
 
	
 
	
 
（5）HA オリゴ糖によるアグリカナーゼ誘導
活性における NF-κB シグナル経路の関与	
 
	
 細胞に HA オリゴ糖による ADAMTS4、
ADAMTS5 発現誘導に関する詳細なメカニズム
の解明に種々の阻害剤を用いた研究をおこ
なった。関節軟骨細胞を各シグナル阻害剤で
前処理の後、HA オリゴ糖(250	
 μg/ml)で刺激
し、抽出した ADAMTS4、ADAMTS5 の mRNA 量お
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よび、培養上清中のタンパク発現量を
real-time	
 RT-PCR 法および western	
 blot 法
にてそれぞれ同定した（Figure	
 5）。	
 
	
 HA オリゴ糖により活性化される ADAMTS4、
ADAMTS5 の発現は mRNA レベル（A,	
 B）、分泌
タンパクレベル（C,	
 D）ともに Helenalin の
前処理により、強い阻害が認められた。その
他の阻害剤では、明らかな変化は認められな
かった。	
 
	
 この結果より、HA オリゴ糖によるアグリカ
ナーゼ発現増強には NF-κB 経路の活性化を
介して誘導されることが示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Figure	
 5	
 
	
 
	
 
	
 今回の研究で、HA オリゴ糖が、NF-κB シグ
ナリング経路の活性化を介して、アグリカナ
ーゼの発現、活性化を増強することが示され
た。顎関節症患者では、これまで、われわれ
は顎関節滑液中のヒアルロン酸分子量が低
下していること、そして低分子量ヒアルロン
酸が破骨細胞の分化、骨吸収能の活性化を介
して、関節破壊に関与している可能性を報告
した。これらの知見から、滑液内で、低分子
化したヒアルロン酸は、細胞外マトリックス
の分解を亢進させ、初期の関節破壊にも関与
している可能性が示された。	
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