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研究成果の概要（和文）：EPA処理によってNOの生産過剰で引き起こされた、MMP3、13の発現が抑制され、また、p38MA
PK,p53のリン酸化、および、caspase-3およびPARPの活性化が抑制され、アポトーシスを減少したことから、OAの予防
、治療に有用である可能性が示唆された。これらの内容に対して、国際学会で1回、国内学会で2回発表、さらに軟骨組
織におけるアポトーシスを介した関節症性変化制御に関連する目的で、p53R2, PTENという分子でも研究を行い、これ
に関連する英語論文2本を発表している。

研究成果の概要（英文）：Objective: Oxidative stress has been reported to induce apoptosis and degeneration
 of chondrocytes.But the mechanism of EPA in apoptosis and degeneration of chondrocytes has been unknouwn.
 We evaluated that the function of EPA on apoptosis and degeneration of chondrocytes.Methods: The expressi
on of MMPs were detected by real-time PCR, and apoptosis related proteins were detected by western blottin
g and FACS. C57BL/6J mice were used for detecting MMPs expression by immunohistochemistry.Results: EPA inh
ibited SNP-induced apoptosis of chondrocytes. EPA inhibited SNP-induced expressions of MMP3 and MMP13. The
 progression of OA was prevented by articular injection of EPA in vivo. Immunohistochemistry demonstrated 
that MMP3 and MMP13 expression were increased in DMM model. However, intra-articular injection of EPA inhi
bited the expressions of MMP13. Conclusion: The treatment of EPA can control the oxidative stress-induced 
OA progression. EPA may be a new therapeutic approach in OA therapy.
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１．研究開始当初の背景 

近年、高齢化社会の到来とともにとと

もに変形性関節症などの著しい関節障害

を有する患者は増加の一途をたどってい

る。これらの患者は疼痛や可動域制限の

ために、日常生活動作が著しく障害され、

ひいては生活・人生の質（Quality of Life）

の低下を生じる。このような変形性関節

症に対する手術的治療として人工関節置

換術は非常に良好な成績を収め、確立さ

れたものとなっているが、その反面、人

工関節のゆるみなどの合併症もあり、こ

れにとって代わる治療法の開発が待たれ

るところである。 

誰しもが思う「傷んだ軟骨をとりもど

せないのか？」という希望をかなえ得る

治療方法として、軟骨再生が注目され、

その研究の成果により様々な生体内の多

分化能を有する細胞などから軟骨細胞を

得ることが可能となりつつある。しかし

これらの細胞は、脱分化や細胞死（アポ

トーシス）を生じるために軟骨細胞とし

ての性格を長期的に保つことは難しく、

これが大きな障害となっている。 

それでは、変形性関節症のように進行

していく軟骨障害をくい止める、もしく

は進行のスピードを落とさせる方法はな

いのか？ 

そこで、今回着目するのは軟骨細胞の

細胞死（アポトーシス）である。変形性

関節症では軟骨細胞のアポトーシスが亢

進していることが報告されている。本研

究では軟骨細胞におけるアポトーシスに

着目し、これらの制御メカニズムの解明

を目的とした研究を行ない、さらにそれ

を利用した変形性関節症の治療法の可能

性を検証する。これまでの変形性関節症

などの関節障害に対しては、成長因子や

増殖因子からのアプローチが主流であり

アポトーシスを利用したアプローチはほ

とんど行われていないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、軟骨のアポトーシスに関して着

目し、その制御に関与する因子を見出し、そ

の機能を評価する。その第一歩として、代表

的な癌抑制遺伝子の一つである p53 とその関

連因子に着目した。p53 は癌抑制遺伝子とし

て知られているが、DNA 損傷の生じた細胞の

細胞周期制御や DNA 修復、アポトーシスへ

の誘導などに深く関与していることが報告

されている。また、組織の老化に関与すると

の報告もあり、変形性関節症などの加齢変化

との関連が考えられる。一般的に細胞にスト

レスが加わり DNA が損傷されると p53 の発

現が上昇し、転写因子活性を上昇させて細胞

周期が一旦停止すると考えられている。その

後、過度なストレスによって DNA の修復が

不可能な細胞に対してはアポトーシスを誘

導させる。その際、p53 の標的遺伝子である

p53AIP１はミトコンドリア内で発現活性を

上昇させ、細胞をアポトーシスへ誘導する重

要な働きを果たしている。 

主に軟骨組織における軟骨細胞のアポトーシ

スに関連した研究を行ってきた。その中でも

p38MAPK という分子に着目した。 

P38 MAPK は多機能でであり細胞のアポトー

シスに関与するだけでなく、分化、増殖、炎

症の誘導にも関与することが報告されてい

る。一方、変形性関節症においては IL-1β と

いった炎症性サイトカインの亢進が正常関

節に比べ亢進することにより炎症、ひいては

関節破壊につながっているとの研究報告も

散見される。実際、関節リウマチの研究分野

ではリウマチ滑膜細胞において p38MAPK の

活性を抑えることで IL-1β などの炎症性サイ

トカインの発現が発現亢進が抑制され滑膜

の 炎 症 が 抑 え ら れ る と の 報 告 が あ る

(Rheumatology, 2008) 。 さ ら に 近 年 EPA 

(eicosapentainoic acid) が p38MAPK の活性を



抑制するということが言われており、 我々

はこの点に注目し変形性関節症における関

節の破壊を EPAを介した p38MAPK抑制効果

で、アポトーシスの制御と同時に炎症をコン

トロールすることで同時に抑制することが

できないかを検討する 

 

３．研究の方法 

軟骨細胞として NHACkn を単層培養し、

EPA30μg/mlを 8 時間添加し、その後、NO ド

ナーのソディウムニトロプルシッド（SNP）

1mM を 30 分、12 時間負荷した。抽出した細

胞で real time RT-PCR にて MMP3、13 を検出

し、Western Blotting にて p38MAPK、p53 のリ

ン酸化、cleaved caspase 3、cleaved PARP を検

出し、FACS にて軟骨のアポトーシスを解析

した。 

次に 10 週令の C57BL6J マウスに変形性関節

症モデル(DMM モデル)を作成し、毎週 EPA

を関節内投与し、術後 12 週で屠殺し組織学

的、免疫組織学的に評価行った。 

 

４．研究成果 

(1) real time RT-PCR では NHACkn に SNP 負

荷での MMP3、13 の 増加を認め、EPA 添加

にてそれが容量依存性に MMP 3,13 の発現が

抑制された。(Figure 1) 

 

 

(2)フローサイトメトリーでは、SNP 負荷によ

る軟骨のアポトーシスが、EPA 添加によって

抑制された。(Figure 2) 

 

(3)Western Blotting では SNP 負荷で p38MAPK、

p53 のリン酸化が増加し、EPA を添加するこ

とで、そのリン酸化が抑制された。(Figure 3) 

 
(4)また、アポトーシスに関与する caspases 3、

PARP の活性化が SNP 負荷で増加し、EPA に

て抑制された。(Figure 4) 

 
(5) DMM モデルを作成し 12 週後に safranin  

O 染色で比較すると、EPA 投与群で OA の進

行 

が抑制された。(Figure 5) 

 



(6) TUNEL 染色で EPA 投与群すると TUNEL 

陽性細胞は減少した。つまりアポトーシス 

を抑制している。(Figure 6) 

 
 

考察 

EPA 処理によって NO の生産過剰で引き起こ

された、MMP3、13 の発現が抑制され、また、

p38MAPK,p53 のリン酸化、および、caspase-3

および PARP の活性化が抑制され、アポトー

シスを減少したことから、OA の予防、治療

に有用である可能性が示唆された。今後 

臨床実用に向けた取り組みが必要である。 
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