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研究成果の概要（和文）：変形性関節症(OA)の病態において脱分化した軟骨細胞が再分化する際の再プログラミングと
microRNA (miRNA)の関連、その機能と治療に結びつく可能性を検討した。ヒト関節軟骨においてmiR-125bはADAMTS-4を
制御する。またヒト関節軟骨細胞表面に発現するCD54/CD44は脱分化状態を表す指標と成り得る。脱分化したOA軟骨細
胞は軟骨分化誘導培地でのペレット培養で再分化可能であり、骨髄由来の間葉系幹細胞(MSC)と同等の多分化能を認め
る。軟骨細胞に発現するmiRNAは脱分化により低下、再分化で高くなった。ラット OAモデルでVerapamilの関節内投与
がOA進行を抑制した。

研究成果の概要（英文）：The pathological roles of microRNAs in reprogramming of chondrocytes were analysed
. First, we demonstrated that miR-125b plays a role in regulating the expression of ADAMTS4 in human chond
rocytes. The mean fluorescence intensity (MFI) ratio of CD54 to CD44 could be an adequate candidate as the
 index of the differentiation status of chondrocytes. Chondrogenic induction in three-dimensional pellet c
ulture successfully rescued the expression of chondrocyte phenotype marker genes to native levels. We comp
ared the muitipotency of bone-marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) with osteoarthritic chondrocyte
(OAC)s. OACs differentiated into adipogenic, osteogenic, and chondrogenic lineages same as MSCs. The expre
ssions of microRNAs related to chondrocytes decreased in de-diffrentiation and recovered during re-differe
ntiation. Finally, we found that intraarticular injection of verapamil inhibited OA progression as well as
 nuclear localizations of beta-catenin in a rat OA model.
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症(OA)の病態は軟骨細胞自身の

代謝の変化による細胞外マトリックスの合

成と破壊のバランスの破綻が主体であり、OA

の病態形成に内軟骨骨化に関わる因子の変

化が関与していると考えている。miRNA とは

19-25 塩基程度の 1 本鎖 RNA であり、転写後

のメッセンジャーRNA(mRNA)に相補的に結合

して翻訳を阻害することで、ターゲットとな

るタンパク質の合成を阻害する遺伝子抑制

機能を持つ。ヒトにおいては 300 種類以上存

在していることが判明しており、全ゲノムの

うち 1%ほどを占めている。その機能はまだ不

明なものが多いが、miRNA による遺伝子抑制

は、発生や分化におけるタイミングや細胞の

生死、主にアポトーシスをコントロールして

いることを中心に解明されてきた。軟骨細胞

が 様 々 な miRNA を 発 現 し て お り 、

interleukin(IL)-1 に反応して増加すること

や、miR-146 は OA の grade によって発現量が

違い、MMP-13 と相関があることなどが判明し

た。我々は OA の病態制御に miRNA が関与す

る可能性に着目して研究を進めており（平成

２１年度科学研究費萌芽研究）、軟骨基質の

重要な因子である aggrecan の分解酵素であ

る ADAMTS4 が miR125b による制御を受ける可

能 性 が あ る こ と を 発 見 し た (2012ORS 

spotlight session 松川、酒井ら).また

miR-23b,miR-27bはHIF-2aの制御に関わって

いることも判明した(2012,2013 ORS 石塚、

酒井ら). 軟骨細胞の代謝の変化を恒常的な

制御機構の機能低下ととらえたとき、miRNA

が OA の病態形成に関わっている可能性は高

い。更に近年 miR-200c, miR-302s, miR-369s

を 同 時 に 導 入 す る こ と で induced 

pluripotent stem cells (iPS 細胞)を作成す

ることができるとの報告がされ、miRNA が

様々な生理現象に対して重要な役割を果た

している可能性が示唆された。OA 軟骨におい

て進んでいく軟骨基質や細胞の破壊に対し

て、恒常性の維持のために基質産生は増加す

ると言われるが、それだけでは最終的には不

十分であり、明らかな再生現象については不

明である。再生を促す現象の一つとして幹細

胞が流入してくる可能性があるが、軟骨には

血 行 が な い 。 そ こ で 軟 骨 細 胞 の

Reprogramming を起こそうとする可能性があ

り、更にその制御に miRNA が関与しているの

ではという発想に至った。 

 

２．研究の目的 

今回の目的は(1)iPS 細胞作成に関与すると

言 わ れ る miRNA(miR-200c, miR-302s, 

miR-369s)発現に関して正常軟骨とOA軟骨で

の相違を検討する。(2)これら miRNA を発現

抑制、または過剰発現させることで OA 軟骨

細胞の肥大化を含む内軟骨骨化様シグナル、

す な わ ち type X collagen 、 matrix 

metalloproteinase(MMP)-13、Runx2、HIF-2a

等や Oct4,Sox2,Klf4,c-Myc 等の iPS 細胞作

成に必要な遺伝子がどのように変化するか

を調べ、その関連性について検討する。すな

わち OA の病態において”軟骨細胞の

Reprogramming”が起きているのかどうか、

またその制御に関わる miRNA を同定し、それ

らの変化が OA の病態に与える影響を調べる

のが今回の目的である。 

３．研究の方法 

(1) OAマウスを作製し、発症後日数別に分け

て軟骨組織を採取した後にRNAを抽出する。予

備実験のデータより、発症後2、4、8週後にマ

ウスを屠殺して軟骨組織を得る。正常マウス

(Sham)の軟骨組織をコントロールとして使用

する。採取した軟骨組織の一部から軟骨細胞

を得て培養を行い、RNAを抽出する。OAマウス

は従来の方法に則り、麻酔下にマウス膝関節

を切開して内側側副靱帯、内側半月板を切除

して作製する。 

またX線、組織学的に関節炎や破壊の程度を評

価する。軟骨組織標本はアルシアンブルー、



サフラニンO染色にて評価する。 

(2) 抽出したRNAを用いてライトサイクラー

による定量的RT-PCRを行い、軟骨基質であるt

ypeII collagen, aggrecanや、matrix metal

loproteinase(MMP),ADMTS4などの基質分解酵

素、IL-1βやTNF-αなどの炎症性サイトカイ

ンなどの遺伝子発現量の変化を調べる。またO

A軟骨細胞の肥大化を含む内軟骨骨化シグナ

ル、すなわちtype X collagen、MMP-13、Run

x2、HIF-2a等に関しても同様に行う。Reprog

rammingの指標としてOct4, Sox2, Klf4, c-M

ycの遺伝子発現の変化を、さらにmiR-200c,m

iR-302s,miR-369sの発現変化を調査する。軟

骨組織破壊の程度と発症後日数とこれら遺伝

子の発現パターンを評価して至適条件を見つ

けることが重要になる。 

(3) 抽出した RNAを用い miRNA-array を用い

て miRNA の発現パターンを検出し、正常軟骨

と、OA 軟骨から得られたものの比較を行い、

発現に変化が起きているmiRNAをピックアッ

プする。候補となった miRNA について、PCR

法にて発現量を比較検討する。また培養軟骨

細胞を IL-1β等の炎症性サイトカインで刺

激を行ったものに関してmiRNAの発現量の変

化を調査し、炎症性メディエーターとの関連

を明らかにする。正常軟骨と OA 軟骨での反

応の違いに注目して検討する。これらの評価

により、正常軟骨と OA 軟骨での内軟骨骨化

シグナルや炎症性メディエーターの変化、OA

で再プログラミングが起きているのかどう

か、また miRNA との関連を明らかにすること

を目標とする。 

得られたデータを元に培養軟骨細胞を用い

て発現量の差異が認められたmiRNAの機能解

析を行う。 

(1)発現抑制 

標的になる miRNA のアンチセンス RNAを数種

類デザインした上で委託にて合成を行う。こ

れらを単独、もしくは至適濃度にて混合して

Lipofection kit によってマウス軟骨細胞に

導入する。導入されたアンチセンスは標的

miRNA に相補的に結合して、その発現を抑制

する。 

(2)過剰発現 

miRNAの前駆体を合成して導入する手法、ま

たは目的のmiRNAのoriginとなるDNAをゲノ

ムより切り出し、PCR法にて増幅した後、ベ

クターに導入して大腸菌を用いて増殖させ

てベクターを抽出したものを細胞に導入す

ることで過剰発現を起こす。アンチセンスと

同様にLipofectionを用いた導入を行う。 

それぞれの細胞より抽出したRNAを用いてラ

イトサイクラーによる定量的RT-PCRを行い、

typeII collagen, aggrecan、type X collagen、

matrix metalloproteinase(MMP)-13、Runx2、

HIF-2a などの遺伝子発現量や、再プログラミ

ングの指標としてのOct4, Sox2, Klf4, c-Myc

の遺伝子発現の変化を調べることで、これら

がmiRNAによる影響を受けるかどうかを確認

する。また、再プログラミングの状態に関し

て幹細胞マーカーの発現を確認したり、骨組

織や脂肪組織、軟骨組織への分化誘導を行っ

て確認する。 

４．研究成果 

我々は Target scan を用いて、ADAMTS-4 mRNA

の 3’-UTR 末端に seed sequence を持つ

microRNA である、miR-125a、-125b、-4319

を発見した。MiR-125b は miR-125a、-4319 と

比較して、ヒト軟骨組織および細胞で強く発

現しており、正常軟骨と比較して、OA 軟骨で

miR-125b が著しく低下していたことから、

miR-125b が OA の病態に強く関与していると

考えた。更に 軟骨細胞において、miR-125b

を強制発現させることにより、IL-1βにより

誘導される ADAMTS-4 の mRNA と蛋白の増加を

抑制したことから、ヒト関節軟骨において、

miR-125b が ADAMTS-4 を制御することを証明

した。更に Luciferase Reporter Assay にお

いて、miR-125b の増加により ADAMTS-4 

3’-UTR clone を含む Luciferase の活性が



低下していることから、miR-125bが ADAMTS-4 

mRNA を直接制御していることが示された。 

また単層培養したヒト関節軟骨細胞におい

て、その分化の過程に関連した表面マーカー

発現を同定し、脱分化した細胞を選り分ける

ための指標を定義する試みを行った。軟骨細

胞を単離し、単層培養を第 4継代（以下 P4）

まで行った。継代の各時点（P0 から P4）に

おいて、細胞外マトリックスの mRNA 発現

（collagen type I, II, X および aggrecan）

を real-time RT-PCR を用い測定した。また

同時点での細胞表面マーカー（CD14, CD26, 

CD44, CD49a, CD49c, CD54, CD151）発現を

FACS を用いて測定した。両者の関係を検討し、

単層培養における分化の指標候補を定義し

た。その指標に基づいて、P2 単層培養軟骨細

胞を磁気細胞分離システム（以下 MACS）を用

いて選別した。選別前の細胞群と選別後の細

胞群の遺伝子発現を再び real-time RT-PCR

を用い測定し検討した結果、Collagen type 

II と collagen type I の mRNA の比は、単層

培養におけるヒト関節軟骨細胞の分化状態

を表していた。表面マーカー発現は、分化に

したがって変化していた。表面マーカー発現

における CD54 と CD44 の比は、脱分化状態を

表す指標の候補と成り得ると考えられた。 

次に軟骨細胞を単層培養で継代していくと、

生体内から平面への微小環境変化の影響を

受けて急激に脱分化を起こし細胞の形態や

発現型が変わってしまうことが知られてい

るが、脱分化した OA 軟骨細胞の再分化能に

ついて検討した。軟骨分化誘導培地を用いて

ペレット培養を行うことで P4 の細胞でも軟

骨組織と同等のレベルまで Collagen type II

や aggrecan の発現能を取り戻すことができ

ることが分かった。ヒアルロン酸の合成パタ

ーンも、脱分化にて低分子量の HAS3 優位の

発現パターンを呈したが、これも回復するこ

とが分かった。 

さらに OA 軟骨細胞に多分化能があるかどう

かについて、骨髄由来の間葉系幹細胞(MSC)

との比較研究を行った。細胞表面の MSC マー

カーと言われている CD29, 44, 73, 90, 105

は OA 軟骨細胞において MSC とほぼ同等に発

現していた。また血球系マーカーである CD45, 

HLA-DR は陰性であった。MTT アッセイでは OA

軟骨細胞の方がMSCより増殖能が高い傾向で

あった。軟骨、骨、脂肪に分化誘導をかける

と、両者ともに分化することを確認できた。

MSCよりOA軟骨細胞の方が軟骨組織への分化

は良好であった。軟骨細胞に発現することが

知られている miRNA-23b, 27b, 125b, 140 に

ついて調べてみると、OA 軟骨細胞を単層培養

すると低値であったそれぞれの発現はペレ

ット培養によって再分化することで発現が

高くなることが分かった。 

また幹細胞のマーカーである OCT4, NANOG の

発現を比較したところ、OCT4 の発現は MSC, 

正常軟骨細胞、OA 細胞では同等であった。

NANOG については、MSC に比べて正常軟骨細

胞、OA 軟骨細胞の方が数倍高い発現を示した。 

次に Wnt シグナル制御による OA 治療薬を同

定する目的で Wnt の拮抗因子である FRZB の

発現を亢進する薬剤の探索を行い、

Verapamil を同定した。その効果を RT-PCR、

Western blotting、組織観察で検討した。

Verapamil はヒト OA 軟骨細胞で FRZB, ACAN, 

COL2A1, SOX9 の発現を亢進し、Wnt3A で誘導

したWnt/-cateninシグナルの標的遺伝子で

ある AXIN2 と MMP3 の発現を抑制した。また

-catenin の蛋白量を Verapamil が減少させ

た。胎生期マウスの脛骨器官培養では

Verapamil は軟骨細胞の肥大分化を抑制し、

ラット OA モデルでは Verapamil の関節内投

与が OA 進行を抑制した。 
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