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研究成果の概要（和文）：　ヒト関節軟骨細胞の分化誘導開始48時間目に37，39，41，43℃×20分間の1回目温熱刺激
（1st HS）を適応した．その24時間後に45℃15分の致死的温熱刺激（2nd HS）を与えた．さらに8時間後のcell viabil
ityを評価した．1st HSの 24時間後に，HSP-70および基質代謝をmRNA発現で評価した．HSP-70の発現は温度依存的に亢
進した．基質代謝は41℃群で最も亢進し，2nd HS後も41℃群が高値を示した． 2nd HS後のcell viabilityは，41℃群
において最も維持された．適度な温熱刺激はHSP70発現を誘導しストレス耐性を高めることが示された．

研究成果の概要（英文）： Cultured human articular chondrocytes were subjected to the 1st HS in a thermal 
bath (37, 39, 41, 43 °C for 20 min) after 48 h of differentiation. Then, 24 h after the 1st HS, half of 
them were exposed to fatal stress (2nd HS at 45 °C) for 15 min. Cell viability was measured 8 h after 
2nd HS. Twenty-four hours after each HS, Hsp70, proteoglycan, and type II collagen mRNA expressions were 
quantified by rt-PCR.
 After the 1st HS, Hsp70 expression gradually increased with increase in temperature of the HS. 
Proteoglycan and type II collagen gradually increased until HS at 41 °C. HSP70 expression level 
significantly increased 24 h after the 1st HS at 41 °C compared with that in untreated chondrocytes. 
Moreover, chondrocytes pretreated at 41 °C showed increased cartilage matrix gene expression and the 
most tolerance to the 2nd HS. Appropriate HS caused increase in HSP70 expression, leading to enhancement 
of chondrocytes’ tolerance to heat stress.

研究分野：スポーツ医学
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１．研究開始当初の背景 

スポーツ活動における関節傷害は下半

身に多く発生し，特に足関節や膝関節は

傷害発生率が高く，特に主要な荷重関節で

ある膝関節は重症化しやすいと報告され

ている（岩噌ら 2005; 高橋ら 2010）．

その要因の一つとしてオーバーユースや

オーバーロードが挙げられる．アスリー

トは，青少年期から過度の力学的ストレ

スが反復して関節軟骨に加わり続けるこ

とで ，加齢によって生じる軟骨変性より

も早く変性が進行する（立花 2005）．そ

のため，将来的に変形性関節症となるリ

スクが高い． 
 また，近年は健康志向から中高年のス

ポーツもブームになってきており，政府

もメタボリックシンドロームやロコモテ

ィブシンドローム対策に運動療法を積極

的に推奨している．しかし，加齢ととも

に多くの人は徐々に関節軟骨変性が進み，

変形性関節症の要因となる．変形性関節

症は運動の阻害因子の 1つであり，中高

年者に安全な運動を実践してもらうため

には、積極的に関節軟骨を保護すること

が重要になる． 

温熱療法は，従来は物理療法としてト

レーニング後や疲労に対するリハビリや

コンディショニングに温熱療法が幅広く

利用されている（Sarzi-Puttini et al. 2005）．

特に変形性関節症や関節リウマチなどの

関節疾患では，運動療法などの理学療法

とともにホットパックや超短波が汎用さ

れている．軟部組織に対する温熱の効果

には，温熱による局所効果と遠隔効果が

ある．遠隔効果の主なものは，血流によ

る温熱の移動や自律神経系を介した生体

反応である．一方，局所効果には，温熱

によるコラーゲン線維の易伸展性の亢進

（Lehmann et al. 1970），疼痛閾値の上昇

による鎮痛効果（Lehmann et al 1958），

筋紡錘の伸展感受性の低下による筋緊張

低下作用（Mense et al 1978），局所血流

増加作用（Abramson et al 1961），組織代

謝増加作用などがあるとされている．一

般に運動器に対するリハビリテ-ション

治療に応用されている温熱療法は，この

局所効果を利用して患部局所の鎮痛をは

かりながら筋の緊張を取り，関節の可動

域訓練を行う補助療法と考えられてきた．

そのため，関節軟骨を保護する直接的な

目的をもって利用されてはいない．   

一方，ヒートショックプロテイン（Heat 

Shock Protein：HSP）は，熱などの外界環

境から受ける様々な負荷に対応して，生

体防御機能を発揮するストレス応答蛋白

である．HSPは，生体内のタンパク質分

子が正しい折りたたみ（フォールディン

グ）をして正常な機能を獲得することを

助けるシャペロン機能を有する．HSPフ

ァミリーは分子量によりそれぞれの名前

が付けられ数種類の HSPがあり，それぞ

れに異なった特徴が報告されている

（Parcellier et al 2003）. ストレスによっ

てタンパク質が傷害されて異常なタンパ

ク質が細胞内に蓄積すると，HSPは構造

異常を起こしたタンパク質を修復，また

は修復不可能な場合は分解を促進して細

胞を保護する． HSPファミリーの中でも

本実験の研究対象とする Heat shock 

protein 70（HSP70）は主要な HSP のひと

つであり，物理的，科学的ストレス負荷

時の誘導量が多く，様々なストレスから

細胞を防御する役目を果たしている

（Gloria et al 1991）．HSP70の誘導剤で

あるMG132 およびグルタミンを変形性

関節症動物モデルの関節内へ投与するこ

とにより関節軟骨変性が軽減されること

が明らかにされている（Etienne et al 

2008）．さらに，MG132 およびグルタミ

ンを培養軟骨細胞に添加すると細胞傷害



性ストレスから保護することが報告され

ている(Grossin et al 2004; Tonomura et al 

2006）．MG132およびグルタミンは

HSP70 以外の効果を軟骨細胞に及ぼし

ている可能性があるが，HSP70は細胞傷

害性ストレスから軟骨細胞が保護すると

いう報告（Kubo et al 2001）や，関節軟骨

細胞に対する HSP70 遺伝子の導入が一

酸化窒素によって誘導される軟骨細胞の

アポトーシスを劇的に抑制することが示

されている（Terauchi et al 2003）．これ

らの結果から，HSP70 が軟骨保護作用を

持つと考えられる． 
 
２．研究の目的 

アスリートは，青少年期から過度の力

学的ストレスが反復して関節軟骨に加わ

り続けるが，直接的に関節軟骨を保護す

る方法はなく，加齢によって生じる軟骨

変性よりも早く軟骨変性が進行しやすい

ため，関節に何らかの予防的処置を加え

ることで、軟骨変性の進行を抑制する可

能性を追求したいと考えた． 

HSP は温熱により誘導される蛋白質で

あり，なかでも HSP70は物理的，科学的

ストレス負荷時の誘導量が多く，様々な

ストレスから細胞を防御する役目を果た

している．このことから，HSP70 を運動

前に誘導することができれば軟骨保護作

用を高め，変性予防に利用できる可能性

があると考えられる．  

そこで本研究では，温熱刺激により

HSP70 の発現を誘導し，軟骨細胞がスト

レス耐性を高める可能性を検討し、温熱

療法の関節軟骨への軟骨保護効果のエビ

デンスについてヒト軟骨細胞を用いて確

立することを目的とした． 
 
３．研究の方法 

 ヒト関節軟骨細胞（NHAC-kn , Lonza）

培養し，分化誘導開始 48時間目に 37 ℃ 

39 ℃ 41 ℃ 43 ℃の温熱刺激を 20分

（1st HS）行った．温熱刺激はディッシ

ュにテープで防水処理し，37℃，39℃，

41℃，43℃の各条件温度に設定した恒温

槽に浸漬した． 

 温熱刺激後インキュベーター内で 24

時間培養を行い，その後 45℃15分の致死

的温熱の高ストレス（2nd HS）を適用した．  

 2nd HS 8時間後に cell countおよび LDH 

assay によって cell viabilityの確認をした．

また，1st HS, 2nd HS 24時後に rt–PCR法

により HSP70, II型コラーゲン，プロテオ

グリカンの遺伝子発現を測定した． 
 
４．研究成果 

1st HS後は，HSP70の mRNA発現が温

度依存的に増加した． 

 

II型コラーゲン，プロテオグリカンの

mRNA発現は，41℃群において最も高値

を示した． 

 

2nd HS後は，1st HS41℃群の cell viability 

(cell count 高値・LDH assay低地) ，II型

コラーゲン，プロテオグリカンが最も高

値を示した． 



 

 

 

 

 適度な温熱刺激は， HSP70の発現を誘

導し，軟骨細胞の活性化を高め，致死的

ストレスに対する耐性が亢進することが

in vitroのレベルで示され，軟骨変性予防

や変形性関節症の治療に積極的に応用で

きる可能性が示唆された．これまで補助

療法として考えられてきた温熱療法は，

選手生命や健康寿命の延伸に寄与するこ

とが期待される．  
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