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研究成果の概要（和文）：女性に多く認められる手根管症候群(CTS)は、滑膜下結合組織(SSCT)の線維化が病因
の一つと言われている。 本研究では、抗炎症作用をもつ間葉系幹細胞(MSC)に着目し、 CTS患者のMSCの機能と
エストロゲンの影響について検討した．また、我々は組織線維化の要因の一つとして注目される血小板成長因子
受容体α(PDGFRα)陽性の間葉系細胞に着目し、CTS患者のSSCTでPDGFRα陽性細胞の過剰増殖を認めた。さら
に、PDGFRαシグナルを標的とした、AMPK活性化作用を有する糖尿病治療薬メトフォルミンおよびAICARの効果を
解析し、AMPK活性化が有効な治療ターゲットである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：An increased risk of carpal tunnel syndrome (CTS) has been reported in 
postmenopausal women. Fibrosis of subsynovial connective tissue (SSCT) is a prominent feature of 
CTS. Mesenchymal stem cells (MSCs) is considered to maintain the turnover of skeletal tissues in 
homeostasis. The purpose of this study was to assess the effect of the estradiol (E2) on 
SSCT-derived MSC (SSCT-MSC) of CTS patients in vitro. The proliferation activity of the SSCT-MSC was
 increased with E2.  P16 mRNA expression and TP53 expression was significantly downregulated with 
E2. TGF-β was also downregulated with E2. We demonstrated that the effect of estradiol on SSCT-MSC 
in CTS patients, which increased the cell proliferation and inhibited the cellular senescence with 
downregulation of the TGF-β. Our findings suggested that the functional deterioration of SSCT-MSC 
might reside in the postmenopausal CTS patients, and relate to the homeostatic imbalance in SSCT 
fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 特 発 性 手 根 管 症 候 群 (Carpal Tunnel 
Syndrome, CTS)は最も頻度の高い絞扼性神
経障害とされる。手関節の過剰な運動が発症
原因の一つとも言われるがその病因・病態は
未解明である。一般人口における有病率は、
10 万人あたり女性が 500 人、男性 200～250
人と極めて高い。特徴として女性が男性と比
べ 2-3 倍罹患しやすく (Gelfman et al. 
Neurology 2009)、特に閉経後や妊娠中、経
口避妊薬や卵巣摘出時に発症するため女性
ホルモンとの関連が強く推定されている。 
 近年、手根管の横手根靱帯及び滑膜下結合
組織の肥厚・線維化が正中神経の圧迫をまね
き CTS を発生すると報告された。我々は、
本 疾 患の線 維 化した 滑 膜下結 合 組 織
(Subsynovial Connective Tissue; SSCT)に
はTransforming Growth Factor beta 1(TGF
β1)が対照群と比較して有意に高発現してい
ることを明らかにした (Chikenji et al. J 
Orthop Res. 2014)。TGFβは障害刺激の反
復により炎症細胞や障害部位周囲の間葉系
細胞から産生されて線維化を促進し、これが
慢性化すると組織の過剰線維化・瘢痕を引き
起こす(Border et al. N Engl J Med 1994)。
エストロゲンは TGFβ1 を抑制するため、本
疾患の病因にホルモンバランスの変化が推
測されるが、詳細は明らかでない。 
 女性ホルモンと手根管症候群の関連につ
いて、Interleukin-6(IL-6)とProstaglanin E2 
(PGE2) (Freeland et al. Microsurgery2002, 
Sud et al. Microsurgery 2005) 、
Progesterone receptor (PR) (Toesca et al. 
Cell Biol Int.2008)、Estrogen receptor (ER) 
α及びβ (Kim et al. J Orthop Res. 2010) 
が特発性手根管症候群のSSCTに有意に高く
発現すると報告された。IL-6 や PGE2 は卵巣
摘出により上昇し、エストロゲン補充によっ
て抑制されるため(Manolagas et al. Endocr 
Rev. 2000)、性ホルモンと特発性手根管症候
群との関連が推測されるが明らかでない。ま
た過剰発現する ER や PR も本疾患と性ホル
モンの関連を推測させる。 
 骨髄由来間葉系幹細胞  (Mesenchymal 
stem cell, MSC)は、組織障害部位に集積し、
さまざまな液性因子を放出して、局所での炎
症及び免疫反応を抑制する性質を有する。
MSC は手根管にも存在することが知られて
おり(Iqbal SA et al. Stem Cells Dev. 2012)、
近年、MSC にエストロゲンレセプターが発
現していることが報告された。そのため、
MSC はエストロゲンにより性質を変化させ
ると予測させるが明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 CTS は更年期の女性に多く認められ、女
性ホルモンと発症の関連性が推測されてい
る．また、CTS の病態として、手根管内で
正中神経を取り巻く SSCT の線維化が報告
され、間葉系組織の Key regulator である

MSC との関連性も注目されている。 
 本研究では、まず 1) CTS 患者およびコン
トロールの SSCT から MSC を採取し、MSC の
機能について検討を行った．さらに、2) CTS
患者における SSCT-MSC に対するエストロ
ゲンの影響について in vitroで検討した． 
 また、我々は新たに CTS における SSCT
の線維化において、組織線維化の要因の一
つとして注目される血小板成長因子受容体
α (Platelet-derived Growth Factor 
Receptor alpha, PDGFRα)陽性の間葉系
細胞に着目し、CTS 及びコントロールの
SSCT における 3) PDGFRα陽性間葉系細
胞(SSCT 細胞)と超微細形態について検討
を行った。その結果、我々は CTS 患者の
SSCT において PDGFRα陽性細胞の増加
を認めた。癌や線維性疾患に対し、PDGFR
αシグナルを標的として、AMP キナーゼ
(AMPK)活性化が、細胞増殖および線維化
を抑制することが報告されている。我々は
さらに、4) AMPK 活性化作用を有する糖尿
病 治 療 薬 メ ト フ ォ ル ミ ン お よ び
AICAR(AMPK アゴニスト)が SSCT 細胞
の細胞増殖および線維化遺伝子発現に対す
る影響を解析した。 
 
３．研究の方法 
1) SSCT に存在する MSC の機能について 
CTS 患者および Control から手根管開放術
時に SSCT を採取した．採取組織はコラゲ
ナーゼ酵素処理後に，10% Fatal Bovine 
Serum を含むα-minimal essentioal medium
にてプラスチックプレート接着培養を行っ
た．得られた細胞は、位相差顕微鏡観察、
フローサイトメトリーによる細胞表面抗原
分析 (CD73, CD105, CD13, CD10, CD45, 
CD34)、増殖能、形態、分化能について、
CTS(CTS-MSC) と コ ン ト ロ ー ル
(Control-MSC)で比較検討を行った． 
 
2) CTS 患者における SSCT-MSC に対するエ
ストロゲンの影響について 
 女性 CTS 患者 6名から手根管開放術時に
滑膜下結合組織を採取した．採取組織はコ
ラゲナーゼ酵素処理後に，β-Estradiol 添
加有り(E2+)もしくは添加なし(E2-)培地に
てプラスチックプレート接着培養を行った．
培養細胞は、フローサイトメトリーによる
細胞表面抗原分析(CD73, CD105, CD90, 
CD45, CD34, CD11b)、増殖能、骨・軟骨・
脂肪分化能解析を行った。また、Real Time 
PCRを用いてPro-fibrotic factorのTGFβ、
CTGF、Cell Senescenceとして TP53, P16INK4A, 
P21 について比較検討を行った． 
 
3) PDGFRα陽性間葉系細胞と超微細形態
について 
CTS患者およびコントロールの手根管より
SSCT を採取した。超微細形態観察のため、
オスミウム固定後、超薄切片を作製し、電



子染色を施した。免疫組織学的解析のため、
凍結切片を作製し PDGFRα、Cadherin-11
抗体で免疫組織染色を行い、１視野あたり
の細胞密度、PDGFRα、Cadherin-11 陽性細
胞の割合を算出した。結果の解析は CTS 患
者の SSCT を CTS 群、コントロールおよび
遺体標本の SSCT を対象群とし、One way 
ANOVA 及び Tukey-Kramer test を用いて群
間比較をした(α＝0.05)。 
 
4) AMPK 活性化作用を有する糖尿病治療
薬メトフォルミンおよびAICAR(AMPKア
ゴニスト)が SSCT 細胞の細胞増殖および
線維化遺伝子発現に対する影響について 
 SSCT をコラゲナーゼ処理し、単細胞懸
濁液としてプラスチックプレートに播種し
た。プレートに接着した細胞を SSCT 細胞
とした。細胞培養液には１０％ウシ血清、
1%ペニシリン/ストレプトマイシンを含む
α-modified Eagle’s medium で培養した。
実験には 3-5 継代の細胞を使用した。SSCT
細胞の表面抗原解析のため、フローサイト
メトリーおよび免疫細胞染色を実施した。
また PDGF-AA 刺激の有無、PDGFR シグ
ナル阻害剤の有無がSSCT細胞の細胞増殖
能力および線維化関連遺伝子発現量に与え
る影響を解析するため、WST-8 アッセイお
よび Real-time PCR 法を用いて解析した。
さらに、SSCT 細胞の細胞外基質(ECM)産
生を評価するため、SSCT 細胞を 2 週間、
3 次元膜上で培養した。培養後の膜にて免
疫染色をおこない、タイプ 1 およびタイプ
3 コラーゲンの産生量を評価した。 
 
４．研究成果 
1) SSCT に存在する MSC の機能について 
 位相差顕微鏡観察において、CTS 患者由
来 MSC(CTS-MSC)は細胞質が広がり、扁平
で あ っ た が 、 コ ン ト ロ ー ル 由 来
MSC(Control-MSC)では MSC に特徴的な紡
錘形を呈していた．表面抗原の発現は、
CTS-MSC, Control-MSC ともに同じであっ
た ． 分 化 能 に つ い て は 、 CTS-MSC, 
Control-MSC ともに骨・軟骨・脂肪分化能
を認めたが、CTS-MSC で Control-MSC よ
りも有意に脂肪分化能が低下していた(p＜
0.01)．増殖能においても、CTS-MSC が
Control-MSC よりも有意に低かった(p＜
0.01)．CTS 患者、コントロールともに手根
管の滑膜下結合組織に MSC を認めた．CTS
患者の MSC は、コントロールよりも増殖
能、脂肪分化能が低下していた． 
 
2) CTS 患者における SSCT-MSC に対するエ
ストロゲンの影響について 
 MSC の細胞表面抗原と分化能は、E2+と E2-
で差はなかった。MSC の増殖能は、E2+で E2-
よりも高かった．TGFβの mRNA 発現は E2+
のMSCにて低下し(P＜0.05)、P16Ink4AのmRNA
発 現 は E2+ に て 低 下 し た . ま た 、

immunocytochemistry の結果、p53CTS 患者
の線維化した滑膜下結合組織では、間葉系
細胞にて Pro-fibrotic factor の TGFβの
過剰発現が報告されている．本研究で、CTS
の滑膜下結合組織由来 MSC は、エストロゲ
ンにより増殖能を高め、TGFβ の発現を低
下させた．エストロゲンは Smad2/3 の分解
を促進して TGFβシグナル伝達を阻害する
と言われる．今後さらなる検討が必要であ
るが、エストロゲンが CTS 患者の滑膜下結
合組織由来 MSC の機能に影響している可能
性が示唆された． 
 
3) PDGFRα陽性間葉系細胞(SSCT 細胞)
と超微細形態について 
 CTS群における間葉系細胞の超微細形態
所見では細胞質内の豊富な筋フィラメント
と細胞質周囲に大量のコラーゲン様線維産
生を認めた。CTS 群における PDGFRα陽
性細胞の割合は対象群より有意に高値を示
したが、Cadherin-11 陽性細胞の割合は有意
に低値を示した。さらに PDGFRα陽性かつ
Cadherin-11 陽性細胞の割合が CTS 群にて
有意に低値を示した。CTS 群において
PDGFRα陽性間葉系細胞の過剰増殖を認
め、同時に正常な滑膜線維芽細胞のマーカ
ーである Cadherin-11 を発現する細胞が減
少した。これらの結果から、CTS における
SSCT の線維化には PDGFRα陽性間葉系細
胞の関与が示唆された。 
 
4) AMPK 活性化作用を有する糖尿病治療
薬メトフォルミンおよびAICAR(AMPKア
ゴニスト)が SSCT 細胞の細胞増殖および
線維化遺伝子発現に対する影響について 
 
a) PDGFRαシグナル阻害が SSCT 細胞の
増殖、線維化関連遺伝子に与える影響 
SSCT細胞はin vitroでPDGFRαを発現して
いることをフローサイトメトリーおよび免
疫細胞染色にて確認した。SSCT 細胞は
PDGF-AA 刺激によって細胞増殖を亢進させ、
PDGFR シグナル阻害剤であるイマチニブを
添加したところ、濃度に依存して細胞増殖
を抑制した。さらに、PDGFR シグナルのう
ち特に関連が強いシグナルを解明するため、
下流因子の PI3KおよびMEK1/2をそれぞれ
の 阻 害 剤 LY294002(PI3K 阻 害 剤 ) 、
U0126(MEK 阻害剤)を用いて細胞増殖評価
を行ったところ、PI3K 阻害剤に最も高い細
胞増殖抑制効果を認めた。 
つぎに、PI3K 阻害が SSCT 細胞の遺伝子発
現に与える影響を検討したところ、PI3K 阻
害では TGF-β、CTGF、Collagen 1, Collagen 
3, Smad3 の遺伝子発現を抑制することがで
きなかった。 
 
b) AMP キナーゼ(AMPK)活性化が SSCT 細胞
の増殖、線維化関連遺伝子に与える影響 
SSCT 細胞に AMPK 活性剤の AICAR およびメ



トフォルミンを添加したところ、SSCT 細胞
で AMPK のタンパク発現が増加することを
免疫細胞染色にて確認した。次に、PDGF-AA
刺激したSSCT細胞にAICARおよびメトフォ
ルミンを添加したところ、AICAR およびメ
トフォルミンは SSCT 細胞の増殖を抑制す
ることがわかった。さらに AMPK 活性化によ
って、TGF-β、Smad3 の遺伝子発現を抑制
した。 
 
 c) PDGF シグナル活性および AMPK 活
性が SSCT 細胞の ECM 産生に与える影響 
SSCT 細胞を 3次元膜培養したところ、PDGF
シグナルを活性化することによってタイプ
1 コラーゲンの産生が低下し、タイプ３コ
ラーゲンの産生が増加した。一方で AMPK
活性によって、タイプ１コラーゲンの産生
が増加し、タイプ３コラーゲンの産生が低
下することを明らかにした。 
 以上の結果から、AMPK 活性化が SSCT 細胞
の増殖および線維化関連遺伝子の発現を抑
制し、SSCT において正常とされるタイプ 1
コラーゲンを多く産生することから、AMPK
活性化が有効な治療ターゲットである可能
性を示唆した。 
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