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研究成果の概要（和文）：本研究では、活性型ビタミンD3の軟骨細胞分化、及び関節軟骨の変性に対する影響を検討す
ることを目的とした。マウス骨端部の軟骨細胞を採取し、活性型ビタミンD3誘導体を添加、培養後細胞を回収し遺伝子
発現をreal-time PCRにて検討したところErgやlubricin (Prg4)の発現は非添加群と比べ高い傾向にあった。また、マ
ウスの内側不安定型変形性関節症誘導モデルに活性型ビタミンD3誘導体を局所投与したところ非添加群に比べ関節軟骨
変性の程度は低い傾向にあった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the effect of Vitamin D3 on the 
differentiation of chondrocytes and the degradation of articular cartilage. Primary mouse epiphyseal 
chondrocytes were isolated from new born mice, and subjected to gene expression analysis. Treatment with 
Vitamin D analog tended to stimulate Erg and lubricin (Prg4) expression. Local administration of Vitamin 
D analog to mice subjected to osteoarthritis (OA)-inducing surgery tended to decrease joint degradation 
following OA inducing surgery.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨は外圧の緩衝や円滑な可動性を
提供する重要な組織である。しかし、関節軟
骨組織は血管、神経、リンパ管が存在しない
組織であるため、変形性関節症や関節破壊性
疾患などにおいて、一度損傷を受けるとその
修復は困難であり、その結果、経時的に関節
軟骨そのものの破壊とその周囲の軟骨の変
性をきたし、疼痛、可動域制限により著しい
関節機能の低下を招く。しかしながら、関節
軟骨組織変性の予防法または軟骨組織その
ものを修復するという治療法は確立されて
いないのが現状である。関節軟骨の変性、退
行性変化を病態とする変形性関節症の患者
数は、高齢化社会を迎えるにあたり飛躍的
に増加しているため、軟骨組織の形態維持
及びその再生は患者の QOL (Quality of 
Life)を高める上で非常に重要である。 
関節形成を発生学的な観点から考えると、
大部分の軟骨細胞は成長軟骨を形成し、肥大
化、石灰化（最終分化）を経て骨に置換され
るのに対して（成長軟骨細胞）、特に骨端部
に存在する軟骨細胞は最終分化することな
く関節軟骨（永久軟骨）として機能すること
が知られている（永久軟骨細胞）。また、関
節形成時には同時に様々な因子やシグナル
伝達経路が作用していることが考えられて
いるため、変形性関節症等における関節軟骨
組織損傷の予防や修復、及びその再生には軟
骨組織の発生機構の解明とともに、軟骨細胞
の分化制御に関わるメカニズムなどの分子
病態の解明が重要であると考えられる。 
近年、臨床研究において、血清ビタミン D
の低値が変形性膝関節症や変形性股関節症
の進行に関係するという報告（引用文献①、
②、③）がされている。また in vitro の研
究において、ビタミン Dが関節軟骨において
プロテオグリカンの産生を刺激し、関節軟骨
代謝に直接影響を与えていることや、活性型
ビタミン D3 による軟骨細胞最終分化抑制効
果が報告されているが（引用文献⑤）、以降、
未だそのメカニズムは明らかにされていな
いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ビタミン Dシグナルの軟骨
細胞分化における影響について検討を行い、
関節軟骨の退行性変化における役割を明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 活性型ビタミン D3による in vivo 軟骨細
胞分化制御の評価 
生後 3-5 日のマウス骨端部の軟骨細胞を
単離、培養し、活性型ビタミン D3および活
性 型 ビ タ ミ ン D3 誘 導 体 と し て 1
α,25-dihydroxyvitamin D3（10

-8 M）、1
α,25-dihydroxy-2β-(3-hydroxypropoxy) 
vitamin D3（10

-8 M）を 7日間添加した。細
胞を回収し Type 1 コラーゲンゲル 200μl

中に 1.0×106個の細胞を均一に撹拌させ、
ヌードマウスの皮下に細胞移植を行った
（引用文献⑥）。コントロールとして、1
α ,25-dihydroxyvitamin D3 、 及 び 1
α,25-dihydroxy-2β-(3-hydroxypropoxy) 
vitamin D3非添加群の軟骨細胞を同数、細
胞移植することにより形成されたペレット
を組織学的に比較検討した。組織評価は細
胞移植後 1 週、2 週、4 週と経時的に H-E
染色、アルシアンブルー染色で評価した。 
 
(2) 活性型ビタミンD3によるin vitro軟骨細
胞分化制御機構の解明 
生後 3-5 日のマウス骨端部の軟骨細胞を
単離、培養し、1α,25-dihydroxy-2β
-(3-hydroxypropoxy) vitamin D3を添加し
た。RNA を回収し関節マーカーの発現量を
real time RT-PCR 法を用いて評価を行った。 
 
(3) 変形性関節症における活性型ビタミン
D3の予防効果の検討 
野生型マウスの右膝関節に、内側不安定型
変形性関節症誘導モデルを作成した（引用文
献⑦）。手術はイソフルレン吸入麻酔下、右
膝内側側副靭帯を横切し右膝関節内側部から
関節包を切開することにより関節軟骨の展開
を行った。次に内側半月板全切除を顕微鏡視
下手術にて行った。左膝関節にはコントロー
ルとしてsham手術を施行した。内側不安定型
変形性関節症誘導後、 
1α,25-dihydroxy-2β
-(3-hydroxypropoxy) vitamin D3を関節内に
局所投与１回/週（0.2μg/kg）を行った。コ
ントロールには1α,25-dihydroxy-2β
-(3-hydroxypropoxy) vitamin D3溶解液とし
て使用する中鎖脂肪酸溶液を関節内投与した
群を作成した。8週後に屠殺し、内側膝関節の
体軸方向にパラフィン組織標本切片を作成し
た。変形性関節症様変化はサフラニン-O染色
にて経時的に評価を行った。関節軟骨変性の
評価はOARSI(Osteoarthritis research 
society international)によって推奨されて
いる組織学的なスコアリング（引用文献⑧）
を基に定量評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 活性型ビタミン D3による in vivo 軟骨細
胞分化制御の評価 
活性型ビタミン D3誘導体(10

-8 M)添加群、
非添加群のいずれの組織像においても 1週、
2 週にて軟骨細胞の肥大化を認め、明らか
な組織学的な差は認められなかった。4 週
の組織像においても軟骨細胞の肥大化及び
一部骨化を認め、明らかな組織学的な差は
認められなかった(図 1)。また、活性型ビ
タミン D3（10

-8 M）添加群においても 4週の
組織像においても軟骨細胞の肥大化及び一
部骨化を認め非添加群と比べて明らかな組
織学的な差は認められなかった。 
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(図 1) 
 
(2) 活性型ビタミン D3による in vitro 軟骨
細胞分化制御機構の解明 
軟骨細胞に活性型ビタミン D3誘導体添加
後 4 日で RNA を回収し real-time RT-PCR
を解析した結果、活性型ビタミン D3誘導体
添加群において非添加群と比べ、Erg は約
1.4 倍（活性型ビタミン D3誘導体：10

-8 M）、
lubricin (Prg4)は約 1.2 倍（活性型ビタミ
ン D3誘導体：10

-7 M）と発現が高い傾向が認
められた。軟骨細胞において活性型ビタミン
D3の軟骨細胞分化制御効果の可能性が考えら
れた。 
 
(3) 変形性関節症における活性型ビタミン
D3の予防効果の検討 
内側不安定型変形性関節症誘導8週後にお
いて、内側関節軟骨の変性に関して組織学的
に評価した結果、活性型ビタミン D3誘導体
投与群では、コントロール群に比べ、OARSI
による OA cartilage grade 評価は低い傾向
にあった(図 2)。In vivo における活性型ビ
タミン D3 による関節軟骨変性抑制効果の可
能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(図 2) 
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