
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

軟骨変性におけるミトコンドリア内酸化ストレスの病理学的役割の検証

Pathological role of mitochondrial oxidative stress in cartilage degeneration

１０３１７４５６研究者番号：

野尻　英俊（Nojiri, Hidetoshi）

順天堂大学・医学部・准教授

研究期間：

２６４６２３１９

平成 年 月 日現在２９   ５ １８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：ヒト変形性関節症（OA）患者の関節軟骨においてミトコンドリアに局在する抗酸化酵
素superoxide dismutase 2(SOD2)が有意に低下しているという報告があるが、SOD2の異常が軟骨変性の直接的原
因かは明らかになっていない。我々は野生型マウスに外科的OA誘導モデル（DMM）と軟骨特異的Sod2欠損マウス
を使用し、過度なメカニカルストレスが軟骨細胞のミトコンドリアスーパーオキシドを過剰産生すること、そし
て軟骨変性を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We herein demonstrate that mechanical loading promoted mitochondrial 
superoxide generation and selective Sod2 downregulation in chondrocytes in vivo and that 
mitochondrial superoxide inducer also downregulated Sod2 expression in chondrocytes in vitro. A 
genetically manipulated model revealed that Sod2 deficiency in chondrocytes also resulted in 
mitochondrial superoxide overproduction and dysfunction, thus leading to cartilage degeneration. 
Intra-articular injection of a permeable antioxidant effectively suppressed the mechanical 
loading-induced mitochondrial superoxide generation and cartilage degeneration in mice. Our findings
 demonstrate that mitochondrial superoxide plays a pivotal role in the development and progression 
of osteoarthritis, and the mitochondrial superoxide balance may therefore be a promising target for 
the treatment of cartilage degeneration.

研究分野：整形外科
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１． 研究開始当初の背景 
 
平成 22 年度厚生労働省の国民生活基礎調
査によると、65 歳以上の人の要介護の原因の
第５位（7.4%）、要支援の原因の第１位
（19.4%）が関節疾患となっている。よって
関節疾患の予防・治療は医療面だけでなく本
邦の経済、社会においても重要な課題である。
関節疾患とは軟骨変性の進行に伴い関節変
形をきたす疾患で、日常生活動作（ADL）の
低下や関節痛などの症状を呈する症候群（変
形性関節症 osteoarthritis（以下 OA））であ
るがその治療戦略、予防対策は未だ決め手が
ないのが現状である。 
一方、活性酸素の蓄積は生体機能の低下、
すなわち老化を進行させる原因であり、臓器
老化または疾病発症・進行に深く関連してい
る。活性酸素は酸素代謝の副産物として産生
され、生体物質を酸化すること（酸化ストレ
ス）で機能不全を起こす結果、細胞毒性を発
生させると考えられている。その中で活性酸
素 を 処 理 す る 内 在 性 の 抗 酸 化 酵 素
Superoxide dismutase (SOD)は重要な生理学
的役割を果たしていることが解明されてき
た。 
軟骨細胞における変性過程に酸化ストレ
スが関与をしていることがいくつかの先行
研究で示唆されている。その中に人 OA の軟
骨においてミトコンドリア局在のSODである
SOD2 の発現が選択的に低下しているという
プロテオミクス解析があった（Mol. Cell. 
Proteomics 2009）。さらに人の DNA チップを
用いた解析で OA 軟骨において存在する 3 つ
の SOD アイソフォーム（SOD1, SOD2, SOD3）
すべての発現低下を示した報告もされ(Ann 
Rheum Dis 2010)、OA と SOD の関連について
注目を集めている。しかしこの変化が軟骨変
性の原因なのか、それとも変性が引き起こし
た結果なのかは不明であるとともに、その機
序に関しても全く未知である。 
我々はSOD1（細胞質局在のSOD）またはSOD2
の欠損マウスを作製し老化進展、障害を臓器
別に解析することでそれぞれの役割を研究
してきた。その中で、我々は SOD1 を欠損さ
せたマウスにおいて骨量減少、骨質異常が認
められることを発見した（Nojiri et al. JBMR 
2011）。さらにそのマウスを尾部懸垂した廃
用モデルの実験において SOD1 が骨萎縮に防
御的役割を持っていることを証明した
(Morikawa, Nojiri et al. JBMR 2013)。ま
た骨特異的 SOD2 欠損マウスの解析から SOD2
が骨形成の調節因子であることを証明して
いる（Kobayashi, Nojiri et al. ASBMR young 
investigator award 2013 受賞）。さらに骨格
筋特異的 SOD2 欠損マウスの解析では、ミト
コンドリア呼吸鎖の障害によるエネルギ－
（ATP）産生の著しい低下がもたらす筋力低
下が引き起こされることを明らかにした
(Kuwahara, Nojiri et al. FRBM 2010)。こ
れらの研究により酸化ストレスの運動器機

能低下、老化への重要な関連性とその突破口
となる分子機構を解明してきた。 
今までの研究結果から、活性酸素に対する
酸化ストレス耐性能は臓器毎、細胞毎に大き
く異なり、活性酸素の発生機序や防御システ
ムが細胞固有の制御下に存在することが予
想された。よって活性酸素の病理学的役割を
臓器毎、細胞毎そして細胞質局在、ミトコン
ドリア局在の酸化ストレス処理機構毎に解
析する必要があると考えた。 
 
２． 研究の目的 
 
 我々は軟骨でのミトコンドリアにおける
酸化ストレスが及ぼす病理的変化をみるた
め Sod2 遺伝子欠損マウスの解析を検討した
がそのマウスは新生児致死であり、軟骨の加
齢変性過程におけるスーパーオキシドの病
理学的意義や SOD2 の役割を解明することが
不可能であった。そこで研究協力者が作製し
た Sod2 flox マウス（Ikegami et al. BBRC 
2002）を軟骨特異的 Cre マウスと交配し軟骨
特異的な遺伝子欠損マウスを作製した。この
酸化ストレス誘導モデルの形態変化を解析
することで軟骨の変性機序への SOD2 の関連
性を解明し、人の OA 軟骨における SOD2 の発
現低下が OA発症原因なのか OAから引き起こ
された結果なのかを証明することを目的と
した。また同時にヒト OA 軟骨におけるスー
パーオキシドの発生量、SOD 活性を測定し、
モデルマウスでの事象の再現性を確認した。 
 
３．研究の方法 
 
軟骨特異的な SOD2 欠損マウスを作製  
軟骨特異的プロモーターCreマウスとSod2 
flox マウスを交配し、ミトコンドリア内に局
在し活性酸素を処理する抗酸化酵素である
SOD2 を軟骨特異的に欠損させたマウスを作
製した。 
 
軟骨における酸化ストレス過剰状態の確認 
 ROS (reactive oxygen species; 活性酸素
種)の発生を捉える。膝関節より軟骨細胞を
採取しスーパーオキサイド検出用蛍光試薬
DHEにてROSを蛍光発色させFACSで蛍光強度、
細胞数の定量化を行う。 
 
軟骨細胞、関節軟骨の形態変化 
 軟骨細胞の培養、マウス膝関節の切片の作
製により培養細胞の観察や OA スコアリング
による組織学的解析を行った。 
 
代謝変化の解析による軟骨変性の検証 
 膝軟骨から抽出した mRNA を用いて、軟骨
同化マーカー、軟骨異化マーカーの発現レベ
ルの定量的 RT-PCR を行った。さらに軟骨培
養において軟骨基質合成能を測定した。 
 
ミトコンドリアの機能と形態の変化 



 軟骨から抽出したミトコンドリアの膜電
位測定し、電子顕微鏡で形態を観察した。 
 
OA 誘導実験 
膝関節内側半月板の前方付着部を解離す
ることにより膝関節の動揺性を惹起する
Destabilization of the medial meniscus 
(DMM)モデルを作製し、OA スコアリングによ
る組織学的解析を行った。 
 
抗酸化剤によるレスキュー実験 
ビタミン C誘導体（パルミチン酸を側鎖に
もつ脂溶性ビタミンＣ: APPS）を関節注射し、
軟骨変性の抑制効果を組織学的に評価した。 
 
ヒト軟骨におけるスーパーオキシド発生量、
SOD 活性の測定 
人工膝関節全置換術（TKA）を行った KL4 の
患者（OA 群）5例 5膝と膝前十字靭帯損傷再
建手術（ACL 再建術）または半月板部分切除
術を行った KL0,1 の患者（対照群）5 例 5 膝
の関節軟骨および滑膜を採取し、スーパーオ
キシド特異的蛍光試薬であるDHE染色で蛍光
強度を測定した。さらに TKA を行った KL4 の
患者（OA 群）18 例 18 膝と ACL 再建術または
半月板部分切除術を行った KL0,1 の患者（対
照群）9 例 9 膝の関節軟骨および滑膜を採取
し、SOD 活性を評価した。 
 
４．研究成果 
 
軟骨特異的な SOD2 欠損マウスを作製 
軟骨特異的プロモーターCre マウス
（Col2a1-Cre）と Sod2 flox マウスの交配か
ら軟骨特異的 SOD2 欠損マウス（Col2a1-Cre, 
Sod2 flox/flox マウス: Sod2 cKO）を作製し
た。マウスの膝軟骨から DNA、RNA 及び蛋白
を抽出し PCR にて Sod2 遺伝子欠損バンドを
確認、RT-PCR による mRNA 発現レベルとウエ
スタンブロット法による SOD2 蛋白発現レベ
ルの測定を行ったところ軟骨において特異
的に SOD2 の完全な欠損が確認できた。 

 
軟骨における酸化ストレス過剰状態の確認 
膝関節より軟骨細胞を採取しスーパーオキ
シド検出用蛍光試薬 DHE にて蛍光発色させ
FACS で蛍光強度を定量したところ ROS 
(reactive oxygen species; 活性酸素種)の
過剰な発生を認めた。これらの結果から軟骨
特異的に SOD2 の欠損とそれに伴うスーパー
オキシド過剰発生を誘導することに成功し
た。 

 
 
軟骨細胞、関節軟骨の形態変化 
 12 か月齢の軟骨特異的 SOD2 欠損加齢マウ
スの膝において自然発症の変形性関節症変
化が確認できた。基質形成能を示す染色性の
低下が著明であった。自然発症の OA が認め
られた。 

 
 
 
代謝変化の解析による軟骨変性の検証 
マウス膝軟骨から抽出した mRNA を用いて
定量的 RT-PCR を行ったところ、軟骨同化マ
ーカーの発現低下、軟骨異化マーカーの発現
上昇が明らかとなった。炎症の惹起を示す遺
伝子の発現上昇が示された。さらに軟骨細胞
培養においてはプロテオグリカン産生が有
意に低下していた。 
 
 



 
ミトコンドリアの機能と形態の変化 
 ミトコンドリア膜電位の低下とミトコン
ドリアの形態異常（膨化とクリステ構造の破
壊）が認められた。 

 
OA 誘導実験 
DMM モデルを作製し関節軟骨への機械的刺
激の過負荷を行ったところ、DMM 後 8 週の軟
骨特異的 SOD2 欠損マウス膝で組織学的に軟

骨変性が促進していた。 
 
抗酸化剤によるレスキュー実験 
APPS は Sod2 欠損軟骨細胞におけるスーパ

ーオキシド発生量を有意に抑制した。   
 
生体においても APPS の関節注射により関
節軟骨のスーパーオキシド発生量が有意に

抑制され、軟骨摩耗を有意に抑制した。 
 
ヒト軟骨におけるスーパーオキシド発生量、
SOD 活性の測定 
 DHE 染色の蛍光強度は対照群に対し、OA 群
の関節軟骨および滑膜ではいずれも有意に
増加していた。また関節軟骨における SOD 活
性は対照群に対し、OA 群で有意に低下を認め
た。また滑膜における SOD 活性は対照群に対
し、OA 群で有意に低下を認めた。 
 
 これらの結果より関節軟骨へのメカニカ
ルストレス誘導下において、また加齢におい
て軟骨細胞における SOD2 の低下、スーパー
オキシドの増加が変形性関節症の発症の原
因であることが証明された。またヒト OA 膝
より採取した軟骨および滑膜においてSOD活
性の低下およびスーパーオキシドの過剰状
態が認められ、マウスを用いた実験結果と矛
盾しない結果であった。 
 加齢に伴い変形性関節症に起因する運動
機能の障害は増加し、その対策は超高齢社会



が続く中で非常に重要な課題である。今回の
結果は軟骨代謝における酸化ストレス制御
の重要性を意味し、変形性関節症の予防・治
療においてスーパーオキシド、活性酸素種の
除去、SOD 活性の上昇などが鍵となることを
示した。今後、酸化ストレス制御が可能とな
り、関節痛に悩む患者が減少し、高齢者がい
つまでも健康で生き生きとした生活がおく
れる超高齢社会となることを願う。 
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