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研究成果の概要（和文）：変形性関節炎では関節軟骨の摩耗とともに滑膜組織を構成する滑膜細胞の活性化が主要な病
態となっている。関節軟骨の再生に効果があるとされているグルコサミン（GlcN）が、滑膜細胞の活性化に対してどう
影響をおよぼすのかについて、伸展負荷による活性化誘導装置を用いて調べた。GlcNは、滑膜細胞の活性化の指標であ
るCox-2遺伝子の伸展依存的に起こる発現を顕著に抑制した。又、GlcNは、炎症惹起性の薬剤刺激にともなうCox-2発現
も強く抑制した。これらの結果は、GlcNには滑膜細胞の活性化を抑制する作用を有するという新たな知見が得られたこ
とを示している。

研究成果の概要（英文）：Activation of synoviocytes that construct synovial tissue is a major pathological 
condition. Although glucosamine is usefull as a component of articular cartilage for regeneration of the 
cartilage, but it is unknown whether glucosamine affects the activation of synoviocytes.
I examined the effect of glucosamine on stretch-dependent activation of synoviocytes using a cell 
stretch-loading system. The pretreatment of synoviocytes with glucosamine suppressed stretch-dependent 
Cox-2 expression, which is a typical hallmark of synoviocytes activation. In addition, glucosamine 
strongly suppressed an inflammatory reagent-dependent Cox-2 expression. These results suggest that 
glucosamine has an ability to inhibit the synoviocyte activation.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
  関節リウマチ(RA)ならびに変形性関節症 
(OA)に罹患した滑膜組織では、線維芽様滑膜
細胞(FLS)の異常増殖と NFκB の活性化を
介した炎症性因子の発現亢進が観察される。
筆者は、以前に細胞伸展装置を用い、ウサギ
FLS に伸展負荷をかけることで、NFκB の
活性化を介した炎症性因子、COX-2（シクロ
オキシゲナーゼ 2）、iNOS（誘導型 NOシン
ターゼ）の発現亢進が誘導する系を確立した。
p53 が NFκB の活性化を抑制するという多
数の報告があることから、筆者は FLS が伸
展負荷依存的に起こる p53 の発現低下が、
NFκB の活性化に密接に関係するのではな
いかという仮説を立て、検証することを当初
の目的とした。しかしながら、筆者の伸展負
荷系では、COX-2の活性化と p53の低下は、
必ずしも両立しなかったことから、研究の方
向を伸展負荷依存的な炎症性因子の発現を
抑える物質の解明に重点を置くことにした。 
 
２．研究の目的 
グルコサミン (GlcN)は, 軟骨マトリク

スの構成因子であるヒアルロン酸やコンド
ロイチン硫酸合成の材料の一つとして知ら
れている。ところが最近, 神経膠細胞にお
いて、LPS(リポポリサッカライド)刺激依存
的なCOX-2およびiNOS発現の誘導をグルコ
サミンが抑えるという報告がなされた 
(Nitric	
 Oxide，31;1-8，2013)。この事実
は,グルコサミンに抗炎症作用があること
を示している. そこで，グルコサミンが滑
膜の活性化も抑えるのではないかと考え，
伸展ストレス依存的な滑膜細胞の活性化に
対するグルコサミンの作用を検討すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
HIG-82(ウサ関節由来 FLS)を、当研究室

で行っている伸展負荷装置により活性化す
る系を用い、GlcN が COX-2 の発現を抑制す
るのかについて、COX-2 の発現ならびに
Cox-2 の発現を支配する転写因子 NFκB の
活性化抑制をウエスタンブロット法ならび
にレポーターアッセイにて調べた。また、
薬剤刺激による COX-2 の発現誘導に対する
GlcN の効果についても検討を加えた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 (1)	
 伸展負荷の p53 発現に及ぼす効果に	
 
	
 	
 ついて：	
 
	
 HIG-82 細胞をシリコン製チャンバーに接
着培養後、CO2 インキュベーター内に設置し
た細胞伸展装置にセットし、図 1に示す条件
下に 1時間伸展負荷をかけ、その後 1時間の
回復（静置条件）を待って細胞を回収し、そ
の可溶化タンパクを調製後、ウエスタンブロ
ットにより p53 を検出した。600,,1200	
 
cycle/h で cox-2 の発現誘導は観察されるが
（図省略）、これらの伸展条件下で p53 の発

現低下は検出されなかった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1	
 p53 発現に対する伸展負荷の影響につい	
 
	
 	
 て	
 
	
 
(2)	
 グルコサミン	
 (GlcN)による滑膜細胞活	
 
	
 	
 性化の抑制：	
 
以前に報告したように、滑膜細胞	
 (HIG-82)
の伸展刺激は、細胞の活性化の指標となる NF
κBの活性化を介したCox-2や iNOSの発現を
誘導する(J.	
 Biochem.	
 147:633-644,	
 2010)。	
 
そこで、GlcN が、伸展負荷依存的な COX-2 発
現に影響を及ぼすのかをウエスタンブロッ
ト法により調べた（図 2）。5	
 mM	
 GlcN もしく
は、同一濃度の構造類似物質 N-アセチルグル
コサミン	
 (NAG)、グルクロン酸	
 (GluA)で
HIG-82 細胞を 2時間前処理後、記載の伸展条
件下で活性化刺激を行った。	
 
	
 
図2	
 伸展刺激にともなうCox-2の発現亢進と	
 

	
 	
 	
 GlcN による抑制	
 
	
 
	
 図に示すように、伸展刺激は Cox-2(	
 上段
カラムの 71.3	
 kDa 近傍のバンド)の発現を亢
進したが、GlcN 前処理により顕著に発現が抑
制された。NAG や GluA にも同様の抑制効果が
観察された。一方、内部コントロールとした
グリセルアルデヒド 3リン酸デヒドロゲナー
ゼ	
 (GAPDH;	
 下段カラムの 45.1	
 kDa、32.2	
 kDa
の間に位置するバンド)の発現には、これら
の処理による影響はみられなかった。	
 



 

 

	
 ホルボールエステル	
 (PMA)は、プロテイン
キナーゼ Cの活性化剤であり、多様な細胞に
対して、NFκB の活性化を誘導することが知
られている。	
 そこで、PMA 刺激依存的な
Cox-2発現誘導をGlcNが抑制しうるのかにつ
いても調べた（図 3）。	
 
	
 Cox-2 の発現（図 3上段カラム）に対して、
5	
 mM 濃度の GlcN、NAG,およびグルコースい
ずれも影響を与えなかった。	
 
	
 一方、100	
 nM	
 PMA で 4時間処理した HIG-82
細胞では、顕著に COX-2 の発現増加が観察さ
れた。しかしながら,5mM	
 GlcN で 2 時間前処
理によりこの PMA 依存的な COX-2 発現は著し
く抑えられ、加えて、その量的低下を示した
Cox-2 の分子サイズが、わずかに小さくなっ
ていた。現時点で、分子サイズの低下の原因
は不明である。	
 GlcN に対し，5	
 mM	
 NAG もし
くはグルコースによる前処理は,	
 PMA 依存的
COX-2 発現を抑えることができなかった。NAG
は GlcN 同様に、伸展刺激依存的な COX-2 の
発現に対しては抑制効果を示した（図 2）。伸
展刺激と PMA 刺激では、NFκB 活性化に至る
初発経路が異なり、おそらく NAG は前者のみ
を、GlcN は両経路に共通するステップを阻害
するとも考えられるが、現時点では不明であ
る。	
 
	
 	
 下段カラムは、内部コントロールの GAPDH
で、その発現はこれらの処理による変動はみ
られなかった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
図 3	
 PMA 刺激にともなう Cox-2 発現と、GlcN	
 
	
 	
 による抑制	
 
	
 
	
 
(3)	
 NFκB の活性化におよぼす GlcN の効果	
 
	
 
	
 先述したように、筆者は以前、伸展刺激に
ともなう Cox-2 の発現誘導に、Cox-2 遺伝子
の転写調節を支配している NFκBの活性化が
関与していることを報告している。	
 
	
 そこで、伸展刺激にともなう NFκB の活性
化を GlcN が抑制しうるのかについて検討し
た（図 4）。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
	
 

図 4	
 伸展刺激に伴う NFκB 活性の亢進と	
 
	
 	
 GlcN による抑制	
 
	
 
図に示されるような伸展条件によって、NFκ
B の転写調節活性は約 7.5 倍に増加した。一
方、5	
 mM	
 GlcN 前処理した場合。伸展依存的
な NFκB 活性の増加は約 5 倍に抑えられた。
同濃度のグルコースは、逆に NFκB の転写調
節活性を 11 倍へと促進した。これらの結果
は、伸展刺激にともなう NFκB の活性化過程
のあるステップ、もしくは直接的に活性化し
た NFκB を阻害することで GlcN は、Cox-2 の
発現を抑制している可能性を強く示唆して
いる。	
 
	
 薬剤刺激にともなう NFκB の活性化を、
GlcN が抑制しうるのかについて検討した（図
5）。ここでは、NFκB を活性化させるサイト
カインとして、入手のしやすさの点から、ヒ
ト TNFαを用いて、ヒト非小細胞性肺がん細
胞 H1299 を図に示された条件下に処理した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

図 5	
 TNFα刺激にともなう NFκB 活性の亢進	
 
	
 	
 と GlcN による抑制	
 
	
 
	
 図に示されるように、TNFα刺激によって、
NFκBは3倍以上に活性亢進したが、5	
 mM	
 GlcN
前処理後 TNFα処理した場合には活性亢進は
2 倍弱に抑えられた。同濃度の NAG も抑制効
果を示したが、GlcN に比べ弱かった。	
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