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研究成果の概要（和文）：移動機能低下状態、ロコモティブシンドロームで変形性膝関節症の新治療法、そして
初期型症状の診断マーカーの確定が望まれている。膜タンパクであるPanx3は軟骨を含む硬組織特異発現を示
し、細胞増殖抑制と分化促進を行う。また、細胞内外の小分子やイオンを透過させ、細胞内シグナリング活性を
調節するが、変形性膝関節症におけるPanx3の機能は未だ明らかでない。この度の研究では、膝関節症モデルマ
ウスにおいて関節軟骨にPanx3が強発現し、Panx3 KO マウスでは関節炎が減少した。また、アポトーシス軟骨細
胞はPanx3を介して細胞内ATPを放出しマクロファージの遊走および集積を促進し、炎症を惹起した。

研究成果の概要（英文）：In our hyper aging society, we seek the new clinical therapy and diagnostics
 for the locomotive syndrome, especially, osteoarthritis (OA).Pannexin 3 (Panx3), A member of gap 
junction family expresses in hard tissue including cartilage, inhibits cell proliferation and 
promotes differentiation. Panx3 channel releases intracellular small molecules and ions which turn 
on the intracellular signaling pathways. However, in vivo functions of Panx3 for OA are still 
unknown. Here, we found that Panx3 expression was promoted in the knee joint of OA mouse model. 
Panx3 KO mice suffered OA revealed less inflammation and degradation of articular cartilage. 
Further, apoptotic chondrocytes expressed Panx3 higher and released intracellular ATP, resulting the
 migration and accumulation of macrophages.    
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この度の研究ではギャップジャンクションのPanx3が変形性膝関節症治療の標的になりうることを見出した。ロ
コモティブシンドローム（ロコモ）対策は超高齢化社会においては必須であり、この度の発見はロコモの代表で
ある膝関節炎の治療法および初期診断マーカー確定による初期予防法につながる可能性があり社会的意義が大き
いものである。また、Panx3がダメージを受けた局部にマクロファージを遊走促進するトリガーであることが見
出され、Panx3を介したATPシグナルがその中心的なものであることを示すことができた。この結果はギャップジ
ャンクションの新たな機能を提示し、学術的にも意義の深い研究結果となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年、運動器の障害のために移動機能の低下をきたした状態である「ロコモティブシンドロー
ム（略称：ロコモ、和名：運動器症候群）」が注目を浴びている。ロコモの進行は介護率を上げ
る傾向がある。つまり、超高齢社会・日本の未来を見据えると、このロコモ対策は QOL の向上
には欠かせないものである。 
ロコモの代表である変形性膝関節症は加齢、肥満などで膝関節の機能が低下することで膝軟骨
や半月板が変形断裂し、痛みを伴う、とても頻度の高い疾患であるが、治療法としては薬物投与、
装具装着、適度な運動を行う保存療法と手術療法の 2 つの方法しかない。重度のケースでは手
術を行い、人口関節移植などが行われる。また、現在の医療では、初期型の膝関節症を診断でき
るマーカーが存在しておらず、初期治療および予防が行えず悪化するケースが多い。 
 
 Gap junction protein family, pannexinのメンバーである pannexin 3 (Panx3)は歯、軟骨およ
び骨といった硬組織特異的な発現を示す。Panx3 はそれぞれの組織の構成細胞である象牙芽細
胞、軟骨細胞および骨芽細胞の増殖期から文化期への転換期に発現が誘導され、細胞増殖を抑制
し、分化を促進する。膜タンパクである Panx3は 7量体のチャンネル構造を作り、細胞内外の
小分子やイオンを透過させる。Panx3 チャンネルは細胞膜、細胞間および小胞体（E R）膜に存
在し、それぞれ ATP 透過型ヘミチャンネル、Ca2+ 透過型ギャップジャンクション、そして、
ER Ca2+ チャンネルの機能を有する。Panx3 チャンネルの透過する ATP や Ca2+はさまざま
な細胞内外のシグナリング活性を行う。例えば、Panx3チャンネルが細胞内 ATPを細胞外に排
出すると、細胞外の微小環境の ATP濃度が上昇し、細胞外 ATPはオートクラインまたはパラク
ライン的に周辺の細胞に影響を与える。ATP は細胞のプリン受容体を刺激し、細胞内の
PI3K/Akt シグナルを促進する。その結果、Panx3 ER Ca2+チャネルの活性が起こり、細胞内
の Ca2+濃度が上昇することで細胞内 Ca2+シグナルが活性化され、細胞分化に必要な転写因子
の発現促進を行う。さらに、細胞内 ATP放出により減少した細胞内 ATP濃度はWntシグナル
を抑制することで細胞の増殖を止める。このように、Panx3 を介した小分子の移動は細胞に劇
的な変化をもたらす。 
 
 近年、細胞から放出された細胞外 ATPが炎症惹起に関与することがわかってきた。アポトーシ
ス初期の細胞から放出される細胞内 ATPがマクロファージの遊走のきっかけとなり、マクロフ
ァージが瀕死の細胞を察知し細胞の除去を行うサイン（find-meシグナル）となることが知られ
てきた。このマクロファージの集合は炎症惹起の起点となる。Panx、特に Panx1が find-meシ
グナルを生み出すことが報告され、Panxを標的にした抗炎症作用機序の解明および臨床応用が
注目されている。 
 
 そこで、私どもは変形性膝関節症における炎症機構に Panx3 が関与すると予想した。また、
Panx3 は発生過程において初期に発現促進が認められることから変形性膝関節症の初期マーカ
ーになるとも予想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 この度の研究目的は、Panx3 の機能を応用した変形性膝関節症における抗炎症作用、初期診断
技術の開発および創薬を目指すことである。 
その中で、この度の研究機関で以下のことを検討する。 
(1) Panx3が変形性膝関節症において炎症に関与するか。 
(2) Panx3 チャンネル機構抑制が変形性膝関節症の抗炎症になるか。Panx3 チャンネルブロッ
カーの抗炎症効果の評価。 
(3) Panx3が変形性膝関節症の初期マーカーとして応用可能か。 
 
 
３．研究の方法 
 
⑴ 変形性膝関節症モデルマウスにおける Panx3 発現パターンの解析 
 野生型、Panx3 KO マウスを用いて膝関節靭帯切断により変形性膝関節症モデルマウスを作製
し、膝関節における Panx3 発現レベルおよび発現箇所を生化学的および組織学的解析により確
認する。また、病態モデルの時系列 Panx3 発現レベルを観測し、初期型の変形性膝関節症を評価
できるかを検討する。 
 
⑵ 炎症状態における Panx3 の機能解析 
 変形性膝関節症モデルマウスにおけるマクロファージの浸潤箇所と Pnax3 陽性軟骨細胞の局
在パターンを観察する。また、Panx3 の強制発現軟骨細胞および骨芽細胞株とマクロファージの
細胞を in vitro で共培養し、マクロファージの遊走能を観察する。 



 
⑶ 変形性膝関節症モデルマウスにおける Panx3 チャンネルブロッカーの抗炎症効果の評価 
 変形性膝関節症モデルに ATP 放出 Panx3 チャンネルを特異的にブロックする Panx3 抗体または
Panx3 ペプチドを炎症部位に注射作用させて、炎症の消炎を観察比較する。 
 
 
４．研究成果 
 
⑴ 変形性膝関節症モデルマウスにおける
Panx3 発現パターンの解析における結果 
 野生型、Panx3 KO マウスを用いた変形性膝関
節症モデルマウスにおいて靭帯切断後、１週間、
４週間および８週間後の膝関節における Panx3
発現レベルを免疫染色、rela-time PCR および
western blot で調べた結果、Panx3 タンパクお
よび mRNA 発現は時間を追うごとに上昇した。ま
た、NCBI/GEO prolife によるコンピューター解
析においても、human の primary 軟骨細胞を用
いたものとラットでの同様の関節症モデルで
Panx3 の発現上昇が認められた（Fig.1）。さら
に、μCT による解析では Panx3 KO マウスでは
関節炎の進行が抑制された(Fig.2)。正常状態で
の Panx3 の発現は関節軟骨細胞に強く発現が認
められるが、関節炎の状況になると関節軟骨細
胞およびその下層に位置する軟骨層まで Panx3
の発現が認められ、かつ発現の上昇が確認され
た。関節炎が進み膝関節の破壊が進むと、Panx3
の発現はプラトーに達していた。発現の上昇は
初期の関節炎から明らかに認められた。この結
果より、Panx3 が膝関節炎における関節軟骨細
胞で発現上昇が認められ、かつ初期からその発
現上昇を観察できることより、初期型の変形性
膝関節炎のマーカーとなる可能性を見出し、か
つ機能解析により標的にすることで治療法の確
立の可能性を見出した。 
 
⑵ 炎症状態における Panx3 の機能解析 
 次に、関節炎での Panx3 の機能解析をさらに深
めるために、軟骨細胞株 ATDC5 を用いて分化誘
導させ Panx3 の発現が認めれた段階で初期アポ
トーシスを FAS 抗体の作用、放射線照射および
Brefeldin A (BFA)添加させた。結果、アポトー
シス下では Panx3 の発現上昇が認められた 
(Fig.3A)。炎症を惹起する因子で初期アポトー
シス細胞がマクロファージの遊走を助ける、所
謂、find-me signal が更新されているかを確認
した。Find-me signal として ATP が知られてい
るために、ATP の放出量を luminometer により
計測した結果、アポトーシス軟骨細胞は ATP 放
出量の上昇が認められ、この放出は Panx3 チャ
ンネルブロッカーである Panx3 抗体およびペプ
チドにより抑制されたことより、アポトーシスの状態で Panx3 が find-me signal として ATP を
細胞外に放出する機能を有することが示唆された(Fig.3B)。さらに関節炎モデルの関節部の免
疫染色により、Panx3 陽性軟骨細胞の近隣に大量のマクロファージが集積していることがわかっ
た(Fig.3C)。このことからアポトーシスを起こした軟骨細胞を除去するべくマクロファージが
集まっていることが想像でき、かつ、Panx3 チャンネルを介した細胞内の ATP, find-me signal
が要因であることが予想された。 
 
⑶ 変形性膝関節症モデルマウスにおける Panx3 チャンネルブロッカーの抗炎症効果の評価 
 (2)でも記述したようにアポトーシス軟骨細胞に Panx3 チャンネルブロッカーである Panx3 特
異的抗体および抑制ペプチドを作用させた結果、ATP 放出量が抑制された。これらの抑制効果は

 
Fig.1. Panx3 expression and localization. 
A. 関節軟骨における Panx3 の発現箇所。B. 
GEO prolife における変形性膝関節症での
Panx3発現。 
 

Fig.2. 変形性膝関節症モデルマウスの解析。 
A. モデルマウス膝関節のμCT像。 B.変形性
膝関節症モデルマウス関節の骨の厚みの計測
値。 
 

 

Fig.3. A. 初期アポトーシス軟骨細胞におけ
る Panx3の発現レベル（A）と A T P放出量
(B)と変形性膝関節症マウスにおける Panx3
を発現する軟骨細胞とマクロファージの
localizationイメージ (C)。 
 



濃度依存的に推移したため、Panx3 のチャンネルブロックにより find-me signal を抑制できる
ことが示唆され、かつ Panx3 の ATP 放出機能を阻害することによりマクロファージの遊走、その
結果としての炎症惹起を軽減できる可能性が予想された。残念なことに in vivo、関節炎モデル
マウスに直接 Panx3 ブロッカーを作用させて関節炎の進行度合いを測るまでには至らず、今後
の課題となった。 
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