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研究成果の概要（和文）：1.関節炎抑制効果と軟骨保護効果を併せ持つ薬剤の検討：Wnt阻害によるOA治療薬の
開発を目指したが、候補の６種類の化合物では標的物質の抑制効果に用量依存性の問題や、刺激種類、使用細胞
の違いから結果に再現性が確認できず断念した。Raloxifene に注目し、細胞種類や各種刺激による炎症抑制効
果が異なることを確認した。
2.CD44断片化阻害物質の関節症治療薬としての可能性の検討：断片化阻害薬開発に研究成果が得られなかった。
HAのCD44とICAM-1を介した抗炎症効果の細胞内シグナルの違いについて検討し、NFkBリン酸化抑制を共有する
が、その抑制効果を発揮する経路が異なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Examination of drugs that have both arthritis-suppressing effect and 
cartilage-protecting effect: The 6 kinds of compounds that were considered as candidates have the 
inhibitory effect on the targeted molecules. The experimental results were inconsistent and 
reproducibility could not be confirmed, so We gave up. Focusing on Raloxifene, the effect of 
suppressing inflammation by various stimuli differed depending on the target cell type. 
Examination of the potential of the CD44 fragmentation inhibitor as a therapeutic agent for 
arthropathy: No research results were obtained for the development of fragmentation inhibitors. We 
investigated the difference in intracellular signals of anti-inflammatory effect mediated by HA CD44
 and ICAM-1, and suggested that they share the inhibition of phosphorylation of NFkB together, but 
the pathways for exerting the inhibitory effect may be different.

研究分野：整形外科学

キーワード： Wnt/βカテニン抑制　CD44断片化抑制　Drug repositioning　変形性関節症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症は高齢者に多く発症し、有病率が高いことで知られる。治療では関節保護効果と関節症治療効果が
求められるが、現状では関節保護効果を臨床的に証明した薬剤は存在しない。ヒアルロン酸関節内投与に動物実
験で関節保護効果が証明されたのみである。ステロイドのような強力な抗炎症作用は結果として、関節症進展を
助長することは周知の事実である。本来は軟骨組織保護効果と抗炎症効果を併せ持つ薬剤の開発が望ましいが、
今までそのような発想に立つ薬剤開発は行われていない。関節保護に働き関節症を根本から治療する薬剤の開発
は治療概念を変えうる。本研究では軟骨保護効果と抗炎症効果の両立が可能となる治療薬の開発を目指した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症(以下 OA)は極めて高齢者に多く発症し、有病率が高いことで知られている。治療

では関節保護効果と関節症治療効果が求められる。しかし、現状では関節保護効果を臨床的に証

明した薬剤は存在しない。ヒアルロン酸関節内投与に動物実験で関節保護効果が証明されたの

みである。ステロイドのような強力な抗炎症作用は結果として、関節症進展を助長することは周

知の事実である。本来は軟骨組織保護効果と抗炎症効果を併せ持つ薬剤の開発が望ましいが、今

までそのような発想に立つ薬剤開発は行われていない。関節保護に働き関節症を根本から治療

する薬剤の開発は治療概念を変えうる。この関節症治療に関わる根本的な課題を解決するため

に Drug repositioningに注目し、既存薬剤の Off labelの薬効を見出す戦略を採用した。従来に

は無い発想の関節症治療薬の開発が達成出来ると思われる。二方面からの開発研究を進め、Wnt/

βカテニン経路とCD44経路に注目した検討の全く異なる 2つの方向から治療薬開発を進めた。 

(1) 軟骨保護効果と関節炎抑制効果を併せ持つOA治療薬の開発 
Wnt/βカテニン経路は間葉系幹細胞からの軟骨細胞と脂肪細胞への分化を抑制し，骨芽細胞と

骨細胞への分化を促進する。OAでは軟骨変性に伴い、Type XIコラーゲンに代表される軟骨細

胞形質の変化とＴide Mark骨化機序の促進、血管侵入が見られ、軟骨形質維持の破綻と骨化の

活性化が起こる。Drug reposition により Wnt シグナル経路の抑制作用を持つ FRZB(Frizzled 

related protein)の発現を亢進させることで関節症治療薬の検討を行い、Verapamilを見出した。

本剤は製薬企業から関節炎治療薬として特許申請がされており、臨床開発を断念した。別のWnt

シグナル抑制による治療薬候補として Fluoxetineを見出し、動物実験での有用性も証明するこ

とが出来た。既に同種薬が関節症治療薬として市販されている点から薬品企業の協力が得られ

ず、臨床開発を断念した。これら薬剤は関節炎抑制と軟骨保護効果が期待できるものであった。 

(2) CD44 断片化阻害物質の関節症治療薬としての可能性の検討 
CD44断片化抑制による軟骨細胞脱分化および細胞外マトリ

ックス喪失抑制を図ることは軟骨組織の破壊防止、保護に重

要である。ヒアルロン酸の主たる受容体である CD44 の

ADAM10 による断片化が OA 軟骨において観察される。

CD44断片化はヒアルロン酸を中心とした細胞外マトリック

ス形成を阻害するばかりか、断片化の結果生成された

ICD(intra cellular domain)が生理活性を持ち、炎症、軟骨破

壊を引き起こすMMPなど分解系酵素や炎症性サイトカイン

産生に働き関節破壊を助長する。即ち CD44断片化抑制は軟

骨保護効果と抗炎症効果を持つと考えた。軟骨細胞表面での

CD44 の断片化は、細胞外領域における膜型 MMPs による

第一切断後、C末端側の断片がγ-secretaseで切断

されて ICDを生ずる。そして CD44-ICDは、CD44

の C 末端と細胞骨格との結合を競合的に阻害し、

CD44-HA結合を抑制する。OAへと進行していく

CD44-HA結合喪失の最初のきっかけとして、軟骨

細胞における CD44 の断片化が重要である。そこ

でこの CD44 断片化を抑制する作用を持つ軟骨保

 



護治療薬の開発を発想した。ADAM10阻害による CD44断片化抑制は軟骨細胞脱分化抑制と軟

骨マトリックス維持を可能にして、OA治療に応用できる可能性を発想した。同時に CD44の細

胞内伝達経路を明確にすることから全く新たな軟骨保護効果を持つ薬剤開発の基礎データの提

供を発想した。 

２．研究の目的 

(1) 関節炎抑制効果と軟骨保護効果を併せ持つ薬剤の検討：  

① Wnt シグナル抑制効果を持つ化合物を、再度 Drug repositioning 戦略を用いて選定し、関

節症治療薬としての可能性を検討することである。既に過去の研究成果により 8 種類の候補化

合物を得ている。Wntシグナルの抑制は関節炎の抑制効果をはじめ、Tide Markの骨化抑制な

ど軟骨保護に加えて複合的な効果が期待でき、関節保護効果と関節炎治療効果を併せ持つ関節

治療薬の開発を期待し、これら化合物に細胞種、動物種、培養条件と変更して、下流に存在する

標的遺伝子をmRNAレベルとタンパクレベルで発現を検討し再現性の高い化合物を二次候補薬

として動物実験（靭帯障害モデル）を行い、前臨床 POCの確立を目指した。 

② Back up研究：Estrogen receptor agonistによる軟骨保護作用と関節症抑制効果を持つ化合

物の可能性を再度検討する目的で、以前の研究成果から軟骨保護効果を認め、かつ Dkk-1 関連

の検索から選択された Raloxifeneについて滑膜細胞における抗炎症効果の検証と細胞内伝達経

路を明確にする検討を行った。 

（２）CD44 断片化阻害物質の関節症治療薬としての可能性の検討 

① ADAM10抑制による CD44断片化抑制を可能とする化合物の検討 

Ⅱ型コラーゲン特異的 ADAM10 ノックアウトマウスモデルでは膝関節軟骨組織では ADAM10 陽性

細胞の減少に伴い ADAMTS-5,MMP-13 の低下が観察される。ADAM10 阻害は CD44 断片化を抑制する

ことから関節症の進展を抑制する可能性がある。そこで ADAM10 の阻害活性を持つ化合物を Drug 

repositioning により見出すことを目標とした。 

② Back up研究: CD44細胞内伝達経路の明確化とそれによる抗炎症効果調節の可能性検討 

CD44は高分子 HA刺激による抗炎症効果を発揮することが知られている。この抗炎症効果に関

わる細胞内伝達経路の明確化はその経路の調節による新たな軟骨保護、抗炎症薬の開発の基礎

データにつながる可能性がある。そこで、軟骨細胞膜上に存在する CD44と ICAM-1に注目し

て細胞内伝達経路の違いを明確にして、治療薬開発の基礎治験を得ること目的とした。 

３．研究の方法 

（１）軟骨保護効果と関節炎抑制効果を併せ持つ薬剤の開発 

① Wnt/βカテニン阻害による OA治療薬の開発：1186種の FDA既認可薬を用い、βカテニン

の biding site を組み込んだ TOP Flash ベクターをヒト軟骨様細胞株 HCS へ遺伝子導入し、

Wnt3A培養上清を加えた状態で薬剤を処置する。Dual luciferase assayによりWntシグナル

抑制効果のある薬剤を一次スクリーニングし、8 種類の候補化合物を得ている。検討済み 2 種

（Verapamil, Fluoxetine）を除く化合物を二次スクリーニング候補とし、HCS細胞株とヒト由

来軟骨細胞、マウス各種細胞株、手術時に承諾を得た OA患者由来軟骨細胞でWnt/βカテニン

の抑制効果とそれによる Axin2, Sox9, MMP13等標的分子についてmRNA発現量、蛋白発現量

の変化を検討し、候補化合物を探索した。 

② Back up研究：過去において Dkk-1調節作用を認めている Raloxifeneについて signal伝達

経路の解析を行った。これにより Raloxifeneの持つ軟骨保護作用に加えて関節炎作用を検討し

た。ヒト滑膜組織由来細胞株である SW986を使用し、必要に応じて患者由来滑膜細胞を使用し

た。刺激物質は TNFa として標的遺伝子の発現とそれに関わる signal 伝達経路を NFkB 



pathway、MAPK pathway、PI3K/Akt pathwayについて解析した。これらにより Raloxifene

の関節炎抑制効果を明確にし、関係する細胞内伝達経路の調節による目的化合物探索の基礎デ

ータの構築を図った。 

（２） CD44 断片化阻害物質の関節症治療薬としての可能性の検討 

① ADAM10抑制による CD44断片化抑制を可能とする化合物の検討 

ADAM10の promoter領域に reporter遺伝子を組み込んだコンストラクト作成し、それをヒト

由来軟骨細胞株 HCSに遺伝子導入して安定発現株を得る。対象の細胞株はヒト軟骨細胞由来の

HCS28を予定している。これによりmRNA発現抑制物質を探索する。同時に ADAM10は酵素

であるから、活性抑制を CD44 の断片化を検討することで測定する。具体的には Cell Lysis 

Buffer(Cell Signaling)を用いてタンパクを抽出し、CD44の細胞内 C末端に特異的に結合する

ポリクローナル抗体である cytotailを用いたWestern Blotting法により CD44断片化を検討す

る。Simvastatinは ADAM10阻害効果を持ち、細胞株を用いた検討では CD44断片化抑制効果

と軟骨細胞脱分化抑制効果を持つことを明らかとしているので、これを陽性対象とする。陰性対

象は ADAM10 conditional knock out mouse 由来の軟骨細胞を予定している。statin系も含め

た 1186種類の drug panelを利用して阻害物質を遺伝子発現レベルと酵素活性阻害レベルから

探索する。 

② Back up研究：CD44の細胞内伝達経路の明確化とそれによる抗炎症効果調節の検討 

対象を倫理委員会の承認を得て手術時にヒト軟骨組織から軟骨細胞を単離して使用する。軟骨

細胞に対してHA(1㎎/ml)併用と非併用の条件下で IL-1β(2ng/mL)刺激を行い、 MMP-１、３、

13等軟骨基質分解酵素のmRNA発現をリアルタイム PCRで定量化する。作用確認後、IL-1β

(2ng/mL)単独投与と IL-1β(2ng/ml)/HA(1㎎/ml)併用における、NF-kB経路におけるシグナル

活性を Western-blotting 法で評価する。さらに IL-1β(2ng/ml)/HA(1 ㎎/ml)併用群にさらに抗

CD44抗体、抗 ICAM-1抗体をそれぞれ添加して培養、CD44, ICAM-1を不活化した上で NF-

kB経路におけるシグナル活性の変化をWestern-blotting法で評価する。以上により細胞内伝達

経路での CD44シグナル調節による軟骨保護効果治療の基礎データを構築する。 

４．研究成果 

（１）関節炎抑制効果と軟骨保護効果を併せ持つ薬剤の検討：  

① Wnt/βカテニン阻害による OA治療薬の開発： 

候補６種類の化合物では標的分子の抑制効果に用量依存性の問題や、刺激種類、使用細胞の違い

から結果に再現性が確認できなかった。海外での関節内投与でのWnt/βカテニン阻害薬の開発

についても公表データが思わしくなく、開発が中止された模様である。以上の結果から、既存薬

中心の drug panelから全ての化合物への方向転換を考慮したが、covid-19感染症拡大による実

験制限によりこの研究テーマを断念した。 

② Back up 研究：軟骨保護効果を認めた

Raloxifeneの作用機序解明を目的に細胞内

伝達経路の検討 



Raloxifene は対象とする細胞種類に

よ っ て 各 種 pro-inflammatory 

cytokine 刺激による炎症抑制の効果

が異なることを見出した。これは刺激

条件によっても異なる。右図はSW982

細胞を用いた IL-1β 刺激によっての

各種 cytokine mRNA 発現の結果であ

る。TNFα, IL-1α, IL-6 に対しては

弱い抑制効果を示したが、一方 IL-1β

についてはむしろ増強していることがわかる。その効果の機序を解明する目的で SW982細胞を

用いた TNFα 刺激による細胞内にシグナル伝達を検討した。p65,c-jun のリン酸化抑制に

Raloxifene は働かなかった。上流である IkB,JNK ,p38 MAPK には作用していないことが確認さ

れた。一方、Raloxifene が Akt と Foxo1 のリン酸化抑制に働くことを見出した。これらの結果

を総合すると Raloxifeneの抗炎症効果は弱く、かつ一定の効果が期待できないとの結論となり、

関節症治療薬開発は困難であるとの結論を得た。 

（２） CD44 断片化阻害物質の関節症治療薬としての可能性の検討 

① ADAM10抑制による CD44断片化抑制を可能とする化合物の検討 

Drug repositioning 戦略による ADAM10 mRNA 発現阻害のためのコンストラクト作成、遺伝子導

入細胞の作成に至らなかった。このために方向性を変更して既知の Simvastatin 類似化合物で

CD44 断片化を指標として検討した。しかしながら、これについても現在十分な成果を得ること

ができていない。現在は老齢化 mouse モデルでの CD44 断片化を確認することから始め、長期に

わたる薬剤作用の検討を開始すべく老齢化モデルの開発を始めている。 

② Back up研究：CD44細胞内伝達経路の明確化とそれによる抗炎症効果調節の可能性検討 

CD44と ICAM-1は共に軟骨細胞膜上の存在し、HAと結合して細胞機能の調節に働くことが知

られている。この二つの分子の細胞内での挙動の違いを検討した。途中の経過を示す。 

右図は HAの抗炎症化効果をそれぞれ CD44と ICAM-1に

注目して検討した結果である。CD44阻害を目的のCD44中

和抗体添加では NFkBリン酸化は阻害されておらず、それ

は IRAK4リン酸化が抑制されなかった結果と推測される。

一方、同様に ICAM-1中和抗体添加では同様に HAによる

NFkBリン酸化阻害は観察されず、それは IKBリン酸化阻

害が抑制されなかった結果であると推論された。以上から

この CD44, ICAM-1の二つの分子は共に高分子 HAと結合

することにより抗炎症化効果を発揮する。その細胞内伝達

経路では NFkBリン酸化抑制を共に共有するが、その抑制

効果を発揮する経路が異なる可能性が示唆された。 
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