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研究成果の概要（和文）： 

 軟骨マトリックスの破壊に重要である MMP-13,あるいは ADAMTS-4, -5, -9といったアグ
リカナーゼが軟骨細胞においてメカニカルストレスによって遺伝子発現が調節される遺伝
子であること、メカニカルストレスによる基質破壊に転写因子 RUNX2が深く関与し、変形
性関節症発症(OA)の治療ターゲットとなることを示した。さらに、HDAC阻害剤が RUNX2発
現に抑制的に働くことも判明した。HDAC阻害剤によるエピジェネティックな制御が、OA
早期のアグリカン分解に関わるアグリカナーゼの発現を阻害することで新たな治療法の一
つとなる可能性がある。 
 
 

研究成果の概要（英文）： 

 We investigated the mechanism of mechanical stress-induced expression and regulation of 

aggrecanases and examined the role of runt-related transcription factor 2 (RUNX-2) in 

chondrocyte-like cells. A uni-axial cyclic tensile strain (CTS) (0.5 Hz, 10% stretch) induced 

expression of RUNX-2, MMP-13, ADAMTS-4, -5, and -9 by SW1353 cells. Overexpression 

of RUNX-2 up-regulated expression of MMP-13 and ADAMTS-5, whereas RUNX-2 siRNA 

resulted in significant downregulation of mechanically-induced MMP-13 and ADAMTS-5 

expression. CTS induced activation of p38 MAPK, and CTS induction of RUNX-2, MMP-13 

and ADAMTS-5 mRNA was down-regulated by the selective p38 MAPK inhibitor SB203580 

but not by the p44/42 MAPK inhibitor U0126, or the JNK MAPK inhibitor JNK inhibitor II. 

These results suggested that RUNX-2 might have a role as a key downstream mediator of p38’

s ability to regulate mechanical stress-induced MMP-13 and ADAMTS-5 expression. 

Furthermore, histone deacetylase (HDAC) inhibitor, trichostatin A and MS-275 

downregulated the expression of mechanically-induced RUNX-2 and ADAMTS-5. The 

epigenetic regulation of RUNX-2 transcriptional factor by HDAC inhibitor might be beneficial 

for the suppression of cartilage degeneration of early phase of osteoarthritis.  
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１．研究開始当初の背景 

 変形性関節症は日常整形外科診療で最も
遭遇する疾患の一つであり、本邦での有病
者は 800万人ともいわれている。発症要因
には遺伝、生活様式、職業、スポーツ・外
傷などが判明しているが、いまだに詳細は
不明の部分が多く、軟骨破壊に至る病態解
明、疾患修飾性の薬剤開発が期待されてい
る。 
 これまでに、OA軟骨破壊に主要な役割を
果たすとされる MMP-13は転写レベルで
RUNX2の制御を受けていること，アグリカ
ン分解に重要とされる ADAMTS-5遺伝子の
プロモーター領域には RUNX2結合領域が存
在することが判明している。我々は OA発症
における軟骨細胞に対するメカニカルスト
レスのターゲット転写因子として Runx2に
注目した。OA軟骨破壊の主たる原因の一つ
であるメカニカルストレスが、これら転写
因子、蛋白分解酵素の発現に与える影響に
ついて in vitroで検討し、その機序を解明
することで OAの新規治療薬の開発が可能
であるという着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 

 MMP-3, MMP-13などのマトリックスメタ
ロプロテアーゼ、ADAMTS-4, -5, -9といっ
たアグリカナーゼが軟骨細胞においてメカ
ニカルストレスによって遺伝子発現が調節
される遺伝子であるかどうかを検討するこ
とで、軟骨細胞におけるメカニカルストレ
ス—Runx2—アグリカナーゼ経路について世
界に先駆けて解析していくことを目的とし
た。次に軟骨保護的に作用する IL-4や、ヒ
ストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤に
よるエピジェネティックな遺伝子発現制御

が軟骨破壊抑制効果を持つか否か,特に、ア
グリカナーゼ発現に対する阻害効果を持つ
か否か、およびその機序について検討した。 
 
 
３．研究の方法 

(1)メカニカルストレスが軟骨細胞の遺伝
子発現に与える影響の検討 
①ヒト軟骨細胞様細胞（SW1353）を 5日間
単層培養後， ST140（STREX 社）を用いて
30 分間の周期的伸展負荷（CTS）（0.5Hz，
10%）を加えた。転写因子 RUNX2 および
MMP-13、ADAMTS-1, 4, 5, 9 mRNA発現に
与える影響を RT-PCR，real-time RT-PCR
により経時的に検討した。また，RUNX2の
過剰発現及び siRUNX2の導入による影響を
検討した。 
②メカニカルストレスがシグナル伝達に与
える影響を検討するため、CTS 負荷後の p38, 
ERK, JNKのリン酸化に与える影響を
Western blotで検討した。 
 
(2)メカニカルストレスによる蛋白分解酵
素遺伝子発現変化の人為的制御 
①抗炎症性サイトカインとしてインターロ
イキン(IL)-4 (10 nM)を添加し、CTS負荷
後の転写因子 RUNX2および MMP-13、
ADAMTS-1, 4, 5, 9 mRNA発現に与える影
響を RT-PCR，real-time RT-PCRにより経時
的に検討した。                                                                              
②CTS12時間前に HDAC阻害剤（HDACi，TSA：
10nM，MS-275：100nM）を加えた群を作成し
た．負荷前後の RUNX-2，ADAMTS-5，アグリ
カン，II型コラーゲンの mRNAの発現を
RT-PCR，real-time PCRにより経時的に検
討した。HDACiによる細胞障害性について
は MTTアッセイを用いて確認した．さらに



免疫染色により RUNX-2，ADAMTS-5の蛋白レ
ベルでの発現変化についても検討した． 
 
                                                    
４．研究成果 
(1)研究結果 
①CTSにより RUNX2 mRNAは 1時間後をピー
クとして約 4.5倍に，MMP-13，ADAMTS-4, 9
は RUNX2より遅れて 24時間後より約 3倍に
発現が亢進した。ADAMTS-5は 2峰性に発現
が亢進した。RUNX2の過剰発現により
MMP-13，ADAMTS-5の発現が亢進し，siRUNX2
の導入により MMP-13，ADAMTS-5の発現が抑
制された. 
②CTSにより p38 MAPK のリン酸化の亢進が
認められた。p38 MAPKの阻害剤である
SB203580によって CTSによって誘導された
RUNX-2, ADAMTS-5の発現は抑制された。一
方、p44/42 MAPKおよび JNK MAPKの関連は
認められなかった。 
③IL-4 (10ng/ml)は CTSによって発現が亢
進するRUNX2,MMP-13, ADAMTS-5の発現に対
し抑制的に働いた。 
④TSA，MS-275投与により，細胞活性は下
がることなく，HDACi 非存在下では CTSに
て有意に上昇した RUNX-2，ADAMTS-5の mRNA
の発現が抑制されていた．アグリカン，II
型コラーゲンの mRNAの発現については
HDACi投与群で有意に上昇していた．また
免疫染色により，HDACi非存在下で局在的
に発現していた RUNX-2，ADAMTS-5もその発
現は蛋白レベルで抑制されていた． 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
 本研究では、軟骨マトリックスの破壊に重
要である MMP-13,あるいは ADAMTS-4, -5, 
-9といったアグリカナーゼが軟骨細胞に
おいてメカニカルストレスによって遺伝子
発現が調節される遺伝子であること、メカ
ニカルストレスによる基質破壊に転写因子
RUNX2が深く関与し、変形性関節症発症の
治療ターゲットとなることを初めて示した。
本研究成果は Osteoarthritis and 
Cartilageに掲載された。さらに今回、抗
炎症性サイトカインである IL-4、および
HDAC阻害剤が RUNX2発現に抑制的に働くこ
とも判明した。新規治療法の確立のために、
今後は動物モデルなど用いた in vivo の検
証が必要である。 
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