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研究成果の概要（和文）：中小動物の関節軟骨病変の進行を鮮明に評価できるin vivo用蛍光・X線デュアルプローブの
創出を目的として研究を行った。特に、X線プローブの要件としてヨウ素を含む化合物分子量がなるべく小さく、かつ
軟骨プロテオグリカン結合性を担保させなければいけない。そのために、軟骨標的化部分をε‐リジンオリゴマーとし
た。同造影剤の軟骨造影能力をラット膝関節を用い、ex vivoマイクロCTにより評価した。その結果、Ke4-TIBがラット
OAモデル膝関節軟骨基質の減少を高解像度で画像化し、X線密度低下として数値化することができた。軟骨のＸ線in vi
voイメージングの可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：In the process of cartilage degeneration seen in osteoarthritis, loss of 
proteoglycan from articular cartilage has been widely accepted as a critical early event. We investigated 
bio-molecular imaging of articular cartilage using our molecular probes targeting articular GAGs.
Chondroitin sulfate, a major component of articular cartilage, has negative charge caused by sulfates. We 
designed lysine oligomers (monomer - pentamer) which were connected with the a-carboxyl and e-amino 
group. These lysine oligomers possess e-amino groups as cationic moieties. Then, we created a novel 
articular cartilage imaging X-ray probe Ke4-triiodobenzene (Ke4-TIB) and demonstrated an ex vivo imaging 
of articular cartilage in rat osteoarthritic models. The imaging could quantitate loss of proteoglycan 
from osteoarthritic cartilage. Ke4-TIB may have a potential of in vivo X-ray imaging in animal arthritic 
models in future, which contribute to drug discovery research for osteoarthritis.

研究分野：マトリックス生物学

キーワード： プロテオグリカン　変形性関節症　X線　動物モデル　創薬
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（ＯＡ）の本邦での有病者数は

約 800万人と推定されており、人口の高齢化

とともにさらに増加することが予想される。

医療経済上もその早期診断法の確立、新しい

治療法の開発が急務である。 

関節軟骨においてはアグリカンのコアタン

パク部分に結合したコンドロイチン硫酸鎖

あるいはヒアルロン酸が高度に水和したゲ

ル体を形成し、それが空間を充たすことによ

って軟骨組織の力学的強度を生み出してい

る。種々のプロテアーゼで分解されアグリカ

ンが減少すると、軟骨の力学的強度が著しく

損なわれ、一層病態が進行してしまう。中で

も ADAMTS-5よるアグリカンコアタンパク

質の N末端側の IGDドメインでの切断が最

も重要とされている(Glasson et al., Nature 

2005；Little et al., J Clin Invest 2007)。以

上から、特に早期診断において、関節軟骨基

質分解の初期症状であるプロテオグリカン

分解をより鋭敏に検出する画像解析法の開

発が最重要点となる。 

我々は、アグリカンのグリコサミノグリカン

鎖に結合性を示すペプチドを用いれば、軟骨

基質を定性・定量できるのではないかと考え

た。塩基性ペプチドであるオクタアルギニン

(R8)ペプチドが、マウス膝関節腔内投与によ

り、関節軟骨に特異的に結合することを報告

した（Osteoarthritis Cartilage 2009）特願

2008-154179。さらに、ex vivo 3D解析によ

り、CAIA 関節炎モデルでの結合量減少を高

解像度で蛍光イメージングすることに成功

した。(総説：大橋、西田 Clinical Calcium 

2011 他) 

学術的な特色及び予想される結果と意義：  

 本研究は、中小動物の関節変性疾患モデル

における関節軟骨画像評価用プローブ開発

が目的である．1)特効薬がまだないＯＡ治療

の病態メカニズム研究・薬剤開発、2)関節リ

ウマチにおいては生物学的製剤などの治療

効果評価、さらに 3)軟骨再生研究などにおい

て、in vivoレベルでの評価システムへのニー

ズが高い． 

完成されれば、本邦の関節変性疾患の基礎研

究において、個々の研究の臨床応用の可能性

を探るツールとして非常に価値の高いもの

となる． 

 

２．研究の目的 

 しかしながら、蛍光による生体イメージン

グには、光の散乱・深部からの光の到達の困

難さがあり、画像解析用の撮像は解像度に限

界がある。本研究の目的として、蛍光の欠点

を補う他の検出モダリティーを付与して、関

節軟骨の画像化に取り組むこととした。また、

ヒト臨床においては、非造影の MRI 画像解

析の技術がここ数年で急速に進歩している。 

 一方、OA の治療は、外科的な人工関節置

換術以外には、確立されていない。上記のよ

うに、関節軟骨の変性はプロテオグリカンの

分解がまず進行し、コラーゲンの分解まで進

行すると、軟骨の変性は不可逆な病態に進行

してしまう。軟骨変性の早期発見・早期治療

は臨床でもちろん望まれるが、創薬・治療法

の開発をする上では、動物モデル実験は欠か

せない。 

従って、我々はラット・ウサギなどを用い

た動物実験に供する関節軟骨イメージング

法の確立をめざし、その第一候補モダリティ

ーは X線とした。ただし、骨折モデル実験に

おける軟骨仮骨形成やマウスのような小動

物では蛍光イメージングの有用性は残され

る。 
 
 
３．研究の方法 
ウサギ、マウスでのモデルも検討したが，最

終的には，ラットの内側側副靭帯、内側半月

板の切除、後十字靱帯を切断する「関節不安

定性 OA モデル」を作製し主に利用した．6

週間から 8週間経過で、変形性関節症が完成



する．合成したＸ線プローブ（Ke4-TIB）を

PBSに溶解させた溶液に，大腿骨遠位端を浸

漬し、軽く PBSで洗浄後、ex vivo マイクロ

CT (Skyscan1272)にて撮影を行った．3次元

画像を再構築後，Ｘ線密度を色表示させて、

骨軟骨の X 線密度を画像化した。 さらに，

関節軟骨部分を抽出し，X線密度の数値化を

行う．造影実験後、関節を取り出し、固定・

脱灰後パラフィン標本とした． 
 
４．研究成果 

（１）Ke4-TIB の関節軟骨造影効果 

 造影剤処理前・処理後での X線画像解析結

果で，健常軟骨部での有意な造影効果を認め

た． 

（２）健常側・OA 側での軟骨基質造影結果の

比較 

ラット大腿骨遠位端（正常および OA 内側顆）

の ex vivoＸ線マイクロ CT 造影を行い、OA

側での軟骨基質減少を画像化して確認する

ことができた．特に，内側顆での軟骨基質濃

度が低下していることが認められた．一方，

健常側では，内顆部・外顆部ともに軟骨基質

濃度減少は認められなかった．また、軟骨部

分の画像を抽出し，その部分の X線密度を数

値化することに成功した．その結果でも，OA

側内顆部の軟骨基質減少が示された．さらに，

同サンプルを固定・脱灰し，パラフィンブロ

ックを作製後，切片をサフラニン O 染色し，

病理切片上でも OA 側・健常側の比較ができ

た． 

以上により，動物実験での X線 in vivo バイ

オイメージングによる関節軟骨基質定量の

可能性を示した． 

（３）その他の結果：先行して研究が開始さ

れていたDOTA-Gd-G2R8プローブの７Ｔ ＭＲ

Ｉ研究成果が Med Chem Commn 誌に掲載され

た．特に，ウサギ膝関節軟骨の in vivo 造影

により、関節軟骨への造影剤集積や造影剤の

関節包からの排泄の状況が経時的に観察さ

れたことが，評価された． 
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