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研究成果の概要（和文）：本研究は変形性関節症の細胞外マトリックス分解に中心的役割を持つアグリカナーゼ
の遺伝子発現レベルがmicroRNAによってどう制御されるかを統合的に解析し、その作用メカニズムを明らかにし
た。microRNAの標的遺伝子を探索するために、複数のデータベースを使い候補となる遺伝子を絞り込んだ。今回
の研究によって、変形性関節症の細胞外マトリックス破壊に役割を持つ可能性のある新たなmicroRNAを同定し、
機能を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Aggrecan is a major proteoglycan in cartilage and is degraded by 
aggrecanase. Aggrecanases plays a role in the early stage of osteoarthritis. This research aimed the
 integrated analysis of microRNAs whose targets are the aggrecanase mRNAs and extracellular matrix 
proteins. We try to examine how aggrecanases are regulated by microRNAs. 
In this study, we first stimulated chondrocytic cells by cytokine as well as mechanical stress. We 
then compared the change of microRNA expression between two different stimulations. By using several
 database, we identified the target gene for microRNAs of interest. Then we added another 
stimulation condition and selected the microRNA of interest.  We next examined the effect of 
inhibitor of microRNA and confirmed that inhibitor abolished the effect of microRNA. Finally, we 
confirmed that the target of microRNA is actually proteases that induced in osteoarthritis. In 
conclusion, we identified the novel microRNA that may play a role in osteoarthritis.  

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子　アグリカナーゼ
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症は、整形外科領域では最も
頻度の高い骨・関節疾患であり、本邦では
約 1000 万人、70 歳以上の実に 30％が悩ま
され高齢者の生活の質低下の大きな原因と
なっている。 
変形性関節症の進展予防は、医療経済的

観点からも重要である。関節に豊富に含ま
れる軟骨成分であるアグリカンは、変形性
関節症の早期例でアグリカン分解酵素（ア
グリカナーゼ）により分解されることから、
アグリカナーゼは早期変形性関節症の軟骨
破壊に中心的な役割を果たしている。 

1999 年アグリカナーゼが初めて精製さ
れ、ADAMTS ファミリーである ADAMTS4 で
あることが判明した。次いで我々が最初に
発見した ADAMTS5, ADAMTS8, ADAMTS9 がア
グリカナーゼ機能を持つことも明らかと
なった(J Biol Chem. 1999;274: 23443-50. 
J Biol Chem. 2003; 278: 9503-13. Matrix 
Biol. 2004; 23: 219-30.)。 

最近の研究から、変形性関節症において
アグリカナーゼが重要な働きをしているこ
とは明らかとなっているが、アグリカナー
ゼの発現レベルおよび活性の制御システム
はまだよくわかっておらず、この解明は重
要な課題である。 

２．研究の目的 

本研究の目的は変形性関節症の細胞外マ
トリックス分解に中心的な役割を果たす切
断酵素アグリカナーゼの遺伝子発現制御に
かかわる microRNA を統合的に解析し、作用
メカニズムを明らかにすることで関節破壊
への役割を示すことである。 

近年、関節で発現している microRNA が軟
骨分化や変形性関節症の病態に関わること
を示す興味深い論文が相次いで報告されて
いる。 

ス ト レ ス 刺 激 で 変 化 す る 個 々 の
microRNA を解析するのではなく microRNA
を統合的に理解することが変形性関節症の
病態解明と診断・治療への microRNA の応用
には必須であると考えた。 

今回の研究では、軟骨分化や関節破壊に
重要なアグリカナーゼとの関係を解明して
変形性関節症における microRNA の機能を
明確にする。 

３．研究の方法 

以下の３つの実験を設定した。 

1) メカニカルストレス及びサイトカイン
刺激による microRNA の統合的解析 

2) 変 形 性 関 節 症 で 誘 導 さ れ る
microRNA 発現の統合的解析とその標的
の同定 

3) 関節における機能が未知の microRNA
と軟骨への作用と変形性関節症における
役割の解明 
 

４．研究成果 

まず、軟骨様細胞である OUMS-27 細胞に
上記サイトカイン刺激を加えた際にアグリ
カナーゼの発現が上昇し、アグリカンの分
解が促進されることを確認した上で実験を
開始した。OUMS-27 細胞は岡山大学で株化
された軟骨肉腫由来の細胞株である。軟骨
細胞の性質を維持しており、Ⅱ型子ら０癌
など軟骨に豊富な細胞外マトリックスを発
現しており、サイトカインなどの刺激によ
ってマトリックス分解酵素の発現誘導が起
こることから、アグリカンおよびアグリカ
ナーゼの機能解析に適した細胞株であると
言える。 

ストレックス社製の細胞伸展装置を用い
てメカニカルストレスを加えたとき及びイ
ンターロイキン―１及び腫瘍壊死因子とい
う二つのサイトカインを加えて刺激した際
の microRNA の変化をアレイ解析して、発現
変化する RNA を検討する実験を行った。二
種類の刺激により発現が同じ正の方向に変
化するもの、正⇒負や負⇒正のように逆の
反応を示すものなどグループ分けを行い層
別化をおこなった。さらに、それぞれの
microRNAが標的とするRNAを複数のデータ
ベース解析を用いて実施した。複数のデー
タベース解析にて重複して出現する候補を
優先順位の高いものとして選択し、標的が
細胞外マトリックス関連分子である
microRNA を優先順位の高いものとして選
択する作業を重ねた。 

しかしながら、これらの手法では充分に
目指す microRNA を絞り込むことが困難で
あったために、新たな絞り込み手法を導入
した。すなわち、アグリカナーゼ発現を低
下させる細胞外マトリックス成分を添加し
た際にアグリカナーゼを標的とする
microRNA が発現誘導されるとの仮説の元



にさらに絞り込みを行ったところ、６つの
興味ある microRNA を選択することに成功
した。これらの microRNA はいずれもデータ
ベース上では ADAMTS や他のマトリックス
分解や代謝に関わる分子を標的としており、
そのうちの一部はこれまでに報告のない機
能が未知の新規 microRNA であることを確
認した。 

各 microRNA に対する阻害物質を投与し
た際には、標的 RNA の発現が増えること、
さらには標的タンパクの発現が増加するこ
とが確認できたことから、我々が同定した
新規 microRNA が関節軟骨のアグリカン分
解を制御していることが示唆された。 
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N, Nakano Y, Koide Y, Amioka N, Hirohata 
S, Itoh H. Baseline MDA-LDL before PCI 
could Predict Long Term Prognosis of 

Patients with Coronary Artery Disease. 第
79 回日本循環器学会学術集会 2015 年 4 月
24-26 日 大阪市 
○24 廣畑 聡、大月孝志、稲垣純子、浅野恵
一、川地輝幸、障子友理、平田 彩 シーズ
発表：急性低酸素をターゲットにした診断・
治療分子の研究 中央西日本メディカルイノ
ベーション 2015 2015 年 2月 17-18日 岡山
市 
○25 廣畑 聡 岡山大学病院医療現場からの
ニーズの発信：高感度急性虚血性疾患用診断
キットの開発 中央西日本メディカルイノベ
ーション 2015 2015 年 2月 17-18日 岡山市 
○26 Asano K, Inagaki J, Matthias Hofmann, 
Kawadi T, Hirata A, Shoji Y, Ohtsuki T, 
Ninomiya Y, Hirohata S. ADAMTS cleaved 
versican in tumor angiogenic area. 
American Society for Matrix Biology 
Biennial Meeting 2014.10.12-15 米国オハ
イオ州クリーブランド 
○27 Hirohata S, Hatipoglu OF, Kusunoki E, 
Ohtsuki T, Inagaki J, Asano K, Shoji Y, 
Kawadi T, Hirata A, Ninomiya Y. Perinatal 
lethality in ADAMTS1 deficient mouse. 
American Society for Matrix Biology 
Biennial Meeting 2014.10.12-15 米国オハ
イオ州クリーブランド 
○28 Ohtsuki T, Hirohata S, Shoji Y, Asano 
K, Hirata S, Kawadi T, Ingaki J, Kumagishi 
K, Nishida K, Oohashi T, Ohtsuka A 
Decreased Sox9 mRNA expression by 
cytokine stimulation was ameliorated by 
hyaluronan in chondrosarcoma cells.  
American Society for Matrix Biology 
Biennial Meeting 2014.10.12-15 米国オハ
イオ州クリーブランド 
○29 楠絵里子、稲垣純子、大月孝志、川地輝
幸、平田彩、浅野恵一、マティアス ホフマ
ン、二宮善文、廣畑 聡 胎生期 ADAMTS1 ノ
ックアウトマウスの解析 第 46 回日本結合
組織学会学術大会 第 61 回マトリックス研
究会大会 2014.6.5-7 名古屋市 
○30 浅野恵一、稲垣純子、マティアス ホフ
マン、川地輝幸、平田彩、大月孝志、二宮善
文、 廣畑 聡 担がんマウスモデルにおけ
るバーシカン分解の解析 第 46 回日本結合
組織学会学術大会 第 61 回マトリックス研
究会大会 2014.6.5-7 名古屋市 
○31 大月孝志、廣畑聡、障子友理、浅野恵一、
平田彩、川地輝幸、稲垣純子、熊岸加苗、西
田圭一郎、二宮善文 ヒアルロン酸短期投与
によるラット変形性関節症モデルの関節軟
骨保護効果の検討 第 46 回日本結合組織学
会学術大会 第 61 回マトリックス研究会大
会 2014.6.5-7 名古屋市 
○32 稲垣純子、高橋克之、小川弘子、浅野恵
一、Omer Faruk Hatipoglu、 Mehmet Zeynel 
Cilek、小比賀真就、大月孝志、Matthias 
Hofmann、草地省藏、二宮善文、廣畑聡 
ADAMTS1は VEGFCと結合してリンパ管新生を



抑制する 第 46 回日本結合組織学会学術大
会 第 61 回マトリックス研究会大会 
2014.6.5-7 名古屋市 
○33 大橋俊孝、加来田博貴、芳谷 学、大月
孝志、大野充昭、山田翔也、前原亜美、廣畑 
聡、西田圭一郎、窪木拓男、二宮善文 新規
X線造影剤による変形性膝関節症ラット関節
軟骨の高解像度マイクロＣＴ造影 第 46 回
日本結合組織学会学術大会 第 61 回マトリ
ックス研究会大会 2014.6.5-7 名古屋市 
○34 熊岸加苗、大月孝志、廣畑聡、河村顕治、
大塚愛二、坂田賢一郎、坂田俊輔 変形性膝
関節症の治療効果に関する生化学的解析 
第 27 回日本臨床整形外科学会学術集会 
2014.7.20-21 仙台市 
○35 豊永慎二、間島圭一、中津高明、廣畑 聡、
草地省蔵 低酸素運動負荷時の血圧応答と
家庭血圧の関連 第 37 回日本高血圧学会総
会 2014.10.17-19 横浜市 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1件） 
名称：がんの非ヒトモデル動物及びその作製
方法、がん幹細胞及びその製造方法 
発明者：妹尾昌治、笠井智成、岩﨑良章、大
原利章、廣畑 聡、加来田博貴 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：PCT/JP2016/060309 
出願年月日：2016 年 3月 30 日 
国内外の別：海外  
 
○取得状況（計 3件） 
名称：再灌流療法の治療効果を判定するキッ
ト 
発明者：廣畑 聡，臼井真一 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許第 5651890 号 
取得年月日：2014 年 11 月 28 日 
国内外の別：国内 
 
名称：Novel fragment of DNA and use thereof 
発明者：Hirohata S, Ninomiya Y, Kusachi S, 
Hatipoglu OF 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：欧州特許 #2248894 
取得年月日：2014 年 10 月 1日 
国内外の別：海外 
 
名称：DNA fragment and use thereof 
発明者：Hirohata S, Ninomiya Y, Kusachi S, 
Hatipoglu OF 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：米国特許 US8,865,669 B2 
取得年月日：2014 年 10 月 21 日 
国内外の別：海外 
 

〔その他〕 
ホームページ等 
https://www.okayama-u.ac.jp/ 
http://www.fhs.okayama-u.ac.jp/ 
http://www.fhs.okayama-u.ac.jp/graduate
-school/medical-tech 
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