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研究成果の概要（和文）：本研究は関節軟骨組織の包括的な評価方法を確立することを目的として関節軟骨組織
の大部分を占める細胞外基質について当研究室で開発された完全可溶化法を用いて解析した。雄ラットの関節軟
骨組織の細胞外基質の主成分、グリコサミノグリカン（GAG）とコラーゲン（COL）の定量的解析を行った。COL
量はCOLに一定の割合で含まれる特異的なアミノ酸であるハイドロキシプロリン（Hyp）を測定した。乾燥重量当
たりの量は成熟が進むにつれGAG は緩やかに減少するのに対しHyp は一定の割合で増加していった。組成比
GAG/Hypは成長段階ごとに一定の値を示し、未成熟な関節軟骨の成熟度を示す指標となりうることを示した。

研究成果の概要（英文）： We aimed to find an index for comprehensive estimation of the articular 
cartilage. We quantitated the  glycosaminoglycan（GAG）and collagen（COL）as main extracellular 
matrix constituents of the articular cartilage at various growing stages during maturation in male 
rats. For COL quantitation, we measured hydroxyproline（Hyp）, an unique modified amino acid in COL 
protein. 
 The amount of GAG was decreasing dramatically during the early maturation and then mildly at the 
latter half of maturation. On the other hand, the amount of Hyp was increasing constantly. The 
GAG/Hyp ratio is also dramatically changed during maturation and the ratio showed a unique value for
 each maturation stage clearly. Therefore, it is possible that the GAG/Hyp ratio may be a useful 
index for the estimation of the articular cartilage during maturation.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 関節軟骨　グリコサミノグリカン　コラーゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節軟骨の摩耗が主な原因となる変形性膝関節症は日本人の5人に1人が罹患しているといわれ、特に高齢者に多
い疾患である。しかし、関節軟骨の組織を形成する成分についての一生を通じての経時的な変化などについては
未知の部分も多い。成熟に伴って組織の再性能が失われていくことから、成長過程の関節軟骨の性質を知ること
は変形性膝関節症の治療法の開発などに繋がる可能性がある。本研究では、関節軟骨の細胞外基質組成分量とそ
の組成比を成長段階ごとに解析し、関節軟骨組織の構成組成比GAG/Hypが未成熟な関節軟骨の成熟度を示す指標
としての有用性を示唆した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）変形性膝関節症は、日本人の約5人に1人に当たる2530万人が罹患すると推測される。疾患の

主な原因は、膝の関節軟骨の損傷や磨耗である。骨表面をおおうわずか数ミリの厚さしかない関節

軟骨には神経が繋がっておらず、患者は関節軟骨の損傷や磨耗を早期に自覚できない。成熟した関

節軟骨では再生能を持つ軟骨細胞が表層に局在するが、関節軟骨は表層から磨耗するため成熟後の

関節軟骨の再生能力は低下する。軟骨細胞の再生能力が低く、初期の自覚症状のない変形性膝関節

症の根本的な治療には移植した軟骨細胞を組織に定着させることが不可欠である。そのためには、

軟骨組織の詳細な情報が必須である。しかし、関節軟骨組織の大部分を占め、組織の維持や軟骨細

胞の定着を左右する細胞外基質の成分特性は未知の部分が多い。これは、関節軟骨組織の完全可溶

化が難しく、今まで詳細な解析ができなかったことによるところが大きい。 

 

（2）再生能力が極めて低い成熟した関節軟骨組織と比較すると、幼若期の関節軟骨組織は再生能

力や軟骨構造を維持する能力が高い。組織学的にも関節軟骨組織は成熟に伴い大きく変化し、一様

な組織から層構造化する。申請者はこれまでの研究結果として、成長過程において層ごとの細胞密

度、細胞外基質タンパクの種類やグリコサミノグリカン（GAG）とコラーゲン（COL）の局在が変化

することを報告した（Kobayashi-Miura et al., Anat Hist Embryo, 2016）。これにより、関節軟

骨組織の構成成分やその比率、局在などが発生・成熟過程で変化していくことが示唆された。 

 

（3）申請者の所属する研究室にて新しい関節軟骨組織の完全可溶化法を確立したことにより

（Osago et al., Anal Biochem, 2018）、初めて定量的な軟骨組織の高分子成分の解析が可能にな

った。関節軟骨の細胞外基質はGAGとCOLという主に２種類の高分子からなる。GAGは成熟とともに

硫酸修飾を受け、加齢とともにその修飾や長さが変化することが知られており、COLは軟骨の弾性

に関係し、成熟とともに酵素的架橋（善玉架橋）が形成される。加齢に伴い、軟骨のCOLには糖化

による非酵素的架橋（悪玉架橋）が増え、組織がもろくなるといわれている。このことから、成熟

後も関節軟骨組織の成分やその比率など特性が変化する可能性が示唆された。 

 

（4）軟骨構造を維持する能力の高い幼若動物の関節軟骨組織と、維持能力の低い成熟動物の関節

軟骨組織の構成成分の比率やその局在はちがうのだろうか？発生・成熟・老化過程での細胞外基質

の違いを明らかにすることで組織構造を維持するための要因を探り、包括的な軟骨組織の評価がで

きると考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は関節軟骨組織の大部分を占める細胞外基質について解析することで、関節軟

骨組織の包括的な評価方法を確立することである。具体的には、新しい可溶化法で可能になっ

た組織内高分子成分の定量的解析と組織学的解析を組み合わせて、発生・成熟・老化過程の関

節軟骨に対する基礎データを構築する。 

 

３．研究の方法 

（1）雄ラットを対象として、出生前の胎生期から成熟期(7〜9 週齢)までの成長段階ごと及び

加齢期(６ヶ月齢〜１歳齢)の膝関節大腿骨関節軟骨を採取し、組織学的解析と生化学的解析と

を行った。組織学的解析に用いるために、採取した関節軟骨は４%パラホルムアルデヒドで固定

した。４週齢以降の関節軟骨については脱灰処理後に固定をした。生化学的解析を行うために、



thermolysin を用いて、採取した関節軟骨の完全可溶化を行った。胎仔及び新生仔から採取し

た膝大腿骨関節軟骨は組織重量が極めて少ないため、乾燥重量が合計１mgを超えるように３〜

７匹分を合わせて可溶化を行った。 

 

（2）組織学的解析は、組織構造を見るために HE 染色、GAG の局在を見るためにトルイジンブ

ルー染色、COL の局在を見るために１型及び 2 型の COL に対する免疫染色を行った。免疫染色

は、ヒアルロニダーゼによる賦活化処理後に行った。 

 

（3）生化学的解析は、thermolysin による軟骨組織完全可溶化後、関節軟骨組織の細胞外基質

の主成分である高分子 GAG と COL、細胞数を反映する DNA の定量的解析を行った。COL の定量的

解析には、COL に特有のハイドロキシプロリン（Hyp）量を測定した。さらに、LC-MS/MS を使っ

て、COL の成熟とともに形成される酵素的架橋（善玉架橋）特有の指標とされるピリジノリン

の架橋解析を行った。 

 
４．研究成果 

（1）雄ラット膝関節軟骨組織の乾燥重量当たりのGAG、COL、DNA量と成長段階ごとに組織像との

比較を行い、関節軟骨の包括的評価を行う指標になりうるのかを検討した。GAG、COL量は共に、

成長過程において変化していたが、その変化の仕方は異なっていた。GAGは、新生仔期(0～1週令)

にピークになった後は幼仔期(2～3週令)に急激に減少するが、その後青年期(4～6週令)において

は、一定の値を保ち、成熟期以降再び緩やかに減少した。COLは成熟期までの成長過程において

一定の割合で増加していくが、成熟期以降の増加はほとんどなく一定の値に収まった。加齢期に

おけるGAG量は新生仔期と比較して1/5程度、成熟期と比較して７割程度にまで減少していたが、

COL量は成熟期と比較してあまり減少していなかった。DNA量は、胎仔期から新生仔期にかけて、

急激に減少しそれ以降は成長段階間での差はあまりなかったが、組織の細胞数の変化を反映して

いるものと考えられた。乾燥重量当たりのDNA量すなわち組織の細胞数の成長過程における変化

の仕方は、GAG量、COL量ともに一致しているものではなかった。 

 

（2）関節軟骨組織の細胞外基質を構成する高分子成分の組成比であるGAG/HypはGAG、COL量より

顕著に成長段階ごとに一定の値を示した。特に、組織学的には特徴的な層構造が形成されていな

い未熟で比較的均一に見える新生仔期から幼仔期の関節軟骨組織において、GAG/Hyp比は著しく

変化していた。しかし、層構造が形成される青年期から成熟期以降の成長段階間ではGAG/Hypの

変化は小さくなっていった。GAG/Hyp比の変化が大きい時期は、局所的な組織像では成長段階の

判断が難しい。GAG/Hyp比は未成熟な関節軟骨組織をより細かく評価する指標となりうることが

示唆された。成熟期〜加齢期においては、GAG/Hyp比が非常に緩やかに減少する、成熟期以降の

正常ラットの関節軟骨はGAG/Hyp比≦2程度が目安となることが示唆された。 

 

（3）COL特有の架橋構造であるピリジノリンについての解析を行った。出生0日目を１として相

対的に比較した。ピリジノリンの相対量は成長段階ごとのバラツキが少なく比較的安定していた。

胎仔期から成熟した関節軟骨の特徴である層構造が顕著になる成熟期、さらに加齢期を通して、

乾燥重量当たりのピリジノリンの相対量は増加し続けた。成長過程においては一定の割合で乾燥

重量当たりのCOL量が増加するためCOL量当たりで比較した。ピリジノリンは成長過程に沿って一

定の割合で増加し、加齢期においても増加していた。加齢期についてのさらなる解析を続ける必



要があるが、ピリジノリンは成熟した関節軟骨の組織学的構造の変化がなくなる成熟期以降にも

増加しており、加齢の程度を判別する指標の一つとなりうる可能性が示唆された。 
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