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研究成果の概要（和文）：変形性関節症(OA)の病態を制御しうる保存療法は確立されていない．本研究は，炎症
刺激の細胞内情報伝達を担うMAP kinasesおよびその脱リン酸化酵素であるDUSP1のOA病態形成への関与について
DUSP1をknock downしたヒト関節滑膜細胞を用いて検討した．DUSP1 knock down細胞において，IL-1により誘導
されるOA病態形成分子である神経成長因子および細胞外基質分解酵素の発現増強が認められた．DUSP1はOA病態
を制御しうる分子であることが明らかとなり，新規OA保存治療の開発の礎となる成果を得た．

研究成果の概要（英文）：Disease modifying drugs for osteoarthritis (OA) have yet to be established. 
This study investigated the involvement of inflammatory signaling pathway by focusing on MAP kinases
 and their endogenous phosphatase, DUSP1 in the development of OA. Expression of nerve growth factor
 (associated with innervation) and matrix metalloproteinases (associated with cartilage 
degeneration) induced by IL-1 was enhanced in DUSP1 knocked down human synovial fibroblasts. This 
study sheds light on DUSP1 as a novel target molecule for the conservative treatment of OA.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，細胞内情報伝達分子を標的とした薬剤開発が様々な疾患に適用されている．本研究ではMAP kinaseの3種
類のサブタイプ(ERK, p38およびJNK)の阻害剤単独では，OA病態形成の制御は困難であること見出し，これらを
包括的に制御しうるDUSP1にその可能性を見出した点は学術的意義のある研究といえる．また，超高齢化社会に
おいて患者数の増加が不可避なOAに対する根本的保存療法が確立されていない現状において，DUSP1を調節する
ことでOA病態制御の可能性を見出したことは，今後の新規OA治療薬開発への礎となることが強く期待され，社会
的意義の高い研究であると思われる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（osteoarthritis: OA）は，軟骨組織の破壊による関節変形と機能低下および
疼痛を特徴とする運動器疾患であり，超高齢化社会を迎えた我が国においてその患者数は増加
の一途をたどっている．末期 OA に対しては，人工関節置換術といった外科的手術により関節
機能を回復させ，良好な臨床成績が得られているが，当該疾患に対する根本的な保存的治療法
は未だ確立されていない． 

一方，OA の対症療法の一つとして，炎症により誘導される酵素である cyclooxygenase 
(COX)-2 の活性を阻害する薬剤により，炎症メディエータとして知られる prostaglandin 
(PG)E2産生を抑制する保存療法が短期的な疼痛緩和には有用であるとされ汎用されているが，
OA の病態形成に対する効果については不明であった．OA の病態形成には，上記 COX-2 によ
り誘導される PGE2に加え，神経成長因子(nerve growth factor: NGF)による関節滑膜への神経
侵入による疼痛発現と軟骨組織の細胞外基質を分解するタンパク質分解酵素である matrix 
metalloproteinases(MMPs)や a disintegrin and metalloproteinases with thrombospodin 
motifs (ADAMTSs)による軟骨破壊が関与することが知られていた．我々は本研究課題の先行
研究としてヒト関節由来の滑膜細胞を用いて，炎症刺激により誘導される NGF や細胞外基質
分解酵素発現に対する選択的 COX-2 阻害剤の効果を検討したところ，NGF や MMPs 発現は
むしろ促進され，PGE2は逆にこれらを抑制することを見出した． 

そこで本研究は，PGE2による NGF および MMPs 発現抑制機序を明らかにすることで新規
OA 保存治療の標的分子を見出すことを目的として，炎症刺激の細胞内情報伝達を担う
mitogen-activated protein (MAP) kinases とその内因性脱リン酸化酵素である dual specificity 
phosphatase (DUSP)1 に着目して研究を行なった． 
 
２．研究の目的 

OA 新規保存治療の標的細胞内情報伝達経路として MAP kinases-DUSP1 経路に着目し，
各種 MAP kinases 阻害剤および DUSP1 knock down 細胞を用いて OA 病態形成分子である
NGF および MMPs 発現に対する効果を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
末期 OA に対する人工関節置換術時に得られるヒト関節滑膜組織より滑膜細胞を
pronase/collagenase による酵素消化法により単離培養し，以下の実験に用いた． 
（1） ヒト関節滑膜細胞における MAP kinases 阻害剤の NGF および MMPs 発現に対する

効果 
ヒト関節滑膜細胞を，MAP kinases のサブタイプである ERK, p38 および JNK の阻

害剤（U0126 for ERK, SB203580 for p38, SP600125 for JNK）存在下，炎症性サイ
トカインである interleukin (IL)-1で刺激し，誘導される NGF および MMPs 発現を
realtime PCR 法により測定した． 

（2） DUSP1 を knock down したヒト関節滑膜細胞における NGF および MMPs 発現制御 
ヒト関節滑膜細胞に DUSP1 siRNA を遺伝子導入し DUSP1 knock down 細胞を作成

した．同細胞を IL-1刺激し，誘導される MAP kinases のリン酸化を Western blot 法
により，誘導される NGF および MMPs 発現を realtime PCR 法により測定し，非
knock-down 細胞と比較検討した． 

（3） MAP kinase 経路および DUSP-1 発現に対する PGE2の作用 
PGE2の MAP kinases-DUSP1 経路に対する効果を Western blot 法により，DUSP1

発現に対する効果を realtime PCR 法により評価した． 
 
４．研究成果 
 
（1） ヒト関節滑膜細胞における MAP kinases 阻害剤の NGF および MMPs 発現に対する

効果 
ヒト関節滑膜細胞を，ERK (U0126), JNK (SP600125)または p38 (SB203580)阻害剤存在下

IL-1刺激し，NGF および MMPs 発現に対する効果を検討した．IL-1により誘導される



NGF 発現は，JNK および p38 阻害剤により濃度依存的に有意に抑制されたが，ERK 阻害剤
による影響は観察されなかった (Fig 1)． 

 
IL-1により誘導される MMP-13 発現は，ERK, JNK および p38 阻害剤により濃度依存的

に有意に抑制された (Fig 2)．IL-1により誘導される MMP-1 発現は，JNK 阻害剤により，
MMP-3 発現は，ERK および JNK 阻害剤により濃度依存的に有意に抑制された（結果省
略）．以上の結果より，NGF および MMPs 発現に MAP kinase 経路が関与することが明らか
となったが，その経路は標的遺伝子により異なることが示唆された．すなわち MAP kinase の
サブタイプである ERK, JNK または p38 を個別に阻害するのみでは OA 病態形成の制御には
至らないことが示唆された． 

 
 

 
 
（2） DUSP1 を knock-down したヒト関節滑膜細胞における NGF および MMPs 発現制御 

MAP kinases の ERK, JNK および p38 経路を脱リン酸化する DUSP1 を調節することで
OA 病態形成分子を制御可能か否か検討するため，DUSP1 siRNA を遺伝子導入することで
DUSP1 knock down 細胞を調整し検討した．siRNA により DUSP-1 発現は約 75%抑制された
(Fig 3)． 
DUSP-1 knock down 細胞における MAP kinases (p38, JNK および ERK)のリン酸化は，非
knock down 細胞と比べ，リン酸化の増強および遷延が観察された (Fig 4)． 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

DUSP-1 knock down 細胞における NGF および MMPs 発現に対する効果を検討した．IL-
1により誘導される NGF (Fig 5 左図)および MMP-13 (Fig 5 右図)発現は，DUSP1 knock 
down 細胞において有意に促進した．同様に IL-1により誘導される MMP-1 および MMP-3 発
現においても DUSP1 knock down 細胞において有意な促進効果が観察された（結果省略）． 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)  MAP kinase 経路および DUSP-1 発現に対する PGE2の作用 

先行研究において PGE2が，NGF および MMPs 発現を抑制することを見出したことから，
PGE2の MAP kinases のリン酸化および DUSP1 発現に対する作用について検討した．IL-1
刺激により誘導される MAP kinases (p38, JNK および ERK)のリン酸化は，PGE2の添加によ
り抑制された(Fig 6 左図)．また，DUSP1 発現は IL-1により誘導され，PGE2の添加によりさ
らに有意に促進した（Fig 6 右図）．以上の結果から，PGE2は DUSP1 発現を促進させること
で MAP kinases のリン酸化を抑制し，OA 病態形成に関わる NGF および MMPs 発現を制御
するものと思われる． 
 

 
 

以上の結果より，OA 病態形成に関わる NGF および MMPs 発現は，炎症刺激の細胞内情報
伝達経路である MAP kinases により制御されることが明らかとなった．しかしながら，これ
ら分子の発現は MAP kinases のサブタイプである ERK, p38 および JNK によりそれぞれ異な
った調節を受けることも判明し，個別の MAP kinase のサブタイプの阻害剤による OA 病態制
御は困難であると推察される．一方で DUSP1 は，MAP kinase のサブタイプ全てに対して脱
リン酸化効果を示し，DUSP1 knock down 細胞において，NGF および MMPs の発現増強が観
察された．すなわち，DUSP1 は OA 病態形成を制御しうる分子であることが強く示唆され
た．本研究成果により，DUSP1 を用いた新規 OA 保存療法の可能性が示唆され，超高齢化社
会において患者数が増加する OA 治療に多く貢献するものと期待される． 
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