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研究成果の概要（和文）：遺伝子改変マウスの研究から、成長段階においてVEGFは軟骨細胞の生存因子として機
能することが明らかとなった。一方、外傷性変形性関節症（OA）モデルを用いた研究の結果、OAに対してVEGF促
進的に働き、成長段階は異なることが明らかとなった。抗VEGF抗体の関節内投与ではOA進行の抑制効果が見ら
れ、2型VEGF受容体のリン酸化が抑制されたことからOAにおけるVEGFシグナルは2型VEGF受容体を介す可能性が示
唆された。2型VEGF受容体阻害薬の経口投与によりOA進行の抑制効果が見られたが、抗VEGF抗体関節内投与と比
べ、その効果は少なかった。

研究成果の概要（英文）：Previous study indicate that vascular endothelial growth factor A (VEGF) is 
associated with osteoarthritis (OA). In this study, we find that VEGF acts as a survival factor in 
growth plate chondrocytes during development but only up until a few weeks after birth in mice. It 
is also required for postnatal differentiation of articular chondrocytes and the timely ossification
 of bones in joint regions. In surgically induced knee OA in mice, a model of post-traumatic OA in 
humans, increased expression of VEGF is associated with catabolic processes in chondrocytes and 
synovial cells. Conditional knock-down of Vegf attenuates induced OA. Intra-articular anti-VEGF 
antibodies suppress OA progression, reduce levels of phosphorylated VEGFR2 in articular chondrocytes
 and synovial cells and reduce levels of phosphorylated VEGFR1 in dorsal root ganglia. Finally, oral
 administration of the VEGFR2 kinase inhibitor Vandetanib attenuates OA progression.

研究分野：軟骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症（OA）は関節軟骨の変性と摩耗を経て、関節の変形をきたす疾患である。様々なOA発症の分子機構
への理解が深まっているが、現在用いられる薬剤は消炎鎮痛を目的とするものであり、OA進行の抑制あるいは改
善をもたらす治療薬の開発が期待されている。本研究を通じて、マウスモデルにおいて、VEGFは膝OAの進行に促
進的に働き、抗VEGFの抗体やVEGF阻害薬の投与により膝OAの進行を抑制することが可能であった。今後ヒトにお
ける膝OAの治療法の候補となりえると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 変形性関節症は関節軟骨の変性と摩耗を経て、関節の変形をきたす疾患である。様々な滑膜関節に発症する
が、中でも手指の関節、股関節そして膝関節に多い。変形性膝関節症（膝 OA）では軟骨下骨や半月板、滑膜
などにも変化が起こり、膝の可動域制限や運動時の疼痛により日常生活動作が著しく低下する。細胞老化、骨
棘形成などの内軟骨骨化、アポトーシス、軟骨下骨の骨代謝回転異常などの OA発症の分子機構への理解が深
まっているが、現在の OA保存療法に用いられる薬剤は消炎鎮痛を目的とするものであり、OA進行の抑制あ
るいは改善をもたらす治療薬、DMOADs(Disease Modifying OA Drugs)の開発が期待されていた。 
＜血管内皮増殖因子 VEGF＞ 
 VEGFファミリーは VEGF-A, -B, -C, -Dの４つの糖蛋白から構成され、中でも VEGF-Aは、最も広く研究
されている事から、しばしば VEGFと称される。VEGFは多種多様な細胞に作用し、様々な機能を有する。
代表的なものとしては血管新生や単球の走化性促進、血管の透過性亢進、血管拡張作用が挙げられる。胎生期
において VEGF は広範囲に発現し、骨形成の重要なメディエーターである。成人においては、創傷治癒や骨
折後の骨リモデリングプロセスにおける血管新生等に役割を果たしている(1)。 
<変形関節症と VEGF> 
 ゲノム連鎖解析（GWAS）のメタ解析により、VEGFはⅪ型コラーゲン、GDF-5と並び OAの感受性遺伝
子であることが示されていた(2)。成人の正常膝関節において、VEGFの発現は抑制されている一方、末期 OA
では関節軟骨や滑膜、関節液、軟骨下骨、血清にて発現上昇が観察されている。VEGF受容体である VEGFR-
1と VEGFR-2は正常関節軟骨には発現しないが、OA関節軟骨にて発現する(3)。関節液中の VEGFレベルは
疾患重症度だけでなく、疼痛とも相関していることも示されていた。さらには実験動物への抗 VEGF 抗体
(VEGFAb)投与により関節軟骨変性および疼痛が抑制されることが先行研究によって示されていた(4)。 
VEGF には３つの受容体（VEGFR1, R2, R3）があり、その中でも VEGFR2 は VEGF シグナルトランスダ
クションに最も重要である。生理的な状態にある軟骨細胞では VEGFR2 はほとんど発現していないが、OA 
進行と共にその発現が上昇する。そのため、OA 進行における VEGF シグナルは、VEGF 受容体を介する可
能性が考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は VEGF シグナル抑制が関節破壊と関節痛の軽減をもたらすかどうかについて、マウスモデル
を用いて検討し、VEGF 受容体阻害薬を用いた臨床応用へ展開するための基盤となる研究を行うことである。 
 
３．研究の方法 
 
VEGF 欠失マウス及び表現型の確認 
膝関節における VEGF の機能を観察するにあたり、軟骨系譜細胞で VEGF を欠失したマウス(Col2-
Cre;Vegffl/fl)を作成した。本マウスは成長段階で骨格の形成異常が見られたため、ヘテロ欠失マウス（Col2-
Cre;Vegffl/+）も同時に解析をおこなった。また、対象となる VEGF を欠失した細胞を限定するために、タモキ
シフェン誘導性 Cre マウス（Col2Cre-ER;Vegffl/fl）及び血管内皮細胞系譜で VEGF を欠失したマウス Flk1-
Cre;Vegffl/flを用いた。 
VEGF 欠失マウス OA モデルによる OA 抑制効果の検証 
上記マウスに外科手術（DMM）による OA を作成した。DMM はヒト OA に近い緩徐な OA を誘導できる OA モデ
ルである。8-9 週齢マウスに DMM を施し、8-12 週後に解析を行った。組織染色標本作製後、OARSI スコアに
より OA重症度を評価し、蛍光免疫組織染色により血管新生や軟骨変性、疼痛関連分子の発現定量を行った。 
抗 VEGF 抗体投与による OA 抑制および疼痛軽減効果の検証 
抗 VEGF 抗体はヒトでは黄斑変性症の治療などに使われている。本研究では DMM 手術を施し、1週間後より 4
週間関節内投与を行なった。経時的に疼痛評価及び体重測定を行ない、手術 12 週後に解析を行った。組織染
色標本作成後、OARSI スコアを用いて OA重症度を評価した。蛍光免疫組織染色による血管新生や軟骨変性、関
連分子の発現定量も行なった。 
VEGF 受容体阻害薬投与による OA 抑制および疼痛軽減効果の検証 
ZD6474/Vandetanib (VEGF-receptor 2/3 チロシンキナーゼ阻害薬)は経口投与が可能な分子標的薬で、ヒトで
は抗腫瘍薬として承認されている VEGF 受容体阻害薬である。 
マウスに DMM 手術を施し、1 週間後より 4 週間経口投与を行なった。経時的に疼痛評価及び体重測定を行な
い、DMM 手術 12 週後に解析を行った。組織染色標本作成後、OARSI スコアを用いて OA 重症度を評価した。蛍
光免疫組織染色による血管新生や軟骨変性、腰関連分子の発現定量を行なった。 
 
４．研究成果 
VEGF 欠失マウスに対する外科的 OAモデルによる OA抑制効果 
軟骨系譜細胞で VEGF を欠失したマウス Col2-Cre;Vegffl/fl(CKOCol2)はコントロール（Col2-Cre）比較して成



獣でも小さく、内軟骨骨化の遅延がみられた（図１）。８週齢においても脛骨の二次骨化の遅延が著明であり、
関節軟骨の低形成に加え、配列も不均一であった。成長軟骨の一部には軟骨細胞のアポトーシスが見られたこ
とから、VEGF は成長軟骨の生存因子として機能することが明らかとなった。一方ヘテロ欠失マウス（Col2-
Cre;Vegffl/+）は野生型マウス比較して形態学的な相違はなかった。 
そのため、Col2-Cre;Vegffl/+とコントロールに DMM 手術を施し、解析を行った。８週および１２週後の OAス
コアはヘテロ欠失マウスで低かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
上記研究より、VEGF は OA の増悪因子であることが明らかとなった。しかし、VEGF を発現する細胞が骨、軟
骨、滑膜、靭帯など多岐にわたることから、どの細胞による寄与が大きいのか評価する必要があった。そのた
め、主に軟骨細胞での VEGF を欠失する Col2-CreER;Vegf fl/flマウス（CKOCol2ER）及び主に血管内皮細胞で VEGF
を欠失する Flk1-Cre;Vegf fl/flマウスを用いることとした。本マウスおよびコントロールに DMM 手術を施し、
同様の評価を行ったが、OA進行に対する抑制効果はなかった。この結果から、軟骨や血管内皮細胞に限定した
VEGF 抑制は OA進行抑制効果が得られないと考えられた。 
 
抗 VEGF 抗体投与による OA 抑制および疼痛軽減効果の検証 
上記結果から、VEGF 抑制による OA進行抑制効果を得るためには、膝関節の幅広
い組織を対象とする必要がある可能性が示唆された。そこで主に関節内に分泌され
た VEGF を中和抗体によって抑制することにより、OA進行抑制効果が得られるかを
検討した。 
DMM 手術あるいは偽手術が施された野生型マウスに、中和抗体あるいは PBS を投
与して比較した。中和抗体は週 1 回計 4 回ほど膝関節に注射投与された。その結
果、コントロールと比較して、OA進行が抑制されていた。また、抗体を投与された
マウスの関節軟骨ではリン酸化された 2型 VEGF 受容体の発現が低下していたこと
から、抗 VEGF 抗体による OA 抑制作用は 2型 VEGF 受容体を介している可能性が示唆された。 
 本研究において抗 VEGF 抗体投与による疼痛改善効果についても検討を行った。 
 
VEGF 受容体阻害薬投与による OA 抑制および疼痛軽減効果の検証 
 
上記結果により、抗VEGFシグナルによるOA
抑制効果は、2型 VEGF 受容体を介する可能性
が示唆されたことから、2型 VEGF 受容体阻害
薬により、OA進行を抑制することができるか
どうかに実験を行った。 
マウスに DMM 手術あるいは偽手術を施し、
1週間後より 4週間経口投与（50mg/kg/day、
週 5 回）を行なった。経時的に疼痛評価及び
体重測定を行ない、DMM 手術 12 週後に解析を
行った。その結果、阻害剤投与群では体重減
少が見られたため、安全性上の問題があると判断し、50mg/kg/day を週 3日減量した。その結果、体重減少は
見られなかったことから、この用量にて実験を行った。その結果、VEGF 受容体阻害薬投与群でコントロールと
比較して OA 進行が抑制されていた。 
 
以上の結果より、VEGF は OA に促進的に機能している事が明らかとなった。また、幅広い間葉系細胞を対象と
した VEGF の抑制は OA 進行抑制に有用であったが、軟骨や血管内皮由来細胞をターゲットとした VEGF 抑制は
OA 進行抑制に十分な効果は上げられなかった。抗 VEGF 抗体の関節内投与は OA 進行抑制のみならず、アロデ
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ィニアも抑制したことから、疼痛増悪抑制についても一定の効果があると考えられた。最後に VEGF のシグナ
ルトランスダクションに関わる主な受容体である VEGFR2 を標的とした研究では、VEGFR2 阻害薬の経口投与に
より、一定の OA進行抑制効果が得られたが、抗 VEGF 抗体の関節内投与に比して効果が劣るという結果であっ
た。以上より、OA 対する抗 VEGF 治療は関節内組織を直接ターゲットとする抗 VEGF 抗体の関節内投与が現時
点で有力であるが、今後ヒトを対象とした臨床試験の結果が待たれる。 
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