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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞におけるグルコサミンのオートファジーに対する効果を検討するため、まず
ヒト軟骨肉腫由来培養細胞株を用いて、その評価系を構築した。その後、グルコサミンの軟骨細胞におけるオー
トファジーに対する効果を検討したところ、グルコサミンがオートファジーを活性化する可能性が示唆された。
さらに、mammalian target of rapamycin（mTOR）非依存的な経路により活性化されている可能性が示唆され
た。また、オートファジー活性化の上流に位置していると思われるサーチュイン（SIRT）1の発現も検討したと
ころ、グルコサミンがSIRT1を介してオートファジーを誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glucosamine (GlcN), a naturally occurring amino monosaccharide, has been 
widely used to treat osteoarthritis (OA) in humans. However, the effects of GlcN on autophagy in 
chondrocyte are still unknown. In this study, to elucidate the chondroprotective action of GlcN via 
autophagy, we evaluated the effect of GlcN on the expression of autophagy-related molecules (LC3-II,
 Beclin-1, ATG5 and ATG7) using a human chondrocyte. GlcN significantly increased protein level of 
LC3-II and mRNA expression of Beclin-1, ATG5 and ATG7. Moreover, GlcN significantly increased the 
protein level of SIRT1. Importantly, the GlcN-induced increase of LC3-II protein was inhibited by 
EX527 (a SIRT1 inhibitor). Moreover, GlcN did not effect the S6K phosphorylation, as a target of 
mammalian target of rapamycin (mTOR). Together these observations suggest that GlcN increases the 
expression of SIRT1 and possibly induces autophagy in chondrocytes independent of mTOR, thereby 
exhibiting the chondroprotective action. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨細胞において、グルコサミンがオートファジーを誘導するという新規機能を解明した。さらに、その誘導経
路がmTOR非依存的な経路であることも示した。このことは、グルコサミンの新規機能を明らかにしただけでな
く、軟骨を標的とした今後の新薬の発見にもつながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 変形性関節症(OA)は、関節軟骨が様々な要因により破綻し、関節の変形を生じて疼痛や機能 
障害などが起こる疾患で、加齢とともに増加し、我が国でも 1,000 万人以上の患者がいると推
定さ れている。現在、OA の保存的療法としては非ステロイド性抗炎症薬(NSAID)による薬物
療法と 運動療法が行われている。  
 一方、グルコサミン(GlcN)は軟骨グリコサミノグリカンの前駆物質であることから、変形性 
関節症への予防・治療を目的として、我が国やアメリカではサプリメントとして、ヨーロッパで 
は治療薬として使用され、その有効性が認められている(Crolle et al., Curr Med Res Opin 7: 
104, 1980)。そのため、関節軟骨の修復に対する効果を中心に GlcN の研究が進められ、申請者
も GlcN が軟骨細胞や滑膜細胞からのヒアルロン酸産生を増加させることを明らかにした
(Igarashi et al., Int J Mol Med 27: 821, 2011)。また、GlcN の骨芽細胞に作用して骨代謝を改
善するという、GlcN の新たな機能を明らかにした(Igarashi et al., Int J Mol Med 28: 373, 2011)。  
 その一方で、近年 OA とオートファジーとの関連が注目されている。たとえば、軟骨細胞特
異 的にオートファジーを活性化したマウスでは、OA に対して保護的に作用すること(Zhang et 
al., Ann Rheum Dis 74: 1432, 2015)や、軟骨細胞特異的にオートファジーが阻害されたマウス
では OA が重症化すること(Bouderlique et al., Ann Rheum Dis 75: 627, 2016)が報告されてい
る。また、ヒ ト大腸ガン細胞において SIRT1 を活性化するとオートファジーが誘導されるこ
とが報告されてい る(Morselli et al., J Cell Biol 192: 615, 2011 など)。さらに、マウス胎児線
維芽細胞やヒト子宮上皮 細胞において、GlcN がオートファジーを誘導すると報告されている
(Cheong et al., Proc Natl Acad Sci USA 108: 11121, 2011 など)。加えて、申請者らは、軟骨細
胞に GlcN を添加すると、サーチュ イン(SIRT)1 の発現が亢進することをすでに明らかにして
いる(Igarashi et al., Functional Food Res 12: 26, 2016)。以上より、軟骨細胞において GlcN 
が SIRT1 を介してオートファジーを誘導し 軟骨保護的に作用する可能性があると考えられる。  
 そこで、①軟骨細胞に対し GlcN を添加し、オートファジーを活性化するか否かを解明する
とともに、②オートファジーの活性化により、軟骨保護的に作用する遺伝子の発現変化を解析し、
③OA モデルマウスに GlcN を投与し、軟骨細胞におけるオートファジーの活性化状態と軟骨
保護状態を個体レベルで解析することにより、OA における GlcN の 新たな作用が解明できる
と考えられる。以上のように、本研究課題の全体構想は、軟骨細胞における GlcN のオートフ
ァジーに対する機能解明にある。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、これまでサプリメントとして用いられているグルコサミン(GlcN)の作用に着目し、  
GlcN が軟骨細胞や滑膜細胞からのヒアルロン酸産生を増加させることを明らかにし、さらに 
GlcN が骨芽細胞に作用し骨代謝を改善することを明らかにした(Int J Mol Med 27: 821, 2011、
Int J Mol Med 28: 373, 2011)。また申請者は、軟骨細胞に GlcN を添加すると、サーチュイン
(SIRT)1 の発現が亢進することをすでに明らかにしている(Functional Food Res 12: 26, 2016)。
一方、SIRT1 を活性化するとオートファジーが誘導されること、オートファジーが軟骨保護的
に作用することが報告されている。そこで本研究課題では、GlcN の新規作用の解明として、軟
骨細胞において、SIRT1 を介してオートファジーを誘導し、軟骨保護作用を発揮するかどうか
の解明を目的とした。  
 
３．研究の方法 
 本研究課題においては、①培養細胞を用いた in vitro 系における GlcN の軟骨細胞における
オートファジーに対する効果の検討、②GlcN の軟骨細胞でのオートファジーにおけるシグナル
伝達経路の解明を行う。具体的には、以下の通りである。  
（１）in vitro 系における GlcN の軟骨細胞におけるオートフォファジーに対する効果の検討 
近年、軟骨細胞特異的にオートファジーを活性化したマウスでは、OA に対して保護的に作 用
すること(Zhang et al., Ann Rheum Dis 74: 1432, 2015)などが報告され、OA とオートファジ 
ーとの関連が注目されている。また、申請者はすでにヒト軟骨細胞ににおいて、オートファジー
の活性化を検出する方法を確立している(Igarashi et al., 未発表データ)。そこで、本研究で 
はまずヒト軟骨細胞を用いて以下の実験を行う。 
・GlcN 添加によるオートファジーマーカーである LC3-II や Beclin 1 などのタンパク質量を討 
する。その際、オートファジーマーカーである LC3-II はオートファジー自身で分解されてし 
まうため、クロロキニンやバフィロマイシンなどのさまざまなリソソーム阻害剤を同時に添 加
するなど、実験条件を検討する。さらに、Beclin 1 や Atg 5 などさまざまなオートファジー 
関連遺伝子の発現を検討する。 
（２）in vitro 系における GlcN の軟骨細胞におけるオートフォファジーシグナル経路の検討 
 オートファジーのシグナル伝達経路に対する効果の検討については、主に mTOR 依存的な経
路が研究されている。そこで、まずはこの経路について解析を行う。 



・ mTOR の下流遺伝子の発現や標的タンパク質のリン酸化など GlcN により誘導される-とファ 
ジーが mTOR 依存的であるのかを検討する。 
・ mTOR の上流のシグナル経路は、PI3K/Akt 経路や MAPK/Erk 経路、AMPK 経路、p53 経路な 
どさまざまな経路が知られている。そこで、この経路を解明するため、それそれの経路の存在す
る鍵遺伝子の活性化状態を、real time RT-PCR 法や western blot 法などにより検討する。 
 
４．研究成果 
 軟骨細胞におけるグルコサミンのオートファジーに対する効果を検討するため、まずヒト軟

骨肉腫由来培養細胞株を用いて、その評価系を構築した。その後、グルコサミンの軟骨細胞にお

けるオートファジーに対する効果を検討したところ、グルコサミンが LC3-II や Beclin 1 など

のオートファジーマーカーの発現を増加させたため、軟骨細胞においてオートファジーを活性

化する可能性が示唆された。そこでオートファジー誘導を担うシグナル経路を検討したところ、

mammalian target of rapamycin（mTOR）の下流タンパク質である S6 kinase (S6K) のリン酸化

が、グルコサミン添加により変化しないことが明らかとなった。このことよりグルコサミンが、

いままで報告例の少ない mTOR 非依存的な経路によりオートファジーを誘導することが示唆され

た。当初の予想に反して、mammalian target of rapamycin（mTOR）非依存的な経路により活性

化されている可能性が示唆された。この事は、いままで報告例の少ない mTOR 非依存的な経路に

よる活性化経路を解明する必要があると考えられる。また、オートファジー活性化の上流に位置

していると思われるサーチュイン（SIRT）1 の発現も検討したところ、軟骨細胞において SIRT1

の発現もグルコサミンにより増加することが明らかとなった。そこで SIRT1 とオートファジー

をつなぐシグナル経路を検討したところ、SIRT1 の標的分子である p53 の 382 番目のリジン残基

のアセチル化がグルコサミン添加により減少することが明らかとなった。p53 は 382 番目のリジ

ン残基のアセチル化により活性化されること、また、p53 はオートファジーを阻害することが明

らかとなっている。この結果は、軟骨細胞においてグルコサミンにより SIRT1 の発現が増加し、

p53 を脱アセチル化することによりその活性を減少させ、オートファジーを誘導している可能性

を示唆するものである。 
また、さらなるシグナル経路を検討したところ、免疫沈降法を用いることにより、オートファ
ジー関連タンパク質である ATG7 のリジン残基のアセチル化がグルコサミン添加により減少する
ことを見出した。ATG7 は、オートファジー誘導に重要な役割を果たしているだけでなく、脱ア
セチル化されることによりオートファジーを活性化させることが明らかとなっている、この結
果は、軟骨細胞においてグルコサミンによりサーチュイン１の発現が増加し、ATG7 を脱アセチ
ル化することによりその活性を増加させ、オートファジーを誘導している可能性を示唆するも
のである。 
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