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研究成果の概要（和文）：　本研究では変形性関節症に重要なEMC分解酵素に着目し，EMC分解酵素の合成を抑制
することで軟骨基質の破壊を抑制できる化合物を探索しようと考えた。理化学研究所が提供している400種類の
パイロットライブラリーをスクリーニングし，ECM分解酵素の発現抑制効果を検討した結果、化合物Xは，炎症性
サイトカインであるIL-1βによる炎症で惹起された，MMP3・MMP13・ADAMTS4・ADAMTS9という4種類の細胞外マト
リックス分解酵素のmRNA発現を有意に抑制した。また炎症を促進する役割を持つ酵素COX2の発現もまた有意に抑
制し、化合物XはOAの治療に有効である可能性があると考えた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the EMC-degrading enzymes that are important 
for osteoarthritis, and sought to find compounds that can inhibit the destruction of cartilage 
matrix by inhibiting the synthesis of EMC-degrading enzymes. We screened 400 kinds of pilot 
libraries provided by RIKEN.　Results of examining the effect of suppressing the expression of 
ECM-degrading enzymes compound X significantly suppressed the mRNA expression of four extracellular 
matrix degrading enzymes such as MMP3, MMP13, ADAMTS4, and ADAMTS9, which were induced by 
inflammation caused by the inflammatory cytokine IL-1β. It also significantly suppressed the 
expression of the enzyme COX2, which has a role in promoting inflammation.
 It was considered that compound X may be effective in treating OA.

研究分野： 病態医化学

キーワード： 変形性関節症　ドラッグ・リポジショニング　細胞外基質分解酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症（OA）は過度の力学的ストレスや加齢変化によって，関節破壊が生じる慢性炎症性疾患である。軟
骨が消失することで疼痛や可動域制限等が生じ，患者の生活の質を著しく低下させるため，社会的にも重要な課
題である。しかし，有力な治療法に乏しく，痛み止めなどの対症療法にとどまっている。今本研究では４００の
化合物ライブラリーをOUMS-27(軟骨肉腫)に添加し、細胞外基質分解酵素のMMP-13及びADAMTS4.9, COX-2のmRNA
発現量をリアルタイム定量PCR法及びwestern blot法にて検討した。スクリーニング検索を行った結果、有力な
候補化合物を3つ決定した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（osteoarthritis:OA）は過度の力学的ストレスや加齢変化によって，関節破壊が

生じる慢性炎症性疾患である。軟骨が消失することで疼痛や可動域制限等が生じ，患者の生活の

質を著しく低下させるため，社会的にも重要な課題である。しかし，有力な治療法に乏しく，痛

み止めなどの対症療法にとどまっている。 

関節軟骨は主に軟骨細胞と細胞外基質(extracellular matrix: ECM)から構成されており，ECM

は主にコラーゲン・アグリカンなどから成る。関節に炎症が生じると，軟骨細胞は ADAMTS4 や

ADAMTS9，MMP13 といった ECM 分解酵素を産生する。これらの分解酵素により軟骨基質が切断さ

れ，損傷を受けることが OA の発症につながると考えられている。 

そこで本研究では EMC 分解酵素に着目し，EMC 分解酵素の合成を抑制することで軟骨基質の破

壊を抑制できる化合物を探索しようと考えた。理化学研究所が提供している 400 種類のパイロ

ットライブラリーをスクリーニングし，ADAMTS4 や ADAMTS9,  MMP13，MMP3，Cyclooxygenase 2

（COX2）の発現抑制効果を検討した。 

先行研究では，ECM 分解酵素の発現に対して抑制効果があるものを検討した。軟骨様細胞であ

る OUMS-27 を IL-1βで刺激すると ADAMTS9 mRNA や MMP13 mRNA が一過性に発現誘導することが

知られている。この IL-1βによる mRNA 発現誘導に対して抑制効果が見られた化合物のうち，最

も有力な候補としてパイロットライブラリー新規化合物, 化合物 Xが挙げられた。 

OA において IL-1β刺激を行うと ECM 分解酵素の発現が増加するシグナル伝達経路の 1 つに

MAPK シグナル伝達経路がある。本研究では化合物 X による ECM 分解酵素の発現抑制メカニズム

を解明することを目的として，MAPK である ERK1/2，p38，JNK の，IL-1β によるリン酸化，ま

た，化合物 X処理によるリン酸化抑制効果について検討した。 
 
２．研究の目的 

現在他疾患に用いられている薬剤が変形性関節症（ＯＡ）の治療に利用できるという「ドラッ

グ・リポジショニング」という概念がある。申請者は、他疾患に使われているある薬剤Ａが細胞

外マトリックス代謝を抑制する分子Ｘの発現を抑制するデータを得たことから、ドラッグ・リポ

ジショニングの概念に基づいた新治療法の可能性に注目した。すなわち、本研究の目的は既存の

薬剤によるＯＡの新たな治療法を発見することである。既に日常診療で用いられている薬剤で

ＯＡに対して新たな有効な効果を持つ薬剤を見つけ出せれば、医療費の高騰を招くことなく患

者に恩恵をもたらすことができる。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞及び培養方法 

ヒト軟骨用細胞株である OUMS-27 を使用した。OUMS-27 は 10%Fetal bovine serum 含有

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (富士フィルム和光純薬株式会社) にて，37℃，5％CO₂条

件下のインキュベータで培養した。 

（２）化合物の細胞毒性評価 

OUMS-27 を 96well プレート (Thermo Fisher Scientic) に播種し (5.0×10³細胞/well)，2

日間培養し定着させた。その後一晩 (16 時間) starvation (0%FBS DMEM) を行い，各化合物を

培養液に添加した (10μg/ml：24 時間)。プロトコル通りに調整した MTS assay 試薬を添加し，

4時間インキュベートした後，490nm で吸光度を測定した。MTS assay 試薬には CellTiter 96® 

Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega)を使用した。 

（３）リアルタイム定量 PCR 

①化合物の添加と IL-1β刺激 

OUMS-27 を 12well プレート(VIOLAMO 社)に播種(5.0×10⁴細胞/well)し，3 日間培養した。その

後化合物 Xを添加(10μg/ml(≒28.4μM))し，24時間後に IL-1β刺激(5.0ng/mL)を行い，6時間

後に細胞を回収した。IL-1βは R＆D systems 社のものを使用した。 

②RNA 抽出及び逆転写反応 

TRI Reagent® (コスモ・バイオ株式会社)によって RNA を抽出し，Eppendorf BioPhotometer D30 

(eppendorf 社) によって RNA を定量化した。その後，ReverTra Ace ®(TOYOBO社)を使用し逆転



写反応を行い cDNA に合成した。 

③リアルタイム定量 PCR 

StepOnePlus™Real-Time PCR System Upgrade (Thermo Fisher Scientific 社)を使用しリアルタ

イム定量 PCR を行った。95℃，20秒の後，95℃，1秒と 60℃， 20 秒を 40 サイクルの反応条件

で行った。 TaqMan™ Fast Advanced Master Mix(Applied Biosystems 社)とそれぞれの

probe(MMP13，Hs00233992_m1；ADAMTS4，Hs00192708_m1；ADAMTS9，Hs00172025_m1；COX2，

Hs00153133_m1；GAPDH，Hs99999905_m1)(Applied Biosystems 社)を使用し，MMP13，ADAMTS4，

ADAMTS9，COX2 の mRNA 発現レベルをそれぞれ検討した。 

（４）ウエスタンブロッティング 

①化合物の添加と IL-1β刺激 

OUMS-27 を 6well プレート(VIOLAMO 社)に播種(1.0×10⁵細胞/well)し，3日間培養した。その後
条件に応じて薬剤添加や IL-1β刺激(5.0ng/mL)を行った。IL-1β刺激時間検討においては
IL-1β刺激(5.0ng/ml)をそれぞれ 0分，20分，30分行い細胞を回収した。化合物 Xの効果
検討においては化合物 X を添加(10μg/ml(≒28.4μM))し，24 時間後に IL-1β刺激
(5.0ng/ml)を行い 20 分後に細胞を回収した。濃度依存性の検討においては化合物 Xをそれ

ぞれ 1μg/ml(≒2.84μM)，2μg/ml (≒5.68μM)，5μg/ml(≒14.2μM)，10μg/ml(≒28.4μM)

添加し，24時間後に IL-1β刺激(5.0ng/ml)を行い 20 分後に細胞を回収した。 

②タンパク質抽出 

培地を TBS で洗浄し Lysis buffer を添加(300ml/well)した。氷上で約 60 分振盪した後，細胞

を回収した。BIO-RAD 測定キットを用いてタンパク質濃度測定を行った。 

③ポリアクリルアミドゲル電気泳動とウエスタンブロッティング解析 

タンパク質量を等量に調節した細胞溶解液，2-mercaptoethanol，4×Sample buffer を混合し、

100℃で 5分間加熱後，遠心(15000rpm，5 分，4℃)した。10％SDS-PAGE ゲルを用いてポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を行った(20 V 20 分後，40V 50 分)。泳動後に PVDF メンブレ

ン(Merck 社)にトランスファーを行い(4℃，30V，overnight(O/N))，メンブレンをブロッキング

液(5％スキムミルク/TBS-T，室温 1.5 時間)と反応させた後，一次抗体(1/1000 希釈 室温 1.5 

時間，Cell Signaling TECHNOLOGY 社 Sigma Aldrich 社)と反応させた。TBS-T(10 分 3 回)で洗

浄後，二次抗体(1/5000 希釈 室温 1.5 時間，sera care 社 Sigma Aldrich 社)を反応させ，

TBS-T(10 分 3 回)で洗浄後，化学発光(Amersham Imager 600，GE Healthcare Life Sciences 社)

にて解析を行った。各シグナルの活性化は，当該タンパク質発現量におけるリン酸化タンパク質

の割合をデンシトメーターで測定して，定量化した。一次抗体として抗 β-Actin マウスモノク

ローナル抗体（SIGMA-ALDRICH 社），抗 ERK1/2 ウサギモノクローナル抗体（Cell Signaling 

TECHNOLOGY 社），抗リン酸化 ERK1/2 ウサギモノクローナル抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY

社），抗 p38 ウサギモノクローナル抗体(Cell Signaling TECHNOLOGY 社)，抗リン酸化 p38 ウサ

ギモノクローナル抗体(Cell Signaling TECHNOLOGY 社)，抗 JNK ウサギモノクローナル抗体 

(Cell Signaling TECHNOLOGY 社)，抗リン酸化 JNK ウサギモノクローナル抗体(Cell Signaling 

TECHNOLOGY 社)を使用した。二次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗マウス

IgG(H+L)抗体(Sigma Aldrich社)， ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG(H+L)抗体(sera care

社)を使用した。 

統計解析は平均値±標準誤差(mean±SEM)で標記し，unpaired student t-test にて p<0.05 を

有意差ありとした。Real-time 定量 PCR は n=6，ウエスタンブロッティングは n=3 で行った。 

 
４．研究成果 

 （１）細胞毒性定量及び生存の評価 

OUMS-27 を用いて 400 種類のパイロットライブラリーについて，MTS assay を用いて細胞毒性を

評価した。化合物を加えていないコントロールを 1とし，細胞の生存率が 8割以下になった化合

物は，細胞毒性が強いと判断した。以下，強い細胞毒性の認められなかった 345 種類の化合物に

ついて，各細胞外マトリックス分解酵素の発現抑制効果を検討した。 



（２）リアルタイム定量 PCR 

化合物 X の投与によって MMP13，ADAMTS4，

ADAMTS9，COX2 のすべてにおいて mRNA の発現が有

意に抑制されることが確認された。 

図 1 mRNA 発現抑制効果 

 

（３）ウエスタンブロッティング 

①IL-1β刺激時間検討 

ERK1/2，p38，JNK が IL-1β刺激に反応し，刺激後 20分でリン酸化はピークを迎えた。一過性に

リン酸化が促進され，各シグナルの活性化が起こることが明らかとなった。 

②化合物 Xの効果検討 

IL-1β刺激による各シグナルのリン酸化は化合物 X投与によって抑制された。一方で，化合物 X

と同様に ADAMTS4 や ADAMTS9，MMP13 などの ECM 分解酵素発現誘導を抑制するベタメタゾンはこ

れらのシグナル活性化に対する効果は見られなかった。 
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③濃度依存性の検討 

IL-1β刺激による各シグナルのリン酸化促進は化合物 X 投与によって濃度依存的に抑制さ
れた。 

 

考察 

化合物 X によって ERK1/2，p38，JNK のリン酸化が抑制されていたことから，化合物 X は
MAPK シグナル伝達経路の MAPK，またはその上流の受容体やキナーゼに作用し，NF-κB など
の下流のシグナル伝達を抑制することで ECM 分解酵素の発現を抑制していると考えられる。
一方で，副腎皮質ステロイドホルモンであるベタメタゾンとは異なる機序で同じ ECM 分解
酵素抑制作用を持つと考えられることから，これら 2 つの薬剤は併用した際には相加的な
効果を持つことが期待される。 
今後は，今回検討した ERK1/2，p38，JNK の上流や下流のシグナル伝達経路についてもさら
に検討し，作用機序の解明につなげたいと考えている。最終的に OA治療薬として臨床応用
を目指すためには，動物などを用いた生体でも化合物 X が同様に作用するかを明らかにす
る必要がある。そのためには，ラット手術 OA モデルに対して化合物 Xを投与する実験など
を行い，関節破壊に対する効果を確認する必要がある。 
 

ERK1/2 

P38 
JNK 
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