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研究成果の概要（和文）：本研究では、小胞体ストレスを抑制することが報告されているSalubrinal、
Quercetinおよび4-PBAの効果をマウス変形性膝関節症モデルを用いて検証した。それぞれの薬剤は週2回で3週
間、膝関節内に投与した。軟骨変性の進行抑制効果はいずれの薬剤でも実証されず、培養細胞で示されている軟
骨細胞の同化作用の促進および小胞体ストレス応答の抑制も確認されなかった。週2回の投与頻度では軟骨細胞
の代謝変調に対する十分な改善効果が得られなかった可能性が考えられる。今後、薬剤の連日関節内投与による
軟骨変性の進行抑制効果を検証することが必要である。

研究成果の概要（英文）：Salubrinal, quercetin, and 4-phenylbutyric acid has been reported to 
suppress endoplasmic reticulum stress in cultured cells. We examined their effects in a mouse model 
of osteoarthritis of the knee.  Each drug was injected into an intra-articular space twice a week 
for 3 weeks. None of the drugs suppressed the progression of cartilage degeneration; moreover, 
neither the promotion of anabolic action in chondrocytes nor the suppression of unfolded protein 
response was observed. We speculate that twice-weekly administration may not have been sufficient to
 improve the modulation of chondrocyte metabolic activity. Further studies are needed to verify the 
effect of daily intra-articular administration of the abovementioned drugs on the inhibition of 
cartilage degeneration.

研究分野： 整形外科
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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）は高齢者の生活の質を低下させ健康寿命の延伸を阻害する代表的な運動器疾患であり、OAの
軟骨変性の進行を抑制する原因療法の開発が急務である。OAの病態では小胞体ストレスの関与が注目されてお
り、小胞体ストレスを抑制する薬剤によりOAの軟骨変性の進行を抑制する可能性が示唆されている。本研究では
マウスOAモデルにおける週2回の関節内投与による治療効果は実証できなかったが、薬剤の投与方法が結果に影
響した可能性が考えられ、薬剤の連日関節内投与など投与方法を変えた今後の研究が必要である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（OA）は高齢者の生活の質を低下させ健康寿命の延伸を阻害する代表的な運動器疾
患である。急速に高齢化が進むわが国では OA の軟骨破壊の進行を抑制する原因療法の開発が急
務となっている。OA は軟骨基質が破壊されることで進行するが、その過程では軟骨細胞の代謝
変化が大きな役割を果たしている。OA 軟骨細胞ではⅡ型コラーゲンや Aggrecan などの軟骨基質
産生の低下、matrix metalloproteinase 13（MMP13）などの軟骨基質破壊酵素や炎症性サイトカ
インの産生亢進など様々な catabolic な代謝変調をきたし、最終的にはアポトーシスを起こし
細胞死にいたることが知られている。 
近年、糖尿病、動脈硬化や家族性パーキンソン病など種々の疾患で細胞の代謝変調やアポトーシ
スを惹起するメカニズムとして小胞体ストレスが注目されている。小胞体ストレスが惹起され
た細胞では自身の恒常性を維持するために、1)小胞体内の異常蛋白を正常な構造に戻す分子シ
ャペロン遺伝子の活性化、2)新たな蛋白合成を抑える翻訳抑制、3)ユビキチン・プロテアソーム
系による変性蛋白の分解除去（ER associated protein degradation：ERAD）の小胞体ストレス
応答（unfolded protein response:UPR）を誘導する。UPR は小胞体膜上の PERK、IRE1、ATF6 な
どのセンサー蛋白が小胞体ストレスを感知することで開始されるが、UPR の限界を超えて異常蛋
白が蓄積すると、細胞は C/EBP homologous protein（CHOP）の誘導や c-Jun N-terminal kinase
の活性化を介してアポトーシスを起こし死滅する。 
一方、OA においても、変性軟骨での小胞体シャペロン GRP78 の増加などが報告され、小胞体ス
トレスの病態への関与が示唆されている。われわれは、先行研究において、ヒト OA 軟骨組織で
軟骨変性の進行と相関して p-PERK、GRP78、CHOP の発現が増加することを示し、Tunicamycin で
培養軟骨細胞に小胞体ストレスを誘発すると軟骨細胞の Aggrecan mRNA 発現が抑制され、アポ
トーシスの頻度が相関して増加することなどを明らかにした 1)。また加齢とともに軟骨組織に蓄
積され OA 発症の 1 要因と考えられている AGEs に関して、軟骨細胞における分子シャペロン
GRP78 の AGEs 化が小胞体ストレスを惹起することを報告した 2)。さらに Chop をノックアウトし
た軟骨細胞に Tunicamycin で小胞体ストレスを誘発するとアポトーシスの発現は有意に抑制さ
れ、Chop ノックアウトマウスに OAモデルを作成すると関節軟骨の変性・破壊が抑制されること
を示し、Chop を介した小胞体ストレス性アポトーシスが OA の軟骨変性の進行に大きく寄与して
いることを明らかにした 3)。 
このように様々な疾患の病態に小胞体ストレスが関与していることが明らかになっていくのに
伴い、小胞体ストレス応答を標的とした治療法開発の試みが進められている。Salubrinal は eIF2
αの脱リン酸化反応を阻害し UPR を持続させ、小胞体ストレスを軽減することが報告されてい
る 4)。また、フラボノイドである Quercetin は腸上皮細胞におけるカルシウム動態調節不全に起
因する小胞体ストレスに対し、保護的作用を有することが報告されている 5)。さらに、ケミカル
シャペロンである 4-フェニル酪酸（4-PBA）は神経細胞において小胞体ストレス性アポトーシス
を抑制することが報告されており 6)、神経変性疾患を対象とした投薬効果の検討がなされてい
る。一方で、これらの薬剤が OA における軟骨変性の進行に及ぼす作用については明らかではな
い。われわれは、先行研究で、培養軟骨細胞に小胞体ストレス誘導剤 Tunicamycin とともに 4-
PBA を投与すると、小胞体ストレスの抑制と同時に軟骨細胞の同化機能低下とアポトーシスが抑
制されたことを明らかにした 7)。このことは、上記の先行研究の結果とも併せ、薬剤による小胞
体ストレスの抑制が OAの軟骨変性の進行を抑制する可能性を示唆しており、OAの新たな治療薬
剤の開発に繋がる可能性を有していると考えられる。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、小胞体ストレスを抑制することが報告されている Salubrinal、Quercetin およ
び 4-PBA の関節内投与による軟骨変性の進行抑制効果についてマウス OA モデルを用いて解析す
ることにより、OA に対する小胞体ストレス応答を標的とした新規治療法の有用性を検討するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
(1)軟骨基質産生に及ぼす Salubrinal および Quercetin の影響に関する培養細胞での解析 
①ATDC5 細胞培養系に Insulin 20µg/ml と Salubrinal 0.1µM、1µM、あるいは 2µM を同時に
投与し、2 週後にプレート上で固定して Alcian Blue 染色を行い、proteoglycan の産生を
評価した。 
②マウス単離軟骨細胞系に、小胞体に異常蛋白を蓄積させる PERK inhibitor(GSK2606414) 
2µM と Quercetin 20µM あるいは 100µM を添加し、24 時間後に培地交換を行い、さらに 4時
間後の培地中に分泌されたⅡ型コラーゲンを ELISA で解析した。 
 
(2) マウス OAモデルにおける Salubrinal、Quercetin および 4-PBA の影響の解析 
①マウス OA モデルの作製 
雄の 8週令 C57BL/6J マウスを用いて、右膝関節の前十字靭帯切離による OAモデルを作製した。
②薬剤の関節内投与と試料採取 
OA モデル作製 1 週後より、Salubrinal (5mM、50µl)、Quercetin（5mM、50µl）あるいは 4-PBA
（5mM、50µl）をそれぞれ週2回で3週間、関節内に投与した。それぞれに対照群としてPBS（50µl）



を同様な方法で関節内に投与した。OAモデル作製 8週後および 12 週後に屠殺し、膝関節骨軟骨
組織を採取した。採取組織を 4%PFA で 12 時間固定し、一晩脱脂後、10%EDTA で 3 日間脱灰し、
パラフィン包埋後に組織切片を作製し、以下の解析に供した。 
③解析 
パラフィン標本の HE 染色と Safranin-O 染色により、軟骨変性を組織学的に評価し、modified 
Mankin score で軟骨変性度を解析した。またパラフィン標本を用い免疫染色法でⅡ型コラーゲ
ン、Aggrecan、MMP13、および ADAMTS5 の発現を評価し、Ⅱ型コラーゲン、Aggrecan は H-score
で、MMP13 と ADAMTS5 は陽性細胞率でそれぞれ解析した。さらに p-eIF2α、CHOP、XBP1s および
GRP78 の免疫染色を行い、それぞれの発現を陽性細胞率で解析し、小胞体ストレス応答を評価し
た。また TUNEL 染色を行い、それぞれの陽性細胞率で軟骨細胞のアポトーシスを解析した。 
 
４．研究成果 
(1)軟骨基質産生に及ぼす Salubrinal および Quercetin の影響に関する培養系での解析 
Salubrinal は濃度依存的に Alcian Blue 染色の染色性を増加させ、proteoglycan の産生を亢進
することが明らかとなった（図 1）。また Quercetin 100µMの投与で培地中のⅡ型コラーゲンの
発現は 1.7 倍に増加し（図 2）、
Salubrinal と同様に軟骨同化作用を促
進することが示された。 
 

図 1 Salubrinal 添加と染色性 
 
                          

図 2 Quercetin 添加とⅡ型コラーゲンの発現 
 
(2)マウス OAモデルにおける Salubrinal の影響の解析 
Salubrinal 群と対照群の軟骨変性度には 8 週、12 週と
もに有意差を認めなかった（図 3）。また軟骨細胞機能に
ついても、Ⅱ型コラーゲン、Aggrecan、MMP13、ADAMTS5
のいずれも両群間に差はみられなかった。さらに小胞体
ストレス応答（p-eIF2α、CHOP、XBP1s および GRP78）な
らびにアポトーシスの発生についても両群間で有意差
を認めなかった（表 1）。                                                      

           図 3 Salubrinal と軟骨変性度  
表 1 Salubrinal 群と対照群の比較 

 
(3) マウス OAモデルにおける Quercetin の影響の解析 
軟骨変性度は、8週、12週ともに Quercetin 群と対照群
の間に有意な差を認めず、Quercetin による軟骨変性の
進行抑制効果は確認できなかった（図 4）。軟骨細胞機能
は、同化系のⅡ型コラーゲンおよび Aggrecan、異化系の 
MMP13およびADAMTS5ともに両群間に差を認めなかった。
小胞体ストレス応答（p-eIF2α、CHOP、XBP1s および
GRP78）、またアポトーシスの発生についても Quercetin
群と対照群の間に有意な差はみられなかった（表 2）。   図 4 Quercetin と軟骨変性度 

Salubrinal PBS Salubrinal PBS
Ⅱ型コラーゲン 170.7±20.3 201.1±42.9 156.4±28.8 183.3±40.9

Aggrecan 56.0±36.9 52.4±37.3 39.9±11.1 48.9±40.0
MMP13 56.2±9.7 67.5±10.7 54±5.8 54.5±9.8

ADAMTS5 41.4±6.3 38.7±8.9 29.4±6.7 33.2±12.3
p-eIF2α 28.8±13.0 23.2±21.0 4.5±4.4 2.8±2.9

CHOP 54.1±21.1 58.2±15.2 51.6±19.6 32.5±19.4
XBP1s 18.5±12.7 16.1±17.7 17.8±11.9 15.4±14.7
GRP78 78.3±14.6 72.6±30.8 71.1±17.7 76.4±13.6

11.2±7.1 17±7.8 11.2±5.7 12±11.7

軟骨細胞機能

小胞体ストレス応答

アポトーシス

8週 12週



表 2 Quercetin と対照群の比較 

                            
(4) マウス OAモデルにおける 4-PBA の影響の解析 
軟骨変性度については、8週、12週ともに対照群と差を
認めず、4-PBA による軟骨変性の抑制は示されなかった
（図 5）。軟骨細胞機能についても、Ⅱ型コラーゲン、
Aggrecan、MMP13、ADAMTS5 のいずれも対照群と有意差
を認めなかった。小胞体ストレス応答については、p-
eIF2α、CHOP、XBP1s および GRP78 ともに 4-PBA 投与で
改善傾向がみられたものの、有意差は認めなかった。ア
ポトーシスの発生についても、4-PBA 群と対照群で差を
認めなかった(表 3)。                  図 5 4-PBA と軟骨変性度 
   表 3 4-PBA と対照群の比較              

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果をまとめると、本研究では小胞体ストレスを抑制することが報告されている
Salubrinal、Quercetin および 4-PBA の関節内投与によるマウス OA モデルでの軟骨変性の進行
抑制効果は実証されなかった。また培養細胞を用いた先行研究ならびに本研究で示された軟骨
細胞の同化作用の促進もみられなかった。さらに、これらの薬剤による小胞体ストレスの抑制効
果から予測される小胞体ストレス応答の抑制についても、4-PBA でその傾向がみられたものの、
有意な抑制はいずれの薬剤でも確認されなかった。このことは、本研究でマウス OA モデルに投
与された薬剤が本来の薬理作用を発揮しなかった可能性を示唆している。近年、Liu DD ら 8)は
ラット OA モデルに対して腹腔内に 4-PBA を 14 日間連続投与し、軟骨変性の進行が抑制される
ことを示している。本研究では、臨床応用を念頭において比較的高濃度で週 2回の薬剤投与を行
った。しかし、小胞体ストレス応答は細胞の機能維持のために可逆性にかつ迅速に生じることが
知られており、週 2 回の投与頻度では軟骨細胞の代謝変調に対する十分な改善効果が得られな
かった可能性が考えられる。今後、薬剤の連日関節内投与による軟骨変性の進行抑制効果を検証
するとともに、臨床応用可能な薬剤の持続投与法の開発について研究を進めることが必要と考
える。 
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