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研究成果の概要（和文）：軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞・滑膜細胞を用いて、変形性関節症の関節内を
模擬した共培養モデルを作成した。軟骨破砕片に関しては、組織破砕機を用いて実際の変形性関節症で見られる
軟骨片と類似したサイズのものを作成することに成功した。本モデルを用いて、軟骨細胞・滑膜細胞の動態を観
察したところ、153種類の遺伝子の統計学的有意な発現変化が見られた。現在はこれらの候補遺伝子のうち、特
に関節炎と関係が深いと思われる最終候補遺伝子に対する機能解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：A co-culture model system, including cartilage fragments, macrophages, 
chondrocytes and synovial cells, to simulate the osteoarthritis joint was established. Regarding 
cartilage fragments, we successfully created cartilage fragments similar in size to that seen in 
human osteoarthritis. When we observed the cell dynamics of chondrocytes and synovial cells in our 
original model, we could observe statistically significant changes in the expression of 153 genes. 
Currently, among these candidate genes, we are conducting functional analysis on the final candidate
 gene, which is thought to be particularly related to osteoarthritis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫細胞と軟骨細胞の相互作用を細胞レベルで研究することが可能となるあらたな実験モデルを開発した。ま
た、本プロジェクトで独自に開発したモデルを利用することで、軟骨変性のメカニズムに関する新たな洞察が得
られた。本モデルを用いて我々が同定した153種類の遺伝子群には、変形性関節症を制御している因子が含まれ
ている可能性が極めて高く、今後得られた遺伝子群の解析を進めることによって、新たな変形性関節症治療法の
開発が可能となる。

※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 
本研究では、変形性関節症（OA）の病態に関わる免疫ネットワークの解析手法を確立し、
炎症発生および遷延化に関わる分子制御機序の解明と治療への応用を目指す。申請者らの
グループはこれまで運動器炎症性疾患に対する解析手法を構築し、慢性関節炎が軟骨基質
や軟骨細胞上の糖脂質・プロテオグリカンの破綻によって引き起こされることを明らかに
してきた（Arthritis Rheum. 2011, 2012; Osteoarthritis Cartilage. 2014）。これらの分子の破綻は
OA発症の重要な因子であるが、その免疫学的分子調節機構については十分に解明されてい
ない。これまで OAに関する免疫学的研究は、マクロファージや滑膜細胞と関節炎との関係
に注目したものが多く、他の免疫細胞である樹状細胞や好中球、リンパ球の役割を検討した
ものはほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、変形性関節症（OA）の病態に関わる免疫ネットワークの解析手法を確立し、炎症
発生および遷延化に関わる分子制御機序の解明と治療への応用を目指す。申請者らはこれまで、
慢性関節炎が軟骨基質や軟骨細胞上の糖脂質・プロテオグリカンの破綻によって引き起こされ
ることを明らかにしてきた。これらの分子の破綻は OA発症の重要な因子であるが、その免疫学
的分子調節機構については十分に解明されていない。今回我々は、樹状細胞や好中球、リンパ球
が OA 発症に重要な役割を果たしており、これらの免疫細胞ネットワークからのシグナルを解
析・制御することで、OAを抑制できると考えた。 
本研究では、①軟骨マトリックス片と免疫細胞群の分子制御機構を解明可能なシステムを確立
し、②相互作用の解析を行う。③得られた結果を基盤として、それらを制御し得る新規治療薬を
創出することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は軟骨破片存在下での免疫細胞（マクロファージ、樹状細胞、好中球、リンパ球）と滑膜
細胞、軟骨細胞との相互関係をトランスクリプトームによって解析する。また、抽出された候補
シグナルを in vitroならびに in vivoで制御することで、免疫細胞が軟骨細胞を賦活化させる際の
鍵となる新規シグナルを同定する。免疫ネットワークの協調的作用を解析するために、山中らが
iPS 細胞樹立に必要な 4 遺伝子（山中遺伝子）を 24 候補から同定した手法(Yamanaka et al. Cell 
2006) を応用する。つまり候補となる全ての細胞（マクロファージ、樹状細胞、好中球、滑膜細
胞、リンパ球）を軟骨破片存在下に軟骨細胞と共培養行い、軟骨細胞の賦活化を確認する。その
後、一つずつ免疫細胞を減らしていき、軟骨細胞の活性が減弱した免疫細胞を除いていくことで
段階的に免疫細胞の選択を行い、最も軟骨細胞を活性化させる組み合わせを決定する（図 1）。 
具体的には免疫細胞群と軟骨細胞を破砕軟骨片の存在下に共培養することで、生体内の軟骨変
性状態を模擬することを確認し、至適細胞の組み合わせを決定する（実験 1）。次いで、RNA-seq
によるトランスクリプトーム解析を行い（実験 2）、siRNA 実験で候補シグナルを絞り込む（実
験 3）。更に変形性関節症モデル動物を用いて in vivoでの候補シグナル阻害効果の確認すること
で（実験 4）、軟骨細胞を活性化させる新規シグナルを確定する。その後、確定したシグナルを
ターゲットとした薬剤に関して共培養モデルを用いて効果判定を行う（実験 5）。 
 
４．研究成果 
 
軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞を用いた関節内を模擬する vitro共培養モデルを作成した。
4週齢の野生型マウス大腿骨頭軟骨より採取した軟骨を、組織破砕機を用いて粉砕して軟骨破片
を作成した（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 マウス軟骨破片の作製 
また同様の方法で人工膝関節置換術時に破棄されるヒト関節軟骨正常部分を使用し、ヒト軟骨
破片を作成し、これらについて粒度分布計で計測を行った（図 2）。 



また、骨髄由来MΦと軟骨細胞を       図 2 ヒト軟骨破片の作製 
マウスから採取し軟骨破片との共
培養を行った。さらに人工関節置換
手術時に破棄される軟骨組織、ヒト
骨髄液を回収し、軟骨組織から軟骨
破片を、骨髄液から骨髄細胞を骨髄
由来マクロファージに分化させヒ
ト軟骨破片との共培養を行った。 
作成したマウス、ヒトの軟骨破片は
不整で、大きさはマウスが直径平均
3.11μm（0.54-55μm）、ヒトは 5.20μm
（0.34-127μm）であった（図 3） 

 
図3 作製した軟骨破片の大きさ、形状の検討 

(A) 作製したマウス軟骨破片を走査型電子顕微鏡により撮像した像  

(B) 作製したマウス軟骨破片を粒度分布計により計測した粒度分布 

(C) 作製したヒト軟骨破片を走査型電子顕微鏡により撮像した像  

(D) 作製したヒト軟骨破片を粒度分布計により計測した粒度分布 
 
 
作成したマウス、ヒトの軟骨破片について、これらの形状・大きさは疾患患者における軟骨破片
とほぼ同等であった。確立された軟骨破片刺激モデルにおいて軟骨破片はマクロファージを介
する炎症反応を惹起し、軟骨細胞の catabolic factorを増加させた。 
続いて、本モデルにおけるマクロファージから RNAを抽出し、RNA-seqを用いた網羅的遺伝子
解析を行った。その結果、軟骨破片により発現上昇したマクロファージ遺伝子は 153個同定され
た。この遺伝子群について、Gene ontology 解析および Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genome(KEGG) Pathway解析を行った。（図４，５）。 
 



 

図4  軟骨破片に対するマ

クロファージの反応に関
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図5  軟骨破片に対するマクロファージの反

応に関して有意に発現上昇した遺伝子群に

対するKEGGパスウェイ 及び転写因子解析.  

A)有意に同定された上位のKEGGパスウェイ  

B)転写因子解析で有意に同定された転写因

子 

C)軟骨破片に対するマクロファージの反応

に関して有意に変化があった転写因子に関

するヒートマップ。相対的発現上昇を赤、発

現低下を青で示す。 

 

 

 
さらに、本モデルにおける軟骨細胞から RNAを抽出し、同様に網羅的遺伝子解析を行ったとこ
ろ、340 個の遺伝子が有意に発現上昇を認めた。これらの発現上昇遺伝子群に対して、Gene 
ontology解析および KEGG pathway解析を行ったところ、骨化および骨石灰化や基質分解などの
項目が上位に同定された。(図６，７) 
 

 
図 6. 共培養モデルにおける軟骨細胞の網羅的遺伝子解析 



本モデルにおける軟骨細胞の発現上昇遺伝子は 340 個同定された。それらの発現上昇遺伝子群
を、IL-1β刺激軟骨細胞において発現上昇する遺伝子群と比較したところ、共通遺伝子はわずか
16個のみであった。この結果から、軟骨破片により活性化したマクロファージ由来因子は、IL-
1βとは異なる可能性が示唆された。 

 
図 7. エンリッチメント解析およびパスウェイ解析 
本モデルにおける軟骨細胞において有意に発現上昇した遺伝子について、エンリッチメント解
析およびパスウェイ解析を行った。これらの解析結果から、発現上昇した遺伝子群では、骨化や
骨石灰化、細胞外基質および基質分解、軟骨細胞の肥大分化など、軟骨内骨化シグナルに関わる
項目が上位に同定された。 
 
 
現在はこれらの発現上昇遺伝子から、特に関節炎と関係が深いと思われる最終候補遺伝子に対
する機能解析を行っている。 
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