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研究成果の概要（和文）：本研究において、申請者は滑膜マクロファージ由来細胞外小胞による関節疾患進行メ
カニズムを解明することを目的とした。申請者は、炎症性マクロファージ由来細胞外小胞は、軟骨細胞の異化因
子放出を増加させ、軟骨変性を誘導することを示した。また、炎症性マクロファージは、細胞外小胞を介して、
軟骨細胞のパイロトーシスを惹起し、軟骨変性を進行させる可能性があることを示した。本知見は、関節疾患の
病態の一つとして、軟骨細胞のパイロトーシスの関連性を示唆するものであり、今後の関節疾患に対する原因療
法開発の一助となることが推察される。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to clarify the mechanism of joint disease 
progression by synovial macrophage derived extracellular vesicles (EVs). Stimulation of chondrocytes
 with EVs resulted in an elevation in chondrocyte catabolic factors including Matrix 
metalloproteinase (MMPs), a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAMTs) 
and pro-inflammatory mediators, leading to cartilage degeneration. In addition, our current results 
demonstrated that inflammatory macrophages derived EVs increased pyroptosis related molecules in 
chondrocytes. Our findings indicted that EVs induced chondrocyte pyroptosis, leading to cartilage 
degradation. This study provides a novel molecular mechanism for the destruction of cartilage in 
joint diseases and suggests attractive therapeutic target for treatment.

研究分野：整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
平均寿命の延伸に伴う要介護者数の増加要因として、変形性関節症をはじめとする関節疾患は上位に位置する。
現状、変形性関節症の治療は、薬物療法や装具療法、および人工関節置換術などの手術療法であるが、これらは
対症療法の域を脱することはできず、原因療法は未だ存在しない。
申請者は、新たに滑膜マクロファージ由来細胞外小胞を介した軟骨細胞パイロトーシスによる軟骨変性誘導機序
を示した。この軟骨細胞のパイロトーシスを抑制する手法は、軟骨変性および関節破壊を抑制することにより、
変形性関節症をはじめとする関節疾患の進行を抑制する原因療法の一つとなりうる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
エクソソームやマイクロベシクルなどの細胞外小胞は、細胞間の情報伝達を担い、疾患の病態
形成に重要な役割を果たしている。滑膜マクロファージは、滑膜内の主要な細胞成分であり、変
形性関節症（Osteoarthritis、以下 OA）および関節リウマチ（Rheumatoid arthritis、以下 RA）
などの関節疾患の病態形成に重要な役割を担うが、この滑膜マクロファージ由来細胞外小胞の
機能については知られていない。そこで、我々は滑膜マクロファージ由来細胞外小胞の機能解析
を行うことで、関節疾患の新規バイオマーカー同定およびその病態メカニズムの解明に繋がる
と想起し、本研究実施に至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、滑膜マクロファージ由来細胞外小胞が関節構成体に及ぼす影響を解析し、マ
クロファージと関節構成体との相互作用による関節疾患進行メカニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法 
 
1) マクロファージ由来細胞外小胞の単離方法確立 
 
 申請者は、はじめにマクロファージ由来細胞外小胞（以下 M-EVs）の単離方法の確立を行った。
マクロファージを単離した後に、各種刺激を添加し 24 時間細胞培養
を行った。炎症性マクロファージ誘導刺激として、100ng/ml のリポポ
リサッカライド（lipopolysaccharide、以下 LPS）を用いた。その後、
培養上清を採取し、超遠心法による細胞外小胞の単離を行った。図 1
に、超遠心法の詳細について示す。超遠心法により得られた粒子が細
胞外小胞であることを検証するため、ウエスタンブロッティングによ
る細胞外小胞マーカーの確認および粒度分布解析を行った。また、LPS
添加マクロファージ由来細胞外小胞について、透過型電子顕微鏡によ
る観察を行った。 
 
2) マクロファージ由来細胞外小胞が軟骨に及ぼす影響の解析 
 
 次に、上記方法で単離したマクロファージ由来細胞外小胞が、軟骨細胞および軟骨組織に及ぼ
す影響を調べた。まず In vitro において、LPS 刺激マクロファージ由来細胞外小胞（以下 M-LPS 
EVs）および無刺激マクロファージ由来細胞外小胞（以下 M-0 EVs）を、マウス初代軟骨細胞に
in vitro で添加した。24時間後に、軟骨細胞および培養上清を採取し、各種評価を行った。続
いて Ex vivo において、上記マクロファージ由来細胞外小胞を 6 週齢のマウスから採取した大
腿骨頭軟骨組織およびマウス初代軟骨細胞に添加した。72 時間後に組織および培養上清を採取
し、その影響を評価した。 
 
3) 炎症性マクロファージ由来細胞外小胞を介した軟骨細胞傷害メカニズムの解明 
 
 In vitro で証明した軟骨細胞傷害メカニズムを解明するために、炎症性マクロファージ由来
細胞外小胞刺激軟骨細胞に対して、RNA シークエンスを用いた網羅的遺伝子解析を行った。⑵で
使用した M-LPS EVs による軟骨細胞群と M-0 EVs による軟骨細胞群から RNA を抽出し、RNA-seq
を行った。得られた解析結果から、遺伝子オントロジー解析およびパスウェイ解析を行った。結
果から得られた仮説の検証実験として、LDH アッセイによる軟骨細胞の Viability 試験を行っ
た。また、ウエスタンブロッティングによる軟骨細胞中のパイロトーシス関連因子の発現評価を
行った。 
 
４．研究成果 
 
1) マクロファージ由来細胞外小胞（M-EVs）の
単離方法確立 
 
 図 2に単離した粒子の結果を示す。単離した粒
子の粒子径は、M-0 EVs 群で、M-LPS EVs 群でで
あった。また、M-LPS EVs 群の透過型電子顕微鏡
解析では、200nm 以下の粒子が多数確認されてお
り、粒度分布解析結果に矛盾しない結果であっ
た。さらにウエスタンブロッティングにおいて、両群ともに TSG101 や CD9、Annexin V といった
細胞外小胞マーカーが同定された。これらの結果から、超遠心法によりマクロファージ由来細胞



外小胞が十分に獲得できていると評価した。 
 
2） マクロファージ由来細胞外小胞が軟骨に及ぼす影響の解析 
 
 次に、研究 1で単離したマクロファージ由来細胞外小胞が軟骨細胞に及ぼす影響を、in vitro
で解析した。結果を図 3に記す。M-LPS EV
刺激軟骨細胞群では、M-0 EVs 刺激軟骨細
胞群と比較し、MMP13 や ADAMTS5 などの基
質分解酵素および IL-6 をはじめとする炎
症性サイトカインの発現が有意に増加し
ていた。 
 
 続いて、Ex vivo においてマクロファー
ジ由来細胞外小胞が軟骨組織に及ぼす影
響を解析した。図 4に記す通り、M-LPS EVs
刺激群では、軟骨組織表層におけるサフラ
ニン Oの染色性が低下しており、上清中に
放出されるグリコサミノグリカン量も増
加していた。 
 
 
 これらの結果から、炎症性マクロファ
ージ由来細胞外小胞により、軟骨細胞の
異化因子放出が増加し、軟骨組織中の基
質分解を促進する可能性があることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
3) 炎症性マクロファージ由来細胞外小胞を介した軟骨細胞傷害メカニズムの解明 
 
 研究 2 で示した、炎症性マクロファージ由来細胞外小胞による軟骨細胞傷害メカニズムを解
析するために、マクロファージ由来細胞外小胞で刺激された軟骨細胞について、RNA シークエン
スによる網羅的遺伝子解析を行った。結果
を図 5に示す。M-LPS EVs 刺激群では、1760
個の発現上昇遺伝子が確認された。これら
の発現上昇遺伝子に対して、遺伝子オント
ロジー解析を行ったところ、GO biological 
processから、Cell CycleおよびApoptotic 
process に関わる遺伝子群が多く含まれる
ことが示された。また、KEGG pathway 解析
から、TNF-signaling pathway に関わる遺
伝子が多く含まれることが示された。 
これらの結果から、「炎症性マクロファー
ジは、細胞外小胞を介して、軟骨細胞の炎
症性細胞死であるパイロトーシスを惹起
する」と仮説づけた。 
 
 この仮説を検証するために、まず LDH アッセイ
を用いた軟骨細胞の Viability 試験を行った。図
6A に示すように、M-LPS EVs 刺激群では、M-0 EVs
群と比較し、上清中の LDH 放出量が有意に多いこ
とが確認され、M-LPS EVs が軟骨細胞の細胞死を
惹起する可能性が示唆された。さらに、ウエスタ
ンブロッティングにおいて、軟骨細胞中のパイロ
トーシス関連因子の発現を検証したところ、図 6B
の通り、M-LPS EVs 刺激群で Caspase11 および
Gasdermin D（GSDMD）の発現増加を示した。 
以上の結果から、炎症性マクロファージは、細
胞外小胞を介して、軟骨細胞のパイロトーシスを



惹起し、軟骨変性に寄与する可能性が示唆された。 
 
今後、OAおよび RAをはじめとする関節疾患の軟骨組織中におけるパイロトーシス関連因子の
発現を検証するとともに、軟骨細胞のパイロトーシス経路阻害による軟骨変性抑制効果の検証
を行う予定である。さらに、OAモデルマウスおよび RA モデルマウスに、パイロトーシス経路阻
害物質を投与することによる、軟骨変性および軟骨破壊抑制効果の有無と疾患進行抑制効果の
有無について、組織学的に評価を行う予定である。 
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