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研究成果の概要： 
変形性関節症（OA）は運動機能低下をきたし、診断と治療の進歩が期待される。我々は血管内
皮増殖因子(VEGF)が修復機転である軟骨表層の滑膜性パンヌス下に高発現することを確認し
た。パンヌスで VEGF 受容体が発現していたことから、VEGF が滑膜遊走を促進しているこ
とが示唆された。また、VEGF 阻害剤は、OA で特徴的な骨棘形成を抑制したことから、変性
軟骨の滑膜被覆および骨棘形成における役割が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
急速に進行する高齢化社会で変形性関節

症（以下 OA）の罹患患者数は増加しており、
関節機能障害とその治療に関する社会的経

済的コストは多大である。OA の病因病態は
依然として不明な点が多いが、病態を一層解

明して新たな治療戦略を構築することは多

大な社会貢献につながる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
我々は変性軟骨由来の VEGF が血管内皮
細胞を含む滑膜組織に対して走化促進作用

をもち、滑膜細胞から軟骨細胞への化生や骨

棘形成に至る過程で重要な役割を果たして

いるとの仮説に基づき以下の三点を解明す

ることを目的に研究した。 
 ①線維性滑膜パンヌスおよびそれにより   
  被覆された関節軟骨や骨棘における    
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  VEGFおよびその受容体の発現 
  ②OA軟骨細胞由来VEGFの滑膜に対す
る juxtacrine作用、とくに滑膜の走化性、
メタロプロテアーゼ産生に対しての作

用 
  ③動物OAモデルにおける VEGFの滑  
  膜パンヌス形成や骨棘形成における関 
  与、およびに VEGF作用調節による病 
  態調整の可能性 
 
３．研究の方法 
滑膜パンヌス、骨棘における VEGFおよび受
容体の発現と局在の検討 
①転写レベルでの発現（RT-PCR）：人工関節
置換術時に得られた骨軟骨片から、 total 
RNAを抽出し VEGFアイソフォームおよび
その受容体の発現を RT-PCR にて検討。②
VEGF mRNA の発現局在の検討（in situ 
hybridization）③VEGF発現と局在 (免疫染
色)パンヌスで覆われた関節軟骨、滑膜パンヌ
ス組織内で VEGF およびその受容体の局在
を検討。④滑膜パンヌス内で VEGFおよびそ
の受容体を発現する細胞の同定（免疫２重染

色 お よ び に 2-colored Fluorescence 
Activated Cell Sorting: FACS）：滑膜組織内
で VEGF およびその受容体を発現する細胞
種を 2-colored FACSにて検討。 
VEGFの OA滑膜細胞に対する作用の検討 
人工関節置換術時に得られたOA滑膜細胞を
培養し以下の in vitro アッセイを行った。 
①滑膜細胞に対する VEGF の走化作用の検
討： Wang ら(1994)の方法に準じて 8Pm孔
の modified Boyden chamber (Invasion 
assay kit) に 5 x 105 cell/mlの濃度で播種し、
下のウェルへ VEGF165 を各種濃度で添加。
24 時間後に上部ウェルに残存した細胞数を
カウントし、移動した細胞数を吸光度計で測

定して VEGF 無添加群と比較検討。同様に
TGF-E�、bFGFを添加した際の効果について

も検討し、VEGF の効果と比較検討。②滑膜

細胞によるメタロプロテアーゼ産生に対す

る VEGF の効果： OA 滑膜細胞に VEGF165

を 1, 10, 50 ng/ml添加して total RNAを抽出。

転写および蛋白レベルでの MMP-1, 3, 13, 

MT1-MMP, aggrecanase 活 性 を も つ

ADAMTS-1, 4, 5, 9発現に対する効果を定量

RT-PCRを用いて検討した。 
実験OAモデルにおけるVEGFの役割につい
ての検討 
①Blomらの方法（2004）に準じて 1 unitの
type VIIコラゲナーゼを隔日で２回関節内に
注入する HE および Safranin-O 染色にて滑
膜炎、軟骨変性、滑膜パンヌス、骨棘形成な

どの変化を組織学的に検討し、VEGFの発現
および局在を免疫染色で検討。②van den 
Berg らの方法（1994）に準じて TGF-E1 を
隔日で３回関節注入する。最終注射から２週

間後に屠殺して①と同様の検討。 
VEGF作用調節によるOAの滑膜、骨、軟骨
病変の進行抑制効果の検討（in vivo）  
①コラゲナーゼ群に対して、可溶性 flt-Fcを
コラゲナーゼ注入直後に関節内へ注入した

群（可溶性 flt 群）を作成する。滑膜増生の
程度、新生血管数、滑膜パンヌスの程度、軟

骨変性の程度、骨棘の大きさを２群間で比較

検討する。②①の可溶性 flt-Fcに対して、抗
VEGFR-2(flk-1, KDR)中和抗体を用いた場
合の変化についても検討。③TGF-E�投与2$
モデルに対しても①と同様に抑制効果を検

討する。 
 
４．研究成果 

OA 変性軟骨を覆う滑膜パンヌスおよび骨棘
における VEGF の発現について検討したと
ころ、転写レベルでは恒常的に VEGF121, 
VEGF165,VEGF181 の 3 種のアイソフォー
ムを発現していた。また、受容体は変性部の



 

 

軟骨細胞、変性部を覆う線維性パンヌス、骨

棘で発現していた。本結果は変性軟骨、滑膜

パンヌス、骨棘いずれの組織においても

VEGFおよび受容体が発現し、その作用点と
して autocrine、paracrine、juxtacrineに作
用する可能性が示唆された。これまで、VEGF
の OA軟骨における発現はその変性、破壊に
関与すると考えられてきたが、軟骨修復機転

においても病態に関与することが示唆され

た。また、VEGFは in vitroにおいてOA滑
膜細胞に対する走化作用を有することが判

明した。変形性関節症の軟骨変性および修復

機転における VEGF の役割について引き続
き検討した。すでに我々は変性軟骨由来の

VEGFが autocrineに作用した場合の効果に
ついて報告しているので、滑膜細胞とくに損

傷軟骨表面を覆う滑膜パンヌスへの作用、損

傷軟骨が修復された後の骨棘形成における

作用を中心に検討した。平成 19 年度に滑膜
パンヌスおよび骨棘における VEGFの発現、
そして VEGF の滑膜細胞への走化作用の結
果をふまえ、平成 20年度は in vivoにおける
VEGF の軟骨修復機転への関与、そして
VEGF 作用阻害剤による影響を検討するこ
とにより、TGF-beta を介さない、VEGFの
修復機転への直接作用を明らかにした。また、

マウス関節炎モデルを作製して以下の知見

を得た。Blom らの方法に準じて作製したコ

ラゲナーゼ誘導関節炎モデルでは関節内で

骨棘形成が確認され、VEGFはヒトと同様に
軟骨変性度に比例して発現が高かった。また、

変性した軟骨を覆う滑膜パンヌス、骨棘部線

維軟骨組織において高発現していた。van 
den Berg らの方法による TGF-beta 誘導関
節炎モデルにおいても骨棘形成と関節内線

維化がみられ、骨棘部位に VEGFが発現して
いたことから、TGF-betaの骨棘形成作用の 1
部が TGF-betaを介していることを確認する

ことができた。現在、これらのOAモデルマ
ウスに可溶性 flt-Fcまたは抗 VEGFR-2抗体
を投与した際の変化について検討中である。

中間解析では、滑膜組織中の毛細血管の増殖

が抑制され、軟骨の変性が抑制されている。

また、骨棘の形成も抑制されている。現在、

これらの新知見につき定量評価の方法を検

討中であり、平成 21 年度中に学会発表およ
びに論文作成を完了する予定である。 
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