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研究成果の概要（和文）：本研究では関節軟骨モデル組織作成やその解析手法についての検討を行った。3次元
細胞集積技術・沈殿培養技術による軟骨モデル組織作成法を確立し、軟骨組織内の細胞間距離の制御により、
種々の性質を持つ軟骨モデル組織作成の可能性が示された。また、ラマン分光法を用いたマウス変形性膝関節症
モデルの軟骨の解析を行い、分子レベルでの軟骨変性最初期の変化の検出、mRNA医薬による治療効果を観察し
た。これらの解析手法を用いて、変形性関節症治療へ応用するmRNA医薬研究開発をさらに推進する。

研究成果の概要（英文）：For detailed analyses on cartilage degeneration in osteoarthritis, we 
developed a 3D in vitro cartilage tissue with zonal differentiated structures by fabrication of 
chondrocytes with various collagen microfibers. The regulated intracellular distances in the model 
cartilage tissue affected the properties and differentiation of the chondrocytes. In addition, we 
demonstrated the feasibility of Raman spectroscopy to analyze the cartilage degeneration at the 
molecular as well as the therapeutic effect of mRNA medicines in a mouse osteoarthritis model. These
 methodologies will help developing a new mRNA medicine for the treatment of osteoarthritis.

研究分野： mRNA創薬

キーワード： mRNA医薬　関節軟骨　変形性関節症　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は変形性関節症の根治的治療を目指すmRNA医薬創製をゴールとして、軟骨モデル作成や解析手法について
新たな知見を得たものである。これらの手法を応用して、軟骨の変性抑制や再生を可能とする医薬品開発がさら
に加速することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（OA）に対して、軟骨そのものを元に戻す根治的治療（疾患修飾性抗 OA 薬：DMOADs）
は確立されていない。現在の OA 治療は運動療法、薬物療法などの対症療法、関節破壊が進んだ
場合の人工関節置換や骨切り術などに限られ、軟骨変性の進行自体は傍観するしかない状況と
言える。本研究の背景として、この軟骨変性を mRNA 医薬で抑制することによる OA 早期介入治療
実現の可能性を見出したことがある。軟骨誘導性転写因子である RUNX1 発現 mRNA を、生体適合
性、組織浸透性に優れるナノミセル型キャリアを用いて関節内投与することにより、軟骨細胞の
軟骨マーカー発現亢進、軟骨変性進行抑制の治療効果を得た（SciRep2016）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、さらに軟骨変性抑制、さらに軟骨再生を目指した治療因子を選択・最適化す

る目的で、3 次元細胞集積技術・沈殿培養技術によって作成される軟骨モデル組織の作成、およ
びこれを用いた解析を行うことである。また mRNA 医薬の作用メカニズム（MOA）解明を目的に、
ラマン分光法を用いた軟骨組織の分子レベル解析を行った。これらの知見を元に、新しい医薬品
カテゴリーとして発展が期待される mRNA 医薬を用いた DMOADs 創製を最終的なゴールとする。 
 
３．研究の方法 
（1）3 次元細胞集積技術を用いた軟骨モデル組織の作製とその解析 
 本細胞集積技術は、研究分担者松崎らによって独自に考案された、細胞表面におよそ 10nm の
細胞外マトリックス（ECM）のナノ薄膜を形成し、細胞間相互作用を誘起することで 3 次元組織
体を構築する手法である。皮膚や骨格筋、心筋、腸管、血管壁など、種々の組織体を作製実績が
あり、血管・リンパ管網を有する腫瘍モデル組織は内外多くの創薬研究に応用されている。 
 本研究では、さらに ECM 豊富な組織モデルの調製を目指して技術を発展させ、Ⅱ型コラーゲン
マイクロファイバー（CMF）を細胞間接着に用いる沈殿培養技術を用いた。軟骨細胞の形質を持
つ細胞株である ATDC5 細胞を用いて、細胞と CMF の混合比率を変化させることにより、細胞間距
離を変化させた種々の軟骨モデル組織を作成した（図 1）。この軟骨モデル組織を用いて、組織
学的解析、軟骨マーカー発現（定量 PCR）、力学的性能、グリコサミノグリカン（GAG）分泌能な
どの評価を行った。 
 
（図 1） 
 
 
 
 
 
 
（2）ラマン分光法によるマウス軟骨の観察 
 内側側副靱帯、内側半月板切除による関節不安定性誘導によるマウス膝変形性関節症（OA）モ
デルを用いて、脛骨内側関節面を観察対象とした。術後 8 週でレントゲン、組織学的に軟骨変性
が顕在化することが分かっており（Osteoarthritis Cartilage 13: 632, 2005）、ここではまだ
その変化が明らかで無い術後 1 週からラマン分光顕微鏡を用いた脛骨内側関節面の解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（1）軟骨モデル組織の作製とその解析 
  3×105 個の ATDC5 細胞に対して、CMF 量を 0.9、1.8、4.5mg をそれぞれ添加する条件で軟骨
モデル組織を作成した。組織切片作成後、トルイジンブルー・核染色し、細胞間距離を画像ソフ
トで解析すると、右図に示すように、CMF 量に相関して、細胞間距離の増加が観察された。この
距離は、実際のヒト軟骨での細胞間距離に近似するものであった（図 2）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

      （図 2）         （図 3）         （図 4） 



次いで、この組織内の細胞から mRNA 抽出し、軟骨マーカー発現を解析すると、特に組織作成
後 4 週において、Col2, Sox9 などのマーカーが、平面培養細胞と比べて有意に発現亢進してい
た。GAG 分泌も作成後 4 週において亢進していた（図 3）。また強度試験機（EZ Test）を用いた
力学的強度試験では、生体軟骨の強度と比べ大幅に低いものの、CFM 量 1.8mg で作成したモデル
組織で、生体軟骨の低いものに近似する強度が観察された（図 4）。以上より、CMF 量による細胞
間距離の制御により、種々の性質を持つ軟骨モデル組織作成の可能性が示され、軟骨細胞の機能
が制御されることが示唆された（図 5）。以上の成果は、ACS Biomaterials Science & Engineering
誌に論文発表した。 
 
（図 5） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）ラマン分光法によるマウス軟骨の解析 
ラマン分光法解析では、術後 1 週でコラーゲンの分子構造に変化を見られ、これは関節不安定

性による局所的な摩擦熱がトリガーとなった変化として矛盾しない。その後も経時的に変性が
進行し、不可逆的な変性（ランダムコイル構造）に至る。一方、ヒアルロン酸（HA）やコンドロ
イチン硫酸（CS）などのプロテオグリカンは、変性初期では軟骨内の含有量が増加し、特に HA
量の増加は、コラーゲン構造が loosening したことに伴い、関節液中の HA の軟骨基質内への移
行量が増加したためと推測している。しかし、変性が進むにつれ、図には示されないが、プロテ
オグリカンの軟骨基質内でのトータルの含有量が減少する。Runx1 mRNAの関節内投与を行うと、
このコラーゲン高次構造の変化が有意に抑えられることが分かり、また理由は不明ながら、軟骨
基質内の HA 含有量の著明な増加が観察された。 

 以上のように、ラマン分光法によって、まだ他の手法では検出できない軟骨変性の最初期変化

を捉えることができ、また mRNA 医薬によってこれを防ぐことができる可能性を見出した。本成

果は Materials Today Bio 誌に論文発表した。 
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