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研究成果の概要（和文）：変形性関節症（OA）の病態におけるメカニカルストレス（力学刺激）の関与につい
て、複数の新知見を得た。まず、関節軟骨由来細胞の三次元培養にアテロコラーゲンゲルを用いることによる遺
伝子発現および細胞挙動の変化についての知見を得た。三次元培養下のヒト関節軟骨細胞へのメカニカルストレ
スが、炎症メディエーターやマトリックス分解酵素、疼痛関連分子の遺伝子発現を促進し、一部のOA関連因子の
遺伝子発現は、炎症性サイトカイン刺激とメカニカルストレスによって相乗的に促進されることを示した。関節
内組織の変性を定量化する手法を新規に考案し、組織変性と遺伝子発現及び炎症性サイトカイン分泌の関係につ
いての知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We have made several new findings on the involvement of mechanical stress 
(mechanical stimuli) in the pathogenesis of osteoarthritis (OA). First, we found that the use of 
atelocollagen gels for three-dimensional culture of articular cartilage-derived cells altered gene 
expression and cell behavior. Mechanical stress on human articular chondrocytes in three-dimensional
 culture promoted gene expression of inflammatory mediators, matrix-degrading enzymes, and 
pain-related molecules, and gene expression of some OA-related factors was shown to be 
synergistically promoted by inflammatory cytokine stimulation and mechanical stress. We devised a 
novel method for quantifying tissue degeneration in joints, and gained insight into the relationship
 between tissue degeneration and gene expression and inflammatory cytokine secretion.

研究分野： スポーツ医学

キーワード： 変形性関節症　メカニカルストレス（力学刺激）　炎症性サイトカイン　組織変性　網羅的遺伝子解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メカニカルストレス（力学刺激）は、変形性関節症（OA）発症・進行の重要な要素とされるが、未知な点も多
い。本研究課題の研究成果の意義としては、ヒト関節軟骨細胞がメカニカルストレスを受けた場合に活性化また
は抑制される複数の分子経路が抽出されたことが上げられる。診断または治療のためのターゲットを選定するた
めの活用が期待される。また、組織変性と外的刺激への反応の関係が明確に示されたことは、変性疾患の病態解
明のための新たな視点を提供することになると認識している。

※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 
変形性関節症（OA）の発症・進行において、関節を構成する組織そして細胞に作用するメカ
ニカルストレスは、重要な要素である。一定期間の膝痛などの自覚症状を有するが、単純レ
ントゲン上の変化は軽微な状態と定義される新しい疾患概念である「早期変形性膝関節症
（早期膝 OA）」は、組織の構造上の変化は乏しいが、疼痛や機能的異常が生じている状態と
解釈され、早期治療の可能性を広げる概念である。我々は、下肢・膝関節のバイオメカニク
スに加えて、関節軟骨細胞・滑膜細胞・半月板細胞のメカノバイオロジーを研究対象として、
ヒト滑膜細胞へのメカニカルストレスによって、炎症メディエーター（PGE2、IL-6、IL-8）
や MMP（MMP1、MMP3）産生が促進されることを報告しており、ヒト関節軟骨細胞・半月板細
胞でも同様の結果であること、ヒト軟骨細胞へのメカニカルストレスが、疼痛関連遺伝子
（NGF、Tac1）の発現を促進するという結果を得たことから、メカニカルストレスが早期膝
OA の疼痛に関与するとする仮説を立て、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
メカニカルストレスはどのように膝 OAの炎症・疼痛・組織破壊に関与するのか、半月板機
能に関与する分子は何か、という 2点を本研究課題の核心となる「問い」とした。研究開始
後に新たに得られた結果をもとに短期目標を随時設定し、以下の２つの検討を目的とした。 
研究① コラーゲンゲルは、関節軟骨培養に頻用されるスキャフォールドであるが、構築
される細胞微小環境については未知な点が多い。本研究では、三次元培養中の関節軟骨由
来細胞に対して、コラーゲンゲルが与える影響を、細胞増殖・基質分解酵素産生・力学刺
激に対する反応に関して検討した。 
 
研究② 変形性関節症(OA)の疼痛で重要な炎症メディエーターや NGF(nerve growth 
factor)などの疼痛関連因子とメカニカルストレスの関係については, 未知の点が多い。
本研究では, ヒト関節軟骨細胞へのメカニカルストレスが, 炎症メディエーターや疼痛
関連因子の発現に影響するかを検討した。さらに、繰り返し圧縮刺激と炎症性サイトカイ
ン刺激（IL-1β）が、三次元培養下のヒト関節軟骨細胞へ与える影響を比較することを目
的とした。また、臨床上も想定される、同時に刺激が加わった場合の細胞の反応について
も検討した。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト膝関節軟骨片から細胞を単離、3 回の継代後にアテロコラーゲンゲルに懸濁した細
胞をアテロコラーゲンスポンジ(MIGHTY, KOKEN)へ遠心播種する方法（ゲル(+)培養群）と細
胞懸濁液を滴下播種する方法（ゲル(-)培養群）を比較した（1.5-5×105 cells/スポンジ)。
①細胞増殖：4ドナーについて、培養 29 日目まで測定した（CCK-8 法）。②基質分解酵素産
生：免疫染色法（anti-collagen1 抗体）にて、コラーゲンゲルの局在を確認し、MMP1/3/9/13・
MT1-MMP の発現を qPCR で評価した。③培養 4日目に繰り返し圧縮負荷刺激(40kPa, 0.5Hz, 
1 時間)を加え、培養上清中の PGE2 蛋白質量を HTRF で計測した。刺激前後 12 時間の上清中
蛋白質量の比を算出して用いた。④平面培養を含めた 3群間の網羅的遺伝子発現解析（DNA
マイクロアレイ）で行った。⑤インテグリンα2 阻害剤を用いて、経路の関与を検討した。 
(2)同様の手法で、三次元組織体を作成した(5×105 cells/スポンジ)。3日間静置培養した
三次元組織体に対して CLS(40kPa, 0.5Hz, 1 時間)を加え, 6 時間後の培養上清中のタンパ
ク量(IL-1β, TNF-α, IL-6,  IL-8, PGE2)を HTRF で, 三次元組織体内の mRNA 量(NGF, 
Tac1, BradykininB1, B2)をリアルタイム PCR で測定した(CLS 群)。CLS を加えないサンプ
ルをコントロール(静置群)として, 両群のタンパク質量・mRNA 量を t検定で比較した(有意
水準：5%)。網羅的解析を DNA マイクロアレイで行い、GO解析によって繰り返し圧縮刺激と
炎症性サイトカイン刺激（IL-1β）による遺伝子発現変化を検討した。 

 
４．研究成果 
(1)結果 1.コラーゲンゲルはヒト関節軟骨由来軟骨細胞の 3次元培養において、増殖ではな
く代謝活性に影響を与え、さらに細胞周期関連因子や軟骨分化マーカーの発現にも影響を
与えることがわかった。 
結果 2.アテロコラーゲンゲルの存在下、複数の MMP の発現が培養初期に増加するが、時間
とともに徐々に減少することが確認された。 
結果 3.アテロコラーゲンゲルは、3次元培養において、細胞膜および細胞外マトリックス関
連遺伝子の発現を制御し、ITGA2 および ITGA10 の発現を促進させることがわかった。 
結果 4.α2β1 インテグリン特異的阻害剤である BTT 3033 は、AC(+)群における増殖、MMP
発現、細胞形状に影響を及ぼし、3次元培養における周期的圧縮荷重刺激に対する反応に影
響を与えることから、この因子がアテロコラーゲンゲルでの三次元培養時に機能している
ことが示された。 



 

図 1.ヒト関節軟骨由来軟骨細胞に対するアテロコラーゲンゲルが与える影響の検討（遺伝

子発現・細胞形態）：平面培養と三次元培養時の比較  マイクロアレイ、及び qPCR の結

果から、アテロコラーゲン存在下では、インテグリンα1をコードする ITGA2 及び ITGA10

の発現が促進されることがわかった。また、基質分解に重要なマトリックスメタロプロテ

アーゼの発現パターンも大きく変化しており、細胞形態にも影響を認めた。 

 

 

図 2. 三次元培養下のヒト関節軟骨由来軟骨細胞に対する繰り返し圧縮刺激の作用：イン

テグリンα2阻害剤(BTT)の影響 繰り返し圧縮刺激によって、炎症メディエーターPGE2

の産生が促進されるが、阻害剤によってその作用は抑制された。 

 

以上、「関節軟骨由来細胞の三次元培養において、コラーゲンゲルは細胞増殖・基質分解

酵素産生・力学刺激への反応に関与する」という結果を学術論文として報告した。 
 



(2)結果 5. 繰り返し圧縮刺激によって、変形性関節症関連因子（COX-2、NGF、MMP-1、MMP-
3、TIMP-1 など）の転写が促進された。 
結果 6. 一部の因子は、繰り返し圧縮刺激と炎症性サイトカイン刺激（IL-1β）によって、
相乗的に転写が促進された。 

結果 7. 網羅的遺伝子発現解析の結果、二種の刺激によって生じる遺伝子発現変化は質的

に大きく異なることが示された。 

 

 

図 3.繰り返し圧縮刺激よる変形性関節症関連因子の遺伝子発現の促進 炎症メディエータ

ー（mPGES1、COX-2）及び NGF の転写が、繰り返し圧縮刺激（CCL: cyclic compression 

loading）によって促進された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 4. 繰り返し圧縮刺激及び炎症性サイトカイン刺激（IL-1β）による作用の検討① 

COX-2 と NGF（いずれも変形性関節症の病態に関与することが既知）は、二種の刺激によ

って、相乗的に転写が促進された。 

 

 

図 5. 繰り返し圧縮刺激及び炎症性サイトカイン刺激（IL-1β）による作用の検討② 

網羅的遺伝子発現解析の結果、二種の刺激によって生じる遺伝子発現変化は質的に大きく

異なることが明らかとなった。 

 

以上、「三次元培養下の関節軟骨由来細胞に対する繰り返し圧縮刺激と炎症性サイトカイ

ン刺激（IL-1β）の作用は質的に異なり、一部の変形性関節症関連因子の転写を相乗的に

促進する」という内容での学術論文報告を準備中である。 
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