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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、サイクリックAMPが、関節軟骨の表層に存在する永久軟骨細胞に
与える影響とその機序を解明することである。マウス骨端部の軟骨細胞から表層軟骨細胞を分離し培養を行っ
た。forskolin添加後のRNAを回収し、関節軟骨マーカーとしLubricin/PRG-4及びPTHrPの発現量を、また、軟骨
細胞分化マーカーとしてType Xコラーゲンの発現量をReal time RT-PCR法を用いて評価を行った。forskolin投
与細胞ではLubricin/PRG-4及びPTHrPの発現量は非投与細胞と比較して有意に上昇し、Type Xコラーゲンに関し
ては非投与細胞と比較して有意に減少した。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study was to elucidate the effect of 3′, 5′- cyclic 
adenosine monophosphate (cAMP) signaling on chondrocytes, especially permanent articular 
chondrocytes, and its preventive effect on articular cartilage degeneration. 
 Cartilage tissue was harvested from neonatal mice, then isolated to superficial zone chondrocytes 
and growth plate chondrocytes. Treatment of superficial zone chondrocytes with forskolin; adenylyl 
cyclase activator significantly increased the expression of articular cartilage markers 
lubricin/proteoglycan 4 (PRG-4) and PTHrP. The chondrocyte differentiation marker type X collagen 
was significantly decreased. The regulation of superficial zone chondrocytes by cAMP signaling could
 be potentially effective against articular cartilage degeneration.

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
　表層軟骨細胞においてアデニル酸シクラーゼ活性作用により細胞内サイクリックAMP濃度を上昇させる効果の
あるforskolin投与により、関節軟骨マーカーのRNA発現量が上昇し、軟骨分化マーカーの発現量は減少した。
　本研究の結果から、サイクリックAMPは関節軟骨の表層に存在する永久軟骨細胞分化を制御することが考えら
れた。サイクリックAMPシグナルによる関節軟骨表層細胞をターゲットとした関節軟骨変性予防効果が期待でき
るのではないかと考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

関節軟骨の変性が主な病態である変形性関節症の本邦における患者数は超高齢社会
を迎えて急速に増加している。また超高齢社会を迎えている現在、変形性関節症は要介
護リスクが高い状態であるロコモティブシンドロームの要因となっており、これら運動
器疾患の進行予防は、健康寿命延伸に直結することが考えられる。これまで、EP2 選択
的アゴニストがウサギ軟骨欠損モデルの軟骨再生を促すこと (引用文献①)や
recombinant human PTH(1–34)の関節内投与による、マウス膝関節不安定モデルの関節
軟骨変性の抑制効果の報告(引用文献②)がされている。EP2 アゴニスト、PTH はいずれも
細胞内のサイクリック AMP (cAMP)濃度を上昇させる効果があるため、cAMP シグナルが
軟骨細胞の分化制御に関与していることが推察されるが、cAMP シグナルが軟骨細胞の
分化制御に関わる詳細は不明である。関節軟骨は大別すると成長軟骨（Transient 
articular cartilage）と永久軟骨（Permanent articular cartilage）の 2種類に分類
されるが、これまでに表層部の永久軟骨細胞分化制御への cAMP のシグナルの関与を追
及した報告はない。 
 
２．研究の目的 

本研究では cAMP シグナルが関節軟骨細胞（永久軟骨細胞）の細胞分化に与える影響
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)cAMP による表層軟骨細胞分化制御の評価 

生後3-5日のマウス骨端部の軟骨細胞を単離した。単離した軟骨細胞を表層軟骨細胞
と成長軟骨細胞に分離し(引用文献③)、表層軟骨細胞に、アデニル酸シクラーゼ活性作
用により細胞内cAMP濃度を上昇させる効果のあるforskolinを添加した。RNAを経時的に
回収し関節マーカーとしてLubricin/PRG-4及びPTHrPの発現量を、また、軟骨細胞分化
マーカーとしてType Xコラーゲンの発現量をReal time RT-PCR法を用いて評価を行っ
た。 
 
(2)cAMP による軟骨細胞分化制御のペレット培養を用いた組織学的評価 

生後 3-5 日のマウス骨端部の軟骨細胞を単離した。単離した軟骨細胞を表層軟骨細胞
と成長軟骨細胞に分離し(引用文献③)、表層軟骨細胞に forskolin を添加し、ペレット
培養を行いペレットの組織学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)cAMP による表層軟骨細胞分化制御の評価 

forskolin (25μM、50μM)を添加後の Real time RT-PCR 法の結果、表層軟骨細胞に
おいて、forskolin (50μM)投与群では非投与群と比較して Lubricin/PRG-4 の発現量は
有意に増加した(図 1-(a))。また、forskolin (25μM)投与群では非投与群と比較して PTH
ｒP の発現量は有意に増加した(図 1-(b))。 
一方、軟骨細胞分化マーカーである Type X コラーゲンの発現量に関しては、forskolin 
(50μM)投与群では非投与群と比較して有意に減少した(図 2)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：表層軟骨細胞における関節軟骨マーカーの評価(＊:p<0.05) 
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(2)cAMP による軟骨細胞分化制御のペレット培養を用いた組織学的評価 

表層軟骨細胞に forskolin (50μM)を添加後のペレット培養の組織学的評価の結果、
forskolin 投与により、アルシアンブルー染色が増強され、免疫染色の結果では Type X
コラーゲンの発現が抑制された。 
 
研究結果(1)、(2)から、cAMP は表層軟骨細胞：永久軟骨細胞分化を制御することが考え
られた。cAMP シグナルによる関節軟骨表層細胞をターゲットとした関節軟骨変性予防
効果が期待できるのではないかと考えている。 
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図 2：表層軟骨細胞における軟骨細胞分化マーカーの評価(＊:p<0.05) 
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