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研究成果の概要（和文）：ヒアルロン酸レセプターであるCD44とヒアルロン酸の結合は細胞外マトリックスを保
持し，軟骨細胞の恒常性を維持する。本研究期間において、変形性関節症における軟骨変性や伸展ストレスによ
る機械的刺激ではCD44断片化が亢進し、CD44断片化に最も関与している蛋白分解酵素としてADAM10が考えられる
ことについて研究を行ってきた。ADAM10(CD44断片化における主要プロテアーゼ)を軟骨特異的ノックアウトマウ
スとしてCol2a1-cre;ADAM10fl/flを用いて、野生型マウスと比較検討を行うことで、軟骨変性におけるADAM10の
役割について示した。

研究成果の概要（英文）：The binding of hyaluronan to the hyaluronan receptor CD44 maintains the 
extracellular matrix and chondrocyte homeostasis. In this study period, we have investigated that 
CD44 cleavage is enhanced by mechanical stimulation due to cartilage degeneration and extension 
stress in osteoarthritis, and that ADAM10 is the most likely proteolytic enzyme involved in CD44 
cleavage as a cartilage-specific knockout mouse, Col2a1-cre; ADAM10fl/fl, and compared it with 
wild-type mice to demonstrate the role of ADAM10 in cartilage degeneration.

研究分野：整形外科

キーワード： 変形性関節症　軟骨変性モデル　DMM手術　ADMA10　CD44断片化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会において変形性関節症 (OA) の患者は増加傾向であるものの、有効な治療法は未だ存在せず、OAに関
する研究を進めていく必要がある。軟骨変性に関与しているヒアルロン酸レセプターであるCD44について解明し
ていくことが、軟骨変性のメカニズムを解明することにつながると考えている。本研究は軟骨変性におけるCD44
断片化とADAM10の関与について解明していくことで、軟骨変性の病態のメカニズムを解明でき、OA治療および予
防につなげていくことができる。本研究の成果により、今後新たなOA予防の治療薬開発の一助となると考えられ
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 

高齢化社会において変形性関節症 (OA) の患者は増加傾向であるものの、有効な治療法

は未だ存在せず、OAに関する研究を進めていく必要がある。OAにおける軟骨変性には遺

伝、年齢、肥満やメカニカルストレスなど様々な因子が関与していると考えられているが、

その病因および病態などメカニズムは明らかになっていない (Guilak F, et al. Best Pract 

Res Clin Rheumatol.2011)。またヒアルロン酸レセプターである CD44は軟骨変性・保護

に関与している報告は散見される。ヒアルロン酸レセプターである CD44 とヒアルロン酸

の結合は細胞外マトリックスを保持し，軟骨細胞の恒常性を維持すると報告がある。CD44

が断片化することによって細胞外マトリックスが消失するため，CD44の断片化が軟骨細胞

の脱分化，さらには OAにかかわっている可能性が示唆されている。以前に申請者らのグル

ープでは、in vitro 研究にて OA における軟骨変性や伸展ストレスによる機械的刺激では

（1）CD44断片化が亢進している、（2）CD44断片化に ADAM10が関与している、につい

て報告した。そのため軟骨変性に関与しているヒアルロン酸レセプターである CD44 につ

いて解明していくことが、軟骨変性のメカニズムを解明することにつながると考えている。

本研究の目的は、ADAM10 欠損マウスを作製して、OA モデルにおける CD44 断片化と

ADAM10の関与について解明していくことである。軟骨変性の病態を解明することで、今

後 OA治療および予防につなげていきたいと考えている。 

 

２．研究の目的 

軟骨変性では CD44 断片化が亢進し、CD44 断片化に最も関与している蛋白分解酵素と

して ADAM10が考えられることを証明してきた。しかし、これまで進めてきた CD44断片

化と ADAM10 の関係について、in vivo 研究では証明されていないことから、我々は新た

に研究を進めていく必要があると考えた。よって研究代表者は「ADAM10欠損マウスにお

いて、メカニカルストレス下で CD44断片化は抑制され、さらに軟骨変性を抑制する」とい

う仮説を立てた。ADAM10欠損マウスとして、ADAM10コンディショナルノックアウトマ

ウスを作製して研究を行っていくことである。非特異的 ADAM10 ノックアウトマウスで

は、発生に関与している ADAM10まで欠損してしまうことから、胎児仮死となってしまう。

非特異的 ADAM10ノックアウトマウスでは研究を進めていくことが困難であり、軟骨変性

について評価していくことを目的とするため、Cre/loxp システムを用いた軟骨特異的にノ

ックアウトする ADAM10 コンディショナルノッ

クアウトマウス作製していく。よって、発生に関

与する ADAM10 の影響なく、通常の成長過程を

経ることで、軟骨変性を評価することが可能とな

った(右図 CKO；コンディショナルノックアウ



トマウス、control；正常マウス)。本研究の目的は、ADAM10コンディショナルノックアウ

トマウスを用いて、軟骨変性に関与しているヒアルロン酸レセプターであるCD44と、CD44

断片化抑制に関与している ADAM10について解明していくことである。 

 

３．研究の方法 

本研究では（1）vivo研究下での軟骨変性における ADAM10の役割、（2）vivo/ex vivo研

究下での CD44 断片化による軟骨変性のメカニズム、を明らかにするために以下の 3 つの

軟骨変性モデルで実験計画を樹立し、評価を行うこととした。研究に用いるマウスは軟骨特

異的ノックアウトマウスとして Col2a1-cre;ADAM10fl/fl、正常マウスとして ADAMfl/flとする。 

① DMM model (in vivoモデル)：手術による強制的な mild OAモデルとして出後 8週齢で

両群に対して DMM手術(Glasson SS, et al. Osteoarthritis Cartilage.2007)を行い、術後 6-10

週時点で軟骨変性・骨形態変化について評価する。 

② 長期自然経過 (in vivoモデル)：両群マウスを 12か月の間、通常の飼育を行い、通常の

成長過程における軟骨変性を評価する。 

③ Explant culture (ex vivoモデル)：生後 4週時点での大腿骨頭を採取して、explant culture

による ex vivo研究(Pathak NN, et al. Inflamm Res.2015)を行う。2日間の前処置を行った

上で、IL-1αによる 24-72時間の刺激を加えて、軟骨変性を評価する。 

 

４．研究成果 

【DMM model (in vivoモデル)】 

軟骨特異的ノックアウトマウス(CKO マウス)として Col2a1-cre; ADAM10fl/fl、正常マウス

(Wildマウス)として ADAM10fl/flに対して、生後 8週時点で DMM手術を実施した。術後 6

週および 10週時点で Sacrificeしたマウスの膝関節の切片に対してサフラニン O染色を行

い、OARSIスコア(Furman BD, et al. J Orthop Res.2007)を用いて軟骨変性を評価した。

昨年度の報告にて、CKOマウス/Wildマウスの術後 6週モデルではOARSIスコア 2.4/1.9、

術後 10週モデルでは 6.1/14.2であった。CKOマウスはWildマウスと比較して、術後 6週

モデルでは有意差はないものの、術後 10週モデルで有意に軟骨変性を抑制していたことが

わかった(P<0.05)。 

【Explant culture (ex vivoモデル)】 

生後 4 週時点での大腿骨頭を採取して、

explant cultureによる ex vivo研究(Pathak NN, 

et al. Inflamm Res.2015)を行い、軟骨変性を

評価した。IL-1αによる 72時間の刺激を行

ったところ、サフラニン O染色低下を認め

た(右図)。またコンディショナルノックアウ

トマウスと比較して、Wild マウスは免疫染



色にて ADMATS-5, MMP13の発現が有意に認められたことから、ADAM10は軟骨変性

に関与していることが考えられた。 

【まとめ】 

以上のように軟骨変性における ADAM10の役割について、軟骨特異的ノックアウトマウス

(CKO マウス)を用いて示した。しかしまだ軟骨変性と CD44 断片化を結びつける明らかな

データを示しておらず、今後さらなる研究を進めていく必要がある。 
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