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研究成果の概要（和文）： 

同意が得られた関節炎患者における ADAMTS９の SNP を解析した。ADAMTS9 のプロモー

ター解析で NF-κB の結合を同定した。関節炎患者由来細胞に周期性伸張刺激を加えると

ADAMTS1,4,5,9 はいずれも異なる発現誘導パターンを示した。COL1A1 の発現増強とともに

インテグリンの関与を明らかにした。軟骨細胞にメカニカルストレス刺激を加えるとMMP-13

および ADAMTS-5 が増加し、RUNX-2 と p38MAPK が関与していた。ラット変形性関節炎モ

デルを作成し解析を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We analyzed ADAMTS9 single nucleotide polymorphism in arthritis patients. We identified the NF-κB 

binding to the ADAMTS9 promoter. When mechanical stress was loaded to the cells, the expression of 

ADAMTS1, 4, 5, 9 were differently induced. In addition, COL1A1 was increased and this induction was 

mediated by integrin. Mechanical stress induced MMP-13 and ADAMTS5 mRNA and two molecules 

(RUNX-2 and p38MAPK) play important roles.   
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症（ＯＡ）は、整形外科領域で

は最も頻度の高い骨・関節疾患であり、本邦

では約 600 万人以上、70 歳以上の実に 30％

が悩まされ高齢者の QOL 低下の大きな原因

となっている。OA の進展予防は、医療経済

的観点からも重要である。 

しかしながら、その早期診断には苦慮する

ことも少なくない。最近、関節の主要な成分

であるアグリカンが OA の早期に切断され、

その断片が関節液中に認められることが報

告され、アグリカンの切断酵素アグリカナー

ゼが、OA の病態において極めて重要である

ことが明らかとなった。1999 年、アグリカ

ン分解酵素であるアグリカナーゼが初めて

精製され、ADAMTS ファミリーの中のひと

つ、ADAMTS4 であることが判明した。次い

で 我 々 が 最 初 に 発 見 し た ADAMTS5, 

ADAMTS8, ADAMTS9 がアグリカナーゼ機

能を持つことも明らかとなった(J Biol Chem. 

1999; 274(33): 23443-50. J Biol Chem. 2003; 

278(11): 9503-13. Matrix Biol. 2004; 23(4): 

219-30.)。また、ノックアウトマウスを用い

た実験的関節炎モデルでの研究によって

ADAMTS5 がマウス関節炎においては主要

な役割を果たしている事が示された。

（Nature 2005; 434(7033): 648-652., Nature 

2005; 434(7033):644-648）。 

これらの研究により、OA の病態にアグリ

カナーゼが重要な働きをしていることはコ

ンセンサスが得られているが、アグリカナー

ゼの発現および活性の制御システムはまだ

よくわかっておらず、この解明が待たれてい

る。 

２．研究の目的 

OA早期病態でのアグリカナーゼ遺伝子の

発現誘導を来すメカニズムを解明することを

目的として本研究を実施した。 

３．研究の方法 

（１） メカニカルストレスによるアグ

リカナーゼ遺伝子発現制御メカニズム

の検討 

（２） OA 発症早期ステージにおける

アグリカナーゼ局在解析 

（３） 関節炎患者におけるアグリカナ

ーゼの解析 

 

４．研究成果 

（１） メカニカルストレスによるアグリカナ

ーゼ遺伝子発現制御メカニズムの検討 

培養細胞伸展システム（ストレックス社

製ST-140）を用いて、二次元培養系を構

築し、軟骨細胞に伸展刺激（0.5 Hz, 8%

伸張 30分）を加え、ADAMTSの発現を

リアルタイムRT-PCR法にて定量的に検

討した。アグリカナーゼファミリーに属

するADAMTS1,4,5,9はいずれも異なる発

現誘導パターンを示した。このことは、

生体内における様々なストレス（メカニ

カルストレスを含む）に対してそのアグ

リカナーゼ生体反応は多様性を持つとい

うことを示していると考えられた。関節

を構成する組織由来細胞におけるメカニ

カルストレスの影響を検討するため、培

養細胞伸展システム（ストレックス社製

ST-140）を用いて以下の実験を行った。

変形性膝関節症患者で人工膝関節置換術

施行時に得られた靭帯から細胞を分離培

養した。ファイブロネクチンでコーティ

ングしたチャンバー上にて単層培養し、

ST140（ストレックス社）にて周期性伸

張刺激（0.5 Hz、7％）を2 時間負荷した。

周期性伸張刺激を加えずに同条件下に培

養維持したものをコントロールとした。

COL1A1、COL2A1、COL3A1、Integrin 

alphaVbeta3、alpha5、beta1 の発現をリア

ルタイムPCR法および免疫染色にて検討

した。周期性伸張刺激群ではCOL1A1の

発現が増強していた。抗インテグリン

αVβ3 ブロッキング抗体の添加により周

期性伸張刺激後のCOL1A1 発現の上昇

が抑制された。このことは、インテグリ

ンαVβ3を介するメカニカルストレス誘

導性シグナルを示していると考えられた。 

 ADAMTS9のプロモーター解析により、

発現調節に働く転写因子（NF-κB, RUNX

等）のを検討した。NF-κB結合部位が示

され、クロマチン免疫沈降法により

NF-κBの結合を検討した。 

 SW1353軟骨細胞にメカニカルストレ

ス刺激を加えた際のMMP-13および

ADAMTS-5発現変化を検討したところ

mRNA発現が増加していた。RUNX-2を強

制発現させたところ、MMP-13, 

ADAMTS-5の発現が増加した。反対に

RUNX-2のRNA干渉法はMMP-13, 

ADAMTS-5の発現を低下させた。メカニ

カルストレス刺激は細胞内情報伝達系の

うちp38MAPKを活性化させ、その阻害剤



はMMP-13, ADAMTS-5の発現誘導を阻

害した。 

（２） ラット変形性関節炎モデルの解析 

麻酔下に膝関節の前十字靱帯および内側

側副靭帯を切除後に内側半月板を除去し、

ラット変形性関節炎モデルを作成した。

今年度はまず手術群と非手術群における

関節破壊の程度を比較するための組織作

成を実施しサフラニン-O染色を行った。 

（３） 関節炎患者の解析 

インフォームドコンセント後に同意が得

られたRA患者・OA患者から採血を行い、

関節液・滑膜組織採取を行う。実験の開

始に先立ち、学内倫理委員会に対して研

究計画を申請し、承認を得た後に実験を

開始した。血液2mlから血清を分離し、組

織は一部保存し、残りよりgenomic DNA

を抽出した。ADAMTS9におけるSNPを解

析した。新たにADAMTS9のＣＡリピー

ト多型を発見した。CA(18)のＯＡ例が初

めて確認された。 
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