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研究成果の概要（和文）：変形性関節症（OA）の軟骨変性にはMMPやADAMTS-4、5などのタンパク分解酵素が関与
するとされ、その発現や産生については様々に研究されてきた。しかしこれらの酵素が実際に軟骨基質を変性さ
せる上で必須な酵素の活性化についてはごく限られた知見しか得られていない。本研究はこの点を明らかにする
ためOA軟骨の肉眼的な変性部と非変性部からタンパクを抽出して解析した結果、変性部において二種のプラスミ
ノーゲン・アクチベーターの発現が亢進し、プラスミンの活性も亢進していることを見出した。本研究の知見は
OAにおける軟骨の変性消失の機序を考える上で重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：n osteoarthritis (OA), cartilage degeneration is induced by various 
metalloproteinases including several MMPs and ADAMTSs. These enzymes are initially expressed in 
inactive proforms, and have to undergo activation to be enzymatically active. Therefore, their 
activation is critical in cartilage degeneration in OA. However, at present, little is known about 
the mechanism(s) underlying their activation in OA cartilage. In this study, we performed analyses 
of OA cartilage and found that the expression of two plasminogen activators and plasmin activity 
were enhanced in degenerated areas of OA cartilage compared to preserved areas. Between the two 
activators, tPA was more abundant in quantity than uPA, and tPA was considered more responsible for 
the enhanced plasmin activity in degenerated areas. Since plasmin is known to be a potent activator 
of various MMPs, the finding of this study may be crucial in understanding the mechanism of 
cartilage degeneration in OA.

研究分野：関節リウマチ、変形性関節症
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症の罹患者数は社会の高齢化に伴い増加の一途をたどっているが、病態にはなお不明な点が多く、こ
のため疾患の進行を抑止できる治療法は確立されていない。本研究の結果からOAの軟骨変性部においてプラスミ
ンの活性が亢進していることが明らかになったが、もしプラスミン活性がOAの軟骨変性に大きく関与していると
すれば、本研究の知見からOAの進行を抑止する治療法が確立される可能性も考えられる。OAの進行を効果的に抑
制できる治療法の確立は、高齢者の自立喪失を抑止する観点からも極めて重要であり、その点で本研究は社会的
にも意義の高い研究と言いうる。

※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）は軟骨の変性・消失を本態とする疾患である。近年、軟骨下骨や滑膜も病態に

おいて重要な役割を果たすことが知られてきたが、軟骨変性がOA の病態で中核をなす変化であること

は異論のないところと思われる。 

軟骨の変性には種々のタンパク分解酵素が重要な働きをしていると考えられている。なかでも中性

のpH 領域で強い活性を示すメタロプロテアーゼ類は重要とされ、とくにMMP-13 やADAMTS-4, 5 

についてはOAの軟骨変性について多くの知見が報告されている。これらのタンパク分解酵素は一般

に潜在型として産生され、活性化を受けなければ酵素としての活性を示さない。MMP についても当初

は酵素活性を持たない潜在型として産生され、propeptide 領域が切断されることで初めて酵素活性を

示すようになることが知られている（Nagase H, Biol Chem1997; Ra HJ, Matrix Biol 2007）。しかし従来の

研究は、タンパク分解酵素の発現や産生に着目したものが大半であり、酵素の活性化について検討し

た研究は極めて少なかった。一方、OA については活性化の関与を考えなければ理解できない事実

も多い。例えばOA関節から採取された関節液にはMMP-1, 3 が例外なく相当に高い濃度で含まれて

いるが（Ishiguro N, Arthritis Rheum 1999; Yoshihara Y, Ann Rheum Dis 2000）、水腫が持続しても数年

にわたり軟骨の変性がほとんど進まない症例も稀ではない。そのような症例においても水腫中には高

濃度のMMPが存在するのであるから、それらの酵素が活性化を受けずに経過したと考えなければ、そ

の経過の理解が困難に思われる。 

本研究の研究代表者（以下、代表者）はOA軟骨の解析を様々な方向から行っていく中で、軟骨の肉

眼的な変性部において非変性部に比してurokinase（uPA）およびOAの痛みに深く関与するnerve 

growth factor（NGF）の発現が亢進していることを見出した。uPAはプラスミノーゲンをプラスミンに変換

する酵素である。このためこの結果をもとにOA 軟骨からホモジナイズによってタンパクを抽出して調べ

たところ、解析を行った6例すべてにおいてプラスミンの活性が肉眼的な変性部において非変性部よりも

上昇していることを見出した。 

プラスミンはそれ自体が様々なタンパクを分解することができるタンパク分解酵素で、軟骨について

も構成要素のうちアグリカンを分解できることが知られている（Poe M, Arch Biochem Biophys 1992）。プ

ラスミンはさらに種々のMMP を潜在型から活性型に変換する作用も有する（Ra HJ, Matrix Biol 2007）

（図2）。したがって変性部の軟骨組織においてプラスミン活性が上昇していれば、それによって軟骨の

変性が強力に進みうる。 

今まで行われた疫学研究の結果から、痛みはOA 進行のリスクファクターであることが知られている

（Bastick AN, Clin Orthop Relat Res 2015）。NGFは強力な発痛物質であるから、軟骨変性部において

プラスミン活性が高くNGF も豊富に存在することは、OA において痛みと軟骨変性のリンクを説明する

機序なのかもしれない。本研究ではこのような予備的な検討の結果に基づき、軟骨変性部においてプ

ラスミン活性が亢進する機序とNGFの発現が誘導される機序を明らかにすることを目指して研究を行っ

た。  

 

２．研究の目的 

本研究では当初、3 つの目的を設定した。その第一は軟骨変性部においてプラスミン活性が誘導され

る機序の詳細を明らかにすることであり、第二は軟骨変性部において産生されるプラスミンの軟骨変性

への関与の程度を知ること、第三は軟骨変性部において uPA および NGF の発現が誘導される機序

を明らかにすることであった。 



 

３．研究の方法 

（１）OA軟骨からの抽出タンパクの解析 

本研究でははじめに 10例の OA軟骨の変性部、非変性部から軟骨組織を採取し、予備検討と同様に

PBS中のホモジナイズによってタンパクを抽出して種々のタンパクの濃度を Luminexにより計測した。こ

の結果、OA軟骨変性部からは非変性部の軟骨組織に比して uPA以外に PAI-1、NGF、および uPA

と同様にプラスミン活性の発現に関与する tissue-type plasminogen activator （tPA）の抽出量も増加して

いることを見出した（図１）。tPAの抽出量は uPAの 10倍以上であり、この結果から OA軟骨変性部に

おけるプラスミン活性の亢進に tPAが大きく関与している可能性が考えられた。 

代表者はさらに OA軟骨から PBS中のホモジナイズによって得られたタンパク抽出液（以下、OA軟

骨抽出液）の中に軟骨細胞に対して uPA、PAI-1、NGFの発現をすべて亢進させる因子が存在するこ

と、特異的阻害剤およびリコンビナントタンパクを用いた検討から、その因子は TGF-βと思われることを

明らかにした。ちなみに tPAの発現は OA軟骨抽出液の添加による変化がほとんど見られず、また特

異的阻害剤やリコンビナントタンパクに対する反応からも軟骨変性部における発現の亢進は TGF-βの

関与なしに生じたと考えられた。 

（２）OA軟骨変性部における tPAの発現亢進機序の解明 

次いで本研究では OA軟骨変性部において tPAの発現が亢進する機序について検討を進めた。当

初検討したのは種々の成長因子の関与の可能性である。今までの研究によって tPAの発現は数種の

サイトカインのほか、VEGF-Aや EGF、FGF-1，FGF-2, TGF-bなどの成長因子によっても誘導されること

が知られている（Cheng SL, Calcif Tissue Int 1991; Cavallaro U, J Cell Biochem 2001）。このうち関節液

の解析から炎症性サイトカインが OA軟骨変性部においてのみ発現して tPAの発現を誘導することは

考えにかったため、OA軟骨から採取した一次培養軟骨細胞を用いて上述の成長因子によって tPAの

発現が変化するかを検討したが、いずれの因子も tPAの発現に有意の変化を引き起こさないことが明

らかになった。 

つぎに検討したのが力学的ストレスによる発現亢進の可能性である。tPAは血管内皮細胞において

旺盛に産生されるが、内皮細胞においては機械的なストレスに応じて tPAの発現が亢進することが知ら

れている（Reinhart WH, Experientia 1994）。OA軟骨変性部には強い力学的な負荷がかかることを考え

ると、OA軟骨における tPAの発現にも力学的なストレスが関与している可能性が考えられた。このため

OA軟骨から一次培養軟骨細胞を採取してこれをコラーゲンゲル中に包埋して 3次元培養で維持し、

これに力学的試験機を用いて compression loadingを繰り返し加えて tPAの発現の変化を調べたが、



tPAの発現レベルには有意の変化が見られず、OA軟骨変性部における tPAの発現亢進が力学的スト

レスによるものとは考えにくい結果が得られた。 

 代表者が次に検討したのが軟骨細胞が周囲のマトリクスの変化によって tPA を産生するようになる可

能性である。OA 軟骨変性部では軟骨のマトリクスは当然大きく変化している。軟骨細胞は代謝活性が

周囲のマトリクスによって大きく変わる性質を持っていることを考えると、軟骨変性部において軟骨細胞

がマトリクスの変化に応じて tPA を発現している可能性が考えられた。この検討では初めに軟骨細胞を

軟骨の正常なマトリクス環境に近いアルジネート・ビーズで維持した場合と変性部のマトリクス環境に近

い単層培養で維持した場合とで tPA の発現レベルに違いがあるかを検討したが、その結果、tPA の発

現は単層培養で維持された軟骨細胞において明らかに亢進しており、軟骨変性部における tPAの発現

亢進がマトリクスの変化によるものである可能性が示された。 

この結果を得て、代表者はさらに tPA の発現亢進がどのインテグリンの作用によるのかを明らかにす

るための検討を行った。軟骨細胞には種々のインテグリンが発現しており、軟骨細胞のマトリクス環境に

よる代謝活性の変化にはインテグリンが大きく関与する（Fukui N, Arthritis Rheum 2011、Tanaka N, 

Arthritis Res Ther 2013）。このためアルジネート・ビーズで維持された軟骨細胞に対して軟骨細胞に発

現するあα5β1 およびαvβ5 インテグリン・ヘテロダイマーに対するリガンドであるファイブロネクチン、

ビトロネクチンを添加したところ、ファイブロネクチンおよびビトロネクチンの添加によって tPA の発現が

誘導されること、またファイブロネクチンの添加によって uPAの発現が強く誘導されることが明らかになっ

た（図 2）。これらの結果から、OA 軟骨変性部における tPA の発現亢進はマトリクスの変化によるもので

あり、また uPA の発現亢進には先述の TGF-βのほか、マトリクスの変化も関与する可能性があることが

示された。 

 

４，研究成果 

本研究では 3年間の研究期間に①軟骨変位部におけるプラスミン活性の発現には当初予想した uPA

ではなく tPAが大きく関与していると思われること、②OA軟骨には活性型 TGF-βが生理学的に有意

な量で含まれており、これが軟骨変性部において uPA と PAI-1、さらに NGFの発現を引き起こしている

と考えられること、③軟骨変性部における tPA、uPAの発現亢進には軟骨細胞周囲のマトリクスの変化

がインテグリンを介して関与していると考えれること、の 3つを主な知見として得ることができた。 

これらの結果と OAでは関節内にフィブリンが析出するという以前からの知見（Ostergaard M, Arthritis 

Rheum 1997）から、OA軟骨変性部ではマトリクスの変化によって誘導された tPAがフィブリンと結合す

る結果、PAI-1による抑制を受けなくなってプラスミノーゲン・アクチベーターとしての活性を発揮し、そ



の作用により関節液中のプラスミノーゲンが軟骨変性部においてプラスミンに変換される可能性が考え

られる。実際、研究代表者が所属する研究室において本研究と並行して行われている別のプロジェクト

では、OA軟骨変性部にはフィブリノーゲンを構成する３つのポリペプチド鎖すべてが豊富に存在するこ

とを示す結果が得られており、代表者はその結果も上述の可能性を支持するものと考えている。ちなみ

に代表者らの研究室で行われた OA関節から採取した関節液の解析では、関節液中には tPAは血中

の 1/100程度の濃度でしか存在しない一方、PAI-1は血中濃度に近い濃度で存在することが示されて

いる。代表者らはＯＡ関節においてフィブリンの析出が生じるのは、このような tPA と PAI-1の濃度の偏

りが原因かもしれないと考えている。 

本研究ではまた OA軟骨変性部における uPA、PAI-1、NGFの発現亢進が TGF-βの活性によるも

のである可能性を明らかにした。PAI-1については多くの細胞において TGF-βによって発現が誘導さ

れることが報告されているが、uPAについてはその発現が TGF-βによって誘導されるとする報告はほと

んど見当たらず、代表者が渉猟し得た中では唯一、ヒト一次培養滑膜細胞において TGF-βが uPAの

発現を誘導するとする報告があったのみであった（Hamilton JA, Proc Natl Acas Sci USA 1991）。軟骨細

胞において TGF-βが uPAの発現を誘導するという報告は見当たらず、代表者はこれが本研究で得ら

れた新知見の一つと考えている。 

本研究ではまた OA軟骨変性部において活性型の TGF-βが産生されている可能性が示された。

TGF-βはプロテオグリカンと結合する性質があり、軟骨基質中にプロテオグリカンと結合して多量に蓄

えられていることが知られている（Morales TI, Arch Biochem Biophys 1991）。ただし組織中の TGF-βの

大半は生理活性のない潜在型であって、生理活性を示すにはタンパク分解酵素などによる活性化を受

ける必要がある（Jenkins G, Int J Biochem Cell Biol 2008）。OA軟骨変性部ではタンパク分解酵素によ

るマトリクスの分解が生じていることから、TGF-βがマトリクスから遊離すると同時にタンパク分解酵素に

よって活性化を受けたとしても不思議ではない。代表者は OA軟骨変性部において活性型の TGF-β

が産生されることが OAの病態において一定の意義を持つのではないかと考えている。 

本研究においては細胞外マトリクスの変化によって軟骨細胞がｔPAを産生するようになる可能性が示

された。この結果から、OAにおける軟骨変性について以下のような仮説が考えられる。ＯＡでは荷重部

に限局して軟骨変性が生じるのが特徴である。高齢者の軟骨は軟骨基質を構成するタンパク分子の変

化によって特に荷重部においてマトリクスの変化が生じやすくなっている。もし関節水腫が生じて軽度の

変性が生じた軟骨が血漿に由来するファイブロネクチンやビトロネクチンに曝されれば、今回の結果か

らそれによって tPA、uPAの発現が軟骨荷重部で誘導されることになる。関節液の流入に伴って関節内

にはフィブリンも析出し、またプラスミノーゲンも流入するから、変性部では tPAがフィブリンに結合して

プラスミン活性が誘導されることになる。代表者はＯＡにおける軟骨変性について、本研究の結果からこ

のような仮説を考えている。 

ただし現時点では上記は仮説にすぎず、その妥当性を今後さらに検証する必要がある。また本研究

では当初予定した 3つの研究の目的のうち、軟骨変性部において産生されるプラスミンの軟骨変性へ

の関与の程度の解明については研究費の枯渇から行うことができなかった。今後も何らかの方策により

研究費を獲得して未解明の点を明らかにできればと考えている。 
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