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研究成果の概要（和文）： 

加齢に伴う軟骨変性によって発症する変形性関節症は関節痛、そして椎間板変性は腰痛や背部

痛の原因として広く知られており、骨粗鬆症を生ずる年代では軟骨変性や椎間板変性を合併して

いることが多い。本研究では骨粗鬆症予防薬として現在広く臨床で使用されているビスフォスフ

ォネート製剤が関節軟骨細胞や椎間板細胞の代謝に対してどのような影響を及ぼすかを三次元

培養システムを用いてin vitroに検討した。その結果、まず健常な関節軟骨および椎間板髄核細

胞では、乳酸産生量、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）産生量、そしてプロテオグリカン合成能

が10-8から 10-10mol/Lのアレンドロネート濃度で高値を示し、細胞代謝が活発になることを明ら

かにした。次に加齢に伴う変形性関節症や椎間板変性下では、軟骨組織内の酸素濃度の低下及び

プロテオグリカンの減少により浸透圧が低下することが知られている。そこで我々は、低酸素（

＜１％O2）、低浸透圧 (270mOsm) 下でのアレンドロネートが関節軟骨細胞や椎間板髄核細胞に及

ぼす影響を検討した。その結果、低酸素、低浸透圧の病的条件下ではアレンドロネートによる細

胞の乳酸産生量、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）産生量、そしてプロテオグリカン合成能の明

らかな増加は見られなかった。すなわち、病的条件下ではすでに細胞の代謝機能は低下しており

アレンドロネートの作用が影響しないものと考えられたが、健常な細胞に対しては明らかに細胞

の代謝活性を高め、プロテオグリカンの新陳代謝を活発にする作用があることを明らかにした。

よって、アレンドロネートは、軟骨組織の変性予防に有用な薬剤であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Bisphosphonates have been widely used for treatment of osteoporosis. Recently, 

alendronate may have chondroprotective effects that could be of relevance in 

osteoarthritis. Aggrecan concentration falls markedly during cartilaginous and disc 

degeneration with unfortunate biomechanical and physiological consequences. However, many 

questions on the effect of alendronate to disc cells remain unanswered. The goals of this 

study were to determine the role of extracellular osmolality and oxygen tension in 

regulating production of GAG by alendronate and its effects on cartilahious and disc matrix 

turnover. 

Cells were isolated from the cartilaginous tissue of metatarsal joint and the nucleus 

pulposus of bovine caudal discs, encapsulated in alginate beads, and cultured in DMEM 

containing 6% foetal calf serum (FCS) at 400 mOsmol at cell densities of 4 million cells/ml. 

They were then cultured for 5 days under 21% oxygen with 10-1- 10-12 mol/l alendronate; cell 

cultured without alendronate served as control and the effects of osmolarity and oxygen 
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concentration were compared. Lactate production was measured enzymatically and 

glycosaminoglycan (GAG) accumulation was examined using a DMB assay. Rate of sulfate GAG 

synthesis was measured using a standard 35S-sulfate radioactive method. In the result, 

Alendronate at concentrations of 10-10 - 10-8 mol/l potentiated the GAG production per 

million cells by cartilaginous and disc cells in 5 days culture. The potentiated effect 

was maximal at 10-8 mol/l. Alendronate (10-8 mol/l)-induced increases in GAG production 

per million cells are prevented by inhibition of cell metabolism under pathologic 

conditions (270 mOsmol, <1% oxygen) as seen the osteoarthritis and degenerated disc; but 

alendronate increased GAG production, cell metabolism (lactate production) and GAG 

synthesis in healthy conditions (400 mOsmol, 5% oxygen). In conclusion, this data suggest 

that alendronate may have chondroprotective effects on healthy cells. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、超高齢化社会をむかえ腰背部痛の原

因である椎間板変性、関節痛の原因となる変

形性関節症、そして骨粗鬆症患者の増加は、

医療経済の面から見ても大きな社会問題で

あり、その予防と治療に対する斯界の関心が

高まっている。椎間板変性や関節軟骨変性は、

骨粗鬆症を生ずる年代で合併していること

が多い。現在、骨粗鬆症治療薬として新規薬

剤が盛んに開発され、なかでもアレンドロネ

ートなどの第 3世代のビスフォスフォネート

製剤は臨床使用が可能となり、ＥＢＭ

(evidence based medicine)に基づいた中心

的な治療薬になりつつある。これまでビスフ

ォスフォネート製剤は破骨細胞の機能を抑

制し、骨芽細胞の代謝機能を活性化すること

により骨量を増加させ、その結果骨密度を増

加させることが基礎的・臨床的研究で明らか

にされ、日常臨床でも広く使用されている。

しかし、これまでビスフォスフォネート製剤

が関節や椎間板などの軟骨組織に及ぼす影

響については全く検討されていない。椎間板

変性や変形性関節症の主因は椎間板や軟骨

細胞より産生されるプロテオグリカン（PG）

の低下である。そこで、本研究ではビスフォ

スフォネート製剤が関節軟骨や椎間板細胞

の PG 代謝に対してどのような影響を及ぼす

かを検討した。 

 
２．研究の目的 

これまで骨粗鬆症の治療研究領域で、アレ

ンドロネートが関節軟骨や椎間板細胞に及



ぼす影響を調査した研究は国内外で行なわ

れていない。しかし、アレンドロネートは骨

芽細胞でその代謝機能が活性化することが

報告されており、同様の線維芽細胞系での椎

間板や関節軟骨細胞での PG 代謝活性化が証

明できれば、骨粗鬆症の治療だけでなく椎間

板変性や変形性関節症の予防につながる薬

剤であるかどうかを検索することができる。 

 

３．研究の方法 

成牛の中手手根関節より採取した軟骨組

織、そして尾椎椎間板より採取した髄核組織

を細胞に分離後、正常の関節軟骨そして椎間

板内で見られる細胞密度(4 x 106 cells/ml)

になるよう 1.2%-Alginate gel を混入してビ

ーズを作成した。まず、アレンドロネートの

dose-response study を行った。アレンドロ

ネートを投与しないコントロール、そして

10-12から 10-１mol/L の濃度のアレンドロネー

トを培養液内に添加し、６％ＦＣＳ，21%酸

素下、pH7.4、400mOsmol の培養液内で５日間

の 3次元培養を行った。次に、健常な軟骨組

織で見られる細胞外環境 (400 mOsmol, 5% 

oxygen)と変形性関節症や椎間板変性下で見

られる病的な細胞外環境 (270 mOsmol, <1% 

oxygen)下での培養を行い以下の項目を計測

し、比較・検討した。細胞の生存率は、培養

2 日目と 5 日目に LIVE/DEAD assay を用いて

走査型レーザー顕微鏡下に、グリコサミノグ

リカン産生量の計測はＤＭＢassay を、細胞

代謝能の指標となるラクテート産生量は

Lactate regentを使用して分光光度計で計測

した。また、プロテオグリカンの合成能は

sulfate を使用してシンチレーションカウン

ターで計測した。  

 

 

 

４．研究成果 

Dose-response study では、投与後 2 日目

そして 5 日目とも 10-4mol 以下では細胞の生

存率は 80％以上であったが、10-3mol/L 以上

では明らかに生存率が低下していた。 

Dose-response study の per ml 当たりのＧＡ

Ｇ産生量は時間経過とともに増加し、培養 5

日目ではコントロール群で約 180 μg であっ

たのに比し、10-9と 10-8 mol/L の投与群では

約 250‐260 μg と明らかに増加していた。

同様の実験系で、単位細胞数あたりの乳酸産

生量は、時間経過と共に細胞の代謝能は低下

していたが、培養 5日目では 10-10-10-6 mol/L

の投与群でコントロールに比し明らかに上

昇していた。また、軟骨細胞のプロテオグリ

カン合成能も時間経過とともに低下してい

ましたが、培養 5日目で 10-9と 10-8 mol/L の

アレンドロネート添加した群で control に

比し明らかに上昇していた。以上の研究結果

より、アレンドロネートが 10-8 mol/L で軟骨

細胞や髄核細胞のプロテオグリカン代謝を

最も増大させたことより、この濃度のアレン

ドロネートを健常な軟骨組織で見られる細

胞外環境 (400 mOsmol, 5% oxygen)と変形性

関節症や椎間板変性下で見られる病的な細

胞外環境 (270 mOsmol, <1% oxygen)下で添

加し比較検討した。その結果、健常な細胞外

環境下では軟骨や髄核細胞の乳酸産生量、

GAG 産生量、ＰＧ合成能は明らかに上昇した

が、病的条件下ではプロテオグリカン代謝の

増加は見られなかった。よって、ビスフォス

フォネート製剤であるアレンドロネートは

健常な細胞外環境下で椎間板や軟骨細胞の

ＰＧ代謝を亢進させ、軟骨組織の変性予防に

有用な薬剤であると考えられた。 
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