
独立行政法人国立病院機構（相模原病院臨床研究センター）・リウマチ性疾患研究室・医師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２７１０

若手研究

2022～2021

変形性関節症において変性軟骨から荷重により遊離し、滑膜病変を引き起こす因子の探索

Exploration of the factors that are released from degenerated cartilage by 
loading and could cause synovial pathology in osteoarthritis.

９０７９２１３５研究者番号：

津野　宏隆（Tsuno, Hirotaka）

研究期間：

２１Ｋ１６７２２

年 月 日現在  ５ １０ ２６

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：変形性関節症（OA）の病態を解明するために、罹患関節から採取した軟骨組織に平地
歩行の際に軟骨に加わるのに近い荷重を繰り返し加えて、遊離するタンパクを抗体アレイ、定量的プロテオーム
解析、およびルミネックスを用いた定量解析により調べた。その結果、OA軟骨からは荷重によってさまざまなタ
ンパクが対照軟骨に比して多量に遊離することが明らかになった。遊離したタンパクにはalarminあるいはDAMPs
に属する複数のタンパクのほか、血管新生作用を有するVEGF-A、aFGF、bFGF、TGF-β、疼痛を強く誘発するNGF
などが含まれていた。本研究の結果はOAの病態を考えるうえで重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Synovial changes now have been known to play a central role in 
osteoarthritis (OA). Although the synovial changes are probably induced by proteins released from OA
 cartilage, few studies have conducted to identify such proteins. This study was performed to 
identify the released proteins.OA cartilages were obtained from OA knees at preserved areas and 
degenerated areas, while control cartilages were collected from non-arthritic knees. Released 
proteins were obtained from these cartilages by repeatedly applying compressive loading, simulating 
loading on cartilage in vivo. The released proteins were analyzed by antibody array analyses, a 
quantitative proteomic analysis, and Luminex assays. 
The results of these analyses revealed that several alarmins, complement proteins, and angiogenic 
proteins are indeed released from OA cartilages, particularly from those obtained from the 
degenerated areas. This finding may be worth noting for understanding the pathology of OA.

研究分野： 関節リウマチ、変形性関節症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症は社会の高齢化とともに患者数が増加している疾患であるが、その病態には不明な点が多く、疾患
の発症や進行を抑止できる治療法は見当たらない。この疾患では滑膜病変も病態において中心的な役割を果たす
ことが明らかになった。本研究では滑膜病変の成立に関与するOA軟骨から遊離する因子を初めて直接的な方法で
解析した。この知見は滑膜病変の成因を解明する上で極めて重要と考えられ、本研究の成果は滑膜病変を含めた
OAの病態解明、およびそれを通したOAの治療法、進行抑止法の確立に直接的に役立つものと思われる。

※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。



1. 研究開始当初の背景  

従来、軟骨の変性疾患とされてきた変形性関節症（OA）であるが、多くの疫学研究の結果から、滑膜

病変が OA においても症状、とくに痛みの発現に深く関与していることが明らかになってきた 1。最近で

はさらに早期 OA においても滑膜病変が痛みの発生源として重要であることも報告されている 2,3。これ

らの知見から、滑膜病変を抑止できれば OA の痛みが相当に軽減されることが期待される。しかし OA

で滑膜に病変が生じる機序は未だに明らかになっておらず、このため滑膜病変を改善できる治療法も

確立されていない。 

臨床的な事実から、OA の滑膜病変には変性軟骨から遊離する因子が深く関与することは確実に思

われる。実際、変性軟骨から遊離する因子が OA の病変を引き起こす可能性については以前から指摘

されており、軟骨の変性産物、とくにフィブロネクチンや II 型コラーゲンの変性断片が関与する可能性

については 1980 年代から報告がある 4。さらにその後、壊死細胞から放出される DAMPs（damage-

associated molecular patterns）あるいは alarmins と呼ばれる一群のタンパクが滑膜病変を引き起こす

可能性も報告されている 5。しかしこれらの因子が実際にどの程度の量 OA 軟骨から遊離するのかは明

らかになっていない。膝関節など実際の荷重関節では軟骨に繰り返しの荷重が加わっており、滑膜病

変を引き起こす因子が荷重によって軟骨から遊離する可能性も考えられる。本研究ではこのような背景

から、膝関節から採取された OA 軟骨と対照軟骨に平地歩行の際に加わるのと同等の荷重を繰り返し

加えて遊離する因子を様々な方法で解析した。 

OA 関節で荷重が軟骨組織に及ぼす影響については以前から多くの報告があるが、それらのほとん

どは荷重が軟骨あるいは軟骨細胞に与える影響について調べたものであり、本研究のように荷重によ

って遊離する因子を見出し、OA の病態との関連を検討した研究は見当たらない。軟骨から荷重によっ

て生理活性を持つ因子が遊離するとすれば、そのような因子は OA の病態、とくに滑膜の変化に直接

的に関与しうる。本研究は実際のヒトの OA の病態に極力近い条件で検討を行うため、その結果は、ヒ

トの OA の病態を直接的に示すものである可能性が高い。したがって本研究の成果は病態の解明や

治療法の確立に大きく貢献するものとなることが期待された。 

 

2．研究の目的 

本研究の目的は荷重によって OA 軟骨から遊離してくる因子を網羅的に同定し、その中で OA の症状

の発現と滑膜の変化に関与する因子を明らかにすることであった。 

 

3．研究の方法 

（１）軟骨組織の採取 

本研究は、施設の倫理審査委員会の承認を得て行われた。軟骨組織の採取は、各患者またはドナー

の家族から書面によるインフォームドコンセントを得たうえで行われた。OA軟骨の採取は人工関節置換

術の際に、末期の内側型OA膝関節において、脛骨関節面の肉眼的な変性部と非変性部からそれぞ

れ行った。OAの診断は確立された診断基準6に従って行われた。対照軟骨は、関節疾患や外傷の既

往がなく、採取時にもとくに病的所見を認めなかった剖検例の膝関節において、脛骨近位関節面から

採取した。これらの軟骨組織は、採取後、冷却したPBSで繰り返し洗浄したのち湿重量を測定し、グラフ

用紙に載せた状態で普通写真を撮影したうえで－80℃で保存した。撮影された写真を用いて、各組織

の表面積を決定した。 

（2）荷重により遊離するタンパクの調整 

本研究では軟骨にin vivoで加わるのと同等の荷重を加えて遊離するタンパクを解析することとした。具

体的には、軟骨組織を、湿重量１ｇあたり2.5 mlのPBSとともにプラスチックバッグに封入した。このプラス



チックバッグを力学試験機（Model SV-201NA、今田製作所、豊橋市）のプラットフォーム上に平らに置き、

この試験機を用いて軟骨組織に平地歩行の際に軟骨組織へ加わるのに近い１MPaの荷重を60回、繰り

返して加えた。荷重負荷ののちプラスチックバッグ内のPBSを回収し、遠心分離を行った後さらにポアサ

イズ 0.22 mmのフィルターで処理し、解析まで－80℃で保存した。 

（3）荷重により遊離したタンパクの解析 

遊離したタンパクについて、抗体アレイ、isobaric tags for relative and absolute quantification （iTRAQ）

によるラベリングを用いた定量的プロテオーム解析、Luminexによる定量解析の3通りの方法により解析

を行った。抗体アレイを用いた解析では、Proteome Profiler Human Adipokine Array kit、Human 

Angiogenesis Array Kit、Human Chemokine Kit、Human XL Cytokine Array Kitの4種のアレイ（いずれも

R&D Systems）が用いられた。実際の解析は製造者が定めたプロトコールに従って行われた。 

 定量的プロテオーム解析は変性部から採取されたOA軟骨2例分2検体と2例の剖検例から採取された

対照軟骨2検体から調整された遊離タンパクを用いて行った。この解析は受託解析として行われ、実際

の解析は先行論文7に準じて行われた。またLuminexによる解析は Magnetic Luminex Performance 

Assay and Human Luminex Discovery Assary（R&D Systems）および C3a Human ProcartaPlex Simplex 

kit（ThermoFischer Scientific）を用い、それぞれ製造者が定めたプロトコールに従って行った。 

 

4．研究の成果 

４－１．実験結果 

（１） 抗体アレイによる解析 

抗体アレイによる解析では各

タンパクに対するspot density 

をdensitometer で計測した結

果から、対照軟骨、OA軟骨

非変性部に比してOA軟骨変

性部から遊離量が多いタンパ

クとして、Adiponectin、Fetuin 

B 、 IGFBP-3 、 IGFBP-4 、

SERPINE1などが見いだされ

た（右の表参照）。 

（２）定量的プロテオーム解析 

定量的プロテオーム解析では、対照軟骨と軟骨変性部より採取したOA軟骨から遊離したタンパクの網

羅的・定量的な比較の結果、変性部のOA軟骨からは対照軟骨に比べ cartilage oligomeric matrix 

protein（COMP）、fibronectin、lumican、fibromodulin、type II collagen、osteomodulin、type I collagen（a1 

chain）などのマトリクスの構成要素が相対的に多量に遊離することが明らかになった。また興味深いこと

に、OA軟骨変性部からは荷重によってフィブリノーゲンを構成するAα、Bβ、γの３つのサブユニットすべ

てが対照軟骨より多量に遊離することも明らかになった。OA関節ではフィブリンが析出することは以前よ

りよく知られている。フィブリノーゲンに関するプロテオーム解析の結果はOA軟骨変性部においてフィブ

リンが何らかの病的な意義を持っている可能性を示すものと思われた。 

（３）Luminexによる定量解析 

Luminexを用いた定量解析では、上記の解析で見いだされた因子およびOAの病態や症状の発現に重

要であることが報告されている因子について計測を行った。その結果、adiponectin、complement protein 

C3a および C5a、fibronectin、FGF-1 および 2、TGF-1，VEGF-A、nerve growth factor （NGF）につ



いてOA軟骨変性部からの遊離量が対照軟骨に比して有意に多いことが明らかになった。また有意差

はないものの、macrophage migration inhibitory factor （MIF）についてもOA軟骨変性部からの遊離量

が対照軟骨に比して多い傾向がみられた。 

 

４－２．実験結果に対する考察 

OAの病態については現在、自然免疫系の活性化により引き起こされる慢性的な低レベルの炎症が

重要な役割を果たすと考えられている。なかでもパターン認識受容体（PRR）と補体系の活性化は、OA

における慢性炎症においてとくに重要と考えられている8-12。本研究の結果から、OA軟骨のとくに肉眼

的な変性部から、荷重によってCOMPやfibronectin、lumican、fibromodulin、biglycan やdecorinが遊

離することが明らかになった。これらの因子は自然免疫系の活性化を引き起こすDAMPsあるいは

alarmin の主要な因子であり、Toll-like receptor-2、-4 などのパターン認識受容体（pattern recognition 

receptors、PRP）を活性化させる作用があるため、OAにおける炎症に深く関わっている可能性がある

8,9,11,12。 このような可能性は今まで多くの論文や総説で述べられてきたが、実際のOA軟骨からalarmin

の遊離を確認したのは本研究が初めてであり、その点で本研究の結果は有意義であると考えられた。 

また、本研究では補体系の活性化を引き起こすC3aやC5aが、荷重によってOA軟骨から遊離すること

も明らかになった。C3aやC5aの濃度はOA関節の関節液において上昇することが報告されているが

11,13、その機序は不明であった。本検討の結果から、OA関節ではalarminに加えてC3aやC5aが変性部

の軟骨から遊離し、関節内に炎症を引き起こすものと思われた。 

本研究ではさらに血管新生を誘導する因子が複数、OA軟骨から荷重によって遊離することも見いだ

された。血管新生は、OAにおける滑膜病変の特徴的な変化の一つである14,15。本研究では、繰り返し

の荷重によって、FGF-1、FGF-2、VEGF-A、TGF-βという血管新生誘導能を持つ４つの因子がOA軟骨

のとくに変性部から遊離することが示された。現在、OA関節の滑膜における血管新生は、一般に炎症

によって誘導されると考えられているが14,15、今回の研究の結果から、OA軟骨から遊離するこれらの因

子も血管新生に関与している可能性が示された。炎症と今回見いだされた上記4因子の関連は現時点

では明らかではないが、これらの因子は、OA関節において炎症とともに滑膜における血管新生に関与

してるのではないかと考えられた。 

本研究におけるもう一つの知見は、OA軟骨変性部からのNGFの遊離である。NGFはOAにおける主

要な発痛因子であり16、OA軟骨の軟骨細胞で発現する可能性も報告されてはいるが17、OA軟骨から

NGFが遊離するかについての知見は今まで得られていなかった。本研究の結果、OA軟骨の変性部か

らは荷重によって実際にNGFが遊離することが明らかになった。軟骨組織には神経線維が存在しない

ため、軟骨組織内でNGFが産生されてもそれによって直接痛みが生じることはない。本研究の結果か

ら、OA軟骨から遊離したNGFが関節液を介して滑膜組織に作用する結果、OAに伴う関節痛を誘発し

ている可能性が考えられた。 

 以上、本研究ではOA軟骨から荷重によって遊離する因子に関する解析を行って一定の知見を得た

が、実際にこれらの因子がOAの病態に関与するかは、これらの因子が関節液中でどの程度の濃度で

存在し、滑膜組織に作用するかにかかっている。また今回OA軟骨からの遊離が確認された因子の中に

は元々血中に一定の濃度で存在することが知られている因子もある。そのような因子の場合、変性軟骨

から遊離した因子が病的意義を持つかは、血中や関節液中、あるいは滑膜組織中にもともとどの程度

の量で存在したかに依存する。これらの点については今後さらなる検討が必要ではあるが、今回の研究

結果から得られた知見はOAの病態を考える上で有用な情報であることは間違いないと思われる。 
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