
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１５３０１

基盤研究(B)

2013～2011

関節破壊を制御する転写因子とマイクロＲＮＡの誘導機構とその治療応用

Regulatory mechanism of transcriptional factors and microRNA in arthritis

９０３３２７９１研究者番号：

廣畑　聡（Hirohata, Satoshi）

岡山大学・学内共同利用施設等・准教授

研究期間：

２３３９０３６６

平成 年 月 日現在２６   ６ １２

円    14,700,000 、（間接経費） 円     4,410,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は変形性関節炎(OA)の細胞外マトリックス分解に中心的な役割を果たす切断酵
素アグリカナーゼの遺伝子発現を制御するmicroRNAと転写因子群の発現制御を明らかにすることである。細胞伸展刺激
装置を用いた軟骨様細胞実験系において、メカニカルストレスによる転写因子の発現誘導を解析した。転写因子におい
てはHIF-2は刺激によってそれほど上昇顕著ではなく他の転写因子の関与が大きいと考えられた。microRNAに関しては
、サイトカイン刺激とメカニカルストレス刺激による反応性を網羅的に解析した。既報のmiR-140を含め、microRNA変
動が層別化できることが初めて明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to examine the regulatory mechanism of transcription
al factors and microRNAs in chondrocyte-like cells. The analysis is important because they regulate aggrec
anases that play crucial roles for osteoarthritis. 
In this study, we stimulated chondrosarcoma cell lines by cytokines and mechanical stress. Then the expres
sion level of transcriptional factors and microRNAs were investigated. In the transcriptional factors, HIF
-2 was not strongly induced. We further examined microRNA alteration by microRNA array. Interestingly, the
 microRNA expression levels were changed by cytokine stimulation as well as mechanical stress stimulation.
  the expressione levels of microRNAs were devided into five groups.  In conclusion, the transcriptional f
actors and microRNAs were regulated by cytokine stimulation and mechanical stress in the distinct pathways
.          
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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。関節に豊富に含まれる
軟骨成分であるアグリカンは、OA や関節リ
ウマチ（RA）の早期例でアグリカナーゼに
より分解され、その断片が関節液中に認め
られる。 
最近の研究から、OA の発症にアグリカナー
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、この解明は重要な課題で
ある。 
本研究は、最近注目されている転写因子・
microRNA に注目し、アグリカナーゼを転写
前・転写後で精巧に制御するメカニズムを統合
的に解明するため、細胞レベルでの転写因子・
microRNA 誘導機構を明らかにして新規ＯＡ診
断・治療法の基盤とする。 

２．研究の目的 
本研究の目的はアグリカナーゼの遺伝子発
現を制御する microRNA と転写因子群の役
割を明らかにすることである。 

３．研究の方法 
本研究課題では以下の３項目を目標設定する。 
(1)メカニカルストレスによる転写因子調節
と microRNA 発現制御メカニズム検討 
(2)OA発症早期ステージにおけるmicroRNA発
現の検討と転写因子プロファイル 
(3)microRNA 誘導による軟骨破壊抑制効果 

４．研究成果 
(1)メカニカルストレスによる転写因子解析 
アグリカナーゼ誘導性が確認されているヒ
ト軟骨肉腫由来細胞株（OUMS-27)、ヒト軟骨
細胞およびラット新生児軟骨細胞を用いた。
まず、サイトカインとメカニカルという二つ
の刺激系で転写因子を検討した。 
①サイトカイン刺激：インターロイキン－１
（IL-1）および腫瘍壊死因子（TNF-α）添加
刺激を行った。ADAMTS1, 4, 5, 9 の発現を検
討した。また、この際に HIF-1αは発現量に
大きな変化がないものの、HIF-2αは 6 時間
後に4.5倍のピークを持って発現増加してい
ることを見出した。 
②メカニカルストレス刺激：培養細胞伸展シ
ステム（ストレックス社製ST-140）を用いて、
軟骨細胞に様々な伸展刺激を加えた。10％進
展刺激でMMP-13、ADAMTS4, ADAMTS5, ADAMTS9
の発現変化を検討した。次に0.5Hz 5%刺激で
は、RUNX2とADAMTS5の発現変化を検討した。
RUNX2はあまり変動せず、刺激後0、0.5、1、3
時間後まで経過を検討したが有意な変動は見

られなかった。メカニカルストレスでは、単
独で10%伸長、0.5Hzの刺激においては、HIF-1, 
HIF-2とも大きな変動は示さなかった。そこで、
次にサイトカイン刺激にメカニカルストレス
を上乗せした場合の発現変化について調べた。 
③サイトカインとメカニカルストレスの同時
刺激：サイトカイン刺激にメカニカルストレ
スを1.5時間上乗せしたところ、HIF-1, HIF-2
ともに、メカニカルストレス追加群で発現が
上昇していた。次に、miR-140の発現変動を検
討した。我々の実験系においては、上記サイ
トカイン刺激によってmiR-140のmRNAは刺激
開始1時間後におよそ0.7倍に減少、その後3,6
時間でほぼ正常レベルに復し、以後12, 24時
間と徐々にmiR-140のmRNAは上昇傾向になる
ことが明らかとなった。最終年度はmicroRNA
の統合的解析を行う方針とし、microRNAアレ
イを用いた解析を実施する事とした。アレイ
解析により単独刺激では発現促進する
microRNAに加えて、メカニカルストレスとサ
イトカインストレスの両方の刺激により、相
乗的に発現が亢進するmicroRNA、さらには一
方の刺激によりドミナントな発現誘導を受け
るmicroRNAなど多様な発現制御を受けている
ことを世界で初めて見出した。他グループか
ら報告があったmiR-140を含むmicroRNAはメ
カニカルストレスおよびサイトカインストレ
スによる刺激のいずれの状況下でも、さほど
大きく変動しておらず、既知のmicroRNA以外
にもダイナミックな変動をするmicroRNAを
OUMS-27で同定することに成功した。 
(2) OA発症早期における転写因子標的活性化 
ラット前十字靭帯、内側側副靭帯切離、内側
半月板切除によるOAモデルを作成した。関節
を摘出しサフラニンO染色を行った。ラットOA
モデルにおいて、2、4、６週と経時的に、OASC
組織を摘出し、サフラニン-O染色を行ったと
ころ、染色域の減少を認め、軟骨破壊が確認
された。次に、ヒアルロン酸投与による効果
を検討する方針とし、その分子量効果につい
て検討を行った。分子量の大きなヒアルロン
酸投与関節においては軟骨破壊が抑制されて
おり、アグリカン分解も抑制されていること
が確認された。 
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