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研究成果の概要（和文）：ヒト軟骨での軟骨変性の初期変化と変形性関節症（OA)の進行過程を検証した。関節軟骨の
タンパク質分解酵素（MMP1,2,3,ADAMTS5）と内因性阻害因子（TIMP1,2,3,4）に着目した。TIMP-2,3,4 の発現は初期 O
Aでタンパク分解酵素の発現上昇に先立って低下していた.また末期OA においては軟骨変性,非変性部,ともに発現が低
下していた.MMP13とADAMTS5の発現は初期OAでは変化は無く、末期OAで増加していた。TIMP-2,3,4 の発現低下はOA に
おける軟骨変性の進行に重要な意味を持っているのかもしれない.　

研究成果の概要（英文）：Gradual loss of cartilage matrix is a hallmark of pathology of osteoarthritis (OA)
. Previous studies have shown that the expression of several proteinases play a pivotal role in cartilage 
breakdown. In this study, we investigated the expression of key proteinases (MMP-13, ADAMTS-5) together wi
th that of tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) within cartilage from normal, early, or advance
d OA knee joints, paying special attention to the regional difference within cartilage tissue.The result o
f this study has shown that the expression of TIMP-2, 3 and 4 reduced in cartilage where early OA changes 
occur, before the elevation of MMP-13 and ADAMTS-5 expression. The result of this study might shed light o
n a novel aspect of OA pathology.
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1．研究開始当初の背景 
(1) 変形性関節症（osteoarthritis,OA）で
は 軟 骨 細 胞 に お い て matrix 
metalloproteinases (MMPs)と a disintegrin 
and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs (ADAMTS)などのタンパク分解酵素の
発現が誘導され,これらが軟骨基質の変性を
もたらす.MMPsとADAMTSの活性は内因性の活
性阻害因子である tissue inhibitors of 
metalloproteinases (TIMPs) や 
alpha2-macroglobulin によって阻害される.
軟骨に発現する MMPs と TIMPs のバランスは
OAの進行に重要な意義を持ち,末期OAではこ
れらのバランスが破綻した状態と考えられ
ている.しかしこれまで関節軟骨におけるタ
ンパク分解酵素とその内因性阻害因子のバ
ランス破綻がいつ,どのような機序で生じて
くるのかについては解明されていない.  
 
(2)タンパク分解酵素の中でも MMP-13 と
ADAMTS5 が関節軟骨の変性に最も関与が深い
と考えられている.しかし実際にヒトのOAで
この 2つの酵素だけで軟骨変性を引き起こす
わけではなく,他のタンパク分解酵素の発現
も亢進しており,それらの軟骨変性への関与
も報告されている.また,これまでにわれわ
れは OA 軟骨組織からの抽出液に相当な量の
MMP-1,2,3 が含まれていることを明らかにし
ており,ヒト OA の軟骨変性において MMP-13
と ADAMTS5以外の因子にも着目する必要性が
あると考えている. 
 
２．研究の目的 
関節軟骨の恒常性は種々のタンパク分解酵
素とそれらの活性を抑制する内因性阻害因
子との良好なバランスにより保たれている.
関節内の環境により,そのバランスは微妙に
変化しうる.われわれはタンパク分解酵素と
比べ,それほど注目されなかった内因性阻害
因子に着目し,OA の特に初期段階におけるバ
ランス変化とそのメカニズムを調べること
を目的とした. 
 
３．研究の方法 
(1)検体の調整 
解 析 に 用 い る 末 期 OA の 軟 骨 は
Kellgren-Lawrence 分類のⅢあるいはⅣに相
当し,人工関節置換の際に膝関節の肉眼的変
性部,非変性部からそれぞれ採取する.正常
および初期 OA の病期分類については先行研
究に従い(Aigner T,et al.Arthritis Rheum 
2006),肉眼的に軟骨変性の無いものを正常
とし(図 1. A),線維化や軟化があるが進行し
たびらんが無いものを初期 OA(図 1. B)と定
義して,剖検例の膝関節から採取する.正常,
初期 OA,末期 OA の各病期それぞれ 10 例から
軟骨を採取する. 
 
 
 

図 1 

 
(2) 軟骨からの RNA の抽出 
軟骨を変性の程度で分け,さらにレーザー・
キャプチャー・マイクロダイセクション
(LCM)を用いて層ごとに分離する.LCM は当研
究室では既に手法として確立され,日常的に
使 わ れ て い る  (Fukui,et al.Arthritis 
Rheum 2008).分離された部位ごとに RNA を抽
出 す る . 軟 骨 に 含 ま れ る
MMP-1,2,3,13,ADAMTS5,TIMP1,2,3,4 の発現
を部位ごとに real-time PCR により定量的に
評価する. 

(3) 軟骨からのタンパク質の抽出 (軟骨抽
出液) 
採取した軟骨組織を変性部と非変性部に分
け,軟骨からのタンパク質分解酵素,阻害因
子の抽出は氷冷した塩酸グアニジンとプロ
テアーゼ阻害剤を含むリン酸緩衝生理食塩
水中で組織を破砕する. 
 
４．研究成果 
ヒト軟骨での軟骨変性の初期変化と OA の進
行過程を検証した.タンパク質分解酵素
（MMP1,2,3,ADAMTS5）と関節軟骨の内因性阻
害 因 子 （ TIMP1,2,3,4 ） に 着 目 し て お
り,real-time PCRによる解析では,TIMP2,3,4
は MMP13,ADAMTS5 に先立って初期 OA で変化
していた.また,MMP13 と ADAMTS5 の発現は初
期 OA では変化は無く,末期 OA で増加してい
た（図 2）. 
 
図 2 

TIMP については,TIMP-１は初期および末期
OA 軟骨で対照軟骨に比して発現が亢進する
傾向があったが,TIMP-2,3,4 の発現は初期,
末期 OA 軟骨で対照軟骨に比べすべて半分以
下に低下していた.領域別に見た場合,2 種の
タンパク分解酵素の発現は初期,末期 OAいず
れも軟骨の変性部と非変性部の間に明らか
な差が見られなかったのに対し,TIMP-2,3,4



の発現は初期,末期 OAとも軟骨変性部で低下
していた(図 3).さらにヒト軟骨抽出液に含
まれる各因子のタンパク発現をLuminexシス
テムおよびELISAで検証した結果,real-time 
PCR による解析と概ね同様の変化を示してい
た.以上の結果をまとめると,MMP13, ADAMTS5
と TIMPs のバランス関係は,正常の軟骨では
保たれているが,初期 OAでは TIMPs の発現が
低下し,相対的に catabolic な方向へ傾くと
考えられる.また末期 OA では MMP13 と
ADAMTS5が大きく増加し,さらにcatabolicな
方向へ進んでいると考えられる.TIMP-2,3,4 
の発現は初期 OA でタンパク分解酵素の発現
上昇に先立って低下していた.また末期 OA 
においては軟骨変性,非変性部,ともに発現
が低下していた.TIMP-2,3,4 の発現低下は
OA における軟骨変性の進行に重要な意味を
持っているのかもしれない. 
 
図 3 
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