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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸(CS)は、関節軟骨中に含まれるグリコサミノグリカンである。本研究の
目的は、変形性膝関節軟骨中のCSの構造、合成の変化を調査し、それらの変化の軟骨変性に対する影響を検討する事で
ある。人工膝関節置換術を受けた末期変形性膝関節症24膝の大腿骨内側顆部、外側顆部加重部から軟骨を採取し、mRNA
、グリコサミノグリカンを抽出しCS合成酵素遺伝子発現レベル、CS構造を解析した。結果として、変性が進行した軟骨
では、CS含有量、分子量が低下し、更に、CS合成酵素遺伝子の発現が低下していた。本研究の結果は、関節軟骨内のCS
の構造変化が、変形性関節症の進行に関与している事を示唆すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to determine whether the structure of chondroitin 
sulfate (CS) in cartilage is reflected by the degree of cartilage degeneration in patients with 
osteoarthritis (OA) of the knee. Two osteoarthritic cartilage samples were obtained from each femoral 
condyle of 24 knees with end-stage OA. Histological grade was determined according to the Mankin score. 
The CS concentrations and chain length were determined using HPLC and gel filtration chromatography, 
respectively. Expression of the gene encoding CS glycosyltransferase was evaluated using qPCR. As a 
results, the mean CS concentration and chain length were significantly lower and shorter in the more 
degraded cartilage. Genes expressions encoding CS glycosyltransferases were expressed at lower levels in 
the degraded cartilage. In the osteoarthritic knee, the CS concentration and chain length were reduced 
closer to the more degraded cartilage with decreasing CS glycosyltransferase gene expression.

研究分野： 軟骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
軟骨は細胞成分に乏しく、その 90％は細胞外

マトリックスにて構成される。細胞外マトリ

ックスはコラーゲン繊維と、プロテオグリカ

ン会合体で構成され、後者の主成分の一つが

コンドロイチン硫酸である。コンドロイチン

硫酸は軟骨の水分保持機能など、軟骨細胞の

機能維持に重要な役割を持っている。ほ乳類

でのコンドロイチン硫酸合成酵素は chondro

itin sulfate synthase 1 (CSS1) ，chondroi

tin polymerizing factor (CHPF)，chondroi

tin sulfate synthase 3 (CSS3)，chondroiti

n polymerizing factor 2 (CHPF2)，chondr

oitin sulfate N-acetylgalactosaminyl- 

transferase 1 (CSGALNACT1)，chondroit

in sulfate N-acetylgalactosaminyltransfer

ase 2 (CS-GALNACT2)の6種類が同定され

ている。申請者らは世界ではじめて Css1 コ

ンディショナルノックアウトマウスを用い

て、同酵素の欠損が変形性関節症の自然発症

の原因となることを突き止めた。本研究はそ

の知見を踏まえ、ヒトの変形性膝関節症発症

におよぼす同酵素の挙動および、変性関節軟

骨でのコンドロイチン硫酸の構造の解析を

行い、変形性関節症とコンドロイチン硫酸の

関連について臨床医学的観点から解明使用

とするものである。 
２．研究の目的 
変形性関節症(osteoarthritis:以下 OA)は関節

軟骨の破綻を主体とする疾患である。コンド

ロイチン硫酸(chondroitin sulfate:以下 CS)

は関節軟骨の主要構成成分であるアグリカ

ンの構成成分であり，ほ乳類では，以下の 6

つの CS 合成酵素が同定されている :chondr

oitin sulfate synthase 1 (CSS1) ，chondr

o itin polymerizing factor (CHPF)，chond

roitin sulfate synthase 3 (CSS3)，chondr

oitin polymerizing factor 2 (CHPF2)，cho

ndroitin sulfate N-acetylgalactosaminyl-t

ransferase 1 (CSGALNACT1)，chondroiti

n sulfate N-acetylgalactosaminyltransfera

se 2 (CS-GALNACT2)。これらの酵素が細

胞内のゴルジ体内で協調的に作用すること

で CS が合成されるが，これまでに，OA 軟

骨での CS の分子量，含有量，硫酸化といっ

た CS の構造変化，CS の合成の変化について

はほとんど知られていない。本研究の目的は，

ヒト膝関節軟骨において CS の構造変化が，

軟骨変性や膝関節の変形と関連しているか

どうか，変性軟骨での CS 合成について検討

する事である。 
３．研究の方法 
対象は人工膝関節置換術を受けた末期 OA 膝

24 膝(Kellgren/Lawrence 分類 Stage Ⅲも

しくはⅣ)。手術時に大腿骨内側・外側顆部の

荷重部からそれぞれ関節軟骨を採取し，肉眼

的に変性がより強い軟骨を lesion cartilage，

対側顆部の軟骨を remote cartilage と設定し

た。（図１A） 

1) 軟骨変性の程度について，採取した軟骨を

Safranin O/FastGreen 染色後，modified 

Mankin score を用いて評価し，lesion 

cartilage と remote cartilage の間で paired 

t-test を用いて比較した。 

2) 採取軟骨から CS を抽出し，CS 含有量・

CS 分画について HPLC を用いて，CS 分子

量についてゲルろ過クロマトグラフィーを

用いて測定し，lesion cartilage と remote 

cartilage の間で paired t-test を用いて比較

した。 

3）採取軟骨から mRNA を抽出し，CS 合成

酵素遺伝子発現に関してリアルタイム 

RT-PCR 法を用いて測定し，lesion cartilage

と remote cartilageの間で paired t-testを用

いて比較した。 

4）膝関節の変形の程度は，膝関節立位正面

レントゲン写真を用いて大腿脛骨角

(femorotibial angle:以下FTA)を測定し，FTA

と CS 分子量・CS 含有量の相関を Pearson

の積率相関係数を用いて評価した。加えて年

齢と CS 分子量・CS 含有量の相関を Pearson



の積率相関係数を用いて評価した。 
４．研究成果 
1) modified Mankin score の結果から，

lesion cartilageが remote cartilageよりも変

性が強度であった。(6.92±3.22 vs 4.42±2.36, 

P < 0.05)。（図１B） 

2) lesion cartilage で，平均 CS 含有量と分子

量が remote cartilage よりも低値であった

（平均 CS 含有量: 12.04±5.20 vs 

14.84±4.86µg/mg wet weight, P < 0.01, 平

均CS分子量: 5.36±1.46 vs 6.19±1.84 kDa, P 

< 0.05）。CS 分画は 2 部位間で明らかな差は

認めなかった。(図 1C) 

 

図 1 
3）lesion cartilage で，6 つの CS 合成酵素
遺 伝 子 の う ち CHPF, CSGALNACT1, 
CSGALNACT2 の発現が有意に低下してい
た。(図 2) 

 

図 2  

4) CS 構造と年齢との相関関係に関して，

CS 分子量は年齢と負の相関を示し，高齢

であるほど CS 分子量が低下することが示

唆された。(図 

3AB)

 

図 3 

4) CS 構造と膝関節変形の相関関係に関して，

大腿骨内側顆部において，CS 分子量と FTA

は負の相関を示し，膝の内反変形が強いほど

大腿骨内側顆部では CS 分子量が低下するこ

とが示唆された。(図 4AB) 

 

 図 4 

考察及び結論 

本研究で，変性が進行した膝関節軟骨では，

CS 含有量，分子量が低下し，更に，CS 合成

酵素遺伝子の発現が低下していた。以前の in 

vivo study で，CSgalnact1 null mice が関節

軟骨低形成，軟骨内アグリカン総量の低下，

アグリカンの異化亢進を呈し，CS が軟骨代

謝に寄与していると報告されている。本研究

の結果は，関節軟骨内の CS の構造変化が，

軟骨異化を亢進させ変形性関節症を進行さ

せている可能性を示唆しており，関節軟骨で

の CS 合成酵素の調節や，CS 構造を維持させ

ることにより軟骨変性を予防しうると考え

られる。変性が進行した膝関節軟骨では，CS

含有量，分子量が低下し，更に，CS 合成酵

素遺伝子の発現が低下していた。 
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