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研究成果の概要（和文）：本研究では、変形性膝関節症に伴う疼痛発症の分子機序の解明を最終的な目標としている。
本研究期間内では、①関節液、滑膜中に存在しオステオポンチン受容体であるCD44を発現している間葉系幹細胞による
膝疼痛改善効果の検証を行い、幹細胞の関節内投与が疼痛改善に有効であることをラットを用いた実験で明らかとした
。②神経組織学的解析手法を用いた関節疼痛発症の評価法の確立を目的として、関節内、関節周囲より投射する脊髄後
根神経節の領域の同定を行った。③関節内侵襲後の関節液中の炎症性サイトカインの動態解析と臨床データとの相関解
析を行い、受傷後期間、関節液サイトカイン濃度、術後の回復度の間に相関関係を見出した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to analyze the molecular mechanisms of joint pain associated 
with knee osteoarthritis. In this study we reported that intra-articular injection of mesenchymal stem 
cells isolated from syonovial membrane in the knee joint had chondroprotective and anti-inflammatory 
effects in monoiodoacetic acid (MIA)-induced osteoarthritis model in rats. In addition, we reported that 
joint pain induced by the intra-articular injection of MIA was significantly alleviated by the 
intra-articular injection of mesenchymal stem cells. This effect was observed only when we injected 
mesenchymal stem cells in the acute phase (within 1 to 5 days) of joint inflammation induced by MIA 
injection. These data suggest that mesenchymal stem cells might have some inhibitory effects on the 
pro-inflammatory mediators functioning in the immediate early stage after joint injury.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国では、人口の高齢化が急速に進み、
整形外科の診療対象としても加齢に伴う変
性疾患が著しく増加している。この中で脊
椎症とともに頻度の高いものが変形性膝関
節症（膝 OA）である。膝 OA は、慢性の炎
症を伴う関節疾患で、関節の構成要素の退
行性変成により軟骨の破壊と、骨軟骨の増
殖性変化をきたす疾患である。関節軟骨の
急激な退行性変成の原因としては、遺伝的
要因、加齢や、過度の機械的刺激（肥満、
腱、靱帯損傷による関節の不安定化、繰り
返しの亜脱臼）等が指摘されている。近年
日本で行われた大規模な疫学的研究による
と、OA の罹患率は加齢とともに増大し、膝、
肘、股関節及び脊椎において、60 歳以上で
は、80％以上の人に確認されている。膝 OA
の最大の愁訴は疼痛である。OA の進行によ
り関節破壊が進むと、強い痛みにより日常
生活に支障を来す例が多くみられることか
ら、膝 OA における疼痛発症のメカニズムの
解明と、その効果的な鎮静法の確立は運動
器疾患にたずさわる研究者にとって解決す
べき急務の課題である。 
 膝 OA における疼痛発症のメカニズムは
未だ不明であるが、その原因の一つは関節
軟骨の摩耗である。関節軟骨基質の破片が
誘因となって関節内に炎症が惹起され、結
果として疼痛が誘引されると考えられてい
る。軟骨破片による炎症が生じなくても軟
骨基質の摩耗の進行により関節周囲組織の
負荷増大や疼痛閾値の低下が生じることで
関節周囲痛が生じる可能性が示唆されてい
る。 
 本学運動器外科学教室では、膝 OA の病態
の分子メカニズムを明らかとする目的で膝
OA 滑膜において発現量が変動する遺伝子
の網羅的解析を行っている。その結果、膝
OA 滑膜において発現量の増大する遺伝子
の一つとしてオステオポンチンを同定した。
更なる予備解析の結果、膝 OA 関節液中のオ
ステオポンチンタンパク濃度は、疼痛の程
度（Visual Analogue Scale, VAS）と正の
相関のあること、すなわち、疼痛の程度の
高い患者由来の関節液中により多くのオス
テオポンチンタンパクが存在することを見
いだした。また、オステオポンチン欠損マ
ウスの骨髄より調製したマクロファージは、
食作用（ファゴサイトーシス）に伴う NFkB
の活性化と炎症性サイトカインの発現量が
有意に抑制されていることを見いだした。
Marsh 等の報告によると、オステオポンチ
ン欠損マウスは、熱刺激に対する閾値に関

して、野生型マウスと同等であるが、圧痛
刺激に対する閾値は有意に高いことが示さ
れている(Neuro Report 18:153-157, 2007)。
また、オステオポンチンの受容体である4
インテグリン及び CD44 は感覚神経におい
て発現が観察されること、特に4 インテグ
リンは、神経の修復過程において神経突起
伸長に関わっていることが示されている(J 
Neurosci 21:6732-6744,2001., Histochem 
Cell Biol 110:95-103, 1998)。以上の研究
成果並びに文献的に報告されている結果を
鑑みて、私たちは、変形性膝関節症におけ
る疼痛発症の分子メカニズムとして、①オ
ステオポンチンが遊走されてきたマクロフ
ァージからの炎症性サイトカイン及び疼痛
物質の産生を正に制御している、②OA 変性
に伴って増大した滑膜並びに関節液中のオ
ステオポンチンが感覚神経の神経突起伸長
を増大させ、結果として疼痛の閾値を下げ
る、との仮説をたてた。本研究はこの仮説
を検証することを目的とする 
 
２．研究の目的 
 本研究では、変形性膝関節症に伴う疼痛
発症の分子メカニズムの解明を最終的な目
標として、膝関節疼痛の重症化の分子メカ
ニズムの解析を、オステオポンチンが関与
する情報伝達経路に着目して行うことを試
みてきた。本研究期間内では、以下の項目
について検討を行った。(1)関節液、滑膜中
に存在しオステオポンチン受容体である
CD44 を発現している間葉系幹細胞による
膝疼痛改善効果の検証、(2)神経組織学的解
析手法を用いた関節疼痛発症の評価法の確
立、(3)関節内侵襲後の関節液中の炎症性サ
イトカインの動態解析と臨床データとの相
関解析 
 
 
３．研究の方法 
(1)関節液、滑膜中に存在しオステオポンチ
ン受容体である CD44 を発現している間葉
系幹細胞による膝疼痛改善効果の検証 
 Wister Rat（雄、8 週齢）に対し、両膝
に MIA(0.2mg または 1mg/30l)を関節内注
射し、注射後 1、3、5日に右膝に MSC1.0×
106個/30l、左膝に PBS をそれぞれ単回投
与した。 MIA 注射後 7 日、 8 週で
Incapacitance test を行い、その後膝関節
を摘出し、肉眼・組織学的検討を行った。 
 
(2)神経組織学的解析手法を用いた関節疼
痛発症の評価法の確立 



 Wister ラットの膝関節内及び周囲組織
にモノヨード酢酸(MIA) 0.2mg/30μl 及び
フルオロゴールド(FG) 5μl を投与し、5
日目に灌流固定後、L3～L5 DRG（脊髄後根
神経節）を摘出し、組織学的解析を行った。 
 
(3)関節内侵襲後の関節液中の炎症性サイ
トカインの動態解析と臨床データとの相関
解析 
 当院で 2013 年 1月から 2014 年 4月まで
ACL再建術を行った患者32名を対象とした。
術後 3～5日目に関節液を採取し、サイトカ
イン濃度（IL-1β、IL-2、IL-8、IL-6、IL-10、
TNF-α、IFN-γ）を測定した。また術後 3
ヶ月後に運動機能の回復レベルを 5段階評
価し、ジョギング可能かどうかで 2群に分
けた（早期回復群13名、回復遅延群19名）。
2群において年齢および性別、ACL 損傷から
手術までの期間、サイトカイン濃度を t検
定にて比較した。さらに受傷後 100 日以内
に手術を行った群と、100 日より後に手術
を行った群で回復レベルを U検定にて比較
した。 
 
４．研究成果 
(1)関節液、滑膜中に存在しオステオポンチ
ン受容体である CD44 を発現している間葉
系幹細胞による膝疼痛改善効果の検証 
 私たちは、これまで様々な変形性膝関節
症モデル動物を用いて、滑膜由来間葉系幹
細胞(MSC)の関節内投与が滑膜炎症と関節
軟骨の退行変性を抑制することを示してき
た。本研究では、モノヨード酢酸（MIA）投
与によるラット関節炎モデルに対し、MSC
投与が疼痛の抑制効果を有するかについて
の検討を行った。 
 その結果、8週群では MIA 注射後 1、3日
に MSC を投与した群で有意に MSC 投与足に
荷重が観察された。7 日群では有意な左右
差を認めなかったが、右足に荷重する傾向
がみられた。組織学的には右膝で軟骨変性
が軽度であった。 
 本研究では、ラット関節炎モデルにおい
て MSC 投与は組織破壊の抑制だけでなく疼
痛を抑制する効果を有することが示唆され
た。今後の再生医療における新たな展開が
期待できると考えている。今後、MSC 投与
による疼痛抑制効果が、間接的 (抗炎症作
用、軟骨変性抑制作用)か、直接的(脱感作
等)作用を介するのか、検討を行っていく予
定である。 
 
(2)神経組織学的解析手法を用いた関節疼

痛発症の評価法の確立 
 変形性膝関節症(OA)の最大の愁訴は疼痛
であり、その効果的なコントロールが患者
のADLに大きな影響を与える。OA患者では、
著明な関節内炎症が消退した後でも疼痛が
残存する場合が多く、この疼痛の一部が炎
症所見の観察されていない関節周囲組織に
由来することを私たちは見出した。本研究
の最終目的は、OA において関節周囲痛が生
じる原因、特に急性期の関節内疼痛が関節
周囲へと遷移していく過程の解析とその効
果的な抑制法を確立することである。本研
究では、関節内組織と関節周囲組織に存在
する感覚神経が異なる脊髄後根神経節
(DRG)へ投射することの確認をおこなった。 
 関節内投与群では L4 領域に FG 陽性細胞
が観察された。免疫染色の結果、FG 陽性細
胞は、すべて CGRP 陽性であった。一方、関
節周囲組織投与群では L4 領域にごく少数
の FG 弱陽性細胞を認めるのみであった。 
 今回の急性期の膝疼痛モデル実験から、
関節内と周囲組織に存在する感覚神経は異
なる DRG へと投射することが示唆された。
この知見を基に、今後、膝 OA の慢性疼痛モ
デルにおいて関節内から周囲組織への痛み
の遷移が起こるメカニズムを、組織学的に
解析していく予定である。 
 
(3)関節内侵襲後の関節液中の炎症性サイ
トカインの動態解析と臨床データとの相関
解析 
 前十字靭帯（ACL）損傷はスポーツを契機
とすることが多く、早期に術前のスポーツ
への復帰は QOL の改善につながる。ただし
ACL 再建術後の運動機能の回復程度は個人
によって様々である。ACL 再建術の患者の
周術期における臨床的および生化学的パラ
メーターから、術後早期の運動機能の回復
度合を予測できないかを検討した。 
 その結果、年齢、性別に関しては有意な
差が認められなかった。ACL 損傷から手術
までの期間に関しては、早期回復群のほう
が回復遅延群より有意に短かった（p<0.05）。
さらに受傷後 100 日以内に手術を行った群
のほうが運動機能の回復レベルが有意に良
好であった（p<0.05）。また関節液中サイト
カイン濃度に関しては群間で有意な差は認
められなかったが、IL-2 濃度に関しては早
期回復群において低い傾向を認めた
（p=0.07）。興味深いことに、関節液 IL-2
濃度は他の炎症性、抗炎症性サイトカイン
（IL-1β、IL-10、IFN-γ）及びケモカイン
(IL8)と有意に正の相関を示した。 



 以上の結果から、ACL 損傷から手術まで
の期間は術後の回復に影響をあたえると思
われた。受傷後早期の手術が早期の運動機
能の回復に役立ち、ACL 損傷より 100 日以
内の再建が好ましいと考えられた。また、
IL-2はACL手術後の炎症の状態を表してお
り、マーカーとしての有用性があると考え
られた。 
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