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研究成果の概要（和文）：変形性膝関節症(膝OA)の骨棘は,滑膜間葉系細胞が内軟骨性骨化に類似した過程を辿り形成
されるが,その機序の理解は十分ではない. ヘパラン硫酸プロテオグリカンのパールカンは,軟骨や滑膜に存在し,軟骨
形成に必須の細胞外基質である. 本研究では,関節軟骨辺縁の滑膜に発現するパールカンの欠損により,骨棘形成が,そ
の早期過程と同様後期でも抑制されることを示し,滑膜のパールカンが骨棘形成の全過程において促進的に機能するこ
とを示した.

研究成果の概要（英文）：Osteophyte in knee osteoarthritis (knee OA) is formed from the mesenchymal cells 
present in the synovial membrane. The developmental process of osteophyte is similar to that of an 
endochondral ossification. However, it is still unclear their molecular mechanisms. Perlecan is a heparan 
sulfate proteoglycan present in the extracellular matrix of cartilage and synovium and is one of the 
essential factors for the cartilage development. The aim of this study was to investigate the role of 
perlecan expressed in the synovial membrane adjacent of the edge of articular cartilage in the late stage 
of osteophyte formation in knee OA. The absence of synovial perlecan suppressed the osteophyte formation 
in the late stage of knee OA. The results of the present study suggests that perlecan expressed in the 
synovial membrane promotes osteophyte formation in the late stage, in addition to the early stage, of 
knee OA.

研究分野： 変形性関節症
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会の日本では健康寿命を延ば

すことが政策の一つとして取り上げられて
いる．ロコモティブシンドロームとは運動器
の障害により要介護になるリスクの高い状
態を示し，その代表的な疾患として膝関節痛
や膝可動域制限，関節変形を起こす変形性膝
関節症(膝 OA)が挙げられる．膝 OA は推定患
者 2500 万人以上と報告されており(Muraki, 
Osteoarthritis Cartilage,2009)，健康寿命
を延伸させる上でその対策が必要である．し
かし, 膝 OA の分子レベルの病態の理解は乏
しく, 疾患修飾型治療法は存在せず,症状改
善型治療法が主たる治療法である. 膝 OAの
病態や臨床症状は, 関節軟骨の変性と摩耗
が第一義的原因との考え方が主流であるが, 
半月板や軟骨下骨, 骨棘, そして滑膜も従
来以上に病態に関与すると考えられている
(Felson,Nature Med,2006; 
Englund,Arthritis Rheum, 2009; 
Goldring,Arthritis Rheum, 2011). 例えば, 
東大 ROADスタディーの解析では,骨棘は特に
ADL 低下の増悪因子であることが明らかとな
った(Muraki,Arthritis Rheum,2011). 膝 OA
には様々なサブタイプが存在すると考えら
れ, 分子レベルの病態を解明する上で骨棘
や滑膜に焦点を置くことも重要と考える. 
我々は, 膝 OA の臨床症状は, 従来考えられ
てきた関節軟骨の変性や摩耗の程度以上に, 
滑膜炎の程度と強く相関することを示した
(Liu,Kaneko,Clin Rheumatol,2010; 
Ning,Kaneko,Int Orthop,2011). さらに, 滑
膜細胞は力学的負荷への応答能をもち,線維
芽細胞や筋細胞で認められる細胞外カルシ
ウム流入機構とは異なる機序で力学的負荷
に応答していることを示した
(Sakamoto,Kaneko,J Orthop Res,2010). 
骨棘は, 関節辺縁に形成される骨隆起で

あり，骨棘が形成される辺縁に存在する滑膜
の滑膜間葉系(幹)細胞(MSCs)が何らかのシ
グナルを受け増殖し，続いて軟骨へ分化し軟
骨棘を形成する．さらに，そこへ血管侵入に
伴い軟骨から骨へと置換され骨髄腔を形成
する．この骨棘形成過程は, 発生期の内軟骨
性 骨 化 に 類 似 し て い る (von den 
Berg,Osteoarthritis Cartilage,2007)．こ
の過程にトランスフォーミング増殖因子-β
(TGF-β)、骨形成タンパク質-2(BMP-2)、線
維芽細胞増殖因子(FGF)、インスリン様成長
因子‐1（IGF-1）をはじめとする各種成長因
子が関与するが、その機序についてはいまだ
明らかでない部分が多く残されている. さ
らに, 骨棘形成の分子レベルでの機序のみ
ならず，臨床的意義も不明な点が多い. 従っ
て，骨棘の病態解明は，膝 OA の病態の理解
の発展にもつながると考える. 
パールカンは，細胞外マトリックスとして

すべての基底膜と基底膜のない軟骨や滑膜
にも発現するヘパラン硫酸プロテオグリカ
ンである．ヒト及びマウスにおいてパールカ

ンが完全に欠損すると、軟骨形成不全を示し
胎生致死となる(Hirasawa,Nat Genet,1999; 
2001)．よってパールカンは正常な軟骨形成
に必須の機能を有している. パールカンは, 
成長因子や細胞と受容体の結合を通して接
着し, 細胞増殖や分化を制御し, また種々
のマトリックスと結合してその接着剤とし
て働き, 細胞の機能保全の機能をもつ
(Whitelock, Biochemistry, 2008)．末期 OA
の軟骨において, パールカンの発現亢進が
報告されており (Tesche, Osteoarthritis 
Cartilage, 2004), また，膝 OA の滑膜にパ
ールカンは発現し，初代滑膜培養細胞のパー
ルカンの発現は TGF-β刺激により上昇する
こ と も 報 告 さ れ て い る (Dodge, Lab 
Invest,1995)．よって，膝 OA の発症機構に
パールカンの関与が示唆される. しかし,膝
OA におけるパールカンの機能解析は進んで
いない. 
 
２．研究の目的 
我々は，これまでの膝 OA に対する滑膜の

研究成果から膝 OA の病態の中でその発生に
滑膜が関与する骨棘形成に注目した．本研究
の目的は，膝 OA において，滑膜細胞が軟骨
分化し骨棘を形成する過程において，パール
カンがどのような役割を担っているかを明
らかにすることである．特に，その骨棘形成
過程の中期および後期の解析を中心に行っ
た． 
 
３．研究の方法 
(１) マウス 
パールカン欠損マウスは胎生致死のため, 

Ⅱ型コラーゲンのプロモーター/エンハンサ
ーを用いて軟骨に発現するパールカンを回
復させたトランスジェニックマウスを作成
し，このマウスをパールカン欠損マウスと掛
け合わせた．これらマススから生まれるマウ
スは生存及び生殖が可能となり, 関節内で
は軟骨にのみパールカンを発現し, 滑膜に
はパールカンを発現しない(滑膜パールカン
欠 損 マ ウ ス )(Xu,Matrix Biol,2010; 
Ishijima,Matrix Biol，2012). 従って, 滑
膜パールカンの機能解析が可能となる. In 
vivo モデルでは 11 から 12 週齢の雌マウス
を用い, コントロールとしては同腹のヘテ
ロ型マウスを用いた. In vitro では 10 週齢
の雌マウスを用い, コントロールとしては
同腹の野生型マウスを用いた． 
 
(２) 膝 OA モデル 
本研究では, 2種類の膝 OAモデルを用いた. 

1 つ目は内側側副靭帯の切離と内側半月板を
切除する膝不安定性による内側 OA モデルで
ある(Kamekura, Osteoarthritis Cartilage 
2005). 対側には関節包を切開して縫合する
のみの偽手術を施行した. 評価は術後4週と 
8 週に加えて 12 週で行った。2つ目は骨棘形
成を誘導する TGF-β関節内注射モデルを用



いた(van Lent, Arthritis Rheum 2004)．皮
膚小切開から TGF-β1 を 200ng 含む液体を
6µl 関節内に 1 日おきに 3 回注射し，注射終
了 1 週後および 2 週後に膝関節を評価した． 
 
（３）組織学的評価 
膝関節を 4%パラホルムアルデヒドに 4℃，

48 時間浸し，固定後，10%エチレンジアミン
四酢酸脱灰液にて 10 日間脱灰したのち、パ
ラフィン切片を作成した。3.5 ㎜厚の冠軸断
面にて膝関節を評価した。染色はサフラニン
O ファーストグリーン染色を用いた。膝関節
内 側 コ ン パ ー ト メ ン ト を OARSI 
histopathology initiative の推奨する方
法を用いてOAの半定量化を行った(Kamekura, 
Osteoarthritis Cartilage 2005; Glasson, 
Osteoarthritis Cartilage 2010). 軟骨評価
は，構造とプリテオグリカン量の 2項目を用
い，構造は 8段階 (0, 0.5, 1–6)，プロテオ
グリカン量は 6段階 (0–5)で評価した．滑膜
は滑膜表層の重層化の程度を 4 段階(0–3)で
評価した．骨棘は大きさと成熟度で評価し，
サイズは 4段階(0-3)．成熟度は 5段階 (0-4)
で評価した． 
 
（４）免疫染色 
パラフィン切片を用いて，Ⅱ型およびⅩ型

コラーゲンおよびパールカンの免疫染色を
行った．組織学的に染色形態について検討し
た． 
 

（５）マウス滑膜細胞培養 
我々が以前に報告した方法を用いて，マウ

ス膝蓋下脂肪体部に付着している滑膜を採
取した(Futami, PLoS One，2012)．採取した
滑膜を細かくしたのち，0.1%コラゲナーゼに
15 分間反応させ，初代培養細胞を得た．その
後継代を行い，4 継代目の細胞を以下の実験
に用いた． 
 

（６）滑膜細胞の軟骨誘導 
 ３次元培養である，マイクロマス培養の方
法を用いて軟骨誘導を行った(図1)．5.0×105 
cells/10μL の細胞の細胞塊を作りシャーレ
上に静置した．そのマイクロマスを軟骨誘導
培地 500μl 中で 37℃にて培養した．軟骨誘
導培地は，高グルコースダルベッコ改変イー
グル培地中に 10 ng/ml TGF-β3, 100 nM デ
キサメタゾン, 50 μg/mlアスコルビン酸, 40 
μg/ml プロリン, 100 μg/ml ピルビン酸，
1:100 希釈した ITS premix（Sigma） を用い
た．培地は 3日に 1回交換し，3日および 14

日間の培養を行った． 
 
（７）mRNA の解析 
培養細胞より mRNA を採取し , Real 

time-PCR 法を用いて解析した．軟骨分化マー
カー（Ⅱ型コラーゲン，Ⅹ型コラーゲン）に
て分化を確認し，血管新生に関わる成長因子
である血管内皮細胞増殖因子(VEGF)の発現
等について定量した． 
 

（８）統計学的解析 
 多群間比較には分散分析を用い，2 群間の
比較は独立 T検定を行った．有意差 5パーセ
ント未満を統計学的有意とした． 
 
４．研究成果 
（１）膝不安定性内側 OA モデル 
① 組織学的 OA 変化 
コントロールマウスおよび滑膜パールカ

ン欠損マウスに膝不安定性内側 OA モデルを
作成すると，偽手術側と比較し，手術施行後
４週・8週・12 週で軟骨変性及びプロテオグ
リカン量減少そして滑膜炎の変形性膝関節
症性変化を呈していた(図 2)．一方、コント
ロールマウスでは認められる骨棘形成が，滑

膜パールカン欠損マウスでは抑制されてお
り，統計的にも滑膜パールカン欠損マウスの
骨棘スコアは，コントロールマウスに比し有
意に低値であった．コントロールマウスの手
術施行後4週の骨棘はいまだ軟骨成分が中心
であるが，術後 8 週および 12 週において，
骨棘の大きさのみならず骨棘の成熟度スコ
アが増加し，軟骨成分が骨成分のある骨棘に
成熟したのに対し，滑膜パールカン欠損マウ
スでは有意な変化は認められなかった． 
 
② 骨棘内の軟骨の分化 
滑膜パールカン欠損マウスの骨棘では、軟

骨の成熟分化度を表すⅡ型コラーゲンおよ
びⅩ型コラーゲンの発現がコントロールマ
ウスに比し低下しており，術後週数が経過し
ても同様であった．コントロールマウスでは，
軟骨細胞の配列が整っているのに対し，滑膜
パールカン欠損マウスではその配列が乱れ
ていた． 
  

（２）TGF-β関節内注射モデル 
① 組織学的 OA 変化                                                                                                                             
上記の如く，滑膜パールカンの膝 OA 骨棘形



成への関与が認められたことから，TGF-β関
節内投与による骨棘形成モデルを用いて，さ
らに骨棘形成の機序を検討した．TGF-βの関
節内投与により，コントロールマウス及び滑
膜パールカン欠損マウスではともに骨棘が
形成されたが，滑膜パールカン欠損マウスの
骨棘は，コントロールマウスの骨棘と比較し
て，サイズと成熟度がともに有意に低値であ
った(図 3)．コントロールマウスにおいても
TGF-β の投与のみでは軟骨成分のみの骨棘
が形成され，骨棘の骨分化までは至らなかっ
た． 

 
（３）滑膜細胞の軟骨誘導 
コントロールマウス滑膜細胞では，軟骨の

主成分であるⅡ型コラーゲンの軟骨誘導後
期 14 日後の発現は，軟骨誘導 3日後に比し,
有意に増加したのに対し，滑膜パールカン欠
損マウス滑膜細胞では，軟骨誘導 3日後も 14
日後も，コントロールマウス滑膜細胞と比べ
発現が低かった. さらに,VEGF は，コントロ
ールマウス滑膜細胞では軟骨誘導後期 14 日
後において，3 日後に比べ明らかな発現の上
昇を認めたのに対し，滑膜パールカン欠損マ
ウス滑膜細胞では，その発現が 3日後でも 14
日後でも認められなかった. 
 
以上から，滑膜に発現するパールカンは,

膝 OA 発症時に滑膜に存在する間葉系幹細胞
から発生する骨棘の形成過程の中・後期にお
いても，促進的に機能することが示唆され
た. 
 
骨棘の臨床的意義は長く不明であり，機序

を解明し制御する試みは国内外で行われて
いない．本研究において，骨棘とパールカン
の機能の一部を解明したことにより，OAの病
態の新たな分子機構という基礎的知見を得
ることができた. 骨棘形成早期に加え，中後
期の知見を得ることにより，さらなる骨棘形
成機序の解明につながる．今後これらの知見
は「滑膜パールカンの発現量調整による骨棘
形成制御」という新たな膝 OA 治療法開発に
つながる可能性と，滑膜からの軟骨再生の効
率化の新知見供与の可能性が期待される． 
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