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研究成果の概要（和文）：　マウス頭蓋骨膜由来の未分化細胞にアクチビンを添加した場合、軟骨分化マーカーの発現
低下を認めた。同様にアクチビンはマウス前軟骨細胞の軟骨分化を抑制するが、高分子量ヒアルロン酸を添加した場合
、その抑制作用が増強された。アクチビンは軟骨細胞分化を負に制御し、肥大軟骨細胞への過剰な分化亢進を抑え、顎
関節の恒常性維持に関与することが示唆された。その際、高分子量ヒアルロン酸はアクチビンに相乗的に作用した。
　一方、滑膜様細胞に慢性炎症性サイトカインIL-17を添加したところ、MMP3とADAMTS4の遺伝子発現レベルが上昇した
。今後はアクチビンと炎症性サイトカインネットワークの関与について検討予定である。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the effects of activin-A on chondrogenesis in vitro. The addition of 
Activin-A to monolayer cultures of mouse periosteal cell from cranium, reduced chondrogenic gene 
expression. Equally, on mouse chondrocyte ATDC5 cells, Activin-A suppressed chondrogenesis. Moreover, 
pretreated with high molecular weight hyaluronan, reinforced the suppression of chondrogenesis by 
Activin-A. We suggest that Activin-A as well as high molecular weight hyaluronan may inhibit acceleration 
of differentiation for hypertrophic chondrocyte, and maintain the homeostasis of a jaw joint structures.
On the other hand, we determined Interleukin-17A induced mRNA expressions of MMP-3 and ADAMTS4 in the 
human synovial sarcoma cells HS-SY-II. We try to elucidate the possibility Activen-A interact to chronic 
inflammation induced by such as IL-17.
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１．研究開始当初の背景 
 顎関節の変形性関節症（Osteoarthritis、
OA）は、メカニカルストレスや炎症性サイ
トカインなどの様々な刺激により関節組織
が変形し、臨床的には可動域の制限、開口時
の疼痛を呈する難治性疾患である。これまで
OA に関する数多くの研究が展開されてきた
が、詳細な発生機序は、未だ解明されていな
い。アクチビンは TGF-βファミリーに属す
るサイトカインで、顎関節を含む様々な組織
に発現し、細胞種に応じた分化の調節を担う。
アクチビンは関節炎の滑膜において、炎症性
サイトカインの増加に伴って、その発現が亢
進することが報告されている。また、アクチ
ビンは IL-1 などの炎症性サイトカインに誘
導されるマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）や ADAMTS などのマトリックス分解酵
素による軟骨基質の破壊を抑制し、関節軟骨
の恒常性維持に関与することが示唆されて
いる。われわれは、これまでマウス前軟骨細
胞株ATDC5の軟骨分化に対するアクチビンの
影響とそのメカニズムについて分子生物学
的な解析を行ってきた。 
 先の研究で、われわれは、アクチビンを前
軟骨細胞に作用させたところ、細胞内シグナ
ルを介して Sox9 の遺伝子発現が低下し、軟
骨細胞分化が抑制されることを明らかにし
た（文献 1）。この結果から、アクチビンは軟
骨細胞の分化を負に制御し、顎関節部におけ
る肥大軟骨細胞への過剰な分化亢進を抑え
ることで、変形性顎関節症の病態形成に対し
て抑制的に作用する可能性が考えられた。 
一方、変形性顎関節症では、関節腔内で

種々の炎症性サイトカインの産生が亢進し、
病態形成に関与するが、これらの炎症性サイ
トカインとアクチビンとの相互作用につい
ては、不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アクチビンの軟骨細胞分化

に対する影響と炎症性サイトカインによる
サイトカインネットワークに対する影響を
分子生物学的手法を用いて解析することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス骨膜由来細胞の軟骨分化に対する 

アクチビンの影響について 
 初代骨膜細胞はマウスC57BL/6の頭蓋骨骨
膜より outgrowth 法にて培養した。培地は
10％FBS 添加のα-MEM を使用した。同細胞の
高密度単層培養系に対し、アクチビン
50ng/ml を添加後、サンプルを回収し、real 
time RT-PCR分析にてcollagen type Ⅱ、Sox9
の遺伝子レベルの発現を定量した。 
 
(2)アクチビンの軟骨分化抑制作用に高分子 

量ヒアルロン酸が及ぼす影響について 
顎関節腔に存在し、マトリックスの恒常性

維持に深く関与する高分子量ヒアルロン酸

を添加することで、顎関節症の病態に近づけ
た条件とした。マウス前軟骨細胞株 ATDC5 を
10％FBS 添加 DMEM 培地で単層培養し、アクチ
ビン 50ng/ml を作用させる 3時間前に高分子
量（2000 kDa）ヒアルロン酸ナトリウムを 100 
μg/ml 添加した。軟骨細胞分化への影響を
collagen type Ⅱ、collagen type Ⅹ、Sox9
の遺伝子発現レベルで定量した。 
 
(3)慢性の滑膜炎症による軟骨基質分解因子 

の発現について 
滑膜細胞のモデルとしてヒト滑膜肉腫細

胞株 HS-SY-Ⅱを用いた。軟骨基質であるアグ
リカン分解に関与が報告されているマトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMP）と ADAMTS-4、
5 の発現が慢性炎症性サイトカイン IL-17 に
よって上昇するかを real time RT-PCR 法で
解析した。培地は 5％FBS 添加 DMEM を用い、
IL-17 は 100 ng/ml の濃度で刺激し、MMP3、
ADAMTS4 の遺伝子発現レベルを real time 
RT-PCR 法によって定量した。 
 
４．研究成果 
(1)アクチビンによる骨膜由来細胞の軟骨分
化の抑制 
 マウス C57BL/6の頭蓋骨骨膜から得た骨膜
細胞は紡錘形の線維芽細胞様の形態であっ
た。（Figure 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
       Figure 1 
 
 同細胞にアクチビン 50ng/ml を添加後、サ
ンプルを回収し、mRNA を抽出、real time 
RT-PCR 法にて軟骨分化マーカーである
collagen type Ⅱ、Sox9 の遺伝子発現を定量
した。アクチビンの添加により、collagen 
type Ⅱ、Sox9 ともに、mRNA の発現が減少し
た。(Figure 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)ヒアルロン酸の存在によるアクチビンの



軟骨分化作用の相互効果 
 マウス前軟骨細胞株であるATDC5に対する
アクチビンの軟骨分化抑制作用は、ヒアルロ
ン酸を 3時間前に添加することで、より増強
された。（Figure 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)慢性関節炎をモデルとした滑膜細胞への
IL-17 刺激実験 
 顎関節の慢性関節炎の病態へのアクチビ
ンの関与を解明するために、その前段階とし
て、関節炎炎症性サイトカイン IL-17 刺激に
よって軟骨基質分解に関与する因子の発現
が上昇するかを遺伝子発現レベルで解析し
た。その結果、ヒト滑膜肉腫細胞 HS-SY-Ⅱに
IL-17 を添加することでアグリカナーゼ
ADAMTS4 とマトリックスメタロプロテアーゼ
MMP3 の遺伝子発現が上昇した。（Figure 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
今回の研究で、骨膜由来細胞において、ア

クチビンが軟骨への分化を負に制御してい
る可能性が示唆された。また、前軟骨細胞に
対するアクチビンの軟骨分化の抑制作用は、
高分子量ヒアルロン酸ナトリウムを転換す
ることで増強された。これらの知見から、ア
クチビンは顎関節症の病態において、肥大軟
骨への過剰な分化を抑制し、変形性顎関節症
の病態形成を制御する可能性があり、さらに、

高分子量ヒアルロン酸はその作用を増強さ
せ、関節機能の保護の働きがあることが考え
られた。また、炎症性サイトカイン IL-17 刺
激によって滑膜細胞における細胞外マトリ
ックス分解に関与する因子の合成が誘導さ
れることが明らかとなった。今後の展望とし
て、アクチビンと炎症性サイトカインネット
ワーク、特に IL-17 との関与について解析し
ていく予定である。 
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