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研究成果の概要（和文）：コラーゲン由来ペプチドが軟骨細胞の初期分化を促進して後期分化を抑制することに
より、軟骨形成を促進する可能性を示した。また、II型コラーゲンペプチドとグルコサミンは関節リウマチに異
なる作用を有しており、その併用により相乗効果がみられる可能性を示した。一方、I型コラーゲンペプチドの
投与は一部の糖鎖合成遺伝子の発現を変化させたが、関節炎症状の改善作用を示さず、その構成アミノ酸の摂取
もむしろ関節炎を悪化させた。このことから、II型コラーゲンペプチドの摂取はI型コラーゲンペプチドと異な
り、 軟骨形成の促進ではなく、主に経口免疫寛容などの機構により関節炎の発症を抑制するものと考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that the two typical collagen dipeptides, 
prolyl-hydroxyproline (Pro-Hyp) and hydroxyprolyl-glycine (Hyp-Gly), increase the expression of type
 II collagen and chondroitin sulfate proteoglycan and promote early chondrogenesis in ATDC5 cells. 
Further, chicken type II collagen peptides and glucosamine had synergistic effects on the arthritis 
score and synovial inflammation in SKG mice. In contrast, administration of chicken type I collagen 
peptides or its constituent amino acids worsened collagen-induced inflammatory arthritis in DBA/1J 
mice. These findings indicate that supplementation of type II collagen peptides may have beneficial 
effects on rheumatoid arthritis via oral tolerance rather than stimulation of chondrogenesis unlike 
type I collagen peptides.

研究分野：栄養学、食品機能学
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１．研究開始当初の背景 

軟骨や結合組織はコラーゲンやコンドロ
イチン硫酸、ヘパラン硫酸、ヒアルロン酸な
どの細胞外マトリックス成分によって構成
されており、加齢や骨粗鬆症などにより減少
することが知られている。細胞外マトリック
ス成分にはグリコサミノグリカンと呼ばれ
る糖鎖が多く含まれており、コンドロイチン
硫酸やヘパラン硫酸においては高度に硫酸
化されている。これらの硫酸化された糖鎖は
また、炎症などに関与するとともに、癌化や
発生にかかわる多くの成長因子のシグナル
調節にも重要な役割を果たしている。 

軟骨を構成する細胞外マトリックス成分
が減少すると関節痛などの原因となること
から、軟骨由来成分（コラーゲン、グルコサ
ミン、コンドロイチン硫酸等）が関節炎や骨
粗鬆症の予防・治癒促進を目的として健康食
品やサプリメントに広く用いられているが、
その効果と作用機序については未だ不明点
が多い。加えて、これらの成分は一度消化吸
収を受けてから体内で再合成されるため、そ
の摂取がどの程度体内における細胞外マト
リックスの合成量に影響するかについても
十分に明確にされていない状況であった。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、これらの問題点を解決す
るために、コラーゲン加水分解物やプロテオ
グリカン構成成分などの軟骨由来成分の摂
取によって、体内における細胞外マトリック
スの合成がどのような影響を受けるかを明
確にすることを目的として行った。そのうち
特にコラーゲン由来ペプチドの効果に焦点
を絞り、マウス embryonal carcinoma 由来細胞
である ATDC5 細胞を用いた軟骨分化への影
響の検討と、関節リウマチモデルマウスを用
いたリウマチ関節炎の軽減に及ぼす影響の
両面から検討を行った。 

ATDC5 細胞は通常状態では線維芽細胞の
形態を示すが、インスリン存在下で培養する
と軟骨基質を構成する細胞外マトリックス
の発現が上昇して初期軟骨細胞へと分化し、
さらに培養を続けると後期軟骨分化をへて
軟骨基質の石灰化が生じ、肥大軟骨細胞へと
分化する。そこで本研究ではまず、この
ATDC5 細胞を軟骨分化モデルとして用いる
ことにより、代表的なコラーゲン由来ジペプ
チドである prolyl-hydroxyproline（Pro-Hyp）
と hydroxyproline-glycine（Hyp-Gly）が軟骨細
胞の初期分化と細胞外マトリックスを構成
する糖鎖の発現にどのような影響を及ぼす
かを検討した。 

さらに、ヒト関節リウマチのモデル動物と
して広く用いられているコラーゲン誘導性
関節炎モデル（Collagen Induced Arthritis, CIA）
を用いて検討した。マウスにおいては DBA/1

系統が CIA によるリウマチ関節炎モデルと
して用いられており、コラーゲンを皮下投与
することにより、ヒト関節リウマチと類似し

た自己免疫性関節炎を発症する。そこで、コ
ラーゲンペプチドがペプチドとして吸収さ
れて有効性を発揮するかどうかを確認する
ために、DBA/1J マウスを用いた関節リウマ
チモデルに I 型コラーゲンペプチドあるいは
それと同組成のアミノ酸を投与して比較検
討することにより、コラーゲンペプチド摂取
がリウマチ関節炎に及ぼす影響を明らかに
することを試みた。さらに、関節リウマチ自
然発症モデルとして、ヒト関節リウマチに酷
似した自己免疫性関節炎を自然発症する
SKGマウスを用い、同様に I型コラーゲンペ
プチドあるいはそれと同組成のアミノ酸を
投与した場合の影響を比較検討するととも
に、軟骨由来の II型コラーゲンペプチドおよ
び糖鎖成分であるグルコサミンを投与した
場合の影響を検討し、これらの軟骨由来成分
が関節リウマチの発症と軟骨における糖鎖
成分の合成にどのような影響を与えるかを
明らかにすることを試みた。 

 

３．研究の方法 

3.1.軟骨分化に及ぼすコラーゲンペプチドの
影響（ATDC5細胞を用いた検討） 

ATDC5 細胞は RIKEN 細胞バンクより分
譲されたものを用いた。細胞は DMEM/Ham's 

F12 1:1培地にウシ胎児血清を 5％添加した培
地を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養し、
3 日あるいは 4 日に一度継代培養した。軟骨
細胞への分化誘導は、24wellプレートに細胞
を播種してコンフルエントになるまで培養
した後、ITS（Insulin, Transferrin and Selenium, 

Thermo Fisher Scientific社）を 20 µg/mlインス
リンとなるように添加して行った。コラーゲ
ンペプチドによる刺激は、H-Pro-Hyp-OH あ
るいは H-Hyp-Gly-OH（いずれも Bachem AG

社製）を 0.5 mM あるいは 1.0 mM の濃度で添
加し、2～3日毎にそれぞれ培地交換を行いな
がら 7日間培養した。 

軟骨初期分化時における軟骨細胞基質お
よびグリコサミノグリカン合成酵素遺伝子
群の発現状態は、SYBR 法による real-time 

PCR を用いて解析した。増幅に利用したプラ
イマーはそれぞれのNCBI Reference Sequence

の配列をもとに、エキソンジャンクションを
含む配列を増幅部位とする上流及び下流プ
ライマーを primer 3 を用いて設計した。発現
補正用のコントロール遺伝子としては β-actin

遺伝子を用いた。細胞より抽出したRNAは、
PrimeScript RT Master mix（タカラバイオ社）
を用いた逆転写反応によって cDNAを合成し、
それぞれの cDNAに含まれる目的遺伝子産物
の量を SYBR premix Ex taq II（タカラバイオ
社）と Pikoreal real-time PCR system（Thermo 

Fisher Scientific社）を用いて測定した。 

コラーゲン量の測定はシリウスレッド染
色を用いて行った。プロテオグリカン量の測
定は，硫酸化グリコサミノグリカン糖鎖を染
色するアルシャンブルー染色を用いて行っ
た。いずれも染色後の細胞より色素を抽出し、



マイクロプレートリーダーを用いて吸光度
を測定することにより定量化した。 

 

3.2.関節リウマチに及ぼす I 型コラーゲンペ
プチドの影響（DBA マウスを用いた検討） 

DBA/1J Jms Slcマウス（雄、8週齢）15 匹
のそれぞれに、アジュバントでエマルジョン
化した未変性 II型コラーゲン（ウシ関節軟骨
II型コラーゲン）100 µgを尾根部に投与する
ことにより感作させ、２週間に再度同量の未
変性 II型コラーゲンを追加免疫することによ
り関節炎を誘発させた。感作させたマウスを
体重によりコントロール群、コラーゲンペプ
チド群、アミノ酸群、の 3群にわけ、無処置
のマウス（ネガティブ群）の 1群と合わせて
合計 4群（1群 4匹）とした。 

実験食として、ネガティブ群とコントロー
ル群は市販粉末飼料（CE-2粉末、日本クレア
株式会社）に 6:4 の割合で水を加えて成形し
たものを用いた。コラーゲンペプチド群とア
ミノ酸群には、上記の実験食にそれぞれコラ
ーゲンペプチドあるいはそれと同じ組成の
アミノ酸を 1 gあたり 100 mg添加したものを
用いた。コラーゲンペプチドはニワトリ足由
来の I 型コラーゲンペプチド（C-LAP、日本
ハム）を使用し、C-LAPのアミノ酸組成をも
とにアミノ酸群のアミノ酸配合割合を決定
した。 

追加免疫後 5週間にわたり、昼 12時から
夕方 18時までの間、実験食 1 gを制限給餌に
より経口摂取させた。制限時間外は市販の固
形試料（CE-2固形）を自由摂取させた。摂食
量を毎日計測するとともに、週に１度体重と
関節炎スコアを測定した。実験期間終了後解
剖を行い、肝臓、腎臓、脾臓の重量を測定す
るとともに、後肢膝関節部分の軟骨組織を採
取し、直ちに−80℃で凍結保存した。軟骨組
織より Trizol 試薬を用いて RNA を抽出し、
リアルタイム PCRを用いた定量的RT-PCRに
より、軟骨・骨分化マーカー、Ⅱ型・Ⅹ型コ
ラーゲン、ヒアルロン酸合成因子、プロテオ
グリカン合成因子、マトリックス分解酵素の
遺伝子発現量を測定した。 

 

3.3.関節リウマチに及ぼす I 型コラーゲンペ
プチドの影響（SKGマウスを用いた検討） 

実験動物として、関節リウマチ自然発症マ
ウスである SKG/Jcl（雌、10 週齢）を用い、
20 mgのマンナンを腹腔内投与してリウマチ
を惹起させた。リウマチ関節炎を発症した動
物を(1)コントロール群（通常餌）(2)アミノ酸
群（100 mg/日アミノ酸混合餌）(3)コラーゲ
ン群（100 mg/日コラーゲンペプチド混合餌）
の 3 群（1 群 4 匹）に分け、それぞれの飼料
で 5週間飼育した。リウマチ関節炎非発症の
ネガティブコントロールとして BALB/cA Jcl

マウス 4匹を用い、通常餌で同じ期間飼育し
た。関節炎の状態は 4段階関節炎スコアによ
り週に 1度評価した。実験終了後、臓器重量
を測定するとともに、血液と軟骨、大腿骨、

ひ骨を採取した。また採取した軟骨より RNA

を抽出し、リアルタイム PCR を用いた定量的
RT-PCR により、軟骨・骨分化マーカー、Ⅱ
型・Ⅹ型コラーゲン、ヒアルロン酸合成因子、
プロテオグリカン合成因子、マトリックス分
解酵素の遺伝子発現量を測定した。 

 

3.4.関節リウマチに及ぼす II 型コラーゲンペ
プチドとグルコサミンの影響（SKGマウスを
用いた検討） 

実験動物として SKG/Jcl（雌、10週齢）20

匹を用い、25 mg のマンナンを腹腔内投与す
ることによりリウマチを惹起させた。これを
1群 5匹としてコントロール（C）群、コラー
ゲンペプチド（Cp）群、グルコサミン（Gn）
群、コラーゲンペプチド＋グルコサミン
（Cp+Gn）群の 4 群に分け、Cp 群と Cp+Gn

群は 1 日あたり 100 mg のトリ軟骨由来コラ
ーゲンペプチドを、Gn群と Cp+Gn群は 10 mg

のグルコサミンを 5週間摂取させた。リウマ
チ関節炎非発症のネガティブコントロール
（N）群としてはBALB/cA Jclマウスを用い、
週に 1度関節炎スコアによりリウマチ関節炎
の発症状態を評価した。実験期間終了後解剖
し、臓器重量を測定するとともに、血液、大
腿骨、腓骨を採取し、大腿骨強度と骨組成を
測定した。また、軟骨から RNA を抽出し、
リアルタイム PCR 法により軟骨における遺
伝子発現量を測定した。さらに、血液中の炎
症性サイトカインを ELISA 法により定量し
た。 

 

４．研究成果 

4.1.軟骨分化に及ぼすコラーゲンペプチドの
影響（ATDC 細胞を用いた検討） 

まず、軟骨モデル細胞である ATDC5 細胞
を用いて、コラーゲン摂取後に血液中に存在
する代表的なジペプチドである Pro-Hyp と
Hyp-Gly が軟骨細胞の初期分化と細胞外マト
リックスを構成する糖鎖の発現に及ぼす影
響を検討した。 

シリウスレッド染色により、Pro-Hyp が軟
骨初期分化時のコラーゲン合成を増加させ
ることが示された。また、Pro-Hyp は II 型コ
ラーゲン構成タンパク質である Col2a1 遺伝
子の発現を増加させるとともに、コンドロイ
チン硫酸プロテオグリカンのコアタンパク
質であるアグリカンや、そのグリコサミノグ
リカン糖鎖の合成遺伝子である Chsy1の発現
を増加させたことから、Pro-Hyp の添加によ
り細胞外マトリックス形成が促進される可
能性が示された。一方、Hyp-Gly の添加はⅩ
型コラーゲンの構成タンパク質である
Col10a1 遺伝子の発現を抑制したことから、
軟骨後期分化への移行と軟骨細胞の骨化を
抑制する可能性が示された（図 1）。軟骨初期
分化のマーカーである Sox9遺伝子の発現は、
Pro-Hyp と Hyp-Gly のいずれでも増加したこ
とから、これらのジペプチドが軟骨細胞の初
期分化を促進させる可能性が示された。 



さらに、後期分化への移行期と後期分化の
それぞれの段階において、コラーゲンペプチ
ドの存在が軟骨分化に与える影響を、シリウ
スレッド染色を用いたコラーゲン量の測定
と、アルシャンブルー染色によるプロテオグ
リカン量の測定、アリザリンレッド染色によ
るカルシウム沈着量の測定により評価した。
その結果、コラーゲン由来のジペプチドは初
期軟骨分化から後期軟骨分化への移行を促
進し、それにより軟骨形成を促進する可能性
が示された。 

軟骨初期分化状態である静止軟骨細胞が
後期分化に移行して成熟や肥大化が亢進す
ると、軟骨が減少するとともに骨棘が形成さ
れて変形性関節症の一因となる。本研究の結
果から、コラーゲン由来ジペプチドである
Pro-Hyp と Hyp-Gly は軟骨細胞の初期分化を
促進して後期分化を抑制することにより，軟
骨を構成する静止軟骨細胞を増加させる可
能性が示された。 

 

4.2.関節リウマチに及ぼす I 型コラーゲンペ
プチドの影響（DBA マウスを用いた検討） 

消化されたコラーゲンペプチドの一部は
ペプチド態のまま血中に移行することから、
本項目では、コラーゲン誘導性関節炎モデル
である DBA/1J マウスにニワトリ I 型コラー
ゲン由来のコラーゲンペプチドあるいはそ
れと同組成のアミノ酸を摂取させて比較検
討することにより、ペプチド態としてのコラ
ーゲンペプチドの有効性を検討した。1 日あ
たり 100 mgの I型コラーゲンペプチドあるい
はそれと同じ組成のアミノ酸を経口投与す
ることにより、予想とは反対に関節での炎症
がより強く生じた。また、アミノ酸投与群で
はマトリックス分解酵素である MMP13 の発
現量が有意に増加しており、コラーゲン構成
アミノ酸の投与によりリウマチ関節炎が重
症化する可能性が示唆された（図 2）。アミノ
酸群はコラーゲンペプチド群よりも早期で
重症化したことから、コラーゲンを構成する
ヒドロキシプロリンなどのアミノ酸自体が
自己免疫を誘発したか、あるいは関節での炎
症を促進させた可能性が考えられる。I 型コ

ラーゲンペプチド配合の健康食品は多く販
売されているが、場合によってはその摂取が
逆効果となる可能性があり、注意が必要であ
るものと考えられる。 

軟骨におけるプロテオグリカン糖鎖合成
遺伝子の発現量に関しては、有意ではないも
ののコンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸合成
酵素ともにコラーゲンペプチド群とアミノ
酸群で増加する傾向がみられたが、これは関
節炎による組織膨潤化と関連している可能
性が考えられる。アミノ酸群とコラーゲンペ
プチド群ではその両方で重度の関節炎を発
症したが、その最終的な関節炎スコアは同程
度であり、ペプチド態での摂取による軽減作
用は認められなかった。また、感作動物のう
ち、関節炎発症動物と非発症動物との間で比
較した場合では、滑膜細胞で産生されるマト
リックス分解酵素である MMP3 とヒアルロ
ン酸合成酵素である HAS１が発症動物で高
値を示していたことから、食餌組成に関わら
ず関節炎発症動物で軟骨の破壊と関節の膨
潤化が進行していることが示されたが、いず
れも関節炎スコアと同様にコラーゲンペプ
チド投与による軽減作用は認められなかっ
た。これらのことから、今回の実験において
I 型コラーゲンペプチドの摂取の影響はそれ
を構成するアミノ酸の摂取と同様であり、消
化吸収率以外にペプチド態であることによ
る相違はなかったものと考えられる。 

 

4.3.関節リウマチに及ぼす I 型コラーゲンペ
プチドの影響（SKGマウスを用いた検討） 

4.2.の検討で、コラーゲン誘導性関節炎モ
デルマウスでは I 型コラーゲンペプチドある
いはそれを構成するアミノ酸の投与により
関節炎の悪化現象がみられたことから、関節
リウマチ自然発症モデルである SKG マウス
に I 型コラーゲンペプチドを摂取させた場合
でも同様の影響がみられるかどうかについ
て検討した。 

関節炎スコアで評価した関節炎の状態は、
アミノ酸群で増悪傾向がみられたが、コント
ロール群とコラーゲン群との間では差がみ
られなかった。臓器重量に関しては、肝臓、
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腎臓、脾臓のいずれでも群間で差が認められ
なかった。また、骨強度と大腿骨ミネラル量
についても、群間で差が認められなかった。
リアルタイム PCR による遺伝子発現量では、
コントロール群（リウマチ関節炎を発症）を
ネガティブ群（非発症）と比較した場合、Ⅱ
型コラーゲン構成分子である Col2a1 と軟骨
分化因子であるRunx2の発現が有意に低下し
ており、マトリックス分解酵素である Mmp3

が有意に増加していた。コントロール群とア
ミノ酸群・コラーゲン群の比較では、アミノ
酸群とコラーゲン群でへパラン硫酸合成酵
素である Ext1 の発現のみ有意に低下してい
た（図 3）。さらに、有意差はみられなかった
ものの、炎症と軟骨破壊に関与している
Mmp3 と Mmp13、Has3 がコラーゲン群で低
下する傾向がみられた。 

これらの結果から、リウマチ関節炎を発
症した SKG マウスにおいては軟骨の分化・
成熟が抑制され、軟骨の分解と炎症が亢進し
ていたが、これに対するコラーゲンペプチド
投与の明確な効果は認められなかった。一方、
CIA リウマチモデルマウスと同様、SKGマウ
スにおいてもコラーゲンペプチドを構成す
るアミノ酸の投与によって関節炎が増悪す
る傾向がみられたことから、コラーゲン構成
アミノ酸自体の摂取はリウマチ関節炎に好
ましくない影響を与える可能性が考えられ
る。SKG マウスでは、I 型コラーゲンペプチ
ドによる増悪作用はみられなかったが、ペプ
チド態による有効性も認められなかったこ
とから、コラーゲンペプチドによる軟骨形成
促進作用は大きくないものと考えられる。 

 

4.4.関節リウマチに及ぼす II 型コラーゲンペ
プチドとグルコサミンの影響（SKGマウスを
用いた検討） 

I型コラーゲンのペプチドの投与では CIA

モデル、SKGマウスともに有効性が認められ

なかったことから、本項目では軟骨構成成分
の有効性を明確にするために、軟骨構成成分
である II型コラーゲン由来ペプチドとグルコ
サミンを関節リウマチ自然発症モデルであ
る SKG マウスに投与することにより、それ
ぞれのリウマチ関節炎の発症に及ぼす影響
と相互作用を比較検討した。 

関節炎スコアによる関節炎症状の評価で
は、II 型コラーゲンペプチドの摂取は関節炎
症状の軽減効果を示したのに対し、グルコサ
ミン単独の摂取では寧ろ悪化傾向がみられ
た。一方、両者の併用では II型コラーゲンペ
プチド単独より関節炎の抑制効果が高く、相
乗効果を持つことが示唆された（図 4）。また、
グルコサミンの摂取は骨形成を抑制し、骨強
度を低下させる可能性が示されたが、これに
関しても II型コラーゲンペプチドとの併用に
より改善されることが示された。SKGマウス
におけるグルコサミンの作用には、軟骨分化
能の低下や骨破壊の促進、骨形成の低下など
がみられたが、一方で軟骨を破壊するマトリ
ックス分解酵素を抑制し、組織膨潤化と軟部
組織の増加を抑制したことから、関節炎症状
進行に対して、二面性を持つものと考えられ
る（図 5）。SKG マウスにおけるリウマチ関
節炎の発症には、インターロイキン-6やイン
ターロイキン-17 などの炎症性サイトカイン
が関与しているが、II 型コラーゲンペプチド
の摂取はこれらを抑制することにより関節
炎を軽減したのに対し、グルコサミンはその
抑制効果を持たないものの、軟骨基質の破壊
を抑制する可能性が示された。 
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これらの結果から、関節リウマチを発症し
た SKG マウスでは関節の炎症と軟骨分解が
亢進するが、軟骨由来成分である II型コラー
ゲンペプチドの投与によりその症状が軽減
される可能性が示された。一方、グルコサミ
ン単独の投与では有効性が乏しいものの、コ
ラーゲンペプチドの作用を増強することに
よる相乗効果が期待できることが示された。 

 

4.5.結論と今後の展望 

本研究により、コラーゲン由来ジペプチド
である Pro-Hyp と Hyp-Glyは軟骨細胞の初期
分化を促進して後期分化を抑制することに
より、軟骨を構成する静止軟骨細胞を増加さ
せる可能性が示された。 

また、II型コラーゲンペプチドとグルコサ
ミンは関節リウマチに異なる作用を有して
おり、その併用により相乗効果がみられる可
能性が示された。一方、I 型コラーゲンペプ
チドの投与は一部の糖鎖合成遺伝子の発現
を変化させたが、関節炎症状の改善作用を示
さず、その構成アミノ酸の摂取もむしろ関節
炎を悪化させた。これらのことから、軟骨を
構成する成分である II型コラーゲンペプチド
の摂取は I 型コラーゲンペプチドと異なり、
軟骨形成の促進ではなく、経口免疫寛容など
の機構により関節炎の発症を抑制する可能
性が考えられる。ここで、本研究で用いた II

型コラーゲンペプチドは純粋な II型コラーゲ
ンペプチドではなく、コンドロイチン硫酸な
どを含む軟骨基質の混合物であることから、
II 型コラーゲンペプチドの作用に関しては、
純粋な II型コラーゲンペプチドを用いた検討
が必要であるものと考えられる。 

 コラーゲンとグルコサミンによるリウマ
チ関節炎の症状軽減作用に関しては、多くの
研究があるにもかかわらず統一した見解が
得られていない。これはコラーゲン摂取によ
る作用のメカニズムが明確にされていない
上、摂取するコラーゲンの分子状態（I 型由
来・II 型由来、非変性・変性、ペプチド態な
ど）が多様であることも一因となっている。
今後の研究により、コラーゲンペプチドのみ
ならずグルコサミンとの作用についても、モ
デル動物を用いた検討による詳細な作用機
構の解明がなされるとともに、ヒトを用いた
大規模試験から、その有効性が明らかにされ
ることが待ち望まれる。 
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