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研究成果の概要（和文）：本研究では, ヒト軟骨細胞に力学的負荷をかけ, 発現が変化するマイクロRNAを網羅
的に検討した。この中からmiR-29bに着目し, 標的遺伝子の一つであるADAM12の発現解析を行った。ADAM12は軟
骨細胞の分化過程でX型コラーゲンに先立って発現が上昇し, 手術時に採取した変形性関節症(OA)患者の骨棘組
織の増殖細胞層および肥大軟骨細胞層に高率に発現していた。OAの関節局所に生じる骨棘は生体の生理的反応で
ある一方で, 痛みや神経障害の原因になる。miR-29あるいはADAM12の発現を人為的に制御することにより, OAの
新しい治療法開発に繋がると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Human chondro-osteophytes were obtained at the time of total joint 
arthroplasty from knee joints and hip joints of patients with osteoarthritis (OA). ADAM12, one of 
the target gene of miRNA29-b was observed in chondrocytes of the proliferative and hypertrophic 
zones in human chondro-osteophytes by immunohistochemistry. ADAM12 mRNA was up-regulated during 
chondrogenic differentiation in ATDC5 cells, before up-regulation of type X collagen mRNA. In 
patients with OA, mechanical forces acting on the sites of soft tissue attachments at the joint 
margins play a primary role in chondro-osteophyte formation and may cause joint pain leading to 
impaired activity of daily living. In addition, it has been reported that the haplotypes in the 
ADAM12 gene are strongly related to the risk of clinical knee OA. Modulation of signaling pathway of
 miRNA29b-ADAM12 axis may contribute the future development of a novel therapy against OA.

研究分野：医歯薬学（外科系臨床医学・整形外科学）
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（OA）は整形外科外来診療に
おいて最も頻度の高い疾患であり、関節軟骨
の摩耗による疼痛と関節運動障害を主症状
とする関節疾患である。本邦での患者数は約
800 万人ともいわれ、今後の高齢化社会に伴
い更に増加するものと考えられる。一方, 病
態解明はいまだ不十分であり、関節リウマチ
に対する生物学的製剤のような画期的な治
療法もない。 
 異常なメカニカルストレスは、関節の形態
の先天的・後天的異常、靱帯断裂などの外傷、
体重増加、職業、生活様式などの因子によっ
て引き起こされ、OA の原因あるいは悪化因
子となる。我々は、軟骨マトリックスの破壊
に重要であるMMP-3, 13,あるいはADAMTS-4, 
-5, -9 といったアグリカナーゼが軟骨細胞
においてメカニカルストレスによって遺伝
子発現が調節される遺伝子であること、メカ
ニカルストレスによる基質破壊に転写因子
RUNX-2 が深く関与し、変形性関節症発症の
治療ターゲットとなることを初めて報告し
た(Tetsunaga T, Osteoarthritis Cartilage, 
2011)。microRNA（miRNA）は短鎖（21-23nt.）
の RNA で、細胞質で mRNA と結合しその分解
を促進あるいはタンパクへの翻訳を阻害す
るものである。近年、miRNA が生物発生、分
化、発ガンなど種々の生命現象に重要な役割
を果たすことが様々な分野で報告されてい
るが, どの miRNA が OA 病態を形成する主な
miRNA であるか、miRNA の発現を制御する因
子が何であるかは判明していない。 

 
２．研究の目的 
変形性関節症（OA）における軟骨破壊の
メカニズムを解明するために、軟骨細胞に
おいてメカニカルストレスによる蛋白分解
酵素発現を制御するmicroRNA（miRNA）の同
定と、その発現を調整するエピジェネティ
ックな修飾の関係を明らかにすることであ
る。さらにヒストン脱アセチル化（HDAC）
阻害剤やJAK阻害薬などの低分子化合物に
よるmiRNA発現の制御および軟骨破壊抑制
効果をin vitro, in vivoで証明することで
新規疾患修飾性OA治療薬の開発を目指すこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
ヒト正常軟骨細胞（Lonza社）を購入し, 
細胞伸展装置用チャンバー上で培養した後
、細胞伸展装置STB-140（STREX社製）を用
いて伸展刺激（0.5Hz, 10%伸張, 30分、お
よび0.166Hz, 5%伸張, 30分）を負荷した。
この系にさらにHDAC阻害剤MS-275（HDACク
ラスⅠ阻害剤）を加えmiRNAを回収し、マイ
クロアレイを使用し網羅的なmiRNA発現の

解析を行った。 
マイクロアレイには、EXIQON社のmiRCURY 
LNATM microRNA Array（miRBase ver. 18登
録、annotation情報はmiRBase ver. 21対応
）を用いた。 
 
４．研究成果 
コントロールと0.166Hz, 5%伸張, 30分の伸
張刺激を与えた軟骨細胞では、miRNAの発現が
2倍以上差を認めたものは約60種類、また伸張
刺激を与えた群にMS-275を添加したものでも
約80種類のmiRNAの変動を確認した。これによ
り, メカニカルストレスに軟骨細胞が応答す
る際にmiRNAが関与していること、その制御発
現にHDACiが関与していることが示唆された。 
 次に, メカニカルストレスで有意に発現
が変動した miRNA のうち,  Web 上で DIANA 
mirPATHを用いてOAに関連が深い成長因子で
あるTGFβ経路に関与する11の遺伝子（図１）
に絞込みをおこなった。さらにこのうち OA
の疾患感受性遺伝子として報告があり, 
miR-29b の target gene の一つである ADAM12
に着目した。 
 

 
 
 同様にヒト正常軟骨細胞に対する強刺激群
（0.5Hz, 10%伸張, 30 分）において ADAM12-L
の発現が亢進し, miR-29bの発現は低下した。
さらに軟骨分化過程を再現できるATDC5細胞
を理化学研究所より入手し, 軟骨分化過程
において, X 型コラーゲンの発現に先立って
ADAM12 の発現の亢進が認められることを示
した（図 2）。 
 

 



 次いで本学倫理委員会の承認を得て, 人
工関節置換術時に採取した OA 軟骨組織およ
び骨棘組織を使用し, ADAM12 の OA 組織にお
ける局在の検討を行なった。抗ヒト ADAM12
抗体を用いた免疫染色の結果, 変性軟骨組
織においてはクラスターを形成した OA 軟骨
細胞に, また骨棘組織においては増殖軟骨
細胞層と肥大軟骨細胞層で ADAM12 陽性細胞
が有意に増加していた（図 3）。これらの結
果は ADAM12 が内軟骨性骨化である骨棘形成
過程において軟骨細胞の増殖と肥大化に関
与していることを示唆していた。 
 

 
 
 また, JAK 阻害剤である Tofacitinib は
1000nMの濃度でMAPKおよびSTAT3シグナル
伝達経路阻害により, メカニカルストレス
によって誘導されるRUNX-2およびNF-kBの
活性化を阻害し, 軟骨細胞による ADAMTS-4, 
ADAMTS-5, MMP-13 の 発 現 を 抑制した
（Machida T, Nishida K et al,投稿中）。 
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