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研究成果の概要（和文）：アグリカンを分解するアグリカナーゼのうち、ADAMTS5が重要であることはノックアウトマ
ウスを使った実験で証明されているがその制御機構は充分に解明されていない。我々は、軟骨様細胞であるOUMS-27細
胞においてエンドサイトーシスが起こっていることを明らかにした。さらにエンドサイトーシス関連分子であるLRP-1
を検討したところ、OUMS-27をIL-１β刺激した際にLRP-1が切断されることを発見した。一方でLRP-1のアンタゴニスト
として働くとされるReceptor-associated protein (RAP)のmRNA発現レベルはIL-１βによって変化しないことが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：The regulation of ADAMTS5 is crucial for osteoarthritis. However, little is known 
for its mechanism. We hypothesized that endocytosis may be involved in ADAMTS5 regulation. First, we 
found that endocytosis occurred in OUMS-27. We next examined endocytosis-related molecule, LRP-1 and RAP. 
The mRNA level of receptor-associated protein (RAP), antagonist of LRP-1, was not changed by IL-1 beta 
stimulation. It is interesting that the small-sized bands were found by Western blotting using anti-LRP-1 
antibody after IL-1 beta stimulation. This is considered to be a short LRP-1 and the shedding of LRP-1 
may be occurred by IL-1 beta stimulation.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 軟骨　培養細胞
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（OA）は、整形外科領域では

最も頻度の高い骨・関節疾患である。関節に
豊富に含まれる軟骨成分であるアグリカン
は、OA の早期例において発現誘導されるアグ
リカン分解酵素(アグリカナーゼ)により分
解される。1999 年アグリカナーゼが精製され、
ADAMTS4 であることが判明した。ADAMTS4 に
次いで我々が最初に発見した ADAMTS5, 
ADAMTS8, ADAMTS9がアグリカナーゼ活性を持
つことも明らかとなった(J Biol Chem. 1999; 
274(33): 23443-50. J Biol Chem. 2003; 
278(11): 9503-13.)。2005 年 Nature (2005; 
434(7033): 648-652)に ADAMTS5 のマウス OA
における重要性が発表されたが、ヒト OA に
おいてADAMTS5は発現増加しない報告や炎症
性サイトカインによって誘導されない報告
が相次ぎ、ヒト OA における ADAMTS5 の重要
性はまだ結論が出ていない。 
ADAMTS5 の発現調節に関する大変興味深い

論文が報告された(Yamamoto et al., FASEB J 
2013; (27) 2: 511-521)。ADAMTS5 がエンド
サイトーシス受容体であるLRP-1によって軟
骨細胞内に取り込まれる報告である。この発
見はエンドサイトーシスがADAMTS5の発現調
節制御機構である可能性を示すと共に OA は
軟骨のエンドサイトーシス機能不全である
という新たな視点を切り拓く可能性がある
と着想するに至った。 

２．研究の目的 
本研究の目的は“ADAMTS5 の制御にエンドサ
イトーシスが関わっており、その破綻が変形
性関節炎の発症を引き起こす”という仮説を
もとに二つのテーマに挑戦する。 

1) 軟骨様細胞での細胞内取り込み機構とし
てのエンドサイトーシス 
2) 変形性関節炎(OA)の病態におけるエンド
サイトーシスの役割 

３．研究の方法 
（１）軟骨様細胞での細胞内取り込み機構と

してのエンドサイトーシス 
軟骨細胞培養系においてエンドサイト
ーシスによって細胞表面のタンパク質
が軟骨細胞内に取り込まれるかを検証
する。次にエンドサイトーシスに作用す
るいくつかの刺激を加えてADAMTS5の取
り込みとアグリカン分解に与える影響
を検討する。 

（２）変形性関節炎(OA)の病態におけるエン
ドサイトーシスの役割 

軟骨様細胞におけるエンドサイトーシ
ス関連分子の発現変化をサイトカイン
刺激前後で検討する。 

４．研究成果 
まず、軟骨様細胞である OUMS-27 細胞をイ

ンターロイキン１β（IL-1β）で刺激したと
ころ、軟骨特異的な細胞外マトリックス成分
であるアグリカン分解が促進していること

が確認され、同細胞はアグリカナーゼ発現制
御機構を検証する実験系に用いるのに妥当
な細胞であることが証明された。 
OUMS-27 細胞においてエンドサイトーシス

が起きているかを次に検討した。培養細胞を
N-Hydroxysuccinimide (NHS)-SS-biotinでラ
ベルした後に、エンドサイトーシスにて細胞
内に取り込まれたビオチンを検出する実験
系を構築した。4℃ではエンドサイトーシス
は起こらず、37℃においてエンドサイトーシ
スが起きていることをトランスフェリンレ
セプターを指標に確認した。 

次に OUMS-27細胞をインターロイキン１
β（IL-1β）で刺激した。刺激前後でエンド
サイトーシス関連分子である LRP-1（エンド
サ イ ト ー シ ス 受 容 体 ） お よ び
receptor-associated protein （RAP；LRP-1
のアンタゴニスト）の発現を半定量的 RT-PCR
およびウエスタンブロッティングにて検討
した。IL-1β刺激 24 時間後に有意な LRP-1
の発現増加を認めたが、一方で RAP の mRNA
発現量には明らかな変化は認めなかった。ウ
エスタンブロッティングでは、IL-1β刺激 24
時間後にLRP-1タンパク増加に加えて新たに
小さなバンドを検出することに成功した。こ
れは、一部が切断された短い LRP-1 であると
考えられた。LRP-1 の切断がエンドサイトー
シスに影響することが予想され、LRP-1 切断
がアグリカナーゼ活性を制御している機構
の一つである可能性が示された。 
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