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略語表 

 
20OH-LTB4 20-hydroxy-LTB4 

  AA Arachidonic acid 

  AMP Adenosine monophosphate 

  CHO Chinese Hamster Ovary 

  COX Cyclooxygenase 

  DHET Dihydroxyeicosatrienoic acid 

  dhk-PG 13,14-dihydro-15-keto prostaglandin 

  DMSO Dimethyl sulfoxide 

  DRG Dorsal root ganglion 

  EC50 Effective concentration 

  EET Epoxyeicosatrienoic acid 

  ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

  ERK Extracellular signal-regulated kinase 

  HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

  HETE Hydroxyeicosatrienoic acid 

  HRP Horseradish Peroxidase 

  IBS Irritable bowel syndrome 
  
IL-6 Interleukin-6 

  KLH Keyhole limpet hemocyanin 
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LC-MS/MS Liquid Chromatography - tandem Mass Spectrometry 

  LT Leukotriene 

  LXA4 Lipoxin A4 

  MIA Monoiodoacetate 

  MNx Meniscectomy 

  MRM Multiple Reaction Monitoring 

  NGF Nerve growth factor 

  NSAIDs Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

  OA Osteoarthritis 

  oxo-ETE Oxoeicosatetraenoic acid 

  PAR2 Protease-activated receptor 2 

  PBS Phosphate buffered saline 

  PBST 0.05% Tween-20 / PBS 

  PG Prostaglandin 

  PKA Protein kinase A 

  PKC Protein kinase C 

  PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

  QOL Quality of life 

  SD Sprague-Dawley 

  SEM Standard error of the mean 

  TMB Tetramethylbenzidine 
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TRPV Transient receptor potential vanilloid  
  
TX Thromboxane 
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序論 

 
変形性膝関節症（OA）は、加齢などに伴い、膝関節軟骨組織の修復機能が低

下し、軟骨組織の破壊が進行する疾患である。このような軟骨組織の破壊に加

え、軟骨組織破壊に伴い産生される組織片や代謝物が関節内組織の炎症を引き

起こし、膝のこわばりや慢性的な疼痛の原因となる。これらの症状は歩行や運

動に影響を及ぼすことにより、日常生活に支障をきたし、さらには抑うつ状態

や睡眠障害にもつながり、著しく QOL を低下させる。また OA は、80 歳以上
の高齢者においては、女性では 53％、男性では 33％が罹患しているとの報告も
あり、高齢者において罹患率が非常に高い。しかしながら、OAの発症メカニズ
ムは不明であり、根治を指向した治療法はなく、疼痛管理が主な治療方針とな

っている。現在 OA 疼痛に使用される薬物は、主に非ステロイド性抗炎症薬
（NSAIDs）であり、近年はセロトニン/ノルアドレナリン取り込み阻害剤が OA
疼痛に対して適用を取得し、さらに抗NGF抗体の開発も注目されている。一方
で、これらの薬物には薬効やコスト、副作用の面で課題があり、これらを克服

するために新たなメカニズムの OA疼痛治療薬が望まれている [1,2] 。 
 
 TRPV4は TRPVファミリーに属する非選択的カチオンチャネルであり、機械
刺激[3]や温度刺激[4]、低浸透圧刺激[5]、5,6-EET[6] などのアラキドン酸代謝
物によって活性化することが知られている。また発現分布は比較的広範にわた

り、後根神経節（DRG）や腎臓、膀胱、血管内皮細胞などに分布している[7-10]。
DRGに発現していることから、TRPV4の疼痛における役割も研究されており、
非臨床研究において、顎関節症による疼痛[11]や内臓痛[12]、抗がん剤や糖尿病
による神経障害性疼痛[13]などへの関与が示唆されている。しかしながら、これ
らの疾患と同様、もしくはそれ以上に患者数の多い OA疼痛における TRPV4の
役割については未だ報告されていない。 
 
 そこで本研究においては、TRPV4の OA疼痛に対する治療薬ターゲットとし
ての可能性を探索するため、TRPV4の OA疼痛への関与や、そのメカニズムに
ついて解析を行った。主にMIAにより軟骨を特異的に破壊した動物モデルであ
る MIAモデルを用いて、TRPV4 の OA疼痛への関与について検討するととも
に、そのメカニズムとして、TRPV4 受容体の感作状態とリン酸化、TRPV4 の
内在性リガンドである 5,6-EET量の二つの側面から解析を行った。 
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第 1章 TRPV4アンタゴニストの OAモデルに対する効果 

 
 
1-1 緒言 
 いくつかの疼痛モデルにおいて TRPV4 の機能抑制によって痛みが抑制され
ることが報告されているにもかかわらず[11-13]、慢性疼痛疾患の中でも患者数
の多い OA疼痛における TRPV4の役割についてはこれまで報告されていない。
そこで、まず、OAモデル動物の疼痛に対する TRPV4アンタゴニストの効果に
ついて検討することにより、OA疼痛への TRPV4の関与について検討した。 
本研究においては、OA疼痛モデルとして主にMIAモデルを用いた。本モデ

ルではMIAを関節腔内に局所投与することにより軟骨を特異的に破壊した。本
モデル動物の関節においては、軟骨組織が破壊されるだけでなく、NGFや IL-6
といった成長因子・サイトカイン類の増加が認められ[14]、さらに weight 
bearing法や grip strength法といった複数の疼痛評価系において疼痛様行動が
報告されている[15,16]。これらの特徴は OA 患者のものと類似しており、臨床
の少なくとも一部を反映したモデルであると考えられる。また、臨床において、

安静時疼痛と体動時疼痛に対してそれぞれ薬効プロファイルが異なることが報

告されており、疼痛のメカニズムに違いがあることが示唆されている [17] 。
TRPV4は機械刺激に応答することが知られていることから、体動時痛に特に有
効性を示す可能性が考えられる。以上の背景から、体動時痛の評価に適してい

るとされている grip strength法[16]を用いて疼痛評価を実施した。 
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1-2 実験材料と実験方法 
 
1-2-1 実験材料 
 1) 実験動物 
  SDラット（クレア）の雄を 5週齢で購入し、8週齢（250–350 g）で薬効
評価に用いた。動物は 3匹ずつケージに入れ、湿度 50±20％、室温 23±3℃に
保たれた環境にて、午前 8時から午後 8時までを明期、午後 8時から午前 8時
までを暗期とした明暗サイクル下で飼育した。本研究における動物実験は塩野

義製薬動物実験適正運用委員会にて承認を得て実施した。 
 2) 使用薬物 
  TRPV4アンタゴニストであるHC067047およびGSK2193874は塩野義製
薬・医薬研究センターにて合成したものを用いた。 
 
1-2-2 MIAモデル作製 
 イソフルラン麻酔下にて、6週齢 SDラットの右後肢膝付近を剃毛し、生理食
塩水に溶解したMIA (2mg/50μL) を 27G注射針を用いて関節腔内に注入した。
Sham動物にはMIAではなく同量の生理食塩水のみを注入した。MIA注入後約
2週間の時点で実験に用いた。 
 
1-2-3 Grip strength法と薬効評価 
 疼痛評価は grip strength meter (San Diego Instruments) を用いて実施した。
ラットの首の部分と尾の根本の部分を保定し、ラットの両後足で grip strength 
meter のメッシュ部分をつかませ、ラットを尾の方向に向けてゆっくりとどち
らかの足を離すまで平行に動かした。その際の最大握力（g）を記録した。この
測定を 1 個体に対して 3 回実施し、その平均値をそれぞれの体重（kg）で除し
た値（grip strength (g) / body weight (kg)）をデータとして用いた。Fig. 2以
後の実験には 950 grip strength (g) / body weight (kg) 以下の動物のみをMIA
モデルとして使用した。基準を満たした動物のみを grip strength (g) / body 
weight (kg)の値（pre値）に基づいて群分けし、50μLの vehicle (30% DMSO / 
生理食塩水) 、HC067047（300μM）あるいは GSK2193874（3 μM）をイソフ
ルラン麻酔下にて患部膝関節内に注入した。その 30分後に grip strength法に
よる評価を実施した（post値）。 
 薬効は、各 MIA モデル動物のデータから下記の数式で表される回復率
（Reversal (%)）を算出し、その平均値で示した。 
  



 10

 
 
 
1-2-4 統計処理 
 結果は全て平均値±標準誤差（SEM）にて表した。有意差検定は F検定後に
unpaired t-testを用いて行った。P<0.05（両側）を有意差ありとした。 
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1-3 実験結果 
 
1-3-1 TRPV4アンタゴニストの鎮痛効果 
まず、既報[18]と同様に grip strength法において、MIAモデルにおいて grip 

strengthが低下していることを確認した（Fig.1）。 
Vehicle、HC067047あるいは GSK2193874をMIAモデルの患部関節内に投

与し、30分後に grip strength法による評価を実施したところ、TRPV4アンタ
ゴニストである HC067047 あるいは GSK2193874 を投与した群では、vehicle
投与群と比較して有意な回復を示した（Fig.2）。 

 
 
Fig.1 Grip strength法を用いたMIAモ
デルの疼痛評価 
N=9-12 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  MIAモデルにおける TRPV4アンタゴニストの疼痛抑制効果 
HC067047: N=14-15, GSK2193874: N=16-17 
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1-4 考察 
 Grip strength法によるMIAモデルの疼痛評価は既報[16]を参考に実施した。
この報告において、MIAモデル（作製後 14日）では、grip strength (g) / body 
weight (kg)の値はおよそ 700となっているが、本研究においてはおよそ 900で
あった。この疼痛発現の差は、既報においては、MIA モデル作製に用いている
MIAの濃度は 3mg/50μLであり、本研究では 2mg/50μLであることによると考
えられる。しかしながら、本研究においても sham 動物に比較して有意な grip 
strength (g) / body weight (kg)の低下を確認しており、さらに我々のこれまでの
研究から[18]、膝軟骨組織の破壊は十分に起きていることから、本研究で用いた
MIA濃度は適切であったと考えられる。 
  
 以上の結果から、MIAモデルにおける疼痛を grip strength法により評価でき
ること、さらには、TRPV4 アンタゴニストが MIA モデルにおける疼痛を有意
に抑制することが示された。 
以上の結果から、TRPV4が OA疼痛に関与していることが示唆された。その

メカニズムを解析するため、第 2章においては OA疼痛時の TRPV4受容体機能
変化に関する解析を、第 3章においては OA疼痛時の TRPV4内在性リガンドで 
ある 5,6-EET量変化に関する解析を実施した。
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第 2章 OA疼痛時の TRPV4受容体の感作とリン酸化 

 
2-1 緒言 
 TRPV4 KOマウスと野生型マウスを比較した場合、naïveな状態では温度に
対する疼痛閾値は変わらないが、炎症を起こした際の疼痛閾値は野生型に比べ

TRPV4 KOマウスで上昇することが報告されている[19]。また、in vitroの研究
においても、炎症に関与している PAR2 を刺激した条件下でアゴニストを用い
て TRPV4 を活性化させるとその応答性が増大するといった報告がなされてい
る[12]。これらの報告から、TRPV4 は正常状態では疼痛には大きく関与しない
が、炎症時には TRPV4 の疼痛への関与が大きくなっていることが考えられた
[20]。また、TRPV4 と同じファミリーである TRPV1 はリン酸化によって機能
調節されていることが報告されており[21-23]、TRPV4についてもいくつかのリ
ン酸化部位が示唆されている[24,25]。特に Ser824のリン酸化は機能亢進に寄与
していることが示唆されている[26,27]。これまでの我々の研究から、MIAモデ
ルの DRG において、PKC が活性化状態にあることが示されている[18]。さら
に、先述の PAR2はその下流で PKCなどのキナーゼを活性化することが報告さ
れている[28]。しかしながら、疾患モデル動物の組織において TRPV4のリン酸
化を検出し、定量的に比較した報告はない。以上のような背景から、OA疼痛時
に TRPV4が感作されているか、さらに、Ser824のリン酸化が OA疼痛時に増
加しているかについて検討を行った。 
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2-2 実験材料と実験方法 
 
2-2-1 実験材料 
 1) 実験動物 
  1-2-1 1) と同様のものを用いた。 
 2) 使用細胞 
  CHO 細胞を親細胞として、TRPV4 安定発現細胞（TRPV4-CHO）を樹立
した。TRPV4 cDNA（GenBank accession number NM_023970.1）を組み込ん
だ pcDNA3.1(-) ベクター（Invitrogen）を CHO細胞に遺伝子導入した。細胞は、
下記組成の培地で維持した。 
 
培地組成 メーカー 

DMEM(high-glucose) with GlutaMAXTM Sigma 
10% fetal bovine serum Invitrogen 
0.1mM MEM Non-Essential Amino Acid Solution Gibco  
25mM HEPES Sigma 
1% Penicillin-Streptomycin Mixed Solution Nacalai Tesque 
10μg/mL Blastcidin Gibco 
 
  3) 使用薬物 
  TRPV4アゴニストとして GSK1016790A （Sigma-Aldrich）を用い、PKC
活性化剤として PMA（Invitrogen）を用いた。 
 
 4) 使用抗体 
  Ser824リン酸化 TRPV4に対する抗体（anti-pS824-TRPV4 antibody）は、
抗原としてペプチド CGRLRRDRWS(pS)VVPRVVEをKLHに結合させたもの
を用い、ウサギに免疫した。ウサギから採取した血清はリン酸化ペプチド抗原

と非リン酸化ペプチドを用いてカラム精製した。以上の抗原ペプチド合成から

抗体精製までは Sigma-Aldrich に委託した。Ser824リン酸化 TRPV4に対する
抗体以外に使用した抗体は以下の通りである。 
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抗体 本研究における用途 メーカー 

Rabbit 
anti-total-TRPV4 
middle region antibody 

ELISA（固相） Aviva Systems Biology 
Corporation 
CatNo.ARP35416_P050 

Rabbit 
anti-total-TRPV4-C 
terminal region 
antibody 

ELISA（液相） Enzo Life Sciences 
CatNo.BML-SA565 

 
2-2-2 TRPV4アゴニスト投与による疼痛関連行動評価 
 覚醒下において、ShamラットあるいはMIAモデルラットの患部膝関節内（右
後肢膝関節内）に GSK1016790A 1.5μg/50μL （10%DMSO / 生理食塩水）を
投与した。投与後すぐに行動観察筒にいれ、足を引っ込める、あるいは上げる

行動をした時間を 5分間計測した。 
 
2-2-3 タンパク質サンプル調製 
 ラットを麻酔下にて断頭、放血後、右側 L3と L4の DRGを採取し、タンパ
ク質抽出まで -80℃にて保存した。Complete Mini EDTA-free tablet and 
PhosSTOP tablet （Roche）  を含む Cell lysis buffer （Cell Signaling 
Technology）にてホモジナイズし、15000×g, 4℃で 5分間遠心し、その上清を
回収した。TRPV4-CHOは、PMA処置後（2-2-5参照）PBSにて洗浄し、DRG
と同様に溶解、遠心し、上清を回収した。タンパク質濃度は BCA Protein 
Assay-Reducing Agent Compatible Kit （Thermo Fisher Scientific）を用いて
測定した。 
 
2-2-4 total TRPV4 / リン酸化 TRPV4に対するサンドイッチ ELISA 
 96 穴プレートに anti-pS824-TRPV4 antibody （ 5μg/mL）もしくは
anti-total-TRPV4 middle region antibody （5μg/mL） を 4℃で終夜インキュ
ベートすることによりコーティングし、1% Block Ace （DS Pharma 
Biomedical）にて室温で 2時間ブロッキングした。PBSTにて洗浄し、50μLの
タンパク質サンプルを加え、4℃で終夜インキュベートした。PBSTで洗浄した
後、50 μLの Streptavidin-Poly-HRP （500 ng/mL; Thermo Scientific） と
NHS-PEG4-Biotin （ Thermo Scientific ） を 用 い て ビ オ チ ン 化 し た
anti-total-TRPV4 C terminal region antibodyを加え、室温で 2時間インキュ
ベートした。PBSTにて洗浄した後、50 μLの TMB （Dako） 基質溶液を加え、
0.5N の硫酸で反応を止めた。その後 450nm の吸光度を  Envision 2102 
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Multilabel Reader (PerkinElmer)を用いて測定した。 
 
2-2-5 TRPV4-CHOを用いたカルシウム流入試験 
 96 穴プレートに播種した TRPV4-CHO 細胞に、0.1% Pluronic F-127 
（Molecular Probes）を含んだ assay buffer (pH 7.4)にカルシウム指示薬である 5 
μM Fluo-4 AM （Dojindo） を加えた溶液を加え、37℃で 1時間インキュベート
することにより、指示薬を細胞内に取り込ませた。Assay bufferにて洗浄後、3 µM 
PMA を含んだ assay bufferを加え、37℃で 1時間インキュベートした。assay buffer
で洗浄後、assay buffer中にて 30℃で 10分間インキュベートした。その後、FDSS 
7000 functional drug screening system （Hamamatsu Photonics） を用いて 480nmの
励起光で励起し、540nm の波長を検出することによりカルシウム流入を測定し
た。ベースライン測定後、TRPV4アゴニストである GSK1016790Aを 1%DMSO
に溶解し 10分の１の容量で加えた（最終濃度 0.1%DMSO）。GSK1016790Aに
よって誘発されたカルシウム流入を計測、GraphPad Prism 4.0 （GraphPad 
Software） にて用量反応曲線を作成し、EC50 を算出した。なお、assay buffer
の組成は下記の通りである。 
 
Assay buffer組成 メーカー 

Hanks’ balanced salt solution Nissui Pharmaceutical 
20 mM HEPES Sigma-Aldrich 
2.5 mM probenecid Sigma 
 
2-2-6 統計処理 
結果は全て平均値±標準誤差（SEM）にて表わした。TRPV4 アゴニスト投与
による疼痛関連行動試験については Dunnett’s test を用いて検定を行った。それ
以外については、1-2-4と同様に処理した。P<0.05（両側）を有意差ありとした。
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2-3 実験結果 
 
2-3-1 TRPV4アゴニスト投与による疼痛関連行動誘発 
 はじめにMIAモデルにおいて TRPV4が感作されているかどうかを検証する
ため、MIA モデルおよび sham 動物の膝関節内に TRPV4 アゴニストである
GSK1016790A を投与し、それによって誘発される疼痛関連行動を計測した。
Sham動物では GSK1016790Aを関節内投与しても、vehicle投与と比較して有
意な疼痛関連行動の増加は認められなかったが、MIAモデルにおいては vehicle
投与と比較して疼痛関連行動が有意に増加した（Fig.3）。以上の結果から、MIA
モデルにおいては TRPV4が感作されており、sham動物と比較し、疼痛への寄
与が大きくなっていることが示唆された。 
 

Fig.3 MIA モデル関節内へ
の GSK1016790A投与後の疼
痛関連行動 
N=8-11 
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2-3-2 total TRPV4およびリン酸化TRPV4に対するサンドイッチELISA系構
築 
 次に、感作のメカニズムについて解析を行った。感作のメカニズムとして、

１）感覚神経における TRPV4発現増加と、２）TRPV4機能の亢進の２つが考
えられた。後者については、TRPV4は TRPV1などと同様にリン酸化による機
能調節を受けることが知られている[24-27]。特に、Ser824のリン酸化について
は複数の報告がなされており、Ser824のリン酸化によってアゴニストに対する
応答性が亢進することが示唆されていることから、Ser824のリン酸化に着目し
た[26,27]。 

Total TRPV4と Ser824 pTRPV4に対するサンドイッチELISA系の構築を行
った。Total TRPV4に対する ELISA系では、TRPV4-CHOサンプルにおいて
タンパク量依存的なシグナルが検出され、親細胞からは全くシグナルは検出さ

れなかった（Fig.4A）。さらに、ラット DRGサンプルにおいてもタンパク量依
存的なシグナルが確認された（Fig.4B）。以上の結果から、Total TRPV4に対す
る ELISA系が TRPV4特異的なシグナルを検出できていることが確認された。 

 

 
Fig.4 Total TRPV4 ELISA系の構築 
A: TRPV4-CHOサンプルを用いたタンパク量依存的シグナル 

N=1 （duplicate） 
B: ラット DRGサンプルを用いたタンパク量依存的シグナル 

N=3 （duplicate） 
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一方、Ser824 pTRPV4に対する ELISA系では、PKC活性化剤である PMAを
処置した TRPV4-CHO サンプルにおいて検出されたシグナルが、リン酸化

Ser824 抗原ペプチドによってペプチド濃度依存的に拮抗されたが、Ser824 抗
原ペプチドでは全く拮抗されなかった（Fig.5A）。同様の結果がMIAモデルDRG 

 

 

Fig.5  Ser824 pTRPV4 ELISA系の構築 
A: PMA処置 TRPV4-CHOサンプルを用いた抗原ペプチドによる拮抗試験 

N=1 （duplicate） 
B: MIAモデル DRGサンプルを用いた抗原ペプチドによる拮抗試験 

N=1 （duplicate） 
C: PMAまたは vehicle処置 TRPV4-CHOサンプルを用いたタンパク量依存的 
シグナル N=2 （duplicate） 

D: MIAモデル DRGサンプルを用いたタンパク量依存的シグナル 
N=3 （duplicate） 
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サンプルにおいても確認された（Fig.5B）。さらに、vehicle を処置した
TRPV4-CHO サンプルよりも PMA を処置したほうがシグナルは強く検出され
た（Fig.5C）。また、MIAモデルの DRGサンプルにおいても、タンパク量依存
的なシグナルの増大が確認された（Fig.5D）。以上の結果から、 Ser824 pTRPV4
に対する ELISA系が特異的なシグナルを検出しており、組織由来のサンプルに
おいてもシグナルを検出できることが確認された。 
 
2-3-3 MIAモデル動物の DRGにおける total TRPV4およびリン酸化 TRPV4
量 
上述の通り構築したサンドイッチ ELISA系を用いて、Shamおよび MIAモ

デル動物の DRGにおける total TRPV4量と Ser824 pTRPV4量について検討
を行った。Total TRPV4量については、sham動物とMIAモデルとで差は認め
られなかったが、Ser824 pTRPV4量はMIAモデルのほうが有意に増加してい
た（Fig.6）。 
 

 
Fig.6 MIAモデル動
物 DRGにおける
total TRPV4および
リン酸化 TRPV4量 
N=6 
タンパク量 
10μg/well 
 
 
 

 
 
 
2-3-4 リン酸化による TRPV4アゴニストに対する応答性の変化 

PMA 処置した TRPV4 強制発現細胞において、TRPV4 アゴニストである
GSK1016790A に対する応答性が亢進した（Fig.7; PMA 処置群 EC50 : 
0.064±0.010 µM vs. control群 EC50 : 0.15±0.02 µM）。 
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Fig.7 PMA 処置による

TRPV4-CHO のアゴニス

トに対する応答性の変化 
N=4 （triplicate） 
 
 
 
 
 

 
2-4 考察 
以前の我々の研究において、MIAモデル動物の DRGにおいて活性化型 PKC

が増加していることを明らかにした[18]。本研究において認められた TRPV4リ
ン酸化の少なくとも一部は PKCを介したものであることが考えられる。TRPV4
のリン酸化に関する研究は点変異を導入したTRPV4を用いた in vitro実験によ
る解析がほとんどであった[26,27]。本研究において、新たに Ser824 pTRPV4
を定量的に検出できるサンドイッチ ELISA系を構築し、病態モデル動物組織に
おける解析を実施し、TRPV4のリン酸化を解析する上で新たな研究ツールを構
築することができた。 
 TRPV4 強制発現細胞を用いた実験において、PMA 処置をすることによって
TRPV4アゴニストの用量反応曲線が低用量側にシフトした。この結果はリン酸
化によってアゴニストに対する応答性が亢進していることを示唆しているが、

Emaxは control 処置群と変わらなかった。一方で、MIA モデル患部関節内アゴ
ニスト投与による疼痛関連行動評価においては、sham動物にアゴニストを投与
しても有意な疼痛関連行動を起こさず、MIA モデルにおいてのみ顕著な疼痛関
連行動の増加を認めた。TRPV4アゴニストによる疼痛関連行動の惹起にはカル
シウム流入の増大だけでなく、他のメカニズムも関与していると考えられる。

既報においても、炎症スープやカラゲニンによって炎症を起こさせた動物にお

いてのみ TRPV4アゴニスト刺激に対する疼痛関連行動が惹起されており、その
メカニズムとして、サイクリック AMP の蓄積が示唆されている[29]。さらに、
PAR2は PKCや PKA、ERKを介して TRPV4活性化による疼痛惹起に関与し
ていることが報告されており[12]、実際に OA関節内において PAR2を活性化さ
せる酵素が存在していることも知られている[30]。TRPV4 依存的な疼痛関連行
動の惹起には PAR2 を介したキナーゼ類の活性化が関与していることが考えら
れる。 
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 以上より、OA疼痛モデルであるMIAモデル動物において、TRPV4は感作状
態にあり、そのメカニズムは発現量の亢進ではなく、TRPV4のリン酸化による
機能亢進が関与している可能性が示唆された。 
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第 3章 OA疼痛時の TRPV4リガンド 5,6-EET量の変化 

 
3-1 緒言 
 OA疼痛惹起に関わる内因性の TRPV4リガンドとして、例えば、体動時には
機械刺激がリガンドとなる可能性が考えられ、OA患者においては関節液の浸透
圧が低下しているとの報告もあることから[31]、低浸透圧がリガンドとなってい
る可能性もある。一方で、TRPV4の内在性リガンドの一つである 5,6-EETはア
ラキドン酸から P450 を介して産生される代謝物であり、近年 5,6-EET が過敏
性腸症候群患者の大腸生検において、痛み強度と相関して増加していることが

報告され、疼痛を惹起する内因性 TRPV4リガンドとしての可能性が示唆された
[32]。しかしながら、OAモデル動物や OA患者の患部関節液において 5,6-EET
を測定し、定量的に評価したものはない。以上の背景から、機械刺激や浸透圧

刺激に加えて 5,6-EETが OA疼痛時の TRPV4 活性化に関与している可能性を
検討するため、OA疼痛モデル動物関節洗浄液、および、OA患者関節液サンプ
ル中の 5,6-EET量を計測した。 
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3-2 実験材料と実験方法 
 
3-2-1 実験材料 
 1) 実験動物 
  1-2-1 1) と同様のものを用いた。 
 2) OA患者 
  患者（12名）のリクルートは Asterand Bioscience （Detroit） を通して
行った。被験者に対してはヘルシンキ宣言に基づき、インフォームド・コンセ

ントを得た。対象患者は、3カ月間で週に 5日以上慢性疼痛があり、7日間以内
にNSAIDsや COX2阻害剤、パラセタモールを服用しておらず、感染性疾患を
有していないことを主たる条件とした。なお、本研究は塩野義製薬研究倫理委

員会の承認を得て実施した。 
 
3-2-2 半月板切除モデル（MNx）の作製 
 イソフルラン麻酔下、右後肢膝関節周辺を剃毛し、皮膚を切開した。内側側

副靭帯を切断し、関節腔内の内側半月板を完全に切除した。その後、切開した

筋肉と皮膚を縫合した。関節洗浄液の回収は、手術後 6週間で実施した。 
 
3-2-3 OAモデルの膝関節洗浄液の回収 
 ラットを麻酔下、断頭、放血後、後肢膝関節付近を剃毛した。皮膚を切開し、

膝蓋靭帯を切断し、関節腔を露出させた。関節腔に 10μLの氷冷メタノールを入
れて関節液とともに氷冷メタノール中に回収した。この作業を 4 回繰り返すこ
とによって、関節洗浄液を回収した。脂質量測定まで、-80℃で保存した。コン
トロールとして反対側の後肢膝関節洗浄液を同様に回収した。 
 
3-2-4 OA患者の膝関節液の回収 
 OA患者の関節液の回収はAsterand Bioscience （Detroit） を通して行った。
関節浮腫緩和のため、関節液を抜き取る処置の際に回収された関節液を、すぐ

に等量のメタノールに混和し、測定までは-20℃以下で保存した。 
 
3-2-5 液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析 （LC-MS/MS） による脂質量
測定 
 既報と同様にサンプル調製と測定を行った[33]。ラット関節洗浄液サンプル、
もしくはヒト関節液サンプルに内部標準を加え、10℃で 10 分間撹拌し、9000
×g、4℃で 5 分間遠心した。上清をシリコンチューブに回収し、40℃で窒素乾
固を行い、100μLのメタノールに再溶解した。20mM リン酸カリウム（pH7）
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300μL加え、MonoSpin® C18-AX column （GL Sciences Inc.） にロードした。9000
×g、4℃で 1 分間遠心し、5％塩化ナトリウムにて洗浄した。300μL の 2％ギ
酸/メタノールでカラムに吸着した脂質を抽出した。この抽出は 2回繰り返した。
この抽出物に対して 40℃で窒素乾固を行い、100μLのメタノールに再溶解した。 
 脂質サンプルは Acquity UPLC® system （Waters Corp.） にて Acquity UPLC® 
BEH C18 column （100 mm × 2.1 mm i.d., 1.7 µm; Waters Corp.）を用いて分
離した。オートサンプラーとカラムはそれぞれ 4℃および 60℃に維持した。移
動相 A は水/5mM リン酸/酢酸（1000/1/1, v/v/v）、移動相 B はアセトニトリル/
イソプロパノール/酢酸 （500/500/1, v/v/v）で構成され、流速は 0.4mL/minとし
た。グラディエント溶出は以下の通りに実施した；0.00–15.00 min：from 25% to 
80% B、15.01–17.50 min ：100% B、17.51–20.00 min ：25% B。質量分析は
API5000™ Mass Spectrometer （AB SCIEX）を用いて負イオンモードでエレクト
ロスプレーイオン化し、衝突ガスとして窒素を用いて、多重反応モニタリング

（MRM）法で検出した。データの取得と解析は Analyst v1.6.2 （AB Sciex）にて
行った。 
 
3-2-6 統計処理 
 結果は全て平均値±標準誤差（SEM）にて表わした。OA モデルラットの関
節洗浄液中の脂質量に関する試験においては、paired t-test を用いて検定を行っ
た。P<0.05（両側）を有意差ありとした。 
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3-3 実験結果 
 
3-3-1 OAモデル関節洗浄液中の 5,6-EETおよび他のアラキドン酸代謝物量 
 MIA モデルの患部関節洗浄液サンプルについて LC-MS/MS によりアラキド
ン酸代謝物を網羅的に解析した。5,6-EET 量が有意に増加するとともに、炎症
やそれに伴う疼痛に関与するアラキドン酸と PGE2 も有意に増加していた

（Fig.9A-C）。さらに、MIA モデルと同様に OA モデルとして知られている半
月板切除モデル（MNxモデル）においても同様の結果が得られた（Fig.9A-C）。
以上の結果から、OAモデルの患部膝関節内おいて 5,6-EETが増加し、OA疼痛
時に TRPV4を刺激している可能性が示唆された。 
 

 
 
Fig.9  OAモデル関節洗浄液中の
5,6-EET (A)、アラキドン酸 (B)、
PGE2 (C) 
N=9-10 
 
 
 
 
 
 

その他のアラキドン酸代謝物については、２種類の OA モデル間で概ね類似
した増減の傾向を示していた。また、アラキドン酸や PGE2、5,6-EETと同様に
増加傾向にある分子もある一方で、ほとんど変化しない代謝物もあった（Table.1, 
2）。 
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Table.1 MIAモデル関節洗浄液中のアラキドン酸代謝物 
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Table.2 MNxモデル関節洗浄液中のアラキドン酸代謝物 
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3-3-2 OA患者関節液中の 5,6-EETと 5,6-DHETおよび他のアラキドン酸代謝
物量 
 OA 患者 12 名の関節液サンプルについて LC-MS/MS によりアラキドン酸代
謝物を網羅的に解析した。アラキドン酸は全検体において、PGE2は 3検体にお
いて検出された。5,6-EET は 4 検体において検出され、その代謝物である
5,6-DHET は 9 検体において検出された（Fig.10A-D）。以上の結果から、OA
患者の一部では 5,6-EET自体、あるいはその代謝物が確認された。 

 
Fig.10 OA患者関節液中の 5,6-EET (A)、5,6-DHET (B)、アラキドン酸 (C) お
よび PGE2 (D) 量 
 
3-4 考察 
本研究において、MIAモデルとMNxモデルの 2種類の OAモデル患部関節

内において 5,6-EETが増加していることを初めて示した。さらに、5,6-EETに
加え、他のアラキドン酸代謝物量についても同一サンプルから網羅的に解析し

た。興味深いことに、MIA モデルと MNx モデルは OA を誘導する方法が異な
るにもかかわらず、アラキドン酸代謝物のプロファイルは概ね類似した結果で

あった。また、アラキドン酸や PGE2に加え、11-HETEや 15-HETEといった
リポキシゲナーゼによる代謝物の増加傾向も認められたが、一方でロイコトリ

エン類はどちらのモデルにおいても増加していなかった。このことから、単に

基質であるアラキドン酸が増加した結果として代謝物が増加しているのではな

く、それぞれの酵素によりコントロールされた結果であることが考えられる。

近年、MIA モデルの患部膝サンプルにおいて同様にアラキドン酸代謝物解析を
実施した報告がなされた[34]。その報告においては、EET 類が検出されていな
いなど、本研究結果と異なる傾向が認められている。本研究では関節腔内に放

出された分子を解析する目的で膝関節内を洗浄することによってサンプルを得

ているが、既報では膝関節全体から脂質を抽出している点が異なっており、結

果の相違につながっていると考えられる。 
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 OA モデル関節洗浄液にて認められた 5,6-EET の増加について、その産生や
放出に関するメカニズムは不明であるが、血管内皮細胞[35]やマクロファージ
[36]、感覚神経[37]が 5,6-EET産生能をもち、OA病態においては炎症状態があ
ることから、これらの細胞が膝関節内において増加あるいは活性化することに

よって 5,6-EETが増加している可能性が考えられる。最近、IBS患者の大腸生
検中の 5,6-EET量が疼痛強度と正の相関をすることが報告されていることから、
OAにおいても 5,6-EETが疼痛に関与していることが考えられる。 
 さらに、本研究では OA患者の関節液において 5,6-EETやその代謝物の存在
を初めて示した。しかしながら、動物モデルとは異なり、一部のサンプルでの

み 5,6-EETやその代謝物である 5,6-DHETの存在が認められた。動物モデルに
おける関節洗浄液の採取では、関節腔を露出させてすぐにタンパク質を固定す

るためメタノールにて洗浄したが、患者サンプルの場合は膝関節から関節液の

一部を抜き取りメタノールと混和した。動物モデルではアラキドン酸代謝物の

産生源の１つと考えられる滑膜組織周辺に存在する分子まで回収できているが、

ヒト関節液では産生源から放出され時間が経過した関節液を回収しているため、

比較的不安定な 5,6-EET[38]は代謝されることによって患者サンプルでは一部
サンプルでのみの検出となった可能性が考えられる。また、PGE2が一部の患者

においてのみ認められた原因としても同様のことが考えられる。本研究の限界

として、倫理的な側面から健常者の関節液解析ができなかったこと、また疼痛

強度との相関性についての解析を実施できなかったことが挙げられ、臨床研究

におけるエビデンスをさらに積み増すことが必要である。 
以上の結果より、OA動物モデルの関節内において、TRPV4の内在性アゴニス
トである 5,6-EETが増加していることが示された。さらに一部の OA患者関節
液中において5,6-EETやその代謝物が検出された。これらの結果は、5,6-EET が
内因性 TRPV4リガンドとして OA疼痛に関与している可能性を示唆している。



 31

総括 

 
 本研究において、TRPV4を阻害することによってMIAモデルの OA疼痛が有
意に抑制されることが示された。さらに、TRPV4アゴニスト患部関節内投与後
の疼痛関連行動観察実験からMIAモデルにおいては TRPV4が感作されている
状態にあることが示唆され、その DRGにおいては受容体機能亢進に関与するリ
ン酸化された TRPV4が増加していた。また、OA疼痛モデルの患部膝関節内に
おいては、TRPV4内在性リガンドの一つである 5,6-EET量の増加が認められ、
OA 患者の関節液中においても 5,6-EET あるいはその代謝物を認めた。以上の
結果から、TRPV4が OA疼痛に関与し、そのメカニズムとして、リン酸化によ
る TRPV4 の感作や患部における内在性リガンドの増加が関与していることが
示唆された。 
 

TRPV4 の変異によって多様な疾患が引き起こされることが報告されている
[39]。この一因としてリガンドが複数存在することが考えらえる。この特徴は、
創薬を行うにあたり、薬効や副作用回避を考えるうえで考慮されるべきもので

ある。OAの体動時痛を反映していると予想される機械刺激に加え、本研究にお
いては、5,6-EETも OA疼痛に寄与している可能性を示した。一方で、TRPV4
は比較的広範な発現分布を示すことから、アンタゴニストの全身投与の場合に

副作用が発現する可能性がある。薬効や副作用に寄与するリガンドを予測・同

定することによって、現状の OA 疼痛薬の課題を克服したより良い治療薬の開
発につながる可能性が考えられる。 
 
 TRPV4 は軟骨や骨組織の恒常性に関与していることが報告されており[40]、
オスのTRPV4ノックアウトマウスは老化によって発症するOAの進行が速いと
の報告がある[41]。しかしながら最近の論文では、軟骨組織特異的な TRPV4ノ
ックダウンによって、むしろ OA の進行を抑制することが報告されている[42]。
TRPV4は軟骨組織や骨組織において発達段階によって異なった役割があり、成
体となった後のTRPV4の阻害はOA病態に対して改善効果をもたらす可能性が
ある。TRPV4 アンタゴニストの創製は、OA の痛みだけでなく、進行の抑制に
も効果を示す薬の創出につながる可能性がある。 
 
 MIAモデルにおいて、DRGにおけるリン酸化 TRPV4の増加とともに、患部
膝関節内の TRPV4が感作されていることを明らかにし、OAモデル動物の患部
膝関節洗浄液中で 5,6-EET が増加し、さらに OA 患者の関節液中において
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5,6-EETの存在を認めた。また、MIAモデルの患部膝関節内への TRPV4 アン
タゴニスト投与によって疼痛が抑制された。これらの知見は OA 疼痛における
TRPV4 の関与について理解を深めるとともに、OA 疼痛治療薬の新たなターゲ
ットとしての可能性を示した。 
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