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 軟骨は、滑膜性関節の重要な構成要素であり、唯一の細胞として存在する軟骨細胞

は、高密度かつ高度に組織化された細胞外マトリックス（ECM）に埋め込まれている。

軟骨 ECM は、軟骨細胞によって合成され、ヒアルロン酸などのグリコサミノグリカ

ン（GAG）、各種プロテオグリカン（コラーゲンネットワークに結合したGAG含有タ

ンパク質）とともに、主に II型コラーゲンを含むコラーゲンネットワークから構成さ

れる。ECM は関節軟骨の滑動性および衝撃吸収特性のために構造上の土台を築くの

みならず、埋め込まれた軟骨細胞との直接的な相互作用ならびに可溶性メディエータ

を保持するという役割によって軟骨細胞の表現型安定性の維持や代謝活性に寄与して

いる。軟骨細胞の分化は、間葉系細胞の凝集からマスター転写因子 Sox9 の発現を開

始点とし、Ⅱ型コラーゲンやアグリカンを発現する増殖軟骨細胞、さらにX型コラー

ゲンを発現する肥大軟骨細胞へと成熟して周囲の基質を石灰化し、最終的に基質分解

酵素（MMP13やADAMTS5）を発現して終末分化を遂げることが知られている 1,2。 

 

軟骨の変性を主座とする変形性関節症（OA）は正確な発症メカニズムが未だ解明さ

れておらず、それ故に根治的な治療法も存在しない。OA の軟骨細胞は異常な表現型

を示す 3–7。基質分解酵素を能動的に産生しアポトーシスへ向かうなど、肥大変化を発

現する成長軟骨細胞の分化経路と類似点が多く見られることから、軟骨細胞による自

己溶解性表現型の獲得を伴った周囲の軟骨破壊が病理メカニズムとして受け入れられ

ている 8–11。つまり、関節軟骨細胞の表現型安定性の喪失および胚性軟骨内骨化の側面

に似たプログラムの開始を紐解くことがOAの重要な特徴を理解することに繋がると

期待されている。OA メカニズムの解明が待たれる最大の要因は軟骨の自己再生能の

低さにあり、1743年にHunterは“ヒポクラテスから現代まで、潰瘍化した軟骨ほど厄

介なものはなく、（軟骨は）一度破壊されると修復されることがない”と謳っている 12。

近年では、軟骨破壊が始まる以前の早期OAを定義し、そこへ介入できるようにする

ことが極めて重要な国民的課題となっている。 

 

マウスOAモデルにおいて軟骨基質の変性に先行してN型糖鎖の変化が起こる（Fig. 

1）13。さらに、この変化はマウスのみならずヒト軟骨でも生じており、N型糖鎖のサ

ブクラスのうち高マンノース型糖鎖が減少していることを明らかにされてきた 14。糖

鎖とは炭水化物や糖が連なることによって機能性や物性を発揮するタンパク質の翻訳

後修飾の最も一般的な形態である。タンパク質や脂質への糖鎖付加は糖転移酵素によ

り行われる。糖鎖は極めて多様性に富むと同時に、個体の種、組織および細胞に発現

するパターンは非常に限局的、特異的である 15。タンパク質の糖鎖修飾はアスパラギ

ンに結合するN結合型糖鎖、セリンまたはスレオニンに結合するO結合型糖鎖の 2種

類がある。N型糖鎖は他のクラスの糖鎖と比べて特殊な生合成経路を持ち、小胞体に

おいて合成される 14 糖（ドリコールリン酸結合型糖鎖）を前駆体としてα-グルコシ

ダーゼ、α-マンノシダーゼ等の作用によって Man8GlcnAc2 にトリミングされゴルジ

体へ送られる。この過程はタンパク質の品質管理を担うタグとしても機能している。

N型糖鎖はアスパラギン残基に近い還元末端側の 5糖を共通構造に持ち、非還元末端

側が全てマンノースで構成されるものを高マンノース型、非還元末端側にシアル酸や

ガラクトース、N-アセチルグルコサミンを付与されたものがコンプレックス型、その

中間的な構造をハイブリット型としてサブクラスに分類される。 
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Figure 1 白色家兎の膝関節において前十字靱帯を切離した OA モデルの内側脛骨プラトーの組織学的

変化とクロマトグラフィー 

（上）ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色(a-e)、サフラニン O 染色(f-g)の切片が左から施術後 0、7、

10、14、28日目と時系列で示されている。10日目(c, h)から軟骨表面の不規則性とプロテオグリカンの損

失が認められ、（左）クロマトグラフによって蛍光標識されたN型糖鎖 (a)が 7日目から減少していくこ

とが明らかとなった。（Matsuhashi et al., 2008. Osteoarthritis Cartilage.より） 

 

 

 これまでの先行研究から、軟骨に存在するN型糖鎖の中でも特に高マンノース型糖

鎖が軟骨変性に深く関与しており、高マンノース型糖鎖が軟骨変性の初期において重

要な役割を担う可能性が示唆される。そこで、正常な軟骨組織の高マンノース型糖鎖

を減少させることにより軟骨変性が惹起されるという仮説を立てた。この仮説を検証

するために、まず野生型マウスの膝関節軟骨の器官培養において高マンノース型糖鎖

を加水分解する酵素であるα-マンノシダーゼを添加することを試みた。 

 

 高マンノース型糖鎖が減少した軟骨に早期OAを模した表現型を見出すとともに軟

骨細胞の肥大化との関連を示す知見を得たため、次に、軟骨細胞の肥大誘導モデルを

用いて肥大分化過程における総合グライコミクスの解析を行った。先行研究として、

マウスの軟骨前駆細胞を軟骨細胞へ分化させる際に未分化状態から切り替わる段階に

おいて高マンノース型N型糖鎖の発現が上昇することは報告している（Fig. 2）16。し
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かし、軟骨細胞の肥大分化と糖鎖構造変化に関する生物学的関連は知られていない。

また、細胞は様々なクラスのサブグライコームによって構成され相互に密接に連動す

るにも関わらず、技術的な困難さのためこれまで N 型糖鎖、遊離オリゴ糖鎖（fOS）、

グリコサミノグリカン（GAG）、糖脂質（GSL）、O型糖鎖すべての発現プロファイル

を提示することはできなかった。 

 

 本研究において、軟骨細胞の肥大化が軟骨変性初期において重要な役割を果たして

いることが明らかになり、糖鎖代謝の変化が軟骨細胞肥大と密接に関連していること

を示したのでここに報告する。 

 

 

 

 
Figure 2  軟骨前駆細胞の分化誘導後の細胞染色像とN型糖鎖プロファイリング 

（上）分化刺激後 0、7、10、14、28日目の細胞の基質産生能をアルシアンブルー染色により示す。7日

目から 14日目の間で染色が強まる。（下）高マンノース型、コンプレックス型およびハイブリッド型の

N型糖鎖のサブタイプの相対発現レベルを示す。高マンノース型N型糖鎖は主要成分であり、発現レベ

ルは軟骨分化を通じて増加する。（Ishihara et al., 2014. Biochim. Biophys. Acta.より）  
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 正常な軟骨 ECM の構造を再生する関節軟骨細胞の能力は限られており損傷は不可

逆的であるとされているが、変性初期に正常な恒常性を維持する可能性がある場合、

早期診断のための方法の同定が重要となる。これまで軟骨変性に先行した糖鎖変化を

報告してきたが、本研究ではこの糖鎖破壊の段階であれば軟骨の変性は可逆的である

ことをつきとめた。また、これら超早期のフェーズにおける軟骨細胞のHM型糖鎖変

化は肥大分化との関連を強く示唆した。 

 

これまで関節内注射による生化学的 OA モデルでは collagen-induced arthritis (CIA)17

やパパインなどのタンパク質分解酵素 18–20、コラゲナーゼ 21,22、モノヨード酢酸 23–27な

ど関節炎を引き起こし後期 OA が想定される病態を再現してきた。OA 関節軟骨破壊

においては、ヒアルロン酸−アグリカンネットワークが分解され、次いで、コラーゲン

線維分解へと進行する。これら ECM の分解には MMP と ADAMTS 遺伝子ファミリ

ー分子が重要な役割を果たしている。関節軟骨破壊初期のアグリカン分解にはアグリ

カナーゼと呼ばれる ADAMTS4 や ADAMTS5 分子が主役を演じており、一方、コラ

ーゲン分解にはコラーゲン分解性MMP（MMP-1, 8, 13, 14）が中心的な役割を果たし

ている。HM型糖鎖を特異的に分解するα-マンノシダーゼを関節内へ投与すると、軟

骨組織からプロテオグリカンが失われつつもコラーゲン構造は保たれた。また。巨視

的には軟骨表面に異常は見られないにも関わらず、軟骨細胞の形態および配列には肥

大化様の著明な変化を認めた。加えて、軟骨基質の変性は可逆性を有していた。これ

らは早期 OA としての要件 28–31を満たすものだった。これらの性質は軟骨の器官培養

系でも保持され、凍結融解処理や他の糖鎖分解酵素ではこの表現型を再現できないこ

とから、軟骨細胞におけるHM型糖鎖に起因していることがわかった。基質変性から

の回復時に HM 型糖鎖が再生しないことが Con A 染色および N 型糖鎖の網羅的解析

より明らかとされ、他の糖鎖によって補償される可能性に目を向けた。 

 

 マウス初代軟骨細胞へのマンノシダーゼ刺激は興味深い結果をもたらした。軟骨組

織片の糖鎖構造解析は、マンノシダーゼによってHM型糖鎖の側鎖からマンノースが

切り出され、マンノース数の少ないHM5の増加とマンノース数の多いHM9の減少を

招く一方でN型糖鎖の根本のGlcNAcにフコースが転移されたコアフコースと呼ばれ

る糖鎖構造の発現が上昇していることを示していた。マンノシダーゼ刺激された軟骨

細胞の遺伝子発現はADAMTS5とFut8の発現上昇を認め、器官培養系におけるプロテ

オグリカンの漏出の責任分子がHM型糖鎖であり、コアフコシル化もまたHM型糖鎖

変化に対する反応であることを裏付けた。更に、in vitroの実験において示唆された軟

骨細胞の肥大化様変化を、IhhやCol10a1の発現が支持していた。 
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 軟骨細胞肥大分化モデルにおける主要な糖鎖クラス全てを細胞グライコームとして

分析することによって、軟骨変性とHM型糖鎖の関わりを他のクラスの糖鎖によって

補償される可能性も踏まえて包括的に見ることにした。最近の研究では、総グライコ

ームプロファイルは高度に細胞表現型特異的であることが報告されている 32,33。クラ

スター分析は、肥大分化時に主だってN型糖鎖が滴定され、O型糖鎖およびGAGの

変化が一時的であることを示した。以前に、マウスの軟骨前駆細胞においてHM型N

型糖鎖の発現が分化の後期にアップレギュレートされることを報告しており 16、HM5

の量が軟骨細胞分化の間に 5倍増加し、成熟軟骨細胞においてこの上昇したレベルに

とどまった。本研究において、軟骨細胞が肥大分化を始めたときに HM5 の量が増加

することを明らかにした。HM型糖鎖に特異的に結合するレクチンであるCon Aに曝

露された軟骨細胞が休止期から肥大期に移行するとした報告もある 34,35。これらの知

見は、N型糖鎖を有する細胞表面糖タンパク質が軟骨細胞分化に重要な役割を果たす

ことを示唆している。N型糖鎖プロセッシングの後期にみられるように、2つのN-ア

セチルグルコサミン残基を添加した分枝を有する C/H 型 N 型糖鎖が減少し、生合成

経路の下流に位置する C/H 型糖鎖（フコースまたはシアル酸付加）が増加するため、

膜への分泌および輸送が軟骨細胞の肥大とともに活性化されることが示された。

Man2a1 および Mgat2 はオリゴマンノシドをコンプレックス型に変換する。OA およ

びヒト軟骨細胞の糖表現型の報告によると、コア置換N型（Fut8およびMgat3遺伝子

によるGnt-Ⅲ）を有する複合型N型糖鎖（Mgat2遺伝子によるGnt-Ⅱ）の合成を含ん

でいる 36。軟骨細胞の肥大分化中の遺伝子発現も同様に、Mgat2およびFut8の発現を

増加させた（Figure 22）。肥大化に伴って N 型糖鎖は増加したが、軟骨細胞における

fOS の量は急激に減少した。 fOS は N 型糖鎖の異化作用によって生成されるため、

fOS 対 N 型糖鎖の比率は、肥大性分化の 20 日目に 57.8％から 3.5％に有意に低下し

た。Bastowら 37は、肥大性軟骨細胞においてリソソームエキソサイトーシスが増強さ

れることを確認している。これらの知見に基づいて、休止軟骨細胞は、N型糖鎖の分

解を促進することにより、タンパク質分泌および膜輸送を阻害し得ると考えている。 

 

 軟骨細胞、プロテオグリカンおよびムチンに由来するO型糖鎖によって産生される

主要な ECM は、樹形図上の単一のクレードに首尾よく分類された。関節軟骨におけ

るプロテオグリカンはアグリカンが主要なタイプである。アグリカンの重要な特徴は、

それが大量のコンドロイチン硫酸（CS）を含み、アグリカン以外の分子はこの特徴を

有さないことである。本研究では、CS、特にCS-4S（GAG-4）がGAGの総量の 70％

〜80％を占めることを見出した。また、CSGalNAcT-1（CS N-アセチルガラクトサミン

糖転移酵素-1）およびCSGalNAcT-2はそれぞれ 1つの糖転移酵素ドメインを有し、開

始および伸長の両方の間に GalNAc 転移活性を示す。さらに、それらは、四糖鎖に第
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1のGalNAc残基を付加する役割を果たすと考えられている 38–41。qPCR分析は、軟骨

細胞肥大の間に Csgalnact-2 転写物が高度に発現されることを明らかにした。 

CSGalNAcT-1はコンドロイチン硫酸合成の開始に関与するが、CSGalNAcT-2は主に鎖

の伸長に関与する 42。コンドロイチン 4スルホトランスフェラーゼ-1（C4st-1）の発現

が減少したにもかかわらず、軟骨細胞の肥大分化は、CS鎖の伸長によるCS合成を促

進することが明らかになった。他方、GALNT の発現は、O 型糖鎖の合成にとって重

要である。 Galnt3は、休止期、増殖期、および肥大前の軟骨細胞において発現される。

Galnt3 は、GalNAc をセリン/スレオニン残基に付加し、キシロース残基へのキシロー

スのキシロース残基への付加と拮抗することを除けば、基本的に Tn を特徴とするム

チン型O型糖鎖の合成を増加させる。キシロシル化は、四糖類結合領域の合成におけ

る第一段階であり、GAGの減少をもたらす 43。コンドロイチン硫酸の量は減少するが

コンドロイチン硫酸鎖の伸長は妨げられないということは、本結果と一致した。これ

らの GAG および O 型糖鎖の協調作用は、OA で報告されることが多い軟骨の質の低

下のメカニズムに関与している可能性がある 44。 

 

 インスリン誘導性の軟骨肥大化過程で細胞は IGF-1 を高発現した。IGF-1 は軟骨細

胞肥大を増強する 45。正常な関節軟骨では、IGF-1受容体は、軟骨の中間層および深層

に局在する軟骨細胞によって大部分が発現される 46。IGF-1はまた、軟骨細胞プロテオ

グリカンの合成を誘導することができる。軟骨細胞の肥大は、GM3 シンテターゼの

mRNAレベルでの発現の増加とは対照的に、GM3（GSL-2）の相対量を有意に減少さ

せた。さらに、GD1 類似体（GSL-22）の量が増加し、GM3 からの生合成経路の下流

のガングリオシド分子種を同定することができた。脂肪細胞におけるGM3の増加が、

インスリンシグナル伝達を阻害する静電相互作用によるマイクロドメイン内の細胞膜

カベオラからのインスリンレセプターの解離を引き起こすことという報告がある 47–49。

肥大中のGM3生合成経路はインスリンシグナル伝達を促進し、IGF-1の発現の増加に

寄与したと推定される。これらの結果は、GSLが胚発生およびいくつかの組織の分化

に必須であり、これらのプロセスを媒介する重要な細胞相互作用に関与しているとい

う概念を支持している 48,50。これまでに、GSL が OA のマウスモデルにおいて抑制的

役割を果たすこと、および軟骨変性は下流分子種の増加を伴うことが報告されている
51–54。 

 

 軟骨細胞肥大化における複合糖質構造を包括的に分析することにより、統合された

情報が得られた。N型糖鎖の分解が阻害されタンパク質分泌および膜輸送が促進され

ると軟骨細胞の表現型は肥大化様となり軟骨変性が開始されるという新たなメカニズ

ムが提唱された。これらの変化の重要性はまだ解明されていないが、診断バイオマー
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カー、治療標的、および分化マーカーの同定に役立つ可能性がある。OA の軟骨細胞

反応における早期プロテオグリカン喪失を説明し、OA における軟骨リモデリングお

よび軟骨細胞分化の自己永続的サイクルを示唆した。この研究の限界には、ケラタン

硫酸塩（この技術はまだ確立されていない）およびセレブロシド（特定の EGCase 酵

素が使用された）を分析することができないことが挙げられる。 

 本研究の結果は、グリカン代謝の変化が軟骨細胞肥大化を介して軟骨変性の開始に

密接に関連していることを示した。これらのメカニズムに関するさらなる詳細な研究

が必要であるが、N型糖鎖の分解系を調整することは関節軟骨修復を促進する新しい

治療戦略となりうるものと期待される。 
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