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要旨 

 

【背景と目的】 

変形性関節症（Osteoarthritis：OA）は関節軟骨の変性を主体とした滑膜炎、軟

骨下骨の硬化および骨棘の形成を伴う疾患である。OA の発端は主に機械的スト

レスにより起こると言われているが、関節軟骨、滑膜を含む関節全体におけるカ

タボリックファクターの増大および免疫システムの活性化が、滑膜炎をはじめ

とした関節組織全体の炎症を起こし、さらなる軟骨組織の破壊につながる。  

変形性関節症（OA）において変性した軟骨組織から生じた軟骨破片は滑膜の免疫 

細胞と炎症反応を引き起こし、軟骨の変性に寄与する滑膜炎を起こすと言われ

ているが、その詳細なメカニズムが未だ解明されていない。そこで我々は、軟

骨破片によって惹起される炎症反応の機序の解明が、OAに対する新規治療の開

発につながると考えた。 

我々は、滑膜組織の主要な細胞であるマクロファージと軟骨破片が起こす炎症

反応が軟骨変性を進行させるという仮説を検証した。またその過程で、軟骨破

片、軟骨細胞、マクロファージを使用した共培養モデルを作製し、RNA-Seqに

よる網羅的遺伝子発現解析にてそのメカニズムを検証した。本研究の目的は、

マクロファージの軟骨破片に対する反応の分子的メカニズム解明および軟骨細

胞へどのように関与するか調査することである。 

 

実験①：軟骨破片の作製および骨髄由来マクロファージとの反応評価 

【対象と方法】野生型マウスより採取した軟骨を、組織破砕機を用いて粉砕し

て軟骨破片を作成した。作製された軟骨片の形状および大きさを電子顕微鏡で

観察し、粒度分布計を用いて計測した。マウスから単離した骨髄由来マクロフ

ァージを播種し軟骨破片を添加、24時間後に評価を行った。24時間培養後に培

養液上清を採取し炎症性メディエーターの定量及び細胞の形態の観察を透過型

顕微鏡で行った。 

 

【結果】作成した軟骨破片を走査型電子顕微鏡および、粒度分布計で計測した

結果、軟骨破片は走査型電子顕微鏡の観察では不整で、多数の小穴を持つ表面

形状であった。粒度分布計の計測で直径は0.54～ 55 μm （平均3.11 μm）で

あった。 これらの形状・大きさはOA患者における過去の関節内から取り出さ

れた関節破片の報告とおおむね遜色ないものであった。透過型電子顕微鏡によ

る解析では軟骨破片を添加したマクロファージは不規則な形態かつ拡大したフ

ァゴリソソームを伴う活性貪食の形態を呈していた。 
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実験②：軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞共培養モデルの作製 

【対象と方法】骨髄由来マクロファージと軟骨細胞をマウスから採取し

transwell insert を使用し実験①と同様の方法で作成した軟骨破片との共培

養を行った。qPCR 法を用いてマクロファージにおけるMMP-13,TNF-α、IL-1 

β、IL-6 と、軟骨細胞におけるMMP-13、ADAMTS5、iNOS、IL-6 のmRNA 発現量

を評価した 

【結果】マクロファージに関して炎症性メディエーターであるTNF-α, IL-6, 

および MMP-9に関してコントロール群に比べて遺伝子発現の有意な上昇がみら

れた。軟骨細胞に関してのmRNA発現の定量では、カタボリックファクターであ

るMMP-13が24時間48時間ともに、iNOSは48時間後、IL-6が添加後24時間におい

て、コントロール群と比べ有意に高い発現を認めた 

 

実験③：軟骨破片に対するマクロファージ炎症反応の網羅的遺伝子発現解析 

【対象と方法】実験①と同様の方法で骨髄由来マクロファージ、軟骨破片を作成

した。軟骨破片をマクロファージに添加し24時間培養。そこからRNAを採取しRNA 

sequenceを行った。データをマッピングし遺伝子発現量の定量化を行った。有意

に変化が見られた遺伝子群をGene ontology解析及び遺伝子エンリッチメント解

析行った。 

 

【結果】RNA-Seq による解析では Test 群は Control 群と比較し 153 の有意な遺

伝子発現上昇および 100 の発現遺伝子低下がみられた。GO 解析では細胞内構成

要素に関しては 11、分子機能に関しては 7、生物プロセスは 11 の用語が抽出

され、主に extracellular exosome, scavenger receptor activity に関連す

るものであった。Pathway 解析では TNF-αシグナリングをはじめ 8種類の経路

が当てはまった。転写因子解析では ATF2、STAT3、NFKB1 が抽出された。 

 

実験④：軟骨破片マクロファージ刺激モデルにおける中和抗体におけるブロッ

キング実験 

【対象と方法】実験①の方法と同様に骨髄由来マクロファージおよび軟骨破片

を作成した。マクロファージに対して軟骨破片を添加し24時間培養した。それ

ぞれ軟骨破片添加する30分前に抗TLR2（Toll like receptor2）抗体,抗

MARCO(Macrophage receptor with collagenous structure)抗体 、抗ITGα

5(Integrin alpha 5)抗体を添加した。軟骨破片添加後24時間に上清を採取し

ELISAでのＴＮＦ-α量を定量した。 
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【結果】抗MARCO中和抗体では有意なＴＮＦ-αの産生抑制を認めなかったが抗

Tlr2抗体および抗ITGA5抗体によるブロッキングによりＴＮＦ-αの産生は有意

に抑制された 

【考察】 

本研究ではマクロファージと軟骨破片は炎症反応を惹起し、炎症性サイトカイ

ンが放出されたがこれは軟骨破片が損傷した組織が免疫細胞とするリガンドと

して作用する概念であるDAMPs (Damage associated molecular patterns) と

して作用したことが原因として考えられた。本研究では軟骨破片によるマクロ

ファージを介する軟骨細胞への影響を解析するために、マクロファージ共培養

モデルを作成したが、本モデルにおいて軟骨破片はマクロファージを介する炎

症反応を惹起し、軟骨細胞のcatabolic factor を増加させており、関節内を

模擬するモデルが作成できたと考えられた。軟骨破片と反応したマクロファー

ジの遺伝子発現変化に対する網羅的遺伝子発現解析からは、TNF-α、Toll 

like受容体、NF-κβなどの炎症反応に関する遺伝子発現が主に見られてお

り、さらに軟骨破片との反応では細胞表面分子が重要であることが示唆され

た。抗体を使用したブロッキング実験ではこれらのうちTLR2とITGα5が重要な

働きをしていることを示した。OAにおいて関節内に発生する軟骨破片は、細胞

表面受容体を介してマクロファージ炎症反応を引き起こし、OAの増悪に関与す

る可能性が示唆された。 

【結論】 

本研究結果は軟骨破片がマクロファージと炎症反応を起こし変形性関節症の病

態に深く関与していることを示した。軟骨破片とマクロファージの炎症反応に

はTLR2,スカベンジャー受容体およびTNFシグナリングが重要な役割を担ってい

ることが明らかとなった。これらのメカニズムの解明には関するさらなる詳細

な研究が必要であるが、OAに対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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略 語 表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

ADAM a disintegrin and metalloproteinase  

DAMPs damage-associated molecular patterns 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 

ELISA enzyme linked immunoosorbent assay  

FBS fetal bovine serum 

GO gene ontology 

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

ITGα５  integrin alpha 5 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) 

LPS     lipopolysaccharide 

MARCO macrophage receptor with collagenous structure 

MMP matrix metalloproteinase 

NFκB nuclear factor-kappa B 

NO nitric oxide 

OA osteoarthritis 

PBS phosphate-buffered saline 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RNA-Seq   RNA sequencing 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction  

TLR Toll like receptor 

TNF tumor necrosis factor  
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緒言 

 

 

変形性関節症（Osteoarthritis：OA）は関節軟骨の変性を主体とした滑膜

炎、軟骨下骨の硬化および骨棘の形成を伴う疾患である(Loeser et al., 

2012)。主に高齢者の慢性の痛み及び運動能力の低下の原因となり、60 歳以上

の男性の 10％以上、60 歳以上の女性の 18％に影響を及ぼすと言われている

(Glyn-Jones et al., 2015)。 

 

軟骨細胞は関節軟骨の主たる細胞構成要素であり、軟骨組織の恒常性維持に

不可欠な要素であるが、一方で過剰な力学的ストレスや炎症性メディエーター

に暴露され、病的な状態となると、軟骨細胞はmatrix 

metalloproteinases(MMP)やaggrecanases を含むカタボリックファクターを惹

起し軟骨組織の変性に寄与する(Conaghan et al., 2011)。 従来OAは単純な摩

耗による疾患(wear and-tear disease)と考えられてきたが、近年の研究では

免疫学的機序に関して着目されており、関節軟骨、滑膜を含む関節全体におけ

るカタボリックファクターの増大および免疫システムの活性化がOAの中心的病

態として認識され始めている(Conaghan et al., 2011; Loeser et al., 

2012)。OAの発端は主に機械的ストレスにより起こると言われているが、その

後関節組織全体の炎症を起こし、さらなる軟骨組織の破壊につながる。軟骨組

織の破壊は滑膜炎および骨棘の形成を引き起こすと言われている(Conaghan et 

al., 2011; Robinson et al., 2016)。炎症が起きている滑膜組織ではマクロ

ファージや好中球、リンパ球などの様々な免疫細胞の集簇が起きることが知ら

れており(de Lange-Brokaar et al., 2012)、OAにおける滑膜炎において、炎

症性メディエーターの放出は軟骨組織の変性に重要な要素である。OAの病態理

解は種々の研究により進んでいるが、その病態メカニズムは解明されていな

い。現時点でOAに対する効果的な治療薬はなく、そのためOAの進行に関する分

子学的理解が必要である。 

 

軟骨組織の摩耗は、OAの進行過程で起こり、その結果生じる「軟骨破片」は関

節内に放出される。OAにおける軟骨破片に着目した過去の研究では、軟骨破片の

大きさや形状とOA進行との関連性や(Kuster et al., 1998; Mendel et al., 

2010)、OA患者の滑膜組織に含まれる軟骨破片が滑膜組織に炎症反応を惹起する

ことが明らかにされている(Saito et al., 2002; Schedel et al., 2004)。ま

た、動物実験レベルでは、軟骨破片の関節内投与により滑膜炎および軟骨組織の
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関節症変化が誘発されたことなどが報告されている(Evans et al., 1984)。こ

れらの報告から、軟骨破片は滑膜炎を引き起こす原因の一つであると考えられ

ているが(Loeser et al., 2012; Robinson et al., 2016)軟骨破片が滑膜中の

どの細胞と反応して、どのように炎症を引き起こしているかの詳細なメカニズ

ムはわかっていない(de Lange-Brokaar et al., 2012)。 

マクロファージは滑膜組織に存在する主要な免疫細胞であり、OAにおける滑膜

炎において重要な働きを担うことが報告されている(Bondeson et al., 2010; 

Kraus et al., 2016)。関節内局所に存在するマクロファージは軟骨破片と最初

に遭遇する免疫細胞であり、比較的小さい軟骨破片を貪食し、大きい軟骨破片は

多核巨細胞の形成に作用する。また、マクロファージは破片を分解するための酵

素を産生し、その酵素は軟骨の変性や、持続する炎症を引き起こす原因となりう

る(Blom et al., 2007)。さらに、活性化したマクロファージはほかの免疫細胞

の導入を促す炎症性メディエーターを放出することでOA進行に寄与すると考え

られている。(Bondeson et al., 2006)しかし、軟骨破片がマクロファージを介

して炎症をおこす詳細なメカニズムは未だ明らかとなっていない。そのため

我々は、マクロファージを介した軟骨破片の役割を解析することでOAにおいて

重要な要素である滑膜炎の制御が可能となるのではないかと着想した。 

 

 

我々は、軟骨破片がマクロファージの炎症反応を惹起させ、軟骨変性に寄与

するという仮説のもと、まずは軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞の相互作

用を観察可能な新たなvitro モデルの構築を目指した。構築されたモデルで

は、軟骨破片刺激によってマクロファージに炎症反応を引き起こし、軟骨細胞

のカタボリックファクターを惹起させることが可能である。次いで、軟骨破片

に対するマクロファージの反応の分子学的メカニズムを解明するために、軟骨

破片に対するマクロファージの反応の網羅的遺伝子発現解析を行った。 

 

 

本研究において、軟骨破片がマクロファージの炎症反応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、OAの病態に関して新たな知見を得たのでこ

こに報告する。 
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実験方法 

 

実験①：軟骨破片の作製および骨髄由来マクロファージとの反応評価 

 

軟骨破片の作製、評価 

本研究のために実施した動物実験に関する許可は、北海道大学動物実験に関す

る規定に従って実施した。軟骨破片を4週齢のC57/B6マウスの大腿骨頭の軟骨よ

り軟骨成分を取り出し(Stanton et al., 2011)作成した。取り出した軟骨組織

部分をマルチビーズクラッシャー（Yasuikikai,Japan）で粉砕し軟骨破片を作成

した。 

作成した軟骨破片について、大きさ、形状について走査型電子顕微鏡:S-4800 

（Hitachi High-TechnologiesCorporation,Japan)での評価および粒度分布

計:Morphologi G3(Malvern Instruments,UK)で計測をおこなった。さらに作成

した軟骨破片のエンドトキシン量をToxinSensor Single Test Kit 

(Genscript,USA)で調べ、検出感度以下であることを確認した。 

 

軟骨破片とマクロファージの共培養及び反応評価 

骨髄細胞を軟骨破片作成に使用したマウスの大腿骨から単離した。骨髄細胞

を25 mg/l penicillin/streptomycin および 10% heat-inactivated fetal 

bovine serum (Sigma-Aldrich,USA)を添加したRPMI (Roswell Park Memorial 

Institute)(Sigma-Aldrich)培地で3時間培養後、単核球をPBS（Phosphate 

buffered salts）で2回洗浄し、50 ng/ml mMCSF（mouse recombinant 

macrophage colony-stimulating factor）(Peprotech,USA) を添加したRPMI培

地で7 日間培養しマクロファージに分化させた。得られたマクロファージをプ

レート上に播種し軟骨破片を添加、24時間後に評価を行った 

コントロールとしてマクロファージ単独を培養したものを用いた。 

24時間培養後に培養液上清を採取し炎症性メディエーターの定量及び細胞の形

態の観察を透過型電子顕微鏡で行った。 

 

 

 

培養液中のTNF-αおよびNOの測定 

マウスTNF-α(tumor necrosis factor) ELISA(Enzｙme Linked Immuno 

Solvent Assay)キット (R&DSystem,USA) およびGriess Reagent System 

(Promega, USA)を用いて、培養液中のTNF-αおよびNO（Nitric oxide） を測

定した。TNF-αについては抗TNF-α抗体 (biotin-conjugated polyclonal 
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antibody)をプレコートしたプレートに軟骨培養液を分注し，HRP (avidin 

conjugated to Horseradish)を加え，3,3',5,5'- tetramethylbenzidine 

(TMB) 基質にて発色させた．450 nm で吸光度を測定し，標準曲線からTNF-α

量を算出した．NOについては培養液50 μl にsulfanilamide 溶液を50 μl 加

え、10 分間遮光してインキュベートした。さらにN-1napthylethylenediamine 

dihydrochloride (NED) 溶液50 μl を加え10 分間遮光してインキュベートし

た後、540 nm で吸光度を測定し、標準曲線からNO量を算出した。 

 

透過型電子顕微鏡によるマクロファージの評価 

軟骨破片との培養開始後24時間で マクロファージは1.5%ホルムアルデヒ

ド・1%グルタールアルデヒド混合固定液でpH7.4条件にて15分固定した. カコ

ジル酸緩衝液で洗浄し1％オスミウム酸でさらに2時間ほど固定し再度カコジル

酸緩衝液で洗浄おこなった。その後段階的エタノール法で脱水しエポキシ樹脂

に包埋した. 超薄切標本は2％酢酸ウラニルメタノール溶液で10分室温下に染

色し、蒸留水で洗浄した後にさらに鉛染色液（SIGMA-ALDRICH）で6分ほど染色

した。Hitachi H-7100 transmission electron microscope:JEM-1400(Nihon 

Denshi,Japan) の 80 kVで観察行った。 

 

結果で後述するように実験①において軟骨破片の添加によりマクロファージ

の活性化及び炎症性メディエーターの放出が確認されたので、これらの軟骨細

胞への影響を評価するために、関節内での軟骨破片、マクロファージ、軟骨細

胞の関係を模擬する軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞を使用した共培養モ

デル作成へ実験を進めた。 

 

 

 

実験②：軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞共培養モデルの作製 

骨髄細胞および骨頭軟骨をC57/B6マウスから採取した。実験①の方法と同様

に骨髄由来マクロファージおよび軟骨破片を作成した。軟骨細胞は生後5 日齢

の野生型マウスの膝関節軟骨から、軟骨細胞を単離した(Gosset et al., 

2008)。骨端線部で解離した軟骨片をDMEM (Dulbecco’s modified eagle 

medium)(Sigma-Aldrich)(1% antibiotic solution + 10% FBS を含む)で3 

mg/ml に調整したコラゲナーゼD（Sigma-Aldrich）にて37°C で45 分間処理

することを2 回繰り返した後、6 倍希釈液（0.5 mg/ml）にて37°C で10 時間

処理し、軟骨細胞を単離した。 

軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞の関係を模擬する軟骨破片、マクロファ
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ージ、軟骨細胞を使用した共培養モデルとして、マクロファージを24Wellに播

種し、軟骨破片を添加その上にtranswell insert (CORNING,USA)を載せそこに

軟骨細胞を播種した。 （Fig1）コントロールとしては軟骨破片を添加しない

ものを使用した。培養後24時間および48時間に回収し伝子発現評価を行った。 

 

 

 

Figure 1  transwell insertを使用し上層に軟骨細胞を培養した軟骨破片刺

激マクロファージ共培養モデル 

 

 

定量RT-PCR(Reverse Transcription polymerase chain reaction)評価 

軟骨破片を添加もしくは添加なしの24時間および48時間培養したマクロファ

ージ、共培養した軟骨細胞からTRIzol Reagent(Invitrogen, USA)およびRNEasy 

mini kit columns(Qiagen, Germany)を使用しRNAを抽出した。0.5㎍のRNAサン

プルをGoScriptTM reverse transcriptase and random primer (Promega)を用

いて逆転写しcDNA。を作成した。その後SYBR® Premix Ex Taq™ II (Takara, 

Japan)を用いてThermal Cycler Dice System 2 (Takara)を使用しリアルタイム

PCR を 行 っ た 。 各 プ ラ イ マ ー は Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)でデザインしたものを

使用した。本研究で使用した主要なプライマーのシークエンスは実験方法セク

ション末尾のTable 1 に示した。 メッセンジャーRNA（mRNA）の発現量は全て

GAPDH の発現量により標準化した。各標的遺伝子の相対mRNA 発現レベルは、

ΔΔCt 法および個々の効率補正計算法を用いて、GAPDH(glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) 遺伝子のCt 値に対して正規化された各遺伝子のCt 

値として表した。 

 

結果で後述するように実験②において共培養モデルにおいて軟骨破片を添加

することでマクロファージの炎症反応に関する遺伝子発現の上昇および軟骨細

胞のカタボリックファクターに関する遺伝子発現が上昇することが明らかとな
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った。そのためより詳細なメカニズム解明のため同モデルを用いて軟骨破片に

対するマクロファージの反応に関してRNA-Seq(RNA sequencing)を用いた網羅

的遺伝子発現解析を行った。 

 

実験③：軟骨破片に対するマクロファージ炎症反応の網羅的遺伝子発現解析 

 

軟骨破片とマクロファージの共培養 

 骨髄細胞および骨頭軟骨をC57/B6マウスから採取した。実験①の方法と同様に

骨髄由来マクロファージおよび軟骨破片を作成した。マクロファージに対し軟

骨破片を添加し24時間培養した。 

 

RNAの抽出及びライブラリの作成、シークエンシング 

軟骨破片を添加し24時間培養したマクロファージおよび添加なしのマクロファ

ージからTRIzol ReagentおよびRNEasy mini kit columnsを使用しRNAを抽出し

た。ライブラリはTruSeq® Stranded mRNA Sample Preparation Kit (Illumina, 

Inc,USA)を使用し作成、１サンプル当たり6900万リード平均でペアーエンドリ

ードをIllumina HiSeq 2500 (Illumina), で取得した. リードはマウスゲノム

（mm10）をアライメントに使用し、Tophat とBowtieでマッピングをおこなった。

Cufflink お よ び Cuffdiff (http://cole-trapnell-

lab.github.io/cufflinks/cuffdiff/index.html)によりアノテーションを行っ

た(Trapnell et al., 2012)。 

 

  

バイオインフォマティクス解析 

  マクロファージの軟骨破片に対する反応を一般化するために、公共データベ

ースから取得したLPS (lipopolysaccharide)に対するマクロファージの遺伝子

発現(Raza et al., 2014)との比較を行った。その後p-value ≤ 0.0５ でFold 

change:FC >1.3以上の発現変化がみられた遺伝子群に関してGO(gene 

ontology)エンリッチメント解析及びKEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genome)パスウエイ解析を行った。解析はアノテーション、視覚化統合ツール

の一つであるDAVID（Database for Annotation Visualization and 

Integrated Discovery online tools:david.abcc.ncifcrf.gov).を使用した。

統計学的有意差のカットオフ値はp ≤ 0.0５ および gene count > 4を用い

た。得られた結果のさらなるエンリッチメント解析をGenomatix Gene Ranker 

(http://www.genomatix.de/).を使用して行った。ヒートマップは各GOターム

に関する視覚化に用いた。(http://biit.cs.ut.ee/clustvis/)タンパク質間相
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互作用に関する転写因子エンリッチメント解析は

Enricher(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/)を使用して行った。 

 

結果で後述するように実験③の結果からマクロファージと軟骨破片との炎症

反応に重要な可能性を持つ表面反応分子を同定し、これらに対し中和抗体によ

るブロッキング実験を行った。 

 

実験④：軟骨破片マクロファージ刺激モデルにおける中和抗体におけるブロッ

キング実験  

骨髄細胞および骨頭軟骨をC57/B6マウスから採取した。実験①の方法と同様

に骨髄由来マクロファージおよび軟骨破片を作成した。マクロファージに対し

て軟骨破片を添加し24時間培養した。それぞれ軟骨破片添加する30分前に、抗

TLR2(Toll like receptor2）抗体(1μg/ml;anti-mTLR2 InvivoGen, USA)抗

MARCO(Macrophage receptor with collagenous structure)抗体 (20μg/ml; 

clone ED31 Serotec,UK)、抗ITGα5(Integrin alpha 5)抗体(10μg/ml; MAB2514 

Millipore,UK)を添加した。抗体を添加しない群、軟骨破片および抗体を添加し

ない群、Iso typeコントロール抗体を添加した群をコントロールとした。軟骨破

片添加後24時間に上清を採取しELISAでのTNF-α量を定量した。 

統計解析分析 

  ストゥーデントt検定を用いてELISA、qRT-PCRで得た遺伝子発現の差を検定し

た。判定はP値＜0.05で有意差ありとした。RNA-Seqにおける遺伝子発現量の統計

学的有意差はfalse discovery rate (FDR) を用いて検定し、閾値をP値 ≤ 0.01

としておこなった。 

 

 

 

 

 

Table 1.本研究で用いたプライマーの塩基配列.  

Gene Forward primer  Reverse primer  

TNF-α AGCCGATGGGTTGTACCTTG ATAGCAAATCGGCTGACGGT 

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

iNOS GTTCTCAGCCCAACAATACAAG GTGGACGGGTCGATGTCAC 

MMP-9 GCAGAGGCATACTTGTACCG TGATGTTATGATGGTCCCACTT 

MMP-13 TTGGCCACTCCCTAGGTCTG GGTTGGGGTCTTCATCGC 

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA 
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実験結果 

 

実験①の結果 作成した軟骨破片の添加によりマクロファージは活性貪食の形

態をとり、炎症性メディエーターを放出した 

マウス大腿骨頭軟骨より採取した軟骨組織を粉砕して作成した軟骨破片を走

査型電子顕微鏡および、粒度分布計で計測した結果、作成した軟骨破片は走査

型電子顕微鏡の観察では不整で、多数の小穴を持つ表面形状であった。(Fig. 

2A) 粒度分布計の計測で直径は0.54～ 55 μm （平均3.11 μm）であった。 

(Fig. 2B) これらの形状・大きさはOA患者における過去の関節内から取り出

された関節破片の報告とおおむね遜色ないものであった。（6,7） 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 作製した軟骨破片の大きさ、形状の検討 

(A) 作製した軟骨破片を走査型電子顕微鏡により撮像した像 スケールバーは

5㎛を示す 

(B) 作製した軟骨破片を粒度分布計により計測した粒度分布 
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さらにマクロファージの軟骨破片に対する活性化について評価するため、軟

骨破片を添加し培養したマクロファージについて透過型電子顕微鏡で形態学的

計測および炎症性メディエーターの産生の評価を行った。軟骨破片を添加した

マクロファージは透過型電子顕微鏡での観察で不規則な形態かつ拡大したファ

ゴリソソームを伴う活性貪食の形態を呈していた。(Fig. 3).  

軟骨破片を添加したマクロファージ群は添加後24時間および48時間において軟

骨破片を添加していないコントロール群に比べて、有意にTNF-αおよびNOの産

生が上昇していた(Fig. 4)  

これらの結果はマクロファージは軟骨破片の添加により活性化しOAの進行に関

与する炎症性メディエーターを産生することを示した。 

 

 

Figure 3 透過型電子顕微鏡により撮像した軟骨破片で刺激したマクロファー

ジ像 

 拡大したファゴリソソームを伴う活性貪食の形態を示していた。スケールバ

ーは2 μmを示す。 
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Figure 4  軟骨破片で刺激したマクロファージの24時間および48時間培養後

の炎症性メディエーターであるTNF－αおよびNOの測定 

(+) が軟骨破片の添加あり群で (−) が軟骨破片の添加なしであることを示

す。 *P < 0.05. * 

 

 

実験②の結果：共培養モデルにおいてマクロファージは炎症性メディエーター

に関する遺伝子発現の上昇、軟骨細胞はカタボリックファクターに関する遺伝

子発現の上昇がみられた 

 

軟骨破片で刺激したマクロファージの液性因子による軟骨細胞への影響を評

価するために、共培養モデル（Fig1）での軟骨細胞およびマクロファージの遺

伝子発現をqRT-PCRで評価したところ、マクロファージに関して炎症性メディ

エーターであるTNF-α, IL-6, および MMP-9に関してコントロール群に比べて

遺伝子発現の有意な上昇がみられた。(Fig.5A) 

軟骨細胞に関してのmRNA発現の定量では、カタボリックファクターであるMMP-

13が24時間48時間ともに、iNOSは48時間後、IL-6が添加後24時間において、コ

ントロール群と比べ有意に高い発現を認めた。(Fig. 5B) これらの結果は、軟

骨破片による刺激を受けたマクロファージが軟骨細胞に作用しOAの進行に寄与

する可能性を示唆した。 
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Figure 5 軟骨破片刺激共培養モデルにおけるRT-PCRでの遺伝子発現定量 

(A)マクロファージの炎症性メディエーターに関する遺伝子発現定量  

(B)軟骨細胞のカタボリックファクターに関する遺伝子発現定量 

 (+) が軟骨破片の添加ありで (−) が軟骨破片の添加なしであることを示す。 

*P < 0.05. * 

 

 

 

 

実験③の結果:網羅的遺伝子発現解析により軟骨破片とマクロファージの炎症

反応には TNF-α、NF-κB、Focal adhesion および Scavenger receptor 

activity に関する遺伝子発現が重要である可能性が示された 

 

軟骨破片に対するマクロファージの反応に関して、詳細な分子レベルでの解

明を目指し、マクロファージと軟骨破片を24時間反応させて、網羅的遺伝子発

現解析をRNA-Seqを使用しておこなったところ、統計学的に有意な153遺伝子の

発現上昇および105遺伝子の発現低下が確認された（Fig6A.B）。軟骨破片に対

するマクロファージの活性化状態の分析のため、LPSで活性化させたマクロフ

ァージの遺伝子発現変化(Raza et al., 2014)と比較を行った。ベン図に示す
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通り42遺伝子に関してのみ遺伝子発現変化が共通しており、この結果は軟骨破

片に対する反応はLPSに対する反応とは違った反応であることを示唆していた

（Fig6Ｃ）。 

これらの結果は変形性関節症における滑膜炎の病態の一つとして、軟骨破片に

対するマクロファージの反応は独特な遺伝子発現変化をすることを示唆した。 

 

Figure 6  軟骨破片に対するマクロファージの反応に関する網羅的遺伝子発現

解析  

A) 統計学的に有意に発現上昇及び低下した遺伝子群に対するスキャッタープ

ロット解析 

B) 統計学的に有意に発現上昇および低下した遺伝子群に対するヒエラルキー

クラスタリング Control群（軟骨破片を添加しない群）及びTest群（軟骨破

片を添加した群）で各遺伝子の相対的発現上昇を赤、発現低下を青で示す(n = 

3) 

C) 軟骨破片およびLPSでの刺激に対してのそれぞれ有意な発現上昇を認めた遺

伝子数に関するベン図  

 

詳細な機能的および生物学的解析のため、得られたRNA-Seqのデータに関して

GO(Gene ontology)解析を行った。GO解析の結果、発現変化のあった遺伝子は

cellular components に関しては11の用語（extracellular exosome, focal 

adhesionおよびmembraneなど）にカテゴライズされた。（Fig7A）発現変化のあ

った遺伝子はmolecular functionに関してはscavenger receptor activity, 

protein complex bindingやintegrin bindingなどの7の用語が検出された。(Fig. 

7B) biological processに関してはimmune system process, inflammatory 

response, glycolytic processやinnate immune responseなどの11の用語が検

出された。(Fig. 7B) 軟骨破片に対するマクロファージの反応は炎症反応に関
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してTNFを含む14の遺伝子発現が有意に上昇していた。（Fig.7C） 

これらの結果から軟骨破片に対するマクロファージの反応は特徴ある炎症反

応をきたしていることがわかった。 

 

Figure 7  軟骨破片に対するマクロファージの反応に関するGene ontology解

析 A) cellular componentに関するGO term B) molecular function及び

biological processに関するGO terms C) 炎症反応に関しての各遺伝子発現

に関するヒートマップA 相対的発現上昇を赤、発現低下を青で示す。 

 

軟骨破片に対するマクロファージの反応に関して細胞レベル、分子間相互作用

ネットワーク（代謝、シグナル伝達、遺伝情報等）に基づいた解析をするため、KEGG

パスウェイ解析および転写因子エンリッチメント解析を行った。結果は KEGG パ

スウェイ解析では Proteoglycan in cancer, Gluconeogenesis, TNF signaling 

pathway, Toll-like receptor signaling pathway や Phagosome (Fig. 8A)など

が同定された。これらのパスウェイが OA における滑膜炎において重要な役割を

もつ可能性が示唆された。 
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転写因子エンリッチメント解析ではATF2, STAT3 and NFKB1 (Fig. 8BC)など

の炎症反応に強く関係する転写因子が同定され、OAにおける滑膜炎においてこ

れらの転写因子が寄与する可能性が示唆された。 

 
Figure 8  軟骨破片に対するマクロファージの反応に関して有意に発現上昇し

た遺伝子群に対するKEGGパスウェイ 及び転写因子解析. A)有意に同定された

上位のKEGGパスウェイ  

B)転写因子解析で有意に同定された転写因子 

C)軟骨破片に対するマクロファージの反応に関して有意に変化があった転写因

子に関するヒートマップ。相対的発現上昇を赤、発現低下を青で示す。 
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実験④の結果 中和抗体によるTLR2及びITGα5のブロッキングは軟骨破片刺激

によるマクロファージのTNF-αの産生を抑制した。  

 

 TLR2, MARCOおよびITGα5 のマクロファージにおける受容体としての重要性 

(Ley et al., 2016)および実験③の結果から、軟骨破片とマクロファージの炎

症反応におけるこれらの受容体の関与を評価するために各々の中和抗体を使用

してのTNF-αの産生を評価した。 

結果としてはの抗MARCO中和抗体では有意なTNF-αの産生抑制を認めなかった

が抗TlR2抗体および抗ITGα5抗体によるブロッキングによりTNF-αの産生は有

意に抑制された (Fig9) . 

 

 
Figure 9  軟骨破片刺激に対するマクロファージ TNF-αの産生量に関する中和

抗体のブロッキング効果 

抗 TLR2 抗体または抗 ITGα5 中和抗体の添加により有意に TNF-αの産生量が低

下した。 *P < 0.05. 

 

 

 

 

 



23 
 

考察 

 

 

OAにおいて軟骨破片は滑膜炎を引き起こし、軟骨細胞へ影響を与えると考え

られているが(Sellam and Berenbaum, 2010; Wenham and Conaghan, 2010)、 

軟骨破片がどのように炎症反応を引き起こしているか詳細なメカニズムはわか

っていない。本研究では軟骨破片の刺激により活性化したマクロファージによ

る軟骨細胞への影響を調査することは、OAへの病態理解につながり新規治療に

もつながると考え、我々は関節内の軟骨破片、マクロファージ、軟骨細胞の関

係を模擬することを目指したvitro共培養モデルを作成した。さらに軟骨破片

に対するマクロファージ炎症反応の詳細な検討を行うため網羅的遺伝子発現解

析を行った。 

 

 

我々はまずvitroモデルの確立に向けて、軟骨破片の作成に着手した。OA患

者の関節内から採取された軟骨破片は不整形で、直径は1.4 ～234μｍのマイ

クロメーターサイズであることが報告されている(Kuster et al., 1998; 

Mendel et al., 2010)。マクロファージと軟骨破片との反応は、その大きさや

形に左右される。マクロファージは主に直径10μｍ以下の粒子を貪食するが、

それを超える大きさの粒子の場合は巨細胞を形成し対応する(Green et al., 

2000)。一般的に, 小さく細長い破片は強い炎症反応を起こしやすいと言われ

ている(Sieving et al., 2003)。これらの過去の報告から、生体内のOA関節に

近い環境を模倣するためには、軟骨破片の形状は不整形で、さらに直径10μｍ

付近を中心とした大きさが望ましいと考えられた。今回作製された軟骨破片は

直径0.54～55μｍでありOA患者の関節内から検出された軟骨破片(Kuster et 

al., 1998; Mendel et al., 2010)と比較して、その形状、大きさは妥当であ

ると考えられた。 

 

生体内のOA関節に近い環境を模倣した今回の共培養モデルにおいて、軟骨破

片はマクロファージを刺激して炎症性メディエーターの産生を促した。これは

結果として、軟骨細胞に作用しOAの軟骨における主要なカタボリックファクタ

ーであるMMP-13やi-NOSの遺伝子発現上昇を惹起した。これらの結果はTNF-α

やMMP-9がネガティブレギュレーターとして軟骨細胞の分化や軟骨代謝に作用

することが主なる原因と考えられた。また、本モデルを用いることで、軟骨破

片がマクロファージを活性化して炎症を引き起こす過程がin vitroで観察可能

となった。本モデルを用いて軟骨破片刺激により活性化されるマクロファージ
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の炎症反応および軟骨細胞への影響を評価することは、OAにおける滑膜炎の制

御につながると考えられた。 

 

さらなる検討としての軟骨破片に対するマクロファージの反応に関してRNA-

seqによる網羅的遺伝子発現解析による検討を行った。網羅的遺伝子発現解析

の結果として、軟骨破片に刺激されたマクロファージは多数の炎症性メディエ

ーターおよびケモカインに関係する遺伝子発現上昇を認めた。具体的にはTNF

スーパーファミリー（Tnf, Tnfaip2）や、インターロイキンファミリー

（Il2rg, Irak3）、ケモカインファミリー（Ccl9, Cxcl16）などの発現上昇が

見られた。これらの結果はOA患者の滑膜組織において高い発現がみられていた

炎症性メディエーターおよびケモカインと一致した結果であった(Dawes et 

al., 2013; Haseeb and Haqqi, 2013; Lambert et al., 2014; Wenham and 

Conaghan, 2010)。また、軟骨破片に対するマクロファージの反応に関して発

現上昇を示したこれらの炎症を制御する遺伝子群の多くは、主にTNF 

signalingに関与していた。 これらの結果から、今回作製したin vitroモデル

において発現が変化した炎症関連遺伝子は、OAの滑膜炎に重要な役割を担い、

その病態を反映している可能性がある。特に、TNF signalingに関連する遺伝

子群が多く見られたことから、軟骨破片が起こす炎症反応にはTNF signaling

が大きく関与していると考えられた。 

 

本研究における軟骨破片に対するマクロファージの反応ではTLR2やCD14などの

パターン認識レセプターに関する遺伝子発現上昇が見られた。これは、自己の

損傷した組織による物質が自然免疫を活性化する炎症反応をおこすという概念

であるDAMPs(damage-associated molecular patterns)の概念と一致する。

DAMPsはパターン認識レセプターであるToll-like receptorsやNod-like 

receptorに主に認識される。 破壊された関節組織由来の物質である

fibronectin, aggrecan, biglycan, tenascin CなどがOAの炎症に関与するこ

とが報告されている。（(Scanzello et al., 2008; Sokolove and Lepus, 

2013)本研究ではこれらの成分を含む軟骨破片が、DAMPsとしてマクロファージ

に作用したことで炎症反応が起きたと考えられる。また、過去に報告のある

Toll-like receptorsやNod-like receptors以外にも、細胞表面受容体の遺伝

子発現の上昇がみられており、それらの細胞表面受容体がDAMPsの新たな受容

体として働く可能性が考えられた。 

 

軟骨破片との反応において、マクロファージ上の細胞表面受容体に関する遺

伝子の発現変化が見られたことから、これらの細胞表面受容体の関連遺伝子を



25 
 

解析することが、OA病態の解明に繋がると考えられた。具体的に遺伝子発現変

化を来たした細胞表面受容体は、Itga5(fibronectin receptor), Cd44 

(hyalunoriac acid receptor), Sdc1, Sdc4(syndecan family)および

Marco,Scarf1(scavenger receptor)などであった。Candelaらは ITGα5の

conditional knockout マウスにおけるOAモデルの検討で野生型マウスに比較

して滑膜炎スコアの低下がみられたことを報告しており、OAの滑膜炎における

ITGα5の重要性を示唆している(Candela et al., 2016)。 CD44に関しては

CD44に対する中和抗体の投与がOAモデルマウスでマクロファージの活性を抑制

したとの報告がある(Qadri et al., 2018)。  Syndecan4に関してEchtermeyer

らはOAにおけるSyndecan4の重要性および治療ターゲットとして報告している

(Echtermeyer et al., 2009)。 MARCOはその発現が豚OA modelにおける滑膜組

織での発現が示されており、 マクロファージの細胞外基質に対する接着に関

わり、サイトカインの産生に重要な働きをすると考えられている(Sieker et 

al., 2016)。 SCARF1は細胞死した細胞の残骸の排除に重要な役割をし、炎症

を制御すると言われているが(Ramirez-Ortiz et al., 2013)、OAにおける滑膜

炎に関しては過去に報告が無い。Scarf1が滑膜炎に関与する受容体遺伝子であ

ることは、これまで報告の無い新たな知見である。本研究において遺伝子発現

上昇がみられたこれらの細胞表面受容体は、炎症反応の制御に重要な役割を担

う可能性があると考えられた。 

 

本研究では、以上の網羅的遺伝子発現解析の結果から炎症制御のターゲット

として細胞表面受容体に着目し、特にTLR2, MARCOおよびITGα5に関する中和

抗体での阻害実験を行った。TLR2の発現はOA患者の滑膜組織で上昇しているこ

とが言われており(Radstake et al., 2004)、さらに多くの研究によりTLR2が

OAの病態に関係することが示されている(Lees et al., 2015; Liu et al., 

2017)。  MARCO は多数の組織にあるscavenger receptorであり、粒子に対す

る炎症反応に関して重要な役割をすることがいわれている(Thakur et al., 

2009)。ITGα5 はfibronectin receptorであり、血管新生や炎症、組織変性を

制御しており、OAの関与も近年言われている(Candela et al., 2016; Johnson 

et al., 1993)。そのため我々はこれらの中和抗体（TlR2, MARCOおよびITGα

5）によるブロッキングの有無で軟骨破片に対する反応してのマクロファージ

のTNF-αの産生を比較した。結果としては, TLR2 とITGα5 のブロッキングは

有意にTNF-αの産生を抑制した。これらの結果はTLR2およびITGα5がマクロフ

ァージに重要な役割を示すことを意味しており、今後さらなる研究としてOA実

験モデルマウスなどを使用してのin vivoでの検討がOAの病態に役立つと考え

ている。  
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本研究にはいくつかのlimitationが存在する。まずマウスを用いた小動物で

の研究である点が上げられる。ヒトにおける炎症発生機序とは異なる可能性が

あるため、ヒト軟骨破片を使用した新たな実験が必要と考えられる。また本研

究においてTLR2やITGA5に関して炎症反応抑制の可能性を示したが 生体内で実

際に同様の効果を示すかは不明である。今後はin vivoでの検討が必要と考え

られた。 

本研究には上記limitationsがあるものの、本研究結果はOAにおいて関節内に

発生する軟骨破片は、マクロファージを介して炎症反応の増悪に関与し、軟骨

変性に寄与することを明らかにした。また、その炎症反応において細胞表面受

容体およびTNF signalingが重要な役割を担っていることを示した．これらの

結果はOAにおける滑膜炎発生の病態解明に重要な知見であり，これらの分子群

はOA 治療の新たな標的となりうることを示唆するものである． 
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総括および結論 

 

・ 軟骨破片のOAの病態への関与について検証するためにvitroでの軟骨破片と

マクロファージの炎症反応について検討した。 

・ vitro の新規モデル（軟骨破片刺激マクロファージ共培養モデル）を作製

し、同モデルでマクロファージの炎症性メディエーター産生および軟骨細胞の

カタボリックファクターを惹起することを示した。 

・ マクロファージの軟骨破片に対する反応に関して網羅的遺伝子発現解析を

行い、TNF signaling、NF-κB、Focal adhesion およびScavenger receptor 

activityに関する遺伝子発現が重要である可能性が示された。 

・TLR2及びITGα5に対する中和抗体の添加で軟骨破片に対するマクロファージ

TNF-αの産生が抑制されることにより、これらが軟骨破片に対するマクロファ

ージの炎症反応に重要であることが示された。 

 

本研究結果は軟骨破片がマクロファージと炎症反応を起こし変形性関節症の病

態に深く関与していることを示した。軟骨破片とマクロファージの炎症反応に

は細胞表面受容体およびTNF signalingが重要な役割を担っていることが明ら

かとなった。これらのメカニズムの解明には関するさらなる詳細な研究が必要

であるが、OAに対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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