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学位論文内容の要旨  

 

  博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  江畑 拓 

 

学 位 論 文 題 名 

 

摩耗軟骨片活性化マクロファージによる変形性関節症進行メカニズムの解明研究 

(Research on the mechanism of progressive osteoarthritis mediated by inflammatory macrophages 

activated by cartilage wear) 

 

【背景と目的】 

 変形性関節症（Osteoarthritis、以下 OA）は、軟骨変性を基盤とする慢性退行性関節疾患

である。OA の病態は複雑多岐に渡り、その全貌を解明することが OA の原因療法確立に

必須とされる。OA の病変の首座である軟骨組織は、軟骨細胞によってその代謝が維持さ

れる。一方、OA 軟骨細胞では従来の生理的機能の劣化によって異化作用が亢進してお

り、軟骨変性の原因となる。従って、OA 軟骨細胞の劣化機序の解析は、OA の病態を解明

する上で重要である。近年、OA 進行の重要な一病態として「炎症の慢性化」が挙げられ

る。これには、Damage-associated molecular patterns（DAMPs）で活性化したマクロファー

ジが関連する。関節内の DAMPs を認識し活性化したマクロファージは、多数の液性因子

を介して OA を進行させるが、その詳細な分子機序はわかっていない。そこで、DAMPs 活

性化マクロファージによる軟骨細胞劣化機序を解析することで、慢性炎症による OA 進行

機序の一端を解明できると考えた。本研究の目的は、DAMPs の 1 種である摩耗軟骨片活

性化マクロファージが軟骨細胞に及ぼす変化の詳細を明らかにすることである。 

【対象と方法】 

実験 1：摩耗軟骨片活性化マクロファージによる軟骨細胞劣化機序の解明 

 先行研究で確立した共培養システムを用いて、摩耗軟骨片活性化マクロファージと軟骨

細胞との共培養実験を行った。48 時間共培養した後、軟骨細胞を回収し、RNA シークエ

ンスを用いた網羅的遺伝子解析を行った。上記マクロファージと共培養した軟骨細胞中に

おいて発現上昇した遺伝子を抽出し、バイオインフォマティクス解析を行った。 

実験 2：OA 進行に重要である軟骨細胞新規因子「Flightless I」の同定 

 実験 1 の発現上昇遺伝子中から「Flightless I」を同定し、OA 関節内における発現を免疫

染色、ウエスタンブロッティングおよび ELISA 法を用いて調べた。さらに OA 軟骨細胞の

Flightless I 分泌能を調べるために、培養軟骨細胞から回収した上清中の Flightless I 量を、

上記と同様の方法を用いて調べた。 

実験 3：軟骨細胞、軟骨組織における Flightless I 刺激の影響 

 Recombinant Flightless I（rFliI）をマウス軟骨細胞およびマウス大腿骨頭軟骨組織に添加

し、その影響を解析した。 

実験 4：Flightless I による軟骨変性機序の解明  



 rFliI により刺激した軟骨細胞中の Mitogen-activated protein kinase（MAPK）シグナルの活

性化の有無について、ウエスタンブロッティングを用いて評価した。また、rFliI と結合す

る軟骨細胞受容体を pull-down assay を用いて同定した。これらの結果に対して、上記で同

定したシグナルに関連する阻害薬で軟骨細胞を前治療した後、rFliI 刺激を加え、軟骨細胞

に対する rFliI の効果が減弱するかどうかを検証した。 

【結果】 

実験 1：摩耗軟骨片活性化マクロファージによる軟骨細胞劣化機序の解明 

摩耗軟骨片活性化マクロファージによって刺激した軟骨細胞では、328 個の遺伝子が発

現上昇した。またこれらの発現上昇遺伝子に対してエンリッチメント解析を行い、骨化や

石灰化、基質分解、肥大分化に関連する遺伝子群が多くみられることを明らかにした。 

実験 2：OA 進行に重要である軟骨細胞新規因子「Flightless I」の同定 

実験 1 の解析結果から、発現上昇遺伝子中の肥大分化や基質分解に関わる遺伝子として

「Flightless I」を同定した。免疫染色により、OA 軟骨組織の表層から中間層にかけて同分

子の発現を確認した。また、OA 関節液中にも Flightless I が検出されており、IL-1βや

TNF-α刺激した軟骨細胞の培養溶液中から同タンパクが多く検出された。 

実験 3：軟骨細胞、軟骨組織における Flightless I 刺激の影響 

In vitro において、rFliI 刺激は軟骨細胞の異化因子放出増加および同化因子減弱を促進し

た。また、rFliI 刺激により軟骨細胞の肥大分化関連因子の発現が増加した。Ex vivo では、

rFliI 刺激によって、軟骨表層の基質分解が促進された。 

実験 4：Flightless I による軟骨変性機序の解明  

rFliI 刺激軟骨細胞では Extracellular signal-regulated kinase（ERK）1/2 シグナルが活性化し

ており、同シグナルの阻害剤 U0126 の前治療によって rFliI の効果は減弱した。また、pull-

down assay の結果から rFliI 受容体として Toll-like receptor 4 が同定され、同阻害薬 TAK-

242 の前治療によって、軟骨細胞に対する rFliI の効果が減弱した。 

【考察】 

 摩耗軟骨片活性化マクロファージ刺激軟骨細胞中に発現上昇した遺伝子群は、骨化や肥

大分化、基質分解に関わる遺伝子を多く含み、これらは「軟骨内骨化」の過程でに関わ

る。本結果より、非生理的な力学的ストレスのみならず、炎症反応によっても軟骨細胞の

軟骨内骨化シグナルが助長され、OA を進行させる可能性が示唆された。また、Flightless I

は軟骨細胞中の TLR4-ERK1/2 シグナルを活性化し、軟骨細胞の肥大分化を促進し異化作

用を亢進することで、OA を進行させることを示した。軟骨細胞中の TLR4-ERK1/2 シグナ

ルは、OA 進行に関わる重要なシグナルであることが示唆された。 

【結論】 

 摩耗軟骨片活性化マクロファージは、軟骨細胞の肥大分化および異化作用を亢進し、OA

を進行させることを示した。また、この反応系に関連する軟骨細胞新規因子として、

「Flightless I」を同定し、同分子が軟骨細胞中の TLR4-ERK1/2 シグナルを介して軟骨変性

を進行させることを明らかにした。本研究は、慢性炎症による OA 進行機序の一端を解明

したものである。同定した Flightless I は、OA に対する治療標的の一つと考えられる。 


