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【まとめ】 

変形性関節症(OA)時の軟骨細胞では、細胞内

Ca2+シグナル異常により軟骨変性が起こるが、

その原因は不明である。本研究では OAモデル

軟骨細胞において電位依存性 K+チャネルの機

能が有意に減少して膜電位が脱分極すること、

これにより細胞内 Ca2+濃度上昇を介した基質

産生低下や OA マーカー発現上昇が引き起こ

されることを明らかにした。本研究成果はイオ

ンチャネルを標的とした新規 OA 治療薬の開

発につながりうる。 

 

１．研究の目的 

 変形性関節症（OA）は最も一般的な関節の

疾患である。関節の変形により激しい痛みを伴

い、患者の QOLを著しく低下させる。国内患

者数は自覚症状がある患者数は約 1,000 万人、

自覚症状がない患者数も含めると約 3,000 万

人と推定される。年齢とともに罹患率が上昇し、

世界的に高齢化が進む中、WHO の予測では

2050年までに世界中で13億人がOAに罹患す

るとされている。OAの主な治療法は消炎鎮痛

薬などの薬物療法、人工関節置換手術、再生医

療である。しかし、薬物療法は対症療法であり、

手術や再生医療は失敗の危険性を伴う。そのた

め、薬剤による根本的な治療法の開発が求めら

れている。 

Ca2+は細胞死や分泌などの様々な生理機能

を調節する重要なセカンドメッセンジャーで

ある。細胞膜や細胞内小器官の膜上に発現する

イオンチャネルなどを介して細胞質内へ Ca2+

が流入することで細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）

が上昇し、シグナル伝達が成立する。細胞膜に

存在するイオンチャネルからの Ca2+流入には

膜電位変化が重要な役割を担っている。電位依

存性 Ca2+チャネルは細胞膜の脱分極により活

性化され、細胞内へ Ca2+を流入させる。一方、

TRPチャネルなどの電位非依存性 Ca2+チャネ

ルでは、細胞膜の過分極による電気化学的駆動

力の増大により、細胞内への Ca2+流入が増加

する(1)。 

我々はヒト軟骨細胞株（OUMS-27）を用い

た実験から、局所的な Ca2+シグナル領域（Ca2+

マイクロドメイン）を形成する Ca2+活性化 K+

チャネルや電位非依存性 Ca2+チャネルの一種

であるストア作動性 Ca2+チャネルが軟骨細胞

内 Ca2+シグナルを正に制御することを明らか

にしてきた(2,3)。一方、OA 時の軟骨細胞にお

いては、脱分極により[Ca2+]iを増加させる電位

依存性 Ca2+チャネルが病態を悪化させるとい

う報告(4-6)と、過分極により[Ca2+]i を増加さ

せる電位非依存性 Ca2+チャネルが病態を悪化

させる(7,8)という相反する２つの報告が存在

し、議論が分かれている。そこで、OAを模倣

したマウス軟骨細胞において、膜電位を制御す

る K+チャネルに着目し、OA 時の膜電位変化

と[Ca2+]i の関係性について解明することを目

指した。 

 

２．研究方法と経過 

２－１ 使用動物及びヒト組織  

C57BL/6 マウス（3~5 週齢、雄または雌）

の大腿骨頭より初代培養したマウス単離軟骨

細胞を調整した。軟骨細胞は 10 % FBS、100 

units/mL ペニシリン、0.1 mg/mL ストレプ

トマイシンを含有した D-MEM 中で 7~10 日

培養し、継代して 48時間後に実験に使用した。 

 

２－２ ヒト組織 

ヒト組織はアメリカ・スクリプス研究所およ

びリトアニア・ State Research Institute 

Center for Innovative Medicineより提供を受

けた。 

 

２－３ 定量的リアルタイム PCR法 

AGP 法を用いてマウスまたはヒト軟骨細胞

から総 RNA を抽出した。総 RNA から

ReverTra Ace qPCR Master Mix with gDNA 

remover（TOYOBO）を用いて cDNA を合成

した。SYBR Green 法と LightCycler 96

（Roche）を用いて定量的リアルタイム PCR

解析を行った。 

 

２－４ [Ca2+]i測定法 

軟 骨 細 胞に Ca2+ 蛍 光 指 示 薬 であ る

fura2-AMあるいは fluo4-AMを導入してCa2+



濃度変化を観察した。Fura2 の蛍光測定には、

高速冷却CCDカメラ蛍光イメージングシステ

ム ARGUS/HiSCA（Hamamatsu Photonics）

を、fluo4 の蛍光測定には、共焦点蛍光顕微鏡

（A1R；Nikon）を用いた。 

 

２－５ ホールセルパッチクランプ法 

軟骨細胞にホールセルパッチクランプ法を

適用し、細胞膜電流および細胞膜電位を測定し

た。使用した溶液の組成は以下の通りである。 

細胞内液（mM）：2 Na2ATP, 140 KCl, 4 MgCl2, 

10 HEPES, 0.05 EGTA, pH 7.2 with KOH 

細胞外液（mM）：137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 

CaCl2, 1.2 MgCl2, 10 HEPES, 14 Glucose, 

pH 7.4 with NaOH 

 

２－６ 免疫染色 

軟骨細胞を 4 % パラホルムアルデヒドで固

定 し た 。 Kv1.6 抗 体 （ 1:200; ab21089, 

Alomone）、0.2 % Triton X-100、1 % Bovine 

serum albuminを含有したPBS溶液中で一晩

処置した（4℃）。洗浄後、Alexa Fluor 488 

anti-rabbit IgG（1:1000; A11008, Invitrogen）

で 1 時間処置した（室温）。洗浄後、共焦点蛍

光顕微鏡を用いて蛍光画像を取得した。 

広島大学 味八木 茂 先生よりマウス膝関節

組織切片の提供を受けた。上記の Kv1.6 抗体

および VECTASTAIN Elite ABC HRP Kitを

用いて免疫染色を行った。 

 

２－７ 遺伝子導入 

 マウス心臓の cDNA から Kv1.6 の遺伝子を

単離し、pcDNA3.1にクローニングした。リポ

フェクタミン 2000を用いて遺伝子導入を行っ

た。導入マーカーとして mCherry を用いた。

遺伝子導入後 48時間で実験を行った。 

 

２－８ 統計解析 

実験より得られたデータは、平均値±標準誤

差として示した。2群間の平均値の差の検定に

は F 検定を用いて等分散を示した後に

Studentの t検定を行った。多重比較検定には

Tukey の多重比較法を用いた。図中の*や#は

危険率 5 %、**や##は危険率 1 %で有意差があ

ることを示した。 

 

３．研究の成果 

 OA 環境下の軟骨細胞を模倣するため、OA

時に分泌される 5 ng/mL IL-1で軟骨細胞を

処置した。IL-1で処置した軟骨細胞では、OA

マーカーである IL-6、MMP-13、ADAMTS5

の mRNA 発現量が増加し、OA 軟骨細胞と同

様に[Ca2+]iが増加していることから、OA環境

下の軟骨細胞を模倣できたと考えた。 

この IL-1の K+チャネル機能発現に対する

影響を調べるため、K+チャネル非特異的阻害

薬であるテトラエチルアンモニウム（TEA）

を用いて K+電流を測定した（図１）。その結果

IL-1処置細胞では、①5 mM TEA 感受性 K+

電流が減少した、②静止膜電位が脱分極した、

③TEA による脱分極も減少した。以上より、

IL-1処置細胞では TEA感受性 K+チャネルの

機能的な発現が低下していることが明らかに

なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、TEA感受性 K+チャネルの分子実体を

検討するため、電位依存性 K+チャネルファミ

リーのmRNA発現解析を行ったところ、IL-1

処置細胞ではKv1.6のmRNA発現が減少した。

また、IL-1処置細胞では Kv1.6特異的阻害薬

である 10 nM -デンドロトキシン（DTX）感

受性の電流も減少したことから、TEA 感受性

K+チャネルは Kv1.6 が担うことが示唆された。

さらに、IL-1処置細胞に Kv1.6を過剰発現さ

せたところ、① IL-1処置により上昇した

[Ca2+]iが減少した、②IL-6のmRNA発現量が

減少した、③IL-1処置により減少したⅡ型コ

ラーゲンのmRNA発現量が増加した。電位依

存性 Ca2+チャネル阻害薬を用いた実験からも

 図 1 軟骨細胞の TEA感受性 K
+
電流解析  

A：IL-1未処置（Vehicle）及び IL-1処置したマウ
ス軟骨細胞における TEA処置前の電流（左）、5 mM 
TEA処置後の電流（中央）、5 mM TEA 感受性電流
（右）の電流原図を示した。保持電位-80 mVより、
-120 mVから+50 mVまで 10 mV間隔で 250 msの
脱分極刺激を 5 s 毎に与え、電流を測定した。B：
IL-1未処置軟骨細胞における TEA 処置前の電流
（緑）、5 mM TEA処置後の電流（青）、5 mM TEA
感受性 K

+
電流（黒）の電流電圧曲線を示した。C：

IL-1処置した軟骨細胞における TEA 処置前の電流
（緑）、5 mM TEA処置後の電流（青）、5 mM TEA
感受性 K

+
電流（赤）の電流電圧曲線を示した。D：

IL-1未処置及び IL-1処置したマウス軟骨細胞にお
ける+50 mVでの TEA感受性 K

+
電流を示した。 



 図２ Kv1.6 の減少と OA マーカー、ColⅡ発現の
関係 
A-C：IL-1未処置（Vehicle）、IL-1処置、IL-1処置
+Kv1.6 過剰発現、IL-1処置+100 nM Nifedipine、
IL-1処置+10 M Mibefradil のマウス軟骨細胞にお
ける IL-6、MMP13、ADAMTS-5の mRNA発現量を
示した（**p<0.01 vs. vehicle、

#
p<0.05 vs.IL-1、

##
p<0.01 vs. IL-1）。D：IL-1未処置、IL-1処置、IL-1
処 置 +Kv1.6 過 剰 発 現 、 IL-1 処 置 +100 nM 
Nifedipine、IL-1処置+10 M Mibefradilのマウス軟
骨細胞における ColⅡの mRNA 発現量を示した
（**p<0.01 vs. vehicle、

#
p<0.05 vs.IL-1、

##
p<0.01 

vs.IL-1）。 

 図３ OA患者における Kv1.6の発現解析 
A：OA患者の非侵襲膝関節軟骨細胞（Non-invasion）
及び OA患者の侵襲膝関節軟骨細胞（Invasion）にお
ける Kv1.6 の mRNA 発現量を示した。B：健常者
（Normal）、軽度の OA 患者（Mild）、重度の OA 患
者（Severe）の膝関節軟骨細胞における Kv1.6 の
mRNA発現量を示した（*p<0.05 vs. normal）。 

 図４ 本研究成果のまとめ 
IL-1による Kv1.6 の機能的発現の低下は、①細胞の
脱分極⇒②電位依存性Ca

2+
チャネルからのCa

2+
流入

の促進⇒③IL-1下流の Ca
2+
依存的な転写経路の亢

進⇒④IL-6転写誘導、Col2転写抑制、などにより OA
形成メカニズムの一端を担っていると推測される。 

同様の結果が得られた（図２）。以上より、IL-1

は軟骨細胞の Kv1.6 発現を減少させ、細胞膜

の脱分極を引き起こし、Ca2+流入を亢進させる

ことで IL-6 を産生し、Ⅱ型コラーゲン産生を

低下させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

最後に、外科的手術により作製した OAモデ

ルマウスや OA 患者由来の軟骨細胞における

Kv1.6 の発現量を測定した結果（図３）、これ

らの組織・細胞でも Kv1.6 の発現が低下する

ことが明らかになった。 

本研究により、IL-1処置を行うことで OA

環境下を模倣した軟骨細胞では、Kv1.6の機能

的な発現が低下することが明らかになった。

Kv1.6の機能低下は、細胞膜を脱分極させるこ

とで電位依存性 Ca2+チャネルからの Ca2+流入

を促進させる。過剰に流入した Ca2+は IL-1

下流の Ca2+依存的な転写経路(7,9-12)を活性

化させ、IL-6 産生亢進やⅡ型コラーゲン産生

抑制により OA 形成メカニズムの一端を担っ

ていると推測される（図４）。本研究の成果は

Kv1.6を標的とした新規OA治療薬の開発につ

ながる重要な知見となることが期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．今後の課題 

本研究で未解明な点として、①IL-1が Kv1.6

の mRNA を減少させるメカニズム、②IL-1

による膜脱分極後に[Ca2+]i 上昇を引き起こす

Ca2+チャネルの分子実体、③[Ca2+]i 上昇が

IL-6発現誘導やCol2発現抑制を引き起こすメ

カニズム、などが挙げられる。今後、Kv1.6発

現を回復させる方法の開発およびその OA 治

療に対する有用性を細胞・組織・個体レベルで

検証する必要がある。また、[Ca2+]i上昇を引き

起こす Ca2+チャネルの阻害薬の OA 治療法と

しての有用性も同時に解明していく必要があ

る。 
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