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【抄録】 

変形性関節症（OA）において軟骨の変性消失が生じる機序を探るために、ヒト OA膝関節の脛骨近

位関節面の肉眼的な軟骨変性部と非変性部からペアにして軟骨組織を採取し、タンパクを抽出し

て解析を行った。その結果、OA軟骨変性部では非変性部に比して組織プラスミノーゲンアクチベ

ーター（tPA）とウロキナーゼ（uPA）の発現がともに増加しており、それらの作用によって実際

にプラスミン活性が誘導されていることが明らかになった。本研究ではさらに一次培養ヒト関節

軟骨細胞を用いた実験を行い、軟骨変性部における tPA、uPAの発現亢進は、軟骨細胞周囲のマト

リクスの変化によって引き起こされている可能性を明らかにした。本研究の結果から、OA軟骨変

性部では軟骨基質の変化によって二種類のプラスミノーゲン・アクチベーターの発現が誘導され、

プラスミン活性が局所的に誘導されて軟骨の変性に関与している可能性が示された。 

 
１．研究の目的 

変形性関節症（osteoarthritis、OA）は主に高

齢者が罹患する関節疾患で、社会の高齢化とと

もにその患者数は増加の一途を辿っている。OA

は全身のどの滑膜関節にも生じるが、膝関節に

生じる OA（膝 OA）は高齢者の QOLを低下させ、

自立喪失の原因となることからとくに重要な

疾患である。しかし OA の病態には不明な点が

多く、疾患の進行を阻止できる治療法は見つか

っていない。OA の本態は関節軟骨の緩徐な変

性・消失である。このため軟骨の変性が生じる

機序については従来様々な方向から検討が行

われてきたが、いまだに明確な答えは得られて

いない。  

代表研究者らは、cDNA マイクロアレイによ

る OA 軟骨の遺伝子発現データと OA 軟骨から

のタンパク抽出液の解析によって、OA 軟骨の

軟骨変性部では非変性部に比して二種類のプ

ラスミノーゲン・アクチベーターの発現がとも

に亢進しており、それによってプラスミン活性

も亢進している可能性を見出した。プラスミン

は線維素溶解の主役をなす酵素であるが、軟骨

の主要な構成要素であるアグリカンを分解し

1)、さらに種々の MMP を活性型に変換すること

によって軟骨基質の変性を強力に引き起こし

うる 2)。本研究は申請者が今までに得た知見

を元に、OA 軟骨変性部においてプラスミン活

性が誘導される機序の詳細を解明することを

目的として行われた。 

２．研究方法と経過 

2-1.OA 軟骨変性部軟骨と非変性部軟骨からの

抽出タンパクの解析 

本研究は施設の倫理委員会の承認のもと、参加

者の了解を文書で得たうえで行われた。本研究

では初めに人工膝関節置換術が行われた内側

型の膝 OA の症例から、変性部と非変性部の軟

骨組織を採取した。具体的には手術の際に採取

された脛骨近位関節面において、軟骨の肉眼的

な変性部（degenerated area、以下 D）と非変

性部（preserved area、以下 P）から軟骨組織

をペアにして採取した（図１）。軟骨組織の採

取は軟骨下骨の直上から全層にわたって行っ

た。 

採取した軟骨組織は湿重量を計測したのち

メスで細切し、三種類のバッファーを用いて三

段階でタンパク抽出を行った。まずはじめに

PBS 中のホモジナイズによってタンパクを抽

出し、次に同じ軟骨組織から 0.1％ Triton X-

100添加 PBS（PBS-T）を用いてタンパクを抽出

し、最後に同じ軟骨組織から６Mグアニジン塩

酸塩溶液（GuHCl）を用いてタンパクを抽出し

た。種々のタンパクについて軟骨組織からの抽

出量はこれら三種のバッファー中に抽出され

た量の総和として求めた。本実験では uPA、

uPAR、PAI-1、およびフィブロネクチン、D-dimer

とフィブリン分解産物（FDP）の合計量（以下、

D-dimer＋FDP）の 5つのタンパクについて計測

を行ったが、これらのタンパクの定量は、tPA



は ELISA（Human t-Plasminogen Activator/tPA 

ELISA Kit、R&D Systems）を用いて、他の 4つ

の タ ン パ ク に つ い て は Human Luminex 

Discovery Assay（R&D Systems）を用いて

Luminex により行い、その計測値から湿重量１

gの軟骨組織からの抽出量を求めた。 

2-2. OA 軟骨変性部、非変性部における tPA、

uPA および plasmin の酵素活性の計測 

上記 2-1 と同様に、人工関節置換術の際に採取

された内側型膝 OA の脛骨近位関節面において

肉眼的な変性部と非変性部から対にして軟骨

組織を採取し、湿重量を計測後にメスで細切し、

PBS-T 中のホモジナイズによりタンパクを抽

出した。この実験では酵素活性を温存するため

にタンパクの抽出は PBS-T のみを用いて行っ

た。抽出されたタンパク中の tPA、uPA および

plasmin の酵素活性を市販の活性アッセイキ

ット（ SensoLyte AMC Tissue-type (tPA) 

Activity Assay Kit Fluorimetric、SensoLyte 

AFC Urokinase (uPA) Activity   Assay Kit 

Fluorimetric 、 SensoLyte AFC Plasmin 

Activity Assay Kit Fluorimetric、いずれも

AnaSpec）によりそれぞれ計測し、湿重量１gの

軟骨組織から抽出された酵素活性を求めた。 

2-3.一次培養軟骨細胞を用いた培養実験 

上記（１）、（２）と同様にヒト OA 軟骨組織を

採取し、先行論文に従ってはじめに Pronase

（0.1%、Sigma-Aldrich）つぎに Collagenase P

（0.025%、Calbiochem）を用いた二段階の酵素

消化によって軟骨組織から軟骨細胞を単離し

た 3)。単離した軟骨細胞を単層培養およびア

ルジネート・ビーズを用いた三次元培養の二通

りの方法で培養し、両者の間で tPA、uPA の発

現レベルを比較した。培地は ITS を添加した

DMEM/F-12を用い、無血清で培養を行った。ア

ルジネートビーズによる三次元培養を行った

細胞では、この培地にさらにウシ血漿由来フィ

ブロネクチン (Sigma-Aldrich、10 µg/ml) 、
あるいはリコンビナント・ヒト・ビトロネクチ

ン (Sigma-Aldrich、10 µg/ml)を添加したもの

も用いて培養を行った。培養開始から 24 時間

で細胞を回収して RNAを抽出し、プラスミン活

性の発現を引き起こす tPA、uPA の発現レベル

を GAPDH を housekeeping gene と し て

LightCycler （Roche 社）を用いた qPCR によ

る解析により調べた。 

 

３．研究の成果 

3-1. OA 軟骨変性部、非変性部からの抽出タンパ

クの解析 

軟骨変性部、非変性部からのタンパク抽出量を

調べた結果、本検討で計測を行った tPA、uPA、

uPAR、PAI-1、D-dimer＋FDP のすべてにつ

いて、軟骨非変性部からの抽出量は変性部から

の抽出量に比して有意に多かった（図２）。こ

の結果から OA 軟骨変性部では二種類のプラ

スミノーゲン・アクチベーターの産生がいずれ

も亢進している一方、それらの活性を抑制する

PAI-1 の産生も亢進していることが示され、こ

れらの結果だけでは軟骨変性部においてプラ

スミノーゲン・アクチベーターの活性が実際に

亢進しているとは言えないことが明らかにな

った。 



このため軟骨変性部で実際に線溶活性の亢

進が起きているかを知る目的で抽出タンパク

中の D-dimer と FDP の合計量を計測したと

ころ、その抽出量は軟骨変性部において非変性

部よりも明らかに多く、OA 軟骨変性部におい

て実際に tPA、uPA の作用によってプラスミ

ンが産生され、さらにその作用によってフィブ

リンの分解が生じているものと考えられた。 

この結果の解釈であるが、tPA はフィブリン

と結合することで PAI-1 による活性抑制を受

けにくくなり酵素活性を発揮するようになる

ことが知られている 4)。また uPA については

uPAR と結合することで PAI-1 による抑制を

受けにくくなってプラスミノーゲン・アクチベ

ーターとして活性を示すようになることが知

られているが 5)、軟骨変性部では uPA ととも

に uPAR の発現も亢進していることから、同

部で uPAR と結合することによって酵素活性

を発揮している可能性が考えられた。ちなみに

膝 OA の関節内ではフィブリンの形成が誘導

されていることについては以前から報告があ

り 6)、本研究における D-dimer の計測や上記

の推論はこの知見に基づくものであった。 
3-2. OA 軟骨組織中の酵素活性の推定 

上記 3-1 の結果に基づき OA 軟骨の変性部、非

変性部から抽出されたタンパク中の tPA、uPA
の酵素活性を調べたところ、これらの活性はい

ずれも予想通り、軟骨非変性部に比して軟骨変

性部において有意に高いという結果が得られ

た（図３A, B）。また研究代表者らが以前計測

を行ったプラスミン活性についても今回用意

された抽出タンパクを用いて再度計測を行い、

以前の計測結果と同様、その活性がやはり軟骨

変性部において非変性部に比して有意に高い

ことが確認された（図３C）。これらの結果から、

軟骨変性部におけるプラスミン活性の発現に

は、tPA、uPA という二種類のプラスミノーゲ

ン・アクチベーターがともに関与するものと考

えられた。 

3-3 軟骨細胞を用いた培養実験 

アルジネート・ビーズにより三次元培養された

軟骨細胞では、単層培養で維持された軟骨細胞

に比して tPA、uPA の遺伝子発現レベルはい

ずれも明らかに低かった（図４）。正常の関節

軟骨において軟骨細胞は特定のマトリクスに

結合しない状態に保たれていると考えられて

おり、細胞を単離して単層培養で維持すると、

軟骨細胞に発現する複数のインテグリンがリ

ガンドと結合する結果、細胞内のシグナリング

が変わり、軟骨細胞の表現型が変化することが

知られている 7,8)。したがって本研究の結果も、

単層培養された軟骨細胞では表現型の変化に

伴って二種類のプラスミノーゲン・アクチベー

ターの発現が誘導されたものと解釈された。 
この解釈が正しいかを検証するために、アル

ジネート・ビーズを用いて三次元培養された軟

骨細胞に対してフィブロネクチン、ビトロネク

チンを添加したところ、いずれのタンパクの添

加によっても tPA の発現が亢進し（図４A）、

またビトロネクチンの添加によって uPA の発

現が亢進するという結果が得られた（図４B）。

以上の結果から、ヒト関節軟骨細胞は、細胞外

マトリクスの変化に応じ、おそらく細胞に発現

しているインテグリンを介して細胞内シグナ

ルの変化が生じることによって二種類のプラ

スミノーゲン・アクチベーターを発現する性質

があるものと考えられた。 

 

４．今後の課題 

本研究ではヒト OA 軟骨からの抽出タンパク

の解析を行い、OA 軟骨変性部ではプラスミン

活性が亢進しているという我々自身の以前の

知見を確認し、さらにその活性発現には、軟骨

変性部において発現が亢進している tPA、uPA
という二種のプラスミノーゲン・アクチベータ

ーがともに関与していることを明らかにした。



前述のように、プラスミンは軟骨の主要な構成

要素であるアグリカンを直接分解するほか、

種々の MMP を活性型に変換することによって

も軟骨基質の変性を強力に引き起こしうる。軟

骨変性部におけるプラスミン活性の亢進は、Ｏ

Ａにおける軟骨変性にこの酵素が関与してい

ることを強く示唆するものと考えられる。 
本研究ではさらに軟骨細胞の培養実験を行

い、上記の二種類のプラスミノーゲン・アクチ

ベーターの発現には変性部における軟骨細胞

周囲のマトリクスの変化が関与している可能

性を示した。我々はこの知見が OA の発症機序

を考える上で大変重要な意味を持っている可

能性があると考えている。関節軟骨のマトリク

スは主に II 型コラーゲンとアグリカンで構成

されているが、これらの構成要素はいずれも軟

骨内の代謝回転が極めて遅いことが知られて

おり、体内に長期間存在する間に修飾を受けて

分子の性状が変化することが知られいる。この

ため高齢者では軟骨基質の物性が変化し、OA
の発症に先だって軟骨基質の変化が生じてい

る可能性があり、MRI を用いた疫学研究でも

そ れ を 支 持 す る 結 果 が 得 ら れ て い る

（Guermazi A, BMJ 2012）。本研究の結果か

ら、軟骨基質に変性が生じると、それによって

二種類のプラスミノーゲン・アクチベーターの

発現が誘導され、さらにそれ等の作用でプラス

ミン活性が誘導される結果、さらに軟骨基質の

変性が進み、それによってさらにプラスミン活

性が誘導されるという一種のポジティブ・フィ

ードバックが形成される可能性が考えられる。

我々はこのようなポジティブ・フィードバック

が OA における軟骨変性に深く関係している

のではないかと考えている。 
本研究ではこのように OA の軟骨変性につ

いて新たな知見を得ることができたが、本研究

で得られた知見が実際のヒト OA の軟骨変性

にどの程度関与しているかは現時点では不明

である。さらに、軟骨細胞が周囲のマトリクス

の変化によって tPA、uPA を発現するように

なる可能性は示せたものの、それに関与する細

胞接着分子やシグナル伝達系は特定できてい

ない。今後さらに検討を進め、これらの点を明

らかにできればと考えている。 
 
５．研究成果の公表方法 

この報告書に示したデータについては既に国

内学会での発表を終えており、今後さらにデー

タを追加したうえで国際学会での発表および

英文誌への投稿を行う予定である。 
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To elucidate the mechanism of cartilage degeneration in osteoarthritis, cartilage tissues were 
obtained from osteoarthritic knee joints at macroscopically degenerated areas and preserved 
areas in pairs, and proteins were extracted. Analysis of the extracted proteins revealed that 
the expression of two types of plasminogen activators was increased in degenerated areas 
compared to preserved areas, and plasmin activity was also increased in degenerated areas, 
by the activities of both types of plasminogen activators. We further performed experiments 
using primary cultured human articular chondrocytes and found that the change in the 
surrounding matrix may be involved in the increased expression of the two plasminogen 
activators in degenerated areas. Thus, the results of this study suggest the possibility that 
increased plasmin activity may be induced in degenerated areas of osteoarthritic cartilage, 
likely due to changes in cartilage matrix there. 
 


