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抄　　録

　血管内皮の酸化低比重リポ蛋白（�D�）受容体として同定されたレクチン様酸化 �D� 受容体 -1（�ectin-like 

�xidized �D� receptor-1，���-1）が軟骨細胞にも発現することが示され，���-1/ 酸化 �D� 系と関節症の

関連が示唆されている．しかし，���-1 ノックアウト（K�）マウスを用いてこれを in vivo で証明した報告

はない．K� および C57B� 野生型（WT）マウスに Zy�os�n 誘発関節炎を作製し，炎症細胞浸潤，滑膜過形

成，軟骨変性を組織学的に評価した．また同様のマウスを長期自然飼育し，9 週，6，12，18 ヶ月で膝関節を

摘出し加齢に伴う組織学的変化を評価した．炎症細胞浸潤は Zy�os�n 投与 1 日後，滑膜過形成は 3，7 日後，

軟骨変性は 7 日後において K� で抑制が認められた．免疫染色では WT マウスの滑膜細胞，軟骨細胞におい

て ���-1 の発現，酸化 �D� の局在が認められた．長期自然飼育加齢モデルでは 12，18 ヶ月において K� で

軟骨変性は抑制されており，WT マウスにおいて ���-1，酸化 �D� の陽性細胞率は軟骨変性の進行と共に増

加し，これらの間には有意な正の相関を認めた．本研究により ���-1 および酸化 �D� が滑膜への炎症細胞浸

潤，それに引き続く滑膜過形成および軟骨変性，そして軟骨の加齢変性に関与している可能性が示された．

Keywords :  oxidized �D�（�x-�D�）, lectin-like oxidized �D� receptor-1（���-1）, Zy�os�n-ind�ced �rt�ritis, 

synovitis, c�rtil�ge degener�tion, �ging
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諸　　言

　血管内皮細胞における酸化低比重リポ蛋白（�D�）の受容体としてクローニングされたレクチン様酸化低比

重リポ蛋白受容体 -1（lectin-like oxidized-low density lipoprotein receptor-1 ，以下 ���-1）が軟骨細胞にも発

現していることが示され，���-1/ 酸化 �D� 系と軟骨変性との関連が示唆されてきた 1−5．���-1 は I�-1 β，

I�-6，TNF-αなどの炎症性サイトカインや機械的ストレス，リガンドである酸化 �D� 自身によって発現が亢

進し，酸化 �D� とともに動脈硬化症の発症および進展に関与していることが示されている受容体である 6−9．

　N�k�g�w� らは，ラット実験的関節炎モデルの軟骨細胞組織において ���-1 が発現し酸化 �D� が局在して

いること，抗 ���-1 モノクローナル抗体の投与により滑膜炎および軟骨変性が抑制されることを示した 2．さ

らに，���-1 と酸化 �D� の結合はラット培養軟骨細胞において PI3 kin�se（PI3k）/Akt 経路の抑制により細

胞活性を低下させ非アポトーシス細胞死を誘導することを示した 10．当教室では，ウシ培養軟骨細胞において，

酸化 �D� と ���-1 の結合が細胞内活性酸素種（re�ctive oxygen species，以下 R�S）を発生させ NF- κ B を

活性化すること，ヒト �A 軟骨において ���-1 が発現し酸化 �D� が局在すること，これらの局在と軟骨変性

度が良く相関することを示した．さらに，血管内皮増殖因子（VEGF）や単球走化性因子蛋白−１（MCP-1）

発現を亢進させること，軟骨細胞の分化を促進し肥大軟骨細胞様形質を誘導することを示してきた 4, 11−14．さ

らに，ウシ培養軟骨細胞系を用いて ���-1 と酸化 �D� の結合はテロメラーゼ活性を抑制し細胞老化を促進

すること，ストレス誘発性細胞老化を生じることを報告し，加齢による軟骨細胞の老化変性にも ���-1/ 酸化

�D� 系が関与する可能性を示した 15．近年，ヒト関節リウマチ（RA）の軟骨細胞において ���-1 の発現が認

められ，酸化 �D� 刺激によりマトリックスメタロプロテアーゼ -3（��trix �et�lloprotein�se-3, MMP-3）発現

が亢進すること，ヒト RA 滑膜細胞において ���-1 の発現が認められ，酸化 �D� の刺激により MMP-1, 3 の

産生が亢進されることが示されている 3, 16．

　本研究では，���-1 ノックアウトマウス（K�）を用いて，亜急性関節炎における ���-1 の役割を in-vivo

で検討した．すなわち，K� が関節内への炎症細胞浸潤，滑膜過形成，軟骨変性を抑制できるかどうかを，

Zy�os�n 誘発関節炎を用いて検討した．Zy�os�n は酵母菌の細胞壁から抽出した β- グルカンであり，補体

副経路を活性化し，Zy�os�n を貪食したマクロファージは活性化する．活性化したマクロファージは I�-1 を

産生し，ライソソーム酵素や活性酸素（R�S）を放出し，血管透過性亢進，白血球浸潤を引き起こすとされて

いる 17, 18．Zy�os�n を関節内投与すると，上記のような機序にて亜急性の滑膜炎，滑膜過形成，軟骨変性を

引き起こし，これらの変化は RA 関節症変化と類似している 17．���-1 は血管内皮細胞に発現し，白血球のロー

リング，接着，血管内皮細胞下への浸潤に重要な作用があることが示されている 19．また，前述の如く ���-1

は炎症性サイトカインや酸化 �D� により軟骨細胞での発現が亢進し，関節炎および軟骨変性を促進する可能

性が示されている．我々は RA に類似した亜急性関節炎における ���-1 の役割を検討するため，Zy�os�n 誘

発関節炎を用いた．さらに，マウスは通常の環境で長期飼育を行うことにより膝関節に変形性関節症（�A）

様変化を生じることが知られている 20, 21．そこで，加齢性軟骨変性を基盤とする �A における ���-1 の役割

を in-vivo で検討する目的で，K� の長期自然飼育を行ない，K� と野生型（WT）マウスとで軟骨組織を比較

した．また，野生型マウスにおいて軟骨変性と酸化�D�の局在および���-1発現の関連を組織学的に検討した．

　本研究は，���-1 K� マウスを用いて ���-1/ 酸化 �D� 系の関節炎における滑膜炎，軟骨変性への関与，
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および，加齢による軟骨変性への関与を検討した最初の報告である．

方　　法

１）実験動物

　実験動物として雄の野生型 C57B�6/Jcl マウス（日本クレア社，東京，WT マウス）と雄の ���-1 遺伝子欠

損マウス（遺伝的背景は C57B�6，K� マウス）を使用した．K� マウスはリガンド結合に必須であるレクチ

ン様ドメインをコードするエクソンをネオマイシン耐性遺伝子に置換するターゲティングベクターを設計し

作製された 22.　Zy�os�n 誘発関節炎モデルには上記マウス 9 週齢のものを使用した．K� マウスは国立循環

器センター沢村達也先生のご好意により提供されたものを近畿大学医学部実験動物施設で繁殖して用いた（ホ

モ同士の交配，兄妹交配）．全ての実験は近畿大学医学部実験動物取扱規約を遵守して行われた．

　　

２）Zy�os�n 誘発関節炎モデルマウス

　WT マウス　9 週齢　雄および K� マウス　9 週齢　雄をソムノペンチル（シェリング・プラウ　アニマル

ヘルス社　ペントバルビタールナトリウム　16.2�g/0.25�l）腹腔内投与による全身麻酔を行った．尖刃刀に

て右膝蓋骨傍切開にて皮切を加えた．膝蓋腱外側から 30 ゲージ針，10μl シリンジを用いて Zy�os�n（Sig��, 

St. �o�is, M�，180 μ g/6μl）を関節内注射後，皮膚を 7-0 ナイロンにて縫合した．対照として同様の方法にて

左膝関節に生理食塩水（6 μ l）を関節内注射した．

　関節内注射後 1 日後，3 日後，7 日後に屠殺，両膝関節を採取した（各ｎ =10）．

３）自然飼育マウス

　WT マウスおよび K� マウスを一定条件下（同一ケージ内，　室温　22 ± 1℃　湿度　50 ± 10％　飼料　日

本クレア社　CE-2）にて長期飼育を行い，9 週齢，6 ヶ月，12 ヶ月，18 ヶ月で屠殺し膝関節を採取した（各

n=10）．

４）組織学的検討

　両側膝関節は 4% パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液を用いて固定した（4℃，24 時間）．組織標本は

10%EDTA（pH7.4）にて脱灰（4℃，2 週間）した後，高濃度エタノールにて脱水した．パラフィンブロック

とした標本をパラフィン用滑走式ミクロトームにて約 4μ� の連続切片として切り出した．切り出しは大腿骨

内側顆荷重部矢状方向とした．切片は脱パラフィン後，HE 染色，サフラニン � 染色を行い，滑膜炎症細胞浸

潤，滑膜過形成，軟骨変性程度を評価した．

　Zy�os�n 誘発関節炎モデルにおけるスコアリングは以下の如く行った．中川らのスコアリング方法 2 に従っ

て評価した．
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滑膜炎症細胞浸潤

0= 正常

1= 微増

2= 軽度

3= 中等度

4= 重度

滑膜過形成（表層細胞の重層化）

0= 正常滑膜

1= 微弱，滑膜表層重層化，わずかな層構造を呈するもの

2= 軽度，滑膜表層重層化，いくらかの層構造を呈するもの

3= 中等度，滑膜表層重層化，不明瞭な層構造を呈するもの

4= 重度，滑膜表層重層化，完全に不明瞭な層構造を呈するもの

軟骨変性度

1= 正常

2= 表層のみサフラニン � 染色低下

3= 深層までサフラニン � 染色低下

4= サフラニン � 染色が完全に失われたもの

　軟骨変性のスコアリングについては，内側大腿骨および脛骨関節面の点数を合計した．

　自然飼育マウスにおけるスコアリングは国際関節症学会（�ARSI）の定めたマウス軟骨組織変性評価スコ

アを用いた 23．本評価法は平均変性スコアと最大変性スコアからなり，平均変性スコアとは最大変性部位と最

少変性部位との平均値をとったものである．スコア法は以下に示す．

0 ＝正常

0.5 ＝構造上の変化はなく，サフラニン � 染色の低下のみ

1 ＝軟骨欠損がなく，軟骨表面のわずかな線維化のみ

2 ＝縦方向への浅層下への亀裂と微細な表層の欠損

3 ＝石灰化軟骨層への縦方向の亀裂，びらんが関節表層の 25% 未満

4 ＝石灰化軟骨層への縦方向の亀裂，びらんが関節表層の 25% 以上 50% 未満

5 ＝石灰化軟骨層への縦方向の亀裂，びらんが関節表層の 50% 以上 75% 未満

6 ＝石灰化軟骨層への縦方向の亀裂，びらんが関節表層の 75% 以上
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５）免疫組織学的検討

　Vect�st�in ABC kits（Vector, B�rling��e, USA）のプロトコールに従い免疫染色を行った．脱パラフィン

後のマウス膝切片を用いて，���-1 および酸化 �D� の免疫染色を行った．3% 過酸化水素による前処理　10

分の後，2％正常ヤギ血清を用いてブロッキングを行った（室温，40 分）．一次抗体は抗 ���-1 ラビット・ポ

リクローナル抗体（�bc�� 社，濃度 1 : 500, １％ BSA 含有 PBS に溶解）および酸化 �D�（MI��IP�RE 社， 

濃度 1 : 500, １％ BSA 含有 PBS に溶解）を 4℃，24 時間反応させた．PBS 洗浄後（5 分× 3 回），二次抗体

（Vector, ビオチン標識ヤギ抗ラビット IgG 抗体，室温　30 分）を反応させ，PBS 洗浄後（5 分× 3 回），アビ

ジン / ビオチン標識ぺルオキシダーゼ混合液（Vector，室温，30 分）を反応させた．PBS 洗浄後（5 分× 3 回），

DAB（Vector）にて発色，続いてヘマトキシリン液（和光純薬工業，大阪）にて核染色を行った．

６）軟骨細胞における ���-1，酸化 �D� の陽性細胞数

　最も変性の進んだ部位の軟骨組織（内側大腿骨，脛骨顆部）において一定領域内（顕微鏡拡大率 400 倍画像

内の大腿骨関節面および脛骨関節面軟骨組織における軟骨細胞）の ���-1 および酸化 �D� の陽性細胞数をカ

ウントし，軟骨変性度と相関するかを検討した．

７）統計解析

　各データは平均値 ± 標準偏差（平均 ± 標準偏差）で表記し，平均値の有意差検定には St�dent’s t-test

（�np�ired）を用いた．���-1 および酸化 �D� の陽性細胞率と �ARSI スコアによる軟骨変性度との相関はピ

アソンの相関係数を用いて検討した（Excel 2010，日本マイクロソフト，東京）．

結　　果

１．Zy�os�n 誘発関節炎モデルにおける関節炎スコア

　HE 染色およびサフラニン � 染色を各実験群において行った．顆間部滑膜において炎症細胞浸潤および滑膜

過形成を，大腿骨および脛骨の内側顆部関節軟骨において軟骨変性を組織学的に評価した．WT マウス，K�

マウス共に Zy�os�n 投与 1 日後において滑膜への炎症細胞浸潤が最も顕著であったが，K� マウスにおいて

抑制される傾向があった（図 1A, B）．Zy�os�n 投与 1 日後の炎症細胞浸潤スコア（平均 ± 標準偏差）は，

WT マウス 3.5 ± 0.97 に対し K� マウス 2.5 ± 0.97 で，K� マウスにおいて有意に低値であった（図 1C，* ｐ＜

0.05，n=10）．Zy�os�n 投与 3 日，7 日後において炎症細胞浸潤は軽減傾向にあり，WT マウスと K� マウス

に差は無かった（図 1C）．コントロールの生食投与群では WT マウス，K� マウスともに炎症細胞浸潤は認め

られなかった（図 1D ～ F）．滑膜過形成については WT マウス，K� マウスともに経時的に増悪の傾向があ

り，K� マウスにて抑制される傾向があった（図 2A-D）．滑膜過形成スコア（平均 ± 標準偏差）は，関節内

注射 3 日後において WT マウス 2.9 ± 0.74 に対して K� マウス 2.1 ± 0.87 であり（図 2E，*p ＜ 0.05，n=10），7

日後においてWTマウス 3.4±0.70に対してK�マウス 2.3±1.15で，K�マウスにおいて有意に低値であった 

（図 2E，** ｐ＜ 0.02，n=10）．コントロールの生食群では WT マウス，K� マウスともに滑膜過形成は認めら

れなかった（図 2F ～ J）．軟骨変性については WT マウスにおいて経時的にサフラニン � の染色性の低下が
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進行する傾向があったが，K� マウスでは染色性の低下に大きな変化はなかった（図 3A, B）．軟骨変性スコア

（平均 ± 標準偏差）は 7 日後において WT マウス 2.4 ± 0.94 に対して K� マウス 1.6 ± 0.59 であり，K� マウス

において有意に低値であった（図 3C，*p ＜ 0.003，n=10）．コントロールの生食投与群では WT マウス，K�

マウスともにサフラニン � の染色性の低下は認められなかった（図 3D ～ F）．

図１．HE 染色による滑膜炎症細胞浸潤の組織学的評価．
　　　 （A），（B）それぞれ WT マウス，K� マウスの Zy�os�n 投与 1 日後の HE 染色を示す（×200）．

K� マウスにおいて滑膜炎症細胞浸潤は抑制されている．
　　　 （C）Zy�os�n 投与 1，3，7 日後の炎症細胞浸潤スコアを WT マウスと K� マウスで比較した．

Zy�os�n 投与 1 日後における K� マウスのスコアは有意に低値であった（エラーバーは標準偏差
を示す．n ＝ 10，　St�dent’s t-test，*p<0.01）．

　　　 （D），（E）それぞれ WT マウス，K� マウスの生食投与 1 日後の HE 染色を示す（×200）．滑膜
炎症細胞浸潤は認められない．

　　　 （F）コントロールとして生食投与 1 日後，3 日後，7 日後の WT マウス，K� マウススコアを評
価した．スコアは全例０点であった．
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図２．HE 染色による滑膜過形成（表層細胞の重層化）の組織学的評価．
　　　 （A）～（D）それぞれ WT マウス，K� マウスの Zy�os�n 投与 3，7 日後の HE 染色を示す 

（×200）．K� マウスでは滑膜の過形成が抑制されている．
　　　 （E）Zy�os�n 投与 1，3，7 日後のスコアを WT マウス，K� マウスで比較した．Zy�os�n 投

与 3，7 日後において K� マウスのスコアが有意に低値であった（エラーバーは標準偏差を示す．
n ＝ 10，St�dent’s t-test，*p<0.04，**p<0.02）．

　　　 （F）～（I）それぞれ WT マウス，K� マウスの生食投与 3，7 日後の HE 染色を示す（×200）．
滑膜過形成はほとんど認められない．

　　　 （F）コントロールとして生食投与　1 日後，3 日後，7 日後の WT マウス，K� マウススコアを
評価した．スコアはいずれも低値で有意差を認めない．
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図３．サフラニン � 染色による軟骨変性の組織学的評価．
　　　 （A），（B）それぞれ WT マウス，K� マウスの Zy�os�n 投与 7 日後のサフラニン � 染色

を示す（×200）．K� マウスにおいては軟骨変性（サフラニン � による染色性の低下）が
抑制されている．

　　　 （C）Zy�os�n 投 与　1，3，7 日 後 の ス コ ア を WT マ ウ ス，K� マ ウ ス で 比 較 し た．
Zy�os�n 投与 7 日後において K� マウスのスコアが有意に低値であった（エラーバーは
標準偏差を示す．n ＝ 10，St�dent’s t-test，*p<0.02）

　　　 （D），（E）それぞれ WT マウス，K� マウスの生食投与 7 日後のサフラニン � 染色を示す
（×200）．特にサフラニン � の染色性に変化を認めない．

　　　 （F）コントロールとして生食投与　1，3，7 日後の WT マウス，K� マウススコアを評価
した．スコアはいずれも低値で有意差を認めない．



─ 9 ─

２．Zy�os�n 誘発関節炎モデルにおける ���-1 の発現および酸化 �D� の局在と軟骨変性スコアの関連

　軟骨細胞，滑膜細胞，滑膜血管内皮細胞における ���-1 の発現，酸化 �D� の局在を免疫染色により評価し

た．

　軟骨細胞：WT マウスにおいては，Zy�os�n 投与群の軟骨細胞において Zy�os�n 関節内注射 1 日後より

���-1，酸化 �D� の染色性が認められ，3 日後，7 日後と軟骨変性の増悪と共に陽性細胞数は増加していた．

また，���-1，酸化 �D� の染色性は肥大分化した軟骨細胞に多く認められる傾向があった（図 4A，B 上段）．

WT マウス生食群では ���-1，酸化 �D� ともに染色性は認められなかった（図 4A，B 下段）．K� マウスの

Zy�os�n 群および生食群においては ���-1，酸化 �D� 共に染色性は認められなかった（図 4C，D）．

図４．関節軟骨変性部分における ���-1，酸化 �D� の免疫染色．
　　　 （A），（B）WT マウスの軟骨細胞における ���-1 および酸化 �D� の免疫染色．上段：

Zy�os�n 投与群，下段：生食投与群（×400）．Zy�os�n 投与 1 日後より，わずかに
���-1 の発現，酸化 �D� の存在が認められ，3，7 日後と軟骨変性が進行するとともに陽
性細胞は増加する傾向にあった．コントロールの生食投与群では陽性細胞は認められな
かった．

　　　 （C），（D）K� マウスの軟骨細胞における ���-1 および 酸化 �D� の免疫染色，上段：
Zy�os�n 投与群，下段：生食投与群を示す（×400）．K� マウスでは染色性は認められな
かった．
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　滑膜細胞：WT マウスにおいては，Zy�os�n 関節内注射 1 日後より滑膜細胞の ���-1，酸化 �D� 染色性が

認められ，3 日後，7 日後も同様に認められた（図 5A，B 上段）．生食投与群では ���-1，酸化 �D� 染色性

は認められなかった（図 5A，B 下段）．K� マウスにおいては Zy�os�n および生食投与群のいずれにおいて

も ���-1，酸化 �D� の染色性は認められなかった（図 5C，D）．

　滑膜血管内皮細胞：WT マウス　Zy�os�n 投与群１日後の滑膜血管内皮細胞において ���-1 発現の亢進が

認められ，3，7 日後も同様に認められた．（図 6A 上段）．WT マウス　生食投与群，K� マウス群では滑膜血

管内皮細胞の ���-1 発現を認めなかった（図 6A　下段，図 6B）．

図５．滑膜表層細胞における ���-1 および酸化 �D� の免疫染色．
　　　 （A），（B）WT マウスの滑膜細胞における ���-1 および酸化 �D� の免疫染色．上段：

Zy�os�n 投与群，下段：生食群（×200）．Zy�os�n 投与 1 日後より，���-1 の発現，酸
化 �D� の存在が認められ，3，7 日後も同様に認められた．コントロールの生食投与群で
は陽性細胞は認められなかった．

　　　 （C），（D）K� マウスの滑膜細胞における ���-1 および 酸化 �D� の免疫染色．上段：
Zy�os�n 投与群，下段：生食群を示す（×200）．K� マウスでは染色性は認められなかった．
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３．長期自然飼育における ���-1 ノックアウトの軟骨変性に与える影響の検討

１）体重

　自然飼育におけるマウス体重（グラム，平均 ± 標準偏差）の変化を調べた．自然飼育により体重の増加を

認めたが，9 週齢，6 ヶ月，12 ヶ月，18 ヶ月齢のすべての時期において，WT マウスおよび K� マウスの間に

有意な差を認められなかった（図 7）．

図６．血管内皮細胞における ���-1 の免疫染色．
　　　 （A）Zy�os�n 投与群，上段：WT マウス，下段：K� マウスの免疫染色を示す．WT マ

ウスの Zy�os�n 投与群では ���-1 の発現は亢進していた．K� マウスにおいて染色性は
認められなかった．

　　　 （B）生食投与群，上段：WT マウス，下段：K� マウスの免疫染色を示す（×400）．
　　　 WT マウス，K� マウスのいずれにおいても ���-1 の染色性は認められなかった．
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２）�ARSI 評価スコアによる関節軟骨変性評価

　大腿骨内側顆，脛骨平原の関節軟骨変性の程度をサフラニン � 染色により評価した．WT マウス，K� マ

ウスは両者共に長期自然経過と共に軟骨変性は進行していたが，WT マウスに比較して K� マウスでは軟骨変

性は抑制される傾向が認められた（図 8A-D および E-H）．そこで，�ARSI のマウス軟骨変性評価法（平均お

よび最大スコア）に従い変性度を点数化した．9 週齢，6 ヶ月では平均，最大スコアは共に WT マウスと K�

マウスの間で有意な差を認めなかった． 12 ヶ月での平均スコア（平均 ± 標準偏差）は WT マウス 0.84 ± 0.70，

K� マウス 0.49 ± 0.58 で，K� マウスにおいてスコアは有意に小さかった（図 8I，ｐ＜ 0.001，n=10）．最大

スコアも WT マウス 1.14 ± 0.77，K� マウス 0.60 ± 0.67 で K� マウスにおいてスコアは有意に小さかった（図

8J，ｐ＜ 0.002，n=10）．同様に，18 ヶ月での平均スコアは，WT マウス 1.24 ± 1.32，K� マウス 0.77 ± 0.69 で

K� マウスにおいてスコアが有意に小さかった（図 8I，ｐ＜ 0.006，n=10）．最大スコアも WT マウス 1.61 ± 1.40，

K� マウス 1.02 ± 0.78 で K� マウスにおいてスコアが有意に小さかった（図 8J，ｐ＜ 0.03，n=10）．

３）軟骨細胞における ���-1，酸化 �D� の免疫染色

　9 週令では WT マウス，K� マウス共に軟骨組織に ���-1，酸化 �D� の染色性は認められなかった．自然

飼育 6 ヶ月の WT マウスの荷重部関節軟骨組織の軟骨細胞には ���-1 の発現，酸化 �D� の存在が軽度なが

ら確認された．自然飼育 12 ヶ月，18 ヶ月の WT マウスでは，軟骨変性部分の軟骨細胞に ���-1（図 9A），

酸化 �D�（図 9B）の染色性の亢進が認められた．���-1，酸化 �D� の染色性は軟骨変性部分の軟骨組織浅

層と肥大軟骨細胞に亢進が認められた（図 9A，B，矢印）．

図７．長期自然飼育におけるマウス体重の変化．
　　　 9W，6，12，18 ヶ月の WT マウス，K� マウスの体重の平均値を示す．エラーバーは標準

偏差を示す（各群 n=10，St�dent’s t-test）．すべての時期において WT マウスと K� マウ
スの間に有意な差は認められなかった．
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図８．�ARSI 評価スコアによる関節軟骨変性の平均および最大スコア．
　　　 （A ～ D）WT マウスの 9W，6，12，18 ヶ月のサフラニン � 染色を示す（×200）．加齢と

ともに軟骨変性が進行している．
　　　 （E ～ H）K� マウスの 9W，6，12，18 ヶ月のサフラニン � 染色を示す（×200）．加齢と

ともに軟骨の変性があるが，WT と比較して程度は低い．
　　　 （I）自然飼育 9W，6，12，18 ヶ月の �ARSI 平均スコアを WT マウス，K� マウスで比

較した．9W，6 ヶ月では有意差は認めなかった．12 ヶ月，18 ヶ月において K� マウスで
有意に低値であった（エラーバーは標準偏差を示す．n ＝ 10，St�dent’s t-test，12 ヶ月：
*p<0.0001，18 ヶ月： **p<0.006）．

　　　 （J）自然飼育 9W，6，12，18 ヶ月の �ARSI 最大スコアを WT マウス，K� マウスで比較した．
9W，6 ヶ月では有意差は認めなかった．12，18 ヶ月では K� マウスで有意に低値であっ
た（エラーバーは標準偏差を示す．n ＝ 10，St�dent’s t-test，12 ヶ月：*p<0.002，18 ヶ月
**p<0.03）．
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４）軟骨変性程度と ���-1，酸化 �D� の免疫反応陽性細胞割合との関連

　WT マウスにおける自然飼育 6 ヶ月（n=10），12 ヶ月（n=10），18 ヶ月（n=10）の大腿骨，脛骨荷重部軟

骨組織における ���-1，酸化 �D� の免疫反応陽性細胞数をカウントした．軟骨変性の進行とともに ���-1 陽

性細胞割合が増加しており，軟骨変性スコアと陽性細胞割合との間に有意な相関を認めた（図 10A，r2=0.61, 

n=30，p<0.0001, 陽性細胞総数 / 細胞総数 : 889/4833）. また，軟骨変性スコアと酸化 �D� 陽性細胞割合との

間にも有意な相関を認めた（図 10B，r2=0.49，n=30，p<0.0001，陽性細胞総数 / 細胞総数 : 578/4660）．

図９．自然飼育における軟骨細胞での ���-1，酸化 �D� の免疫染色．
　　　 （A）���-1 の免疫染色．上段：WT マウス，下段：K� マウス（×400）． 6 ヶ月 WT マウスの

軟骨細胞には ���-1 の発現，酸化 �D� の存在が軽度ながら認められる． 12 ヶ月，18 ヶ月の
WT マウスでは，軟骨変性部分の軟骨細胞に ���-1 の染色性の亢進が認められた．また，陽性
細胞は軟骨変性部の軟骨浅層，肥大軟骨細胞に目立っていた（矢印）．K� マウスではすべての
時期において染色性は認められなかった．

　　　 （B）酸化 �D� の免疫染色．上段：WT マウス，下段：K� マウス ( × 400)．6 ヶ月 WT マウス
の軟骨細胞には酸化 �D� の存在が軽度ながら認められる．12 ヶ月，18 ヶ月の WT マウスでは，
酸化 �D� の陽性細胞は増加傾向にあった．また，陽性細胞は軟骨変性部の軟骨浅層，肥大軟骨
細胞に目立っていた（矢印）．K� マウスではすべての時期において染色性は認められなかった．

　　　 タイドマークは矢頭（▼）で示す．タイドマークより深層が石灰化軟骨層，浅層が軟骨表層である．
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考　　察

　本研究では ���-1 K� マウスを用いて，Zy�os�n 誘発関節炎モデルマウス，長期自然飼育マウスにおける

���-1 の役割を検討した．すなわち，Zy�os�n 誘発関節炎は亜急性の関節炎を生じるため RA のモデルとし

て，長期自然飼育は加齢による �A のモデルとして，滑膜炎および軟骨変性における ���-1 の果たす役割を

検討した．滑膜炎および軟骨変性は両モデルにおいて ���-1 ノックアウトにより有意に抑制され，���-1 の

亜急性関節炎および加齢による軟骨変性への関与が in vivo で明確に示すことが出来た．

　In vitro の研究では，血管内皮細胞において ���-1 とそのリガンドが結合すると血管内皮は ICAM-1，

VCAM-1 などの細胞接着分子やマクロファージの遊走因子である MCP-1 を発現し，白血球の血管内皮細胞へ

の接着，浸潤を促進するとされている 24, 25．また，好中球が ���-1 に直接結合すること，���-1 を介して好

中球が血管内皮下に浸潤することが示されている 19．これらの ���-1 の機能は動脈硬化巣形成の初期におい

て重要とされている．ラットの Zy�os�n 誘発関節炎モデルを使用し，抗 ���-1 中和抗体による関節炎治療

効果を検討した報告では，滑膜血管内皮に発現する ���-1 が関節内への白血球浸潤過程に重要な役割がある

ことを示唆している 2．今回の研究でも，K� マウスにおいては Zy�os�n 関節内投与１日後の炎症細胞浸潤は

図１０． 軟骨変性程度と ���-1 および酸化 �D� の免疫反応陽性細胞割合との相関．���-1 および酸
化 �D� 陽性細胞数は，軟骨変性の進行とともに増加しており軟骨変性と正の相関を認めた．

　　　 （A）�ARSI スコアと ���-1 陽性細胞率との相関関係（r2=0.61，n=30，p<0.0001）．
　　　 （B）�ARSI スコアと酸化 �D� 陽性細胞率との相関関係（r2=0.49，n=30，p<0.0001）．
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WT マウスに比較して有意に抑制されていた．Zy�os�n はマクロファージや好中球から I�-1β の産生を亢進

するとされているが 18，I�-1β は ���-1 の発現を亢進することが知られている 6, 7．Zy�os�n による炎症誘発

により滑膜血管内皮細胞での ���-1 の発現が増加し，炎症細胞が ���-1 を介して血管内皮にローリング，接

着，浸潤することにより滑膜炎症を促進すると考えられる．よって Zy�os�n 誘発関節炎モデルマウスにおい

て血管内皮に発現する ���-1 が炎症細胞浸潤過程に重要な役割を果たす可能性が示された．

　滑膜表層細胞はマクロファージ系の 1 型細胞と線維芽細胞様の 2 型細胞により構成されており，RA の滑膜

炎において特徴的に見られる滑膜過形成は 1 型細胞の浸潤と線維芽細胞様細胞の増殖により生じると考えられ

ている 26．本研究では，Zy�os�n 投与 3 日後，7 日後において，WT マウスに比較して K� マウスにおいて滑

膜過形成は抑制されていた．���-1 ノックアウトではマクロファージを含む炎症細胞浸潤が抑制されること

より，滑膜過形成が二次的に抑制されると考えられる．WT マウスの滑膜表層細胞では Zy�os�n 投与 1 日後

以降に ���-1，酸化 �D� 陽性細胞が認められ，その後も同様の染色性が認められた．活性化したマクロファー

ジにも ���-1 の発現が認められることが報告されている 27．さらに近年，Is�ik�w� らは重層化したヒト RA

滑膜表層細胞での 1 型および 2 型細胞での ���-1 発現，酸化 �D� の存在を報告しており，RA における病的

滑膜過形成に ���-1/ 酸化 �D� 系の関与を示唆している 16．���-1 ノックアウトマウスを用いた本研究にお

いても Zy�os�n 誘発関節炎の滑膜過形成（重層化）に ���-1 は重要な役割を果たすことが示された．

　また，WT マウス軟骨組織の免疫染色では Zy�os�n 投与 1 日後から軽度の ���-1 の発現，酸化 �D� の存

在が認められ，経時的に ���-1，酸化 �D� 陽性細胞数が増加していた．さらに，軟骨変性が強い部分の軟骨

表層細胞に多くの陽性細胞が認められた．���-1 はヒト RA 軟骨においても発現していることが示されてい

る 3．また，RA の関節液には酸化 �D� が存在することも示されている 28−30．従って，炎症刺激により発現

が亢進した軟骨細胞の ���-1 は，酸化ストレスの亢進した関節内環境において形成された酸化 �D� と結合

する可能性は高いと考えられる．培養軟骨細胞を用いた in vitro の研究において，���-1 と酸化 �D� の結合

は，R�S の発生や NF-κB の活性化，MMP-3 産生亢進，PI3kin�se/Akt 経路抑制による非アポトーシス細胞

死を引き起こすことが示されている 3, 10, 11． 本研究では，WT マウスにおいて軟骨変性の進行と共に ���-1

および酸化 �D� 陽性細胞数が増加していたことや，軟骨変性が強かった軟骨表層に染色性が高かったこと，

���-1 ノックアウトにより軟骨変性が抑制されたことより，���-1/ 酸化 �D� 系は亜急性関節炎における軟

骨変性に重要な役割を果たしている可能性が示されたと考える． WT マウスではより強い滑膜過形成が持続

していることより，炎症滑膜から産生されるサイトカインにより軟骨変性が進行すること，さらに軟骨に発

現する ���-1 に酸化 �D� が結合することにより軟骨変性が進行し，Zy�os�n 投与後 7 日後に WT マウスと

K� マウスの間に有意な差が認められたものと考えられる．

　我々はヒト膝 �A 軟骨細胞において ���-1 の発現および酸化 �D� の蓄積が増加していること，両者が共局

在していること，���-1，酸化 �D� の陽性細胞数が M�nkin スコアと正の相関を示していることを報告し

た 4．すなわち，���-1/ 酸化 �D� 系が軟骨組織の加齢変性に重要な役割を有する可能性を示してきた．そこ

で，本研究では ���-1 ノックアウトマウスを長期自然飼育し，これらの分子がマウス膝関節軟骨組織の加齢

変性に関与するかを検討した．従来，関節に加わる力学的負荷が軟骨変性に関与することは明らかにされてい

る．本研究では，WT マウスおよび K� マウスは同じケージにおいて同様に飼育を行い，両群の体重はすべ
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ての時期において両者に差はなかったことを第一に確認した．すなわち，膝関節の力学環境は両群において差

は無かったと考えられる．WT マウスの免疫染色において，9 週齢の軟骨細胞における ���-1 の発現，酸化

�D� の局在は認められなかったが，6 ヶ月でわずかに染色性が認められた．また，12 ヶ月，18 ヶ月と加齢が

進むにつれて軟骨変性は進行し，陽性細胞数が増加していた．�ARSI の軟骨変性スコアリング 23 では，平均

スコア，最大スコアにおいて 9 週，6 ヶ月では WT マウス，K� マウス両者に有意差はなかったが，12 ヶ月，

18 ヶ月で K� マウスの方が抑制されていた．また，WT マウスにおいて，軟骨変性スコアと ���-1 および

酸化 �D� の陽性細胞率には有意な正の相関が認められ，これらの結果は加齢に伴う軟骨変性に ���-1/ 酸化

�D� 系が関与することを強く示唆するものである．我々はウシ培養軟骨細胞系を用いて ���-1 と酸化 �D�

の結合はテロメラーゼ活性を抑制し細胞老化を促進すること，ストレス誘発性細胞老化を生じることを報告し

た 15．本研究では ���-1 ノックアウトが加齢による軟骨変性を抑制することを in vivo で示すことが出来たも

のと考える．

　興味深いことに，12 ヶ月，18 ヶ月において ���-1，酸化 �D� の陽性細胞は石灰化軟骨層における肥大軟

骨様細胞に多く認められた．近年，�A 発症に重要なシグナルの一つとして軟骨細胞の肥大分化およびアポ

トーシス，つまり軟骨内骨化シグナルが注目されている 31, 32．このような軟骨細胞の肥大分化過程は生理的

に成長板軟骨において観察されるが，膝関節軟骨に力学負荷を加える実験的 �A マウスモデルにおいても軟

骨変性初期に軟骨細胞の肥大分化が認められ，この肥大軟骨様細胞から分泌される MMP-13 や ADAMTS-5

などの蛋白分解酵素は軟骨基質の変性を引き起こすことが示されている 33, 34．また肥大軟骨細胞は V�sc�l�r 

endot�eli�l growt� f�ctor（VEGF）産生を介して血管侵入を誘導して基質を石灰化し，最終的にはアポトー

シスを生じることが示されている 34, 35．よって �A 発症，進行に軟骨細胞の肥大分化，アポトーシスなどの軟

骨内骨化シグナルが重要であることが示されている 31, 32, 36．我々は，ウシ培養軟骨細胞を用いて ���-1 と酸

化 �D� の結合は肥大軟骨様細胞への分化を誘導することを示し，肥大軟骨細胞への分化に重要な転写因子で

ある R�nx2 の発現が亢進することを示した 14．本研究においては，WT マウスの 12 ヶ月，18 ヶ月齢マウスの

変性関節軟骨には肥大軟骨様細胞が K� マウスに比較して数多く認められ，それらには ���-1 の発現，酸化

�D� の局在が認められた．すなわち，本研究結果は ���-1/ 酸化 �D� 系が肥大軟骨様細胞への分化を介して

関節軟骨組織の加齢変性に関与している可能性を示すものと考える．

結　　語

　Zy�os�n 誘発関節炎における滑膜炎と軟骨変性，および，長期自然飼育による加齢性軟骨変性に ���-1/

酸化 �D� 系が関与することを，���-1 ノックアウトマウスを用いて示した．本研究は ���-1/ 酸化 �D� 系が

RA や �A などの関節症の病態形成に重要な役割を果たすことを in vivo において示した最初の報告である．
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