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【要約】

凝固因子であるトロンビンは止血・血栓形成ばかり

でなく，炎症や器官発生，組織修復において様々な生

理的作用を示す。近年，慢性関節リウマチ (RA)患者

の関節液に高濃度のトロンビンーアンチトロンビン

III複合体が存在することや， トロンビンが滑膜細胞

の増殖を促進することから， RAの病態形成にトロン

ビンが関与していると考えられている。そこでトロン

ビンによる関節軟骨破壊の機序を解明する目的で，関

節破壊の重要な因子である関節軟骨のー酸化窒素

(NO)産生に及ぼすトロンビンの影響を検討した。ウ

シ関節軟骨細胞を 1U/mlの卜ロンビンで刺激すると

有意なNO産生の増加と iNOSmRNAの発現増強が

認められた。一方， このトロンビンによる NO産生

とiNOSmRNAの発現増加は，核内転写因子 NF同

κBの活性化阻害剤である PDTC存在下 (100μM)

で完全に抑制された。また， トロンビン受容体のひと

つである protease-activatedreceptor-1 (PAR-1)の

アゴニストを用いてウシ関節軟骨細胞を刺激したが，

NO産生には影響がなかった。以上のことからトロン

ビンによる関節軟骨細胞の NO産生刺激には NF-κB

の活性化が重要であり， iNOS mRNA発現レベルで

調節を受けていることが明らかとなった。さらに，こ

のトロンビンによる関節軟骨細胞の NO産生調節は

トロンビン受容体 (PAR-1)以外の受容体を介して行

われている可能性がある。

【緒言】

凝固系IIa因子， トロンビン (Thrombin)は止血・

血栓形成ばかりでなく血圧調節や器官発生，組織修復

において様々な生理的作用を示すが，慢性関節リウマ

チ (Rheumatoidarthritis ; RA)患者の関節液中に

高濃度のトロンビンが存在することから， トロンビン

が慢性関節炎における関節破壊に関与している可能性

がある(1， 2)。この関節軟骨の破壊機序には，マトリッ

クスメタロプロテアーゼ (Matrixmetalloproteinase ; 

MMP)を中心とする蛋自分解酵素による軟骨基質の

酵素的破壊と，活性酸素やー酸化窒素 (Nitricoxide ; 

NO)による軟骨基質の力学的特性の劣化，あるいは

軟骨細胞の直接的な障害を介した非酵素的破壊がある。

さて， トロンビンはセリン系蛋自分解酵素であり，

in vitroにおいて関節軟骨の細胞外基質を分解するこ

とから(ヘ関節軟骨の酵素的破壊に関与している可能

性がある。また， トロンビンは神経腰細胞に作用し

NO産生を促進することから(4) トロンビンが関節構

成組織や細胞に作用し， NOを介した慢性関節炎にお

ける関節軟骨の非酵素的破壊に関与している可能性が

大きい。

そこで本研究では，漫性炎症下での関節軟骨の破壊

機序を解明する目的で， NO産生細胞のひとつである

関節軟骨細胞からの NO産生に対する卜ロンビンの

作用を細胞培養系を用いて検討した。

【材料と方法】

1.ウシ関節軟骨細胞の培養

キーワード:関節軟骨細胞， トロンビン，一酸化窒素，炎症性サイトカイン，関節破壊
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ウシのリスフラン関節より無菌的に採取した関節軟

骨片から0.1%コラゲナーゼ (WashingtonBiochemical 

Corp.， Freehold. NJ)処理にて得られた関節軟骨細胞

を10%仔牛血清 (GIBCO，Grand Island， NY)を含む

Dubecco's modified Eagle's medium (GIBCO， Grand 

Island， NY)を用いて単層培養した(5)(細胞密度;1，2 

x105個/cm2)。この初代高密度単層培養法では関節軟

骨細胞の形質が最長14日間維持されることが報告され

ているは，7)0 370C， 5%C02の条件下で培養器内に12時

間から24時間静置後，培養プレート底面に関節軟骨細

胞が付着したことを確認し，以下の実験に供した。

2.ウシ関節軟骨細胞の NO産生に及ぼす卜ロンビン

およびトロンビン受容体アゴ、ニストの作用の検討

細胞から産生された NOは培養液中で瞬時亜硝酸

イオン (N02-:nitrite)に酸化されるため，培養液中

の NO濃度を直接測定することは困難である O そこ

で Griess法を用いて培養液中の nitrite濃度を測定

し(ぺ関節軟骨細胞からの NO産生の指標とした。

24穴培養プレートに播種した関節軟骨細胞(1.2x

105個/cm2)に種々の濃度のトロンビン (SIGMA， St. 

Louis， MO)あるいは卜ロンビン受容体アゴニスト

(TRA ; CALMIOCHEM-NOV ABIOCHEM CORP.， 

San Diego， CA)を添加し48時間培養後，培養液中の

nitrite濃度を測定した。また， この nitriteが関節軟

骨細胞から産生された NO由来であるか否かを確認

する目的で， NO産生酵素のひとつである誘導型 NO

産生酵素 (induciblenitric oxide synthase ; iNOS) 

の回害剤， NGモノメチル Lアルギニン (L-NMMA;

SIGMA， St. Louis， MO)の存在下で卜ロンビンによ

る関節軟骨細胞の刺激実験を行い培養液中の nitrite

濃度を測定した。

さらに， 卜ロンビン刺激による軟骨細胞の NO産

生過程における核内転写因子の役割を検討する目的で，

核内転写因子のひとつであるnuclearfactor-κB(NF-κ 

B) の活性化阻害作用を示す pyrrolidine 

dithiocarbamate (PDTC ; SIGMA， St. Louis， MO) 

を培養液中にトロンビンと同時に添加し，関節軟骨細

胞からの NO産生の変化を検討した。

3. Riversetranscription-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)法を用いた関節軟骨細胞の iNOSmRNA 

発現の検討

関節軟骨細胞の NO産生は転写レベルでの iNOS

の発現調節を介して行われている (9)。そこで RT-

PCR法を用いて卜ロンビン刺激による関節軟骨細胞

からの NO産生過程における iNOSmRNAの発現の

有無を検討した。

1.2x10 5個/cm2の細胞密度で 6穴培養プレートに播

種した関節軟骨細胞に種々の濃度のトロンビンを添加

し6時間培養後，細胞から RNeasyMini kit (QIAGEN， 

Valencia， CA)を用いて totalRNAを分離した。ま

た，同様に PDTC存在下にトロンビン刺激を行い 6

時間培養後， total RNAを分離した O この total

RNAから oligod(T) プライマー (PerkinElmer， 

Foster City， CA)を用いて逆転写された cDNAを鋳

型に，各遺伝子に特異的なプライマーを用いて 3-step

PCR法を行った。増幅された cDNAは1.5%アガロー

スゲル内で電気泳動後，エチジウムブロマイド染色し

紫外線透視下に発現強度を観察した。

( 32 ) 

一般に細胞内に構成的に発現されている GAPDH

mRNA由来 cDNAの蛍光強度を内部コントロールと

し，各条件下における iNOSmRNA由来 cDNAの

蛍光強度を比較検討した。なお， PCR法に用いたプ

ライマーは以下の通りである(ヘ

ウシ iNOSフ。ライマー

sence:5'-GTGGAAGCAGTAACAAAGGAG-3' 

antisence:5'ーCTGCCATCTGGCA TCTGGT AG-3' 

ウシ GAPDHプライマー

sence:5'-TTCCAGTATGATTCCACCCAC-3' 

antisence:5'-AGGGATGATATTCTGGGCAGC-3' 

4.統計学的解析

関節軟骨細胞の NO産生量は独立した 6検体の平

均値を unpairedStudent's t-testを用いて検定し，

p<O.Olを統計学的有意差ありとした。

【結果】

1. ウシ関節軟骨細胞の NO産生に及ぼすトロンビ

ンの影響

関節軟骨細胞の NO産生に及ぼす卜ロンビンの作

用を検討するために，培養液中にO.IU/mlから最大10

U/mlのトロンピンを添加し48時間培養したところ，

添加した卜ロンビン濃度に依存して培養液中の

nitrite濃度は増加し， lU/ml以上の卜ロンビン添加

により有意な nitrite濃度の上昇を認めた(図 1)。

関節軟骨細胞では主として iNOSにより NO産生

が行われる。そこで卜ロンビン刺激による軟骨細胞培

養液中の nitrite濃度の上昇が， iNOSを介した NO

産生によるものか否かを検討する目的で， iNOSの基

質であるアルギニンの誘導体であり， iNOSの酵素活

性を桔抗阻害する L-NMMAの存在下で同様の実験

を行った。その結果， L-NMMA非存在下で観察され
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図 1 ウシ関節軟骨細胞の NO

ビンの影響
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に及ぼすトロン

最大10U/mlのトロンピン刺激により培養液中

のnitrite濃度は増加し， 1U/ml以上のトロンピ

ン添加により有意な nitrite濃度の上昇を認めた

(NS=not significant; a: Pく0.01VS. contro1; b: Pく0.01

VS. thrombin treated cells with レNMMA)。

たトロンピン刺激による培養液中の nitrite濃度の上

昇は， トロンビンと同時に1mMのレNMMAを添加

することにより完全に阻害された(図 1)。すなわち，

トロンピン刺激による軟骨細胞培養液中の nitrite濃

度の上昇は， iNOSに存在した軟骨細胞の NO

進によるものであることが明らかとなった。

さて， トロンピンは複数のトロンビン受容体告介し

て細胞内にシグナルを伝達している(日)。そこで， トロ

ンビン受容体のひとつである protease-activa ted 

receptor削 1(PAR鴨川のアゴニス卜である TRAを軟

骨細胞の培養系に添加し，軟骨細胞の NO産生に及

ぼす影響を検討した。トロンピンにより関節軟骨細胞

からの NO産生は増加していたが， トロンビン

体アゴニストである TRAを最大100μMまで添加し

ても，軟骨細胞培養液中の nitrite濃度は非添加群と

比較してほとんど変化しなかった(表)。すなわち，

トロンピンは関節軟骨細胞の NO させる

が，その過程にトロンビン受容体のひとつである

PAR-1は関与していない可能性が大きい。
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2. 関節軟骨細胞の iNOSmRNA誘導に及ぼすトロ

ンビンの影響

炎症性サイトカイン刺激による関節軟骨細胞の

iNOS活性の冗潜は，転写レベルでの調節を受けてい

るO 問機にトロンビン刺激による関節軟骨細胞の

iNOS誘導に依存した NO産生促進も iNOSmRNA 

の発現調節を介している可能性がある。そこで卜ロン

ビン存在下での関節軟骨細胞の iNOSmRNAの発現

をRT鵬PCR法を用いて検討した。

関節軟骨細胞在トロンピン刺激下に 6時間培養後，

られた totalRNAから逆転写した cDNAを増幅し

たところ，内部コントロールである GAPDHmRNA 

は最大 10U/mlのトロンビン者添加しでもその発現

に大きな変化は認めなかったが， iNOS mRNAの

発現量は添加したトロンビンの濃度に依存して明らか

に増強されていた(図 2)。

すなわち， トロンピン刺激による関節軟骨細胞から

の NO産生は， iNOS mRNAの発現調節を受けた

iNOSに依存している可能性が示された。

iNOS 

GAPOH 

i一一一一
O 0.1 1 10 

Thrombin (U/ml) 

図 2 関節軟骨細胞の iNOSmRNA ト

ロンピンの影響

ウシ関節軟骨細胞をトロンピン刺激下に 6時間

ると iNOSmRNAの発現はト口ンビンの

濃度に依存して明らかに増強されていた。

3 . トロンピンによる関節軟骨細胞からの NO

における核内転写因子 NFωκBの役割

IL-1などのサイトカインの細胞内へのシグナル伝

達機構において actIveprotein-1 (AP-l)や NF-κB

などの様々な核内転写悶子が同定されている。 IL-1刺

激下における関節軟骨細胞の iNOSmRNA発現調節

表 ウシ関節軟骨細胞の NO陸生に及ぼすトロンビンおよびトロンビン受容体アゴニスト (TRA)の影響

Thrombin Nitrite P TRA Nitrite P 
(U/ml) (μM) (μM) (~M) 。 0.82土0.22 。 0.82土0.22

0.1 1.2士0.25 NS 1 0.61土0.18 NS 

5.1士0.67 ** 10 0.33士0.20 NS 

10 32士1.3 ** 100 0.30土0.14 NS 
L 」

(NS==not significant;糾 :Pく0.01vs. control)。

(33 ) 
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図 3 NF-κB活性化阻害剤 PDTC存在下における

関節軟骨細胞の NO産生に及ぼすトロンビンの

影響

100μM PDTCを同時に添加するとトロンビ

ンによる関節軟骨細胞培養液中の nitrite濃度の

上昇は完全に抑制された (**P<O.01VS. thrombin 

treated cells without PDTC)。

iNOS 

GAPDH 出品勝一一一一i
PDτc う(+)
(100μM) 0 U/ml 
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図 4 NF-κB活性化阻害剤 PDTC存在下における

関節軟骨細胞の iNOSmRNA発現に及ぼすトロ

ンピンの影響

1Ujmlあるいは10Ujmlの卜ロンビン刺激に

より誘導される関節軟骨細胞の iNOSmRNA発

現は， 100μM PDTCの同時に添加により明ら

かに抑制された。

には， この NF-κBが重要な役割を演じていること

から(1九 トロンビン刺激による関節軟骨細胞からの

NO産生増加にも NF-κBの関与が考えられる。そこ

で NF-κBの活性化阻害剤である PDTC存在下で，

関節軟骨細胞の NO産生および iNOSmRNA発現の

及ぼす卜ロンビンの影響を検討した。

まず， 100μM PDTCを同時に添加することにより，

トロンビンによる関節軟骨細胞培養液中の nitrite濃度

の上昇は完全に抑制された(図的。また，軟骨細胞の

iNOS mRNA発現に及ぼす PDTCの作用を検討した

ところ， 1U/mlあるいは10U/mlのトロンビン刺激

(6時間)により誘導される関節軟骨細胞の iNOS

mRNA発現は， 100μM PDTCの同時に添加により

明らかに抑制されていた(図的。

すなわち， 卜ロンビン刺激による関節軟骨細胞の

iNOS mRNAの発現増強および iNOSに依存する

NO産生の促進は，細胞内情報伝達機構として核内転

写因子 NF-κBの活性化を介している可能性が示さ

れた。

【考察】

セリン系蛋白分解酵素であるトロンビンは血小板や

リンパ球，好中球などの細胞表面でプロトロンビンよ

り転換され，凝固系の IIa因子としてフィブリノーゲ

ンをフィプリンに転換するばかりでなく，血小板の粘

着，凝集あるいは血管の収縮などを引き起こし，血液

凝固や血栓形成といった血液凝固カスケード反応にお

いて重要な役割を演じている。さらにトロンビンは血

液凝固反応以外にも血管内皮細胞や平滑筋細胞，神経

細胞などを活性化し血圧調節や血管新生あるいは器官

形成，組織修復，炎症，動脈硬化，発癌，アルツハイ

マー病など様々な生理学的あるいは病理学的な現象に

関与している(11，13ーへ

さて， RAは滑膜増殖を特徴とする慢性肉芽腫性炎

症であるが，健常人や変形性関節症患者と比較して

RA患者の関節液中でトロンビンーアンチトロンビン

III複合体が有意に増加していることから([，ヘ RA

の病態形成にトロンビンが何らかの役割を演じている

と考えられる。

(34 ) 

この点について， 卜ロンビンが血管内皮細胞の細胞

間隙を聞大し血管透過性を冗進させることや円血管

内皮細胞表面上の接着分子の発現を増強し炎症細胞の

血管内皮細胞への接着や局所への遊走を促進すること

から(19，20)， トロンビンが RA滑膜炎を維持あるいは増

悪させていると考えられる。また， トロンビンが滑膜

細胞の IL-6，granulocyte colony stimulating factor 

産生を促進すること削や，血小板由来成長因子産生を

介して滑膜細胞の増殖(パンヌス形成)を刺激するこ

と(1)から， RAの病態形成にトロンビンが重要な役割

を演じている可能性が大きい山)。さらに， トロンビン

はセリン系蛋白分解酵素として軟骨基質の主要成分で

あるプロテオグリカンの分解，遊離を促進したり (3)

軟骨細胞に作用し MMPの合成を促進することによ

り(22，引関節軟骨の酵素的破壊に関与していると考え

られる。

さて，炎症下での関節軟骨の破壊機序には前述した

軟骨基質の酵素的破壊に加えて， NOによる軟骨細胞

の直接的な障害も重要である。関節軟骨の機械的特性

を維持するために関節軟骨細胞は II型コラーゲンや

アグリカンなどの細胞外基質を産生しているが，炎症

局所で産生される高濃度の NOは関節軟骨細胞の細



胞外基質産生を抑制したりベ関節軟骨細胞の細胞死

を誘導する結果附，関節軟骨基質の潤滑あるいは荷重

分散といった力学的機能を劣化させる。一方，実験関

節炎モデルに iNOS阻害剤を投与すると， NO産生抑

制の結巣，抗炎症作用が認められ関節軟骨の破壊が抑

制される(26)。これまでトロンピンも種々の細胞におい

て NO産生を調節することが報告されていることか

ら，炎症下における関節軟骨の NOを介した非酔業

的破壊にもトロンピンが関与している可能性が大きい。

本研究において，我々はトロンピンが関節軟骨細胞

に作用し iNOSmRNAの発現調節を介して NO産生

の冗進を引き起こすことを明らかにした。また，この

トロンピンによる関節軟骨細胞の NO産生調節は，

細胞内情報伝達機構として核内転写悶子 NF閉 κBの

活性化を介している可能性を示した。

トロンピンによる NO産生調節機構には， トロン

ピン受容体を介した臨接的な血管内皮細胞や血管平滑

筋細胞の NO産生抑制と， トロンピンによるこれら

の細胞のエンドセリン産生促進を介した間接的な単球

からの NO産生促進があり， トロンビンは NOの生

理的作用である血管拡張作用や血小板凝集作用を利用

して，血圧や血小板凝集を調節している(11.ヘ

神経腰細胞は中枢神経系における免療担当細胞として，

頭部外傷などの炎症刺激により炎舵性サイトカインや

プロスタノイドを産生しその病態に重要な役割石油じ

ているが， 卜口ンビンはこの神経膝細胞にも作用し，

NOI室生を促進することが報告されている(4)。

トロンピンは蛋白分解酵素としてトロンピン受容体

のN末端を分解することにより細胞を活性化するが，

このトロンピン受容体は 7回膜貫通型G蛋白供役受

容体lこ)脅し蛋自分解酵素により活性化されるため

protease胤 activatedreceptor (PAR) と呼ばれる D

PARのうちトロンピン受容体である PAR-l，-3， -4は

様々な細胞膜上に発現しているが滑膜細胞や軟骨

細胞ょに PARが発現しているか否か明らかではなく，

そのサブタイプも同定されていない。しかし，滑膜細

胞や軟骨細胞と同じ問葉系細胞である線維事細胞や骨

芽細胞あるいは単球などには PAR-lが発現している

ことから，滑膜細胞や軟骨細胞表面上にも PAR-lが

発現している可能性はあるO

PAR-lを介した細胞内へのシグナル保連機構とし

てはトロンピンが作用する細胞や活性化される反応に

よって輿なるが， Srcファミリーチロシンリン酸化酵

素の活性化，フォスファチジルイノシト…ル 3リン酸

(IP3 )リン般化酵素の活性化 mitogen -acti vated 

protein kinase (MAPKs)の活性化などがある(ヘ

トロンビンによる神経腰細胞からの NO産生促進
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については，阻害物質を用いた検討から， トロンピン

による神経腰細胞の細胞内情報伝達機構として蛋白リ

ン酸化酵業 C(PKC) ， MAPK，核内転写悶子 NF聞 κB

の活性化が同定されている(4)。また，神経腰細胞表面

には PAR-lの再粧が報告されているが， PAR-lを選

択的に活性化するとされるトロンビン受容体アゴニス

ト (TRA)<泊)を用いた検討から， トロンビンによる神

経勝細胞の NO産生促進には PAR-lではなく，近年，

筋芽細胞や綿維芽細胞において同定された non中AR

トロンビン受容体の関与もホ唆されている(鈎)。

今回の我々の検討でも PDTCの添加によりトロン

ビンによる関節軟骨細胞からの NO康生， iNOS 

mRNAの発現がともに抑制されたことから， トロン

ピン刺激による関節軟骨細胞の NO康生には核内転

NF-κBの活性化が重要であると考えられた。

しかし，神経腰細胞と同じくトロンピン受容体アゴニ

スト (TRA)をトロンビンの代わりに用いても関節軟

骨細胞の NO産生は促進されなかった。すなわち，

関節軟骨細胞でも神経1零細胞と同様に non-PARトロ

ンビン受容体が存在している可能性がある。また， ト

ロンピンが直接，転写困子の活性化や発現に影響する

という報告(印)もある。

本研究では， トロンビンによる関節軟骨細胞からの

NO産生における PKCや MAPKの関専については

検討を行っていない。また，関節軟骨細胞表面に PA

R-lが存在するか百か，あるいは non早ARトロンビ

ン受容体が存在するか否かについても不明であり，今

後詳細な検討が必要である。しかし今回の検討では，

トロンピンが関節軟骨細胞の NO産生を促進するこ

とから，慢性炎痕下における関節軟骨の破壊において

酵素的破壊ばかりでなく非酵素的破壊において

な役割を演じていることが明らかとなった。

(35 ) 

【結語】

1. トロンビンはウシ関節軟骨細胞の iNOSmRNA 

の転写調節を介して NO 生を促進していた。この

NO産生促進にはトロンピン受答体である PAR-lは

していないと推察された口

2. トロンピンが関節軟骨細胞の NO産生を促進し，

関節軟骨の破壊に重要な役割を演じている可能性がポ

された。
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Effect of thrombin on nitric oxide synthesis of 

bovine articular chondrocytes in vi tro 

Hisahiro Y oshihara 

First Department of Pathology， Kobe University School of Medicine 

Clinically， thrombin (Tb) -antithrombin III complex levels in the synovial fluid of 

rheumatoid arthritis (RA) patients reported to be markedly elevated. It was shown that Tb 

induces the release of proteoglycans from articular cartilage， stimulates proliferation of 

synovial fibroblast-like cells. These findings， therefore， suggest that Tb plays an important 

role in propagation of inflammation and cartilage degradation in RA. Nitric oxide (NO)， 

which is implicated in the pathophysiology of the arthritis， is reported to reduce the 

extracellular matrix synthesis of chondrocytes such as proteoglycan and type-ll collagen in 

articular cartilage. Also NO induces the articular chondrocyte apoptosis. These should 

cause the deterioration of functional property of the cartilage matrix. Therefore， in order to 

examine the role of Tb for evidence of cartilage degradation in inflammatory process， it was 

determined whether Tb induces the NO synthesis of articular chondrocyte in vitro. When 

articular chondrocytes were cultured with Tb for 48h incubation， promotion of NO 

generation was observed in a dose dependent fashion. Over 1 U/ml of Tb induced significant 

increase of NO synthesis in the articular chondrocyte monolayer culture. When using 

RT-PCR to detect the expression of mRNA， the intensity of amplified PCR products from 

iNOS mRNA correlated to the concentration of Tb induced NO generation. It is reported 

that intracellular signal transduction of Tb is mediated by nuclear factor kappa B (NF-κB)， 

and 100μM of PDTC completely inhibited NO generation of articular chondrocytes and also 

reduced iNOS gene transcription by Tb. However， Tb receptor agonist specific for PAR-l 

receptor had little effect on NO generation of articular chondrocytes. Thus， it is suggested 

that regulates NO synthesis transcriptionally by the activation of NF-κB in articular 

chondrocytes through a PAR-l independent pathway， which suggest that Tb may play an 

important role in cartilage degradation in inflammatory process. 

(38 ) 


