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学位論文の内容要旨

PTEN Regulates Matrix Synthesis in Adult Human Chondrocytes 
Under Oxidative Stress 

PTENは成人ヒト軟骨細胞において酸化ストレス下に基質の産生を調整

する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

整形外科学

(指導教員:黒坂昌弘教授)

岩佐賢二郎

【目的】Phos叩P加旬s鈍e叩 dt，旬e郎 i也nh加omolo思伊1路.ed必ele加.ete吋do叩nchromosome lO(σPTEN)は癌抑制因子

の一つであり1、ヒトの癌発生においてはp戸53についで変異が多いとされている。 P円τ芭到N 
の主な作用としてはph加.os叩ph加.oi泊noωsi加tω.01圃ふ魁皿s鎚eσI沼3K悶)の抑制である。 PI3Kは細胞の生存

に重要なシグナノレであり、細胞の増殖やマトリックス合成にも作用する。 Os士朗紅白ritis

(OA)は老化に伴う軟骨の変性により起こる疾患である。 OAの発症や進行の原因には

様々な説があるが、そのーっとして酸化ストレスが関与していると考えられている。

PTENは癌細胞においてはPI3Kを抑制することで細胞の増殖を抑え、apoptosisを誘導
するように働くことが知られている。また、 PTENをknockoutした mouseの実験や

PTENに変異のある人では成長軟骨層の早期閉鎖などが報告されており、軟骨形成や

発達にも重要なことが知られている。しかし、成人の軟骨細胞における作用について

は未だ解明されておらず、そのため、今回成人ヒト軟骨細胞における酸化ストレス下

のPTENの作用について研究を行った。

【方法】まず、大腿骨頚部骨折に対して人工骨頭置換術を施行した際に切除した大腿

骨頭より正常軟骨を採取した。また、変形性膝関節症に対して人工関節置換術を行っ

た際の大腿骨頼部より採取した軟骨を OA軟骨として用いた。

最初に正常軟骨細胞およびOA軟骨細胞においてreal-timePCRを用いてPTENの発

現量を測定した。Ins叫加e-likegrow也facω-l(lGF-l)は細胞増殖や基質産生を増加させる

因子であるが、 OA軟骨細胞においてその発現が増加しているが基質産生などの反応

性が低下していることが知られている。そこでまず正常軟骨およびOA軟骨に対して

IGF・1で刺激した後のtype2∞llagen(Co12al)およびaggr'民組の発現をreal-阻 ePCRを
用いて測定した。次にOA軟骨細胞においてtert-butylhydroperoxide (tBHP)を用いて酸

化ストレスを加えた後にCo12alおよびag伊 C釦の発現をr伺 1・也nePCRを用いて測定

した。さらにIGF・1およびtBHPにて OA軟骨を刺激し、 Co12alおよびaggrec担の発

現をreal-timePCRを用いて測定した。さらにsmallinterfering RNA (siRNA)を用いて

PTENの発現を抑制した後にも同様の刺激を加え、 real-timePCRにてPTEN，Co12alお

よびaggrecanの発現量を測定し、 WestemblottingにてAktおよびERK1I2のリン酸化

を測定した。最後に siRNAを用いて PTENの発現を抑制した後に IGF-lおよび也HP

にて刺激を加え、 OA軟骨細胞からのglycosaminog1ycan(GAG)放出量を定量キットを

用いて測定した。

【結果】 OA軟骨では正常軟骨と比べ、阿国の発現が増加していた。 IGF・1で刺激す

ると正常軟骨細胞ではCo12alおよびaggrecanは優位に増加したが、 OA軟骨細胞では

増加しなかった。 t-BHPを用いて酸化ストレスを加えると、 Co12alおよびaggrecanの

発現は減少し、 IGF-lを共に加えた際にも減少した。 siRNAにて PTENの発現を抑制

すると OA細胞においても IGF・1に対する反応性が改善し、 Co12alおよびaggr四.cnの

発現が増加した。また、酸化ストレス下においても Coロalおよび砲grecanの発現が
増加した。この際、Aktのリン酸化はsiRNAでP百 Nの発現を抑制すると増加してい

た。酸化ストレス下でのGAG放出量はsiRNAでPTENの発現を抑制すると優位に増

加した。



【考察】 P百 Nは癌抑制以外の作用として血管損傷した際に壁の細胞で発現が増加す

ることが知られているが、今回OA軟骨細胞において発現が充進している事を初めて
報告した。

酸化ストレスはOA発症の原因のーっと考えられており、 PI3K1Aktpathwayを抑制
することで基質の産生を抑制することが知られている。 PTENの主な作用はこの
PI3K1Akt pa也wayの抑制であるが、成人軟骨細胞での作用は未だ解明されておらず、
今回酸化ストレス下でのPTENの作用について研究を行った。今回の実験の結果では、
OA軟骨細胞においてPTENの発現をsiRNAを用いて抑制すると、酸化ストレス下に
おいても基質の産生が増加することが示された。また、 OA軟骨細胞においてはIGF-l
に対する基質産生の反応性が低下していることが知られているが、 PTENを抑制する
ことでこの反応性が改善することが示された。そしてこの際、酸化ストレスによって

抑制されているAktのリン酸化がsiRNAを用いてP百到の発現を抑制することで増加

しており、 PTENはPI3K1Aktpathwayを通して基質の産生を調整しているものと考え
られる。これらのことからPTENは軟骨組織の変性に重要な役割を担っているものと

考えられる。

しかし、 PTENは癌発生にも密接に関わっており、軟骨変性の予防や再生のため臨
床応用する際には投与方法について慎重な検討が必要である。

【結論】ヒト軟骨細胞においてPTENは酸化ストレス下での基質産生を調整しており、
OAの発症や進行の一因となっている可能性がある。これを抑制することで基質産生
の増加や軟骨再生につなげることが出来ると考えられる。
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(要旨は1，000字~2 ， 000字程度)

癌抑制因子の一つである PTEN(Phosphatase and tensin homologue deleted on 

chromosome 10)はヒトの癌発生においてp53についで変異が多いとされている。 PTEN

は癌細胞においては apoptosisを誘導するように働くことが知られており、軟骨形成や発

達にも重要なことが知られているが、成人の軟骨細胞における作用については未だ解明さ

れていない。そこで、申請者らは成人ヒト軟骨細胞において、変形性関節症 (OA)発症の

原因のーっとされている酸化ストレス下でのPTENの作用について研究を行った。

(方法)

まず正常軟骨細胞およびOA軟骨細胞におけるPTENおよびIGF-l(insulin-li.ke growth 

factor)の発現をreal-timePCRを用いて解析した。次に正常軟骨細胞およびOA軟骨細胞

をIGF-lで刺激し、 2型コラーゲンおよびアグリカンの発現をreal-timePCRを用いて解

析した。さらにOA軟骨細胞に対してtBHP(tert-butyl hydroperoxide)にて酸化ストレス

を加え、 2型コラーゲンおよびアグリカンの発現をreal-timePCRを用いて解析した。最

後に、 siRNAを用いて PTENの発現を抑制した後、 OA軟骨細胞に対して IGF-lおよび

tBHPにて刺激した後、 PTEN、2型コラーゲン、アグリカンの発現を real-timePCRに

て、Aktのりン酸化をWesternblottingにて解析した。また、この際のグリコサミノグリ

カン (GAG)の放出量は検出キットを用いて解析した。

(結果)

OA軟骨では正常軟骨と比べ、 PTENの発現が増加していた。 IGF・1で刺激すると正常軟

骨細胞ではCo12alおよびaggrecanは優位に増加したが、OA軟骨細胞では増加しなかった。

t-BHPを用いて酸化ストレスを加えると、 Co12alおよび aggrecanの発現は減少し、 IGF-l

を共に加えた際にも減少した。 siRNAにて PTENの発現を抑制すると OA細胞においても

IGF-lに対する反応性が改善し、 Co12alおよびaggreacnの発現が増加した。また、酸化ス

トレス下においても Co12alおよびaggrecanの発現が増加した。この際、Aktのりン酸化は

siRNAで PTENの発現を抑制すると増加していた。酸化ストレス下での GAG放出量は

siRNAでpτENの発現を抑制すると優位に増加した。



(考察)

PTENは血管損傷した際に血管壁の細胞では発現が増加することが報告されているが、
今回 OA軟骨細胞において発現が充進していることを初めて報告した。酸化ストレスは
PI3K1Akt pathwayを抑制することで基質の産生を抑制することが知られている。 PTEN
の主な作用はこのpathwayの抑制であるが、成人軟骨細胞での作用は未だ解明されていな
い。今回の実験結果では、 OA軟骨細胞においてPTENの発現を抑制すると、酸化ストレ
ヌ下においても基質の産生が増加することが示された。また、 OA軟骨細胞においては
IGF-lに対する基質産生の反応性が低下していることが知られているが、 PTENを抑制す
ることで酸化ストレス下においてもIGF-lに対する反応性を改善させ、基質の産生が増加
することを示した。

(結論)

本研究は、PTENの成人ヒト軟骨細胞における作用について研究したものであるが、 OA
軟骨細胞においてPTENの発現が増加しており、基質の産生を抑制することでOA発症の
一因となっていることを初めて報告した。新たな治療アプローチと成り得るとした点、で価

値のある業績であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があ

るものと認、める。




