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抄録：A disintegrins and metalloproteinase（ADAM）family は 21 種類が同定されており，
Osteoarthritis（OA）や Rheumatoid Arthritis（RA）の病勢に密接な関係があることが分かっ
てきた．これまで OA 軟骨に関連した報告は数編あるものの，OA 滑膜組織や線維芽細胞に関
連する報告は少ない．今回，滑膜組織と線維芽細胞での ADAM-10 発現調節とその機能解析
を行った．1）健常者（NL）群と OA 群の滑膜線維芽細胞を炎症性 cytokine（TNF-α）で刺
激後に Western blotting を施行し，ADAM-10 発現の差を検討した．2）NL 血清（n＝29）と
OA 患者（n＝16）血清中の ADAM-10 濃度を ELISA 法にて測定した．3）NL 群と OA 群の
関節組織より分離培養した滑膜組織と滑膜線維芽細胞での ADAM-10 発現を免疫染色法で検討
した．1）OA 群血清中の ADAM-10 は NL 群に比して有意に高値であった．（579±84 pg/ml 
and 97±26, respectively, P＜0.05）これは年齢・性別・BMI・高血圧の有無に関連性はなかっ
た．さらに OA 血清での発現レベルは Kellgren-Lawrence grading scales（K-L）で病期が進
行すると増加する傾向にあったが，末期である grade Ⅳでは中等度のⅡ-Ⅲ群に比較して低い
傾向にあった．2）OA 滑膜線維芽細胞において，TNF-α刺激により Western blotting を 
行ったところ，非刺激細胞よりも ADAM-10 発現が顕著であった．3）滑膜組織・線維芽細胞
ともに，正常よりも OA で ADAM-10 発現が顕著であった．ADAM-10 が OA 患者の血清と滑
膜において，健常者と比較して高く発現していることが判明した．これはOAに対してADAM-
10 が炎症性変化進行に関与していることを示唆している．また，ADAM-10 は TNF-α刺激下
で滑膜組織に強く発現を認めており，ADAM-10 が炎症性 cytokine によって惹起されている
ことを示している．これらの結果は，OA と ADAM-10 との関連性が高く，細胞の増殖や炎症
惹起に重要な役割を担っていることを示している．今後，ADAM-10 を抑制することが出来れ
ば，OA の発症や進行の抑止に繋がる可能性も示唆された．
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緒 言

　変形性関節症（OA）は関節病での主たるもので
あり，関節軟骨の喪失と軟骨のリモデリング，滑膜
の炎症によって特徴づけられている1）．OAは膝，股，
脊椎，手，足関節などの体重のかかるあらゆる関節
の慢性的な疼痛や機能不全を引き起こす2-4）．病理学
的に，OA の炎症細胞は滑膜組織（synovial tissues；

STs）や骨組織のマクロファージである．これは tu-
mor necrosis factor alpha（TNF-α）や interleukin- 
1βなどのサイトカインやケモカインを産生する5-10）．
　A disintegrin and metalloproteinase（ADAM）は
細胞表面にさまざまなタンパクを発現させる役割を
担っている11，12）．ADAM-10 は ADAM ファミリーの
一つであり，さまざまな酵素の shedding因子として
働く13，14）．これは炎症や癌の発育，アレルギー反応
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のような種々の生理学上のプロセスに関わる役割が
あり15-18），fractalkine/CX3CL1 や CXCL16 などの炎
症性あるいは血管新生促進因子の血管内皮細胞表面
からの切り離しに重要な酵素と考えられている19，20）．
これまでの研究で ADAM-10 は関節リウマチ（RA）
に関与していると報告されている21）．しかしながら，
OA 滑膜組織での ADAM-10 発現はまだ明確にはさ
れていない．今回われわれは，OA と ADAM-10 の
関連性とその発現について，OA 患者と非 OA 患者
の生体試料・組織を用いて検討した．

研 究 方 法

　1．患者
　OA の滑膜は人工膝関節全置換術を施行した患者
から術中に採取した．OA 膝は世界で最も使用され
ている Kellgren-Laurence grading scale（K-L）24）を
用いて，grade Ⅱ-Ⅳに属するもののみに限定した．
16 膝であり，この群を OA 群とした．正常滑膜は，
前十字靭帯再建術や半月板切除術を施行した患者か
ら術中採取した．29膝であり，この群をコントロー
ル群とした．これらの採取した滑膜組織は，免疫組
織学的解析のために凍結保存とした．
　2．細胞
　線維芽細胞は，採取した滑膜組織から分離培養し
実験に供した22）．分離した細胞は，10％FBS/RPMI 
1640 培地で six-well plate（BD Bioscience 社製）を
用いて，各wellに1×105/mlとして37℃で培養した．
一晩血清を freeとしたのち，TNF-α（R&D Systems
社製）にて刺激を行った．
　Western blotting
　24 時間 TNF-α（20 ng/ml）で刺激された細胞
を用いたのちタンパクを抽出した．タンパク濃度は
Pierce bicinchoninic acid protein assay（Pierce 社
製）を用いて測定し，同様の濃度になるように調節
した．Western blotting はこれまでと同様に電気泳
を Laemmli 法に準じて施行した21）．そしてタンパ
クを semi-dry transblotting apparatus（Bio-Rad 社
製）を使用してセルロース膜に転写した．ブロット
は ADAM-10 に対する Abcam 社製の抗体を使用し
た．タンパク量の確認をするために，β-actin を用
いて確認した（Sigma-Aldrich 社製）．
　3．ELISA
　OA患者とコントロール群の血清中のADAM-10濃

度はMyBiosource社製のキットを用いてプロトコー
ル通りに測定した．検出域は7.8 pg/mlから500 pg/
ml とし，最小検出量 1.95 pg/ml であった．
　4．免疫組織学的解析
　組織は液体窒素を用いて凍結保存し，免疫ペルオ
キシダーゼ法を使用して染色した．滑膜組織と線維
芽細胞は 20 分間アセトンで固定した．ペルオキシ
ダーゼを 3％H2O2 で 5 分間ブロックした．滑膜組織
は PBS に 5％ goat serum と 20％を加えて 37℃で
1 時間ブロッキングし，ブロッキングバッファーに
rabbit anti-human ADAM-10 antibody（Abcam 社
製）25 µg/ml を加えて 4℃で一夜保管した．作成し
たスライドは PBS で洗浄し，ビオチン標識された
goat anti-rabbit antibody を 200 倍に希釈したもの
に浸して 37℃で 30 分保管し，その後，ヘマトキシ
リンを用いて染色を施行した．
　5．統計学的解析
　P＜0.05 を有意差ありとし，統計解析は Mann-
Whitney test を用いた．
　本研究は，昭和大学医学部　人を対象とする研究
等に関する倫理委員会で承認されている（承認番号
1674）．

結 果

　炎症性サイトカインの刺激により滑膜線維芽細
胞における ADAM-10 が惹起されるかを Western 
blotting を施行した．蛋白レベルでの ADAM-10 発
現は，非刺激のものと比較して，TNF-α刺激下の
滑膜線維芽細胞が有意に高かった（Fig. 1）．
　OA患者とNL群のADAM-10発現レベルをELISA
法にて測定した．OA 患者（n＝16）の ADAM-10 発
現は，NL 群（n＝29）と比較して有意に高値であっ
た（579±84 pg/ml and 97±26 pg/ml, Fig. 2A）．
K-L 分類ⅡおよびⅢ（n＝9）での ADAM-10 発現は
K-L 分類Ⅳ（n＝7）よりも有意に高かった（728±
100 pg/ml and 387±104 pg/ml, respectively, Fig. 
2B）．患者の特徴に関してはTable 1の通りである．
年齢・性別・BMI は結果に相関性を認めなかった

（Table 1）．
　免疫組織学的解析を行った．ADAM-10 は滑膜細
胞・線維芽細胞両方において，炎症性サイトカイン
の存在により発現が惹起された．ADAM-10 陽性の
細胞は OA 滑膜組織内に観察された（Fig. 3A，B）．
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さらに OA 滑膜線維芽細胞にも発現していることが
分かった（Fig. 3C，D）．

考 察

　今回の研究で，OA 患者の血清と滑膜組織に
ADAM-10 が発現しており，健常者群と比較して有
意に高いことが判明した．これらの結果は変形性膝

関節症に ADAM-10 が炎症性変化進行に関与してい
ることを示唆している．ADAM-10 発現は，年齢・
性別・BMIの有無には相関しなかった．興味深いこ
とに，OA 血清での ADAM-10 発現レベルは KL 分
類での grade ⅡおよびⅢに高かったが，grade Ⅳに
なると有意に低くなっていることが判明した．この
結果は，滑膜の炎症は OA 初期～中期段階に最も強
いことを示唆している．KL grade Ⅳの段階になる
と，炎症よりも高度な関節内破壊のために物理的構
造変化が主体となるために発現が低下するものと考
えられる．以上のことより，ADAM-10 は OA 初期
～中期の滑膜炎症性が高い状態で最も産生されるこ
とが示唆された．
　OA は不可逆性の関節破壊が特徴であるが，種々
の治療法が存在し，マトリックスメタルプロテアー
ゼや ADAM のようなアグリカンやⅡ型コラーゲン
等が関与している．今回の研究で，われわれは，OA

Fig. 1　 ADAM-10 expression at the protein 
level was elevated in TNF-α-stim-
ulated FLSs compared with unstim-
ulated FLSs.

Fig. 2　 ADAM-10 is expressed in the serum of OA patients. ［Solid line and dotted line 
show the mean concentration of ADAM-10 in the serum. A） Serum of OA patients 
contained more ADAM-10 than the serum of controls （mean±SEM: 579±84 pg/
ml and 97±26 pg/ml, respectively, p＜0.05）. B） ADAM-10 expression in K-L 
scales Ⅱ and Ⅲ was significantly higher than that in K-L scale Ⅳ （728±100 pg/ml 
and 387±104 pg/ml, respectively, p＜0.05）］ （n＝number of patients）

Table 1　Summary of patient characteristics （mean±SD）

OA （n＝16） Healthy controls （n＝29）

Age 78.6±9.8 72.2±7.4
Females （％） 14（88％） 25（86％）

BMI 24.0±3.2 22.9±2.8
K-L（Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ） （1/8/7）
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滑膜線維芽細胞と滑膜細胞に ADAM-10 が多く発現
していることを明らかにした．このことは，OA で
ADAM-10 が滑膜線維芽細胞で産生されていること
を示唆し，血清中の ADAM-10 はこれらの細胞から
遊離しているものと考える．ADAMとOAとの関係
性については，小宮らが OA と RA では ADAM-10
の RNA 量はほぼ変わらないと報告している23）．一
方，われわれは以前の研究で，正常滑膜細胞に比し
て OA 滑膜細胞の方で ADAM-10 濃度が高かったこ
とを報告した21）．今回われわれは OA 滑膜組織にお
いて，ADAM-10 が発現していることを示したが，
さらに滑膜線維芽細胞のレベルで実際に炎症性の病
態がどのように関与しているかを検討するために，
OA 滑膜線維芽細胞の ADAM-10 発現が炎症性サイ
トカインによって影響を受けるかを検討した．結果
的には，TNF-αで刺激された OA 線維芽細胞は非刺
激群に比べて ADAM-10 発現が増加していること
を認め，炎症性サイトカインによる影響を受けてい
ることが考えられた．以上の結果より，ADAM-10
は OA に対する炎症惹起の一因となっていることが

推測された．

結 論

　ADAM-10 は OA 血清に発現しており，これは正
常血清よりも有意に高発現していた．また，滑膜組
織にも発現していた．さらに TNF-α刺激下で滑膜
組織にも高発現を認めた．OA の中でも炎症の強い
と考えられる初期から中期にかけて ADAM-10 は高
発現しているのに対して，末期には ADAM-10 の発
現量は減少していた．これらの結果は，OA におい
て ADAM-10 の重要性を示しており，ADAM-10 発
現を抑えることが出来れば OA 進行の抑止に繋がる
可能性も示唆している．
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A DISINTEGRIN AND METALLOPROTEASE-10 IS EXPRESSED IN THE SYNOVIAL 
TISSUES OF PATIENTS WITH OSTEOARTHRITIS
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　Abstract 　　 A disintegrin and metalloprotease family proteins （ADAMs） are involved in numerous 
inflammatory conditions.  We have previously shown that ADAM-10 is overexpressed in rheumatoid 
arthritis （RA）.  However, the role of ADAM-10 inflammation associated with osteoarthritis （OA） is still 
unclear.  ADAM-10 in tumor necrosis factor-α （TNF-α）-treated OA FLS was measured using western 
blotting.  ADAM-10 in OA and healthy control serum was measured using enzyme-linked immunosor-
bent assay （ELISA）.  ADAM-10 in OA synovial tissues （ST） and fibroblast-like synoviocytes （FLS） 
were detected using immunohistochemistry.  ADAM-10 expression was significantly higher in the serum 
of OA patients than in the serum of controls （579±84 pg/ml and 97±26 pg/ml, respectively）.  In addi-
tion, the expression of ADAM-10 in Kellgren-Lawrence grading scale （K-L scale） Ⅱ and Ⅲ in the serum 
of OA patients was significantly higher than that in K-L scale Ⅳ.  ADAM-10 was expressed in OA ST lin-
ing cells and fibroblast-like synoviocytes （FLSs）.  Hence, ADAM-10 was overexpressed in tumor necrosis 
factor alpha-stimulated OA FLSs compared with untreated FLSs.  These data indicate that ADAM-10 
plays a role in inflammatory changes in OA and suggest that targeting ADAM-10 provides a method for 
decreasing inflammation.
Key words :  ADAM-10, osteoarthritis, ST, FLS
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