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緒緒  言言  

 
平成28年10月現在、我が国の65歳以上の高齢者人口の総人口に占める割合（高齢化率）は27.3％となり、他の国

に類をみない超高齢社会を迎えている。高齢化に伴い変形性膝関節症（OA）患者は年々増加しており、近年の大規模

な疫学調査結果から、OA患者が2,400万人、そのうち疼痛を有する患者が800万人存在することが明らかになってい

る。OA患者の主な愁訴は疼痛であるが、その疼痛は患者の生活の質、日常生活動作を著しく障害するため、健康寿命

の延伸には疼痛治療が極めて重要となる。これまでに炎症下での OA 疼痛機構に関しては多くの研究がなされてきた。

しかし、非炎症性のOAにおける疼痛発生機序は未だ十分に明らかになっていない。 
血管内皮増殖因子（Vascular endothelial growth factor：VEGF）は血管新生に関与する成長因子の一つである。   

変形性関節症患者の滑膜組織においてVEGF の発現が上昇することやOA の進行度と相関することが報告されている

［1，2］。しかし、VEGFの制御機構や疼痛との関連性、疼痛惹起機構については十分に明らかになっていない。 
Transforming growth factor-β（TGF-β）は抗炎症性サイトカインの一つであるが、血液中の TGF-β濃度と OA 

患者の疼痛スコアは相関することが報告されている［3］。関節リウマチ患者の滑膜線維芽細胞において VEGF を制御

するとの報告があることから［4］、非炎症下において TGF-βは VEGF を介して OA 疼痛に関与しているとの仮説を

立てた。 
本研究では、VEGF関連神経ペプチドの同定と疼痛への関与およびTGF-βによるVEGF調節機構を検討した。 
 

方方  法法  

 
11．．VVEEGGFF発発現現とと疼疼痛痛ととのの関関連連性性のの検検討討  
全人工関節置換術時に変形性膝関節症患者より採取した滑膜組織から RNA を抽出し、リアルタイム PCR を用いて

VEGFの発現を検討した。疼痛スコア（Visual analog Scale：VAS）とVEGFの相関を検討した。 
22．．VVEEGGFF関関連連神神経経ペペププチチドドのの探探索索とと疼疼痛痛ととのの関関連連性性のの検検討討  

in vitro 実験系を用いてVEGFが制御する神経ペプチドを探索した。滑膜線維芽細細胞を採取、培養した。10、100 
ng/ml VEGFで刺激後、種々の神経ペプチドの発現をリアルタイムPCR、western blottingを用いて検討した。また、

滑膜組織におけるVEGFの発現と相関を示す神経ペプチドを探索した。 
33．．VVEEGGFF発発現現誘誘導導機機構構のの解解明明  
ヒト滑膜組織をコラゲナーゼ処理した後、滑膜線維芽細細胞を採取、培養した。10 ng/ml の TGF-βを加え VEGF

発現および上清中の VEGF 濃度を検討した。また、TGF-β添加と同時に ALK5 阻害剤（SB505124）、p38 阻害剤

（SB203580）を添加し、VEGF発現に及ぼす影響を検討した。また、smad2、p38のリン酸化をwestern blottingを

用いて検討した。 
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結結  果果  

 
11．．VVEEGGFF発発現現とと疼疼痛痛ととのの関関連連性性のの検検討討  
滑膜組織におけるVEGF発現は疼痛に関与する可能性が示唆された（図1、ρ＝0.346、p＜0.001）。OAの進行度と

VEGFとの間に相関は認められなかった。 

図1．VEGF 発現と疼痛スコアVASとの相関 
VEGF発現と疼痛スコアとの相関を検討するためにをスピアマンの順位相関係数

を算出した（ρ＝0.346、p＜0.001、Spearman’s Correlation Test）。 
  
22．．VVEEGGFF関関連連神神経経ペペププチチドドのの探探索索とと疼疼痛痛ととのの関関連連性性のの検検討討  
滑膜線維芽細胞のVEGF刺激により神経ペプチドApelin mRNA、タンパクの発現が上昇した。Apelinの発現は患

者疼痛スコア（安静時）と正の相関を認めた（図2、ρ＝0.439、p＝0.017）。また、VEGFの発現と神経ペプチド peptide 
Lv との間に正の相関が認められた。peptide Lv と安静時痛との間に負の相関が認められた（ρ=‐0.378、p=0.048）。  

  
図2．Apelin 発現と疼痛スコアVASとの相関 

Apelin発現と疼痛スコアVAS（安静時）との間に正の相関を認めた（スピアマンの

順位相関係数ρ＝0.439、p＝0.017、Spearman’s Correlation Test）。 
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33．．VVEEGGFF発発現現誘誘導導機機構構のの解解明明  
TGF-βによって VEGF mRNA の発現および上清中の VEGF タンパク濃度は有意に増加した（VEGF mRNA：    

p＝0.002、VEGF protein：p＝0.001、Bonferroni の多重比較）。この上昇は ALK5 阻害剤によって完全に抑制され

（VEGF mRNA：p＝0.001、VEGF protein：p＝0.001、Bonferroniの多重比較）、p38阻害剤によって部分的に阻害

された（VEGF mRNA：p＜0.001、VEGF protein, p＝0.020、Bonferroniの多重比較）。ALK5阻害剤によりSmad2
のリン酸化が抑制された。ALK5阻害剤、TAK1阻害剤ともにp38のリン酸化が低下した（図3）。  

 
図3．TGF-βによる smad2、p38のリン酸化に対する ALK5阻害剤、TAK1阻害剤の影響 

Western blottingを用いてTGF-βによる smad2、p38のリン酸化に対するALK5阻害剤（ALK5i）、
TAK1阻害剤（TAK1i）の影響を検討した。Smad2 (P)：リン酸化 Smad2、p38 (P)：リン酸化 p38。 

 
考考  察察  

 
VEGF は末梢神経障害モデルにおいてアロデニアに関与することが報告されている［5］。また、VEGF 阻害剤に  

よりアロデニアが軽減することが報告されている［6］。本研究結果から VEGF は変形性関節症の疼痛に関与する可能

性が示唆された。 
Apelinは 末梢および中枢神経に発現し、疼痛に関与することが報告されている［7，8］。また、OA患者では非OA

患者に比べ関節液中の Apelin が上昇することが報告されている［9］。本研究において、Apelin は VEGF によって  

誘導された。また、Apelin の発現は疼痛スコアと相関したことから、VEGF は Apelin を介して疼痛を惹起している 

可能性が示唆された。近年、神経ペプチド Peptide Lv は VEGF 受容体に結合する可能性が示唆されている［10］。
VEGFが疼痛スコアと正の相関したのに際し、Peptide Lvは負の相関を示した。このことから、Peptide LvはVEGF
シグナリングに対して抑制的に働いている可能性がある。現在、ゲノム編集技術を用いて作製した Peptide Lv ノック

アウトを用いて機能を解析中である。 
TGF-βは関節リウマチ患者由来の線維芽細胞におけるVEGFの発現を調節することが報告されていた［4］。しかし、

その調節機構や変形性関節症患者から採取した滑膜細胞に対する作用は不明であった。TGF-βシグナル伝達経路には

古典経路（Smad経路）と非古典経路（MAPK経路）が存在する。本研究結果から、TGF-βは古典経路および非古典 

経路を介してVEGFを調節している可能性が示唆された。 
本研究結果からVEGFはApelinを介して疼痛に関与すること、その発現はTGF-βによって調節されている可能性が

示唆された。本機構はVEGFを介した炎症非依存性の疼痛機構に重要な役割は果たしていると考えられる。 
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