
関節軟骨のおよそ 98％は軟骨基質（Ⅱ型コラーゲン，
ヒアルロン酸，コンドロイチン硫酸などで構成される細胞
外マトリックス）が占めており，2％の軟骨細胞がそれを
産生している。軟骨基質の主要コラーゲンはⅡ型コラーゲ
ンであり，コラーゲン線維がネットワークを形成して基本
骨格を形成する傍ら，保水性の高いプロテオグリカンが線
維間に付着して水分子を保持することにより，軟骨に独特
の硝子様形態と弾力性がもたらされる。

軟骨形成の過程は大きく二段階にわけられ，未分化細胞
が軟骨細胞に分化して増殖を停止するまでが初期軟骨分化
であり，細胞体の肥大化を経て，軟骨基質の石灰化に至る
までが後期軟骨分化と呼ばれる。初期軟骨分化においては，
中胚葉由来の未分化の間葉系細胞が軟骨原基を形成し，Ⅱ
型コラーゲンやコンドロイチン硫酸（アグリカン）を含む
軟骨基質を形成しながら増殖することにより，その中心部
が軟骨細胞へ分化する。一方，後期軟骨分化ではⅡ型コ
ラーゲンの発現が減少するとともに X 型コラーゲンの発

現が上昇し，軟骨基質が石灰化され肥大軟骨細胞へと成熟
する。正常な関節軟骨は静止軟骨細胞としてⅡ型コラーゲ
ンや細胞外マトリックスを発現しているが，変形性関節症
では軟骨基質の石灰化によって内軟骨性骨化が進行し，骨
棘が形成されることとなる�1）。

変形性関節症やリウマチ関節炎などの関節症状の緩和を
目的に，コラーゲン及びその酵素加水分解物（コラーゲン
ペプチド）が多く用いられてきた。コラーゲン分子は生体
内では三重らせん構造と架橋による線維を形成しており，
巨大分子であるため未変性状態では水に難溶であり消化吸
収もされにくいが，これを熱変性させたゼラチンは部分的
な加水分解を受けるため多様な分子量を持ち，熱水に溶解
して冷えるとゲル化する性質を持つ。このゼラチンを酵素
分解して数百〜数千の分子量にしたものがコラーゲンペプ
チドであり，冷水にも溶ける性質を持つため，近年の健康
食品市場ではコラーゲンペプチドが多く用いられている。
関節症状に対するコラーゲン摂取の有効性には疑問点も出
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されているが，近年，コラーゲン由来ペプチドに種々の生
理作用があることが示され，その機能性が再び注目されて
いる。コラーゲンのアミノ酸組成は，グリシン（Gly）が
約 1/3 で あ り， そ の 他 に プ ロ リ ン（Pro）， ア ラ ニ ン

（Ala），ヒドロキシプロリン（Hyp）などが多く含まれる。
Hyp はコラーゲンに特徴的に含まれるアミノ酸であり，
生体内で Pro が水酸化酵素によって水酸化されることに
より生成する。コラーゲンの三重らせん領域では，Gly-
X-Y（X，Y：任意のアミノ酸）のトリプレットの繰り返
し構造が多く見られ，X の位置には Pro が，Y の位置に
は Hyp が来ることが多いため，Gly-Pro-Hyp の配列が多
く含まれる。摂取されたコラーゲンペプチドは消化吸収を
受けるが，その一部はオリゴペプチドのまま血液中に移行
することが報告されている�2, 3）。特に，コラーゲン配列中
に高い頻度でみられる Pro-Hyp や Hyp-Gly などのジペプ
チドは生理活性ペプチドとして，皮膚線維芽細胞の増殖・
遊走の促進�4），骨芽細胞の分化促進�5），軟骨生産細胞の増
殖促進�6），ヒアルロン酸およびグリコサミノグリカンの合
成増加�7） など，コラーゲンペプチドのさまざまな機能性に
寄与していることが報告されている。

軟骨の分化モデルとしては初代細胞培養を含む種々の培
養系が用いられてきたが，肥大軟骨細胞まで分化させるこ
とは困難であり，初期軟骨分化から後期軟骨分化までのそ
れぞれの段階を再現できないなどの問題があった。近年，
マウス胎生期がん（embryonal carcinoma）由来細胞のク
ローン化細胞株である ATDC5 細胞が樹立され，軟骨分
化の全分化段階を解析できるようになった�8）。ATDC5 細
胞は通常状態では線維芽細胞の形態を示すが，インスリン
存在下で培養すると軟骨基質を構成する細胞外マトリック
スの発現が上昇して初期軟骨細胞へと分化し，さらに培養
を続けると後期軟骨分化をへて軟骨基質の石灰化が生じ，
肥大軟骨細胞へと分化する�9）。この ATDC5 を用いて
Nakatani らは，Pro-Hyp が分化に関連する遺伝子の発現
を変化させて軟骨細胞の石灰化を阻害するとともに，
Hyp-Gly が破骨細胞に作用して骨吸収を抑制することを報
告している�6）。本研究では，これらの代表的なコラーゲン
由来ジペプチドが，軟骨細胞の初期分化と細胞外マトリッ

クスを構成する糖鎖の発現にどのような影響を及ぼすかを
明らかにすることを目的として行った。

実験方法

細胞培養
ATDC5 細胞は RIKEN 細胞バンクより分譲されたもの

を用いた。細胞は DMEM/Hamʼs F12 1:1 培地（和光純薬
工 業 ） に ウ シ 胎 児 血 清（FBS， オ ー ス ト ラ リ ア 産，
Biowest 社）を 5％添加した培地を用いて 37℃，5％ CO2

の条件下で培養し，3 日あるいは 4 日に一度継代培養した。
軟骨細胞への分化誘導は，24well プレートに細胞を播種
してコンフルエントになるまで培養した後，ITS（Insulin, 
Transferrin and Selenium, Thermo Fisher Scientific 社 ）
を 20 μg/ml インスリンとなるように添加して行った。コ
ラーゲンペプチドによる刺激は，H-Pro-Hyp-OH あるいは
H-Hyp-Gly-OH（いずれも Bachem AG 社製）を 0.5 mM
あるいは 1.0 mM の濃度で添加し，2～3 日毎にそれぞれ培
地交換を行いながら 7 日間培養した。

Real-time PCR による遺伝子発現測定
遺伝子の発現状態は SYBR 法による real-time PCR を用

いて解析した。増幅に利用したプライマーはそれぞれの
NCBI Reference Sequence の配列をもとに，エキソン
ジャンクションを含む配列を増幅部位とする上流及び下流
プライマーを primer 3 を用いて設計した（Table 1）。発
現補正用のコントロール遺伝子としては β-actin 遺伝子を
用 い た。 細 胞 よ り 抽 出 し た RNA は，PrimeScript RT 
Master mix（タカラバイオ社）を用いた逆転写反応に
よって cDNA を合成した。それぞれの cDNA に含まれる
目的遺伝子産物の量を SYBR premix Ex taq II（タカラバ
イ オ 社 ） と Pikoreal real-time PCR system（Thermo 
Fisher Scientific 社）を用いて測定した。増幅サイクルは，
90℃30 秒の熱変性のあと，（95℃5 秒→ 60℃30 秒）の 40
サイクル反応で行い，その後 60℃から 95℃の融解曲線測
定より反応産物の特異性を解析した。

Table 1  �Primers used in this study.

Gene Forward primer (5’－3’) Reverse primer (5’－3’) Accession number

β-actin cttgggtatggaatcctgtgg gtacttgcgctcaggaggag NM_007393
Sox9 aggaagctggcagaccagta gtccgttcttcaccgacttc NM_011448
Runx2 gccgggaatgatgagaacta ggaccgtccactgtcacttt NM_001146038
Col2a1 ggctcccagaacatcaccta gccccacttaccagtgtgtt NM_031163
Col10a1 atgcccgtgtctgcttttac tgagtccctttcacatgcac NM_009925
Aggrecan ggtcactgttaccgccactt gccagatcatcaccacacag NM_007424
Chpf caacgacatcgtcagtgctc aaaagctttgtgcagctggt NM_001001566
Chsy1 caagtgtctccgggaaatgt ctggtacggtgggtttttgt NM_001081163
Ext1 agcacaaggattctcgctgt cacttcggagaatggcaact NM_010162
Ext2 atccatatgcagccatctcc accagcagcttggacagact NM_010163
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コラーゲン量の測定
コラーゲン量の測定は中林ら�10） の方法を改変したシリ

ウスレッド染色を用いて行った。培養後の細胞を蒸留水で
洗浄したあと 0.1％シリウスレッド飽和ピクリン酸溶液を
加え一晩染色し，蒸留水で洗浄した後 0.01 M HCl を加え
て 15 分間脱色させた。脱色液を除き細胞を乾燥させたあ
と，0.1 M NaOH 無水メタノール等量混合液を加え 6 時間
静置して色素を溶出させた。溶出液の吸光度をマイクロプ
レートリーダー（Vmax，Molecular Devices 製）を用い
て 490 nm 波長（参照波長 650 nm）で測定した。

プロテオグリカン量の測定
プロテオグリカン量の測定は，硫酸化グリコサミノグリ

カン糖鎖を染色するアルシャンブルー染色�11） を用いて
行った。培養後の細胞を蒸留水で洗浄したあと 0.5％アル
シャンブルー 8GX 1 M 塩酸溶液を加えて一晩染色した。
染色溶液を除いて蒸留水で洗浄した後，6 M グアニジン塩
酸を加えて 6 時間静置し，色素を溶出させた。溶出液の吸
光度はマイクロプレートリーダーを用いて 650 nm 波長

（参照波長 450 nm）で測定した。

統計学的解析
全ての測定値は，平均値±標準偏差（SD）で示した。

測定値統計解析は，R プログラム（v 3.1.3）を用いて行っ
た。検定は一元配置分散分析とともに，Dunnett 法による
多重比較で行った。全ての検定において，有意水準は P
値 < 0.05 とした。

結果と考察

軟骨初期分化のコラーゲン量に及ぼす影響
軟骨細胞の初期分化モデルとして ATDC5 細胞を用い

た。インスリン添加による分化誘導後 1 週間の初期分化で
は，細胞外マトリックスの発現が増加し，プロテオグリカ
ンとⅡ型コラーゲンの合成が増加する。そこで，軟骨初期
分化時に代表的なコラーゲン由来ジペプチドである Pro-
Hyp あるいは Hyp-Gly を添加することにより，軟骨細胞
への初期分化におけるコラーゲン合成量に影響が見られる
かどうかを，コラーゲン線維を特異的に染色するシリウス
レッド染色を用いて検討した。染色後の細胞像と，溶出さ
せた色素の吸光度測定結果を Fig. 1 に示した。未分化状
態に比べ，インスリン添加による分化細胞でシリウスレッ
ドにより明確に染色されており，溶出色素の吸光度は 1.7
倍に増加していた。さらに，インスリン添加のみに比べて
Pro-Hyp を 1.0 mM 添加した場合で有意に増加していた。
これらの結果から，軟骨初期分化におけるコラーゲン合成
はコラーゲン由来ジペプチドである Pro-Hyp により増加
する可能性が示された。

軟骨初期分化のグリコサミノグリカン量に及ぼす影響
プロテオグリカン及びその糖鎖成分であるグリコサミノ

グリカンはⅡ型コラーゲンとともに軟骨における細胞外マ
トリックスを構成する主要成分である。関節軟骨を構成す
る硝子様軟骨では，コラーゲン線維が組織の基本骨格を構
築するとともに，ヒアルロン酸とプロテオグリカンがその
強力な保水作用により軟骨にクッション性を与える。Pro-

Fig. 1  �Effects of collagen dipeptides on Sirius Red staining of ATDC5 cells at the early stage of chondrogenesis.
Left panels. Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The cells were stained with 
Sirius Red to detect collagen fibers (red area). Right panel. The pigment was extracted from the stained cells by the addition 
of 0.1 M NaOH in 50% methanol, and the absorbance was measured at 450 nm. Values shown are means ± SD obtained from 
three experiments. Asterisk indicates significant difference against control (i.e., cells treated with insulin alone).
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Hyp および Hyp-Gly が軟骨初期分化におけるプロテオグ
リカンの合成量に与える影響は，硫酸化グリコサミノグリ
カン糖鎖を染色するアルシャンブルー染色を用いて検討し
た。アルシャンブルーは，pH 2.5 の酸性下では硫酸基と
カルボキシル基の両方を染色するが，pH 1.0 の強酸性で
は硫酸基のみを染色するため，硫酸化グリコサミノグリカ

ンを特異的に染色することができる。染色後の細胞像と，
溶出させた色素の吸光度測定結果を Fig. 2 に示した。分
化後の細胞は立体構造の形成が始まっていたが，その部分
が特にアルシャンブルーで染色されていた。溶出色素の吸
光度により測定したグリコサミノグリカン量は，コラーゲ
ン合成量と同様に Pro-Hyp を 1.0 mM 添加した場合で有意

Fig. 2  �Effects of collagen dipeptides on Alcian Blue staining of ATDC5 cells at the early stage of chondrogenesis.
Left panels. Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The cells were stained with 
Alcian Blue to detect sulfated glycosaminoglycan (blue area). Right panel. The pigment was extracted from the stained cells 
by the addition of 6 M guanidine hydrochloride, and the absorbance was measured at 650 nm. Values shown are means ± SD 
obtained from three experiments.

Fig. 3  �Effects of collagen dipeptides on Sox9 and Runx2 expressions in ATDC5 cells.
Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The expressions of Sox9 and Runx2 in 
the cells were determined by using real-time PCR. Values shown are means ± SD obtained from three experiments. Aster-
isks indicate significant differences against control (i.e., cells treated with insulin alone).
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ではないものの吸光度に増加傾向が見られ，Pro-Hyp によ
るプロテオグリカン合成の増加が示唆された。

軟骨細胞の分化マーカー遺伝子発現に及ぼす影響
軟骨細胞の発生・分化にはマスター遺伝子として Sox9

の発現が必須であり，この Sox9 は軟骨前駆細胞への細胞
系譜の決定に重要な役割を果たしている�12）。一方，Runx2
は骨芽細胞分化のマスター遺伝子であり，軟骨細胞の成熟
に必須な因子であることが明らかにされている�13）。そこで，
コラーゲン由来ジペプチドの添加がこれらの軟骨細胞への
分化に関わる Sox9 及び Runx2 の遺伝子発現量にどのよ
うな影響を与えるかを検討した。

分化誘導後 7 日間培養した細胞の RNA を抽出し，それ
ぞれの遺伝子発現量を real-time PCR により検討した結果
を Fig. 3 に示した。Sox9 遺伝子の発現量は，未分化状態
に比べインスリン添加による軟骨初期分化細胞で 6 倍程度
に大きく増加していた。さらに Pro-Hyp あるいは Hyp-
Gly を 1.0 mM 添加した場合で，インスリン添加のみに比
べ発現量が有意に増加していた。

一方，Runx2 の遺伝子量では，初期分化細胞では未分
化細胞の 1.5 倍程度に増加していたが，Pro-Hyp あるいは
Hyp-Gly の添加による遺伝子発現量の差は認められなかっ
た。軟骨初期分化に関わる Sox9 と異なり，Runx2 は軟骨
後期分化に関わるため，分化開始後 7 日目の初期分化状態
では大きな影響が認められなかったものと考えられる。

コラーゲン構成分子の遺伝子発現に及ぼす影響
軟骨初期分化の指標となるⅡ型コラーゲンの構成タンパ

ク質遺伝子である Col2a1 と，軟骨後期分化の指標となる

Ⅹ型コラーゲンの構成タンパク質遺伝子である Col10a1 の
遺伝子発現量を測定した。軟骨細胞初期分化では，未分化
細胞からの分化に伴い細胞が増殖するとともに，Ⅱ型コ
ラーゲンとプロテオグリカンの合成が増加して細胞外マト
リックスを形成する。一方，軟骨後期分化においてはⅡ型
コラーゲンが低下する代わりにⅩ型コラーゲンが増加し，
軟骨細胞の肥大化と細胞外マトリックスの石灰化を招く。

Fig. 4 に示したように，Pro-Hyp の添加により Col2a1
の遺伝子発現量が有意に増加することが確認され，Pro-
Hyp によるⅡ型コラーゲンの合成の促進が確認された。
シリウスレッド染色でみたコラーゲン線維量（Fig. 1）も
同様に Pro-Hyp の添加により増加していたが，これはⅡ
型コラーゲンの合成増加によるものと考えられる。一方，
Col10a1 の遺伝子発現量は Hyp-Gly の添加により有意に低
下しており，Hyp-Gly がⅩ型コラーゲンの合成を抑制させ
る可能性が示された。正常な関節軟骨は，Ⅱ型コラーゲン
やプロテオグリカンを発現する軟骨初期分化状態の静止軟
骨細胞で占められているが，軟骨細胞の分化が異常亢進す
ると成熟・肥大化してⅩ型コラーゲンを発現し，細胞外マ
トリックスが石灰化する。石灰化した軟骨組織が骨組織へ
置換されて内軟骨の骨化が進行すると骨棘が形成され，変
形性関節症に至る一因となる。これらのことから，コラー
ゲン由来ジペプチドは軟骨初期分化におけるⅡ型コラーゲ
ン合成を増加させるとともに，Ⅹ型コラーゲンの合成を抑
制して後期分化と骨化を抑制する可能性が示された。

アグリカンおよびグリコサミノグリカン合成酵素の遺伝子
発現に及ぼす影響

軟骨におけるプロテオグリカンの大部分はコンドロイチ

Fig. 4  �Effects of collagen dipeptides on Col2a1 and Col10a1 expressions in ATDC5 cells.
Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The expressions of Col2a1 and Col10a1 
in the cells were determined by using real-time PCR. Values shown are means ± SD obtained from three experiments. Aster-
isks indicate significant differences against control (i.e., cells treated with insulin alone).
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ン硫酸であり，アグリカンをコアタンパク質として分子内
に大量のグリコサミノグリカン糖鎖を持つことにより軟骨
細胞の保水性を保っている。コンドロイチン硫酸のグリコ
サミノグリカン糖鎖の伸長には 6 種類の酵素が関与してお
り，このうちの Chsy1 と Chpf は複合体を形成して N- ア
セチルガラクトサミンとグルクロン酸の二糖繰り返し構造
の伸長に関与している�14, 15）。

アグリカン遺伝子の発現量は，未分化状態に比べインス
リン添加による軟骨分化初期細胞で 15 倍以上に増加して
おり，コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの合成増加が
示された。Pro-Hyp を 1.0 mM 添加した場合では，インス
リン添加のみに比べ発現量が有意に増加しており，Pro-
Hyp によるコンドロイチン硫酸コアタンパク質の合成を
促進が示された。また，コンドロイチン硫酸合成酵素の発

Fig. 5  �Effects of collagen dipeptides on Aggrecan, Chsy1 and Chpf expressions in ATDC5 cells.
Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The expressions of Aggrecan, Chsy1 and 
Chpf in the cells were determined by using real-time PCR. Values shown are means ± SD obtained from three experiments. 
Asterisks indicate significant differences against control (i.e., cells treated with insulin alone).

Fig. 6  �Effects of collagen-derived dipeptides on Ext1 and Ext2 expressions in ATDC5 cells.
Cells were seeded onto a 24-well plate and treated with indicated stimuli for a week. The expressions of Ext1 and Ext2 in the 
cells were determined by using real-time PCR. Values shown are means ± SD obtained from three experiments.
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現量では，Pro-Hyp の添加により Chsy1 の発現が有意に
増加しており，Pro-Hyp がコンドロイチン硫酸のグリコサ
ミノグリカン糖鎖繰り返し構造の合成を促進させる可能性
が示された。

一方，主に細胞表面に発現しているプロテオグリカンで
あるヘパラン硫酸の伸長には５種類の酵素が関与しており，
このうち，Ext1 および Ext2 は複合体を形成してヘパラ
ン硫酸の N- アセチルグルコサミンとグルクロン酸による
二糖繰り返し構造の合成に関与し�16, 17），ともに遺伝性多発
性外骨腫（HME）の責任遺伝子となっている�18, 19）。Ext1，
Ext2 ともに，インスリン添加（＋）のみと比べて，Pro-
Hyp あるいは Hyp-Gly の添加による遺伝子発現量への影
響は見られなかった。Pro-Hyp あるいは Hyp-Gly の添加
は，Ext1 および Ext2 の遺伝子発現量に変化を与えない
ことが確認され，ヘパラン硫酸の合成には影響を与えない
ことが示唆された。

結　論

本研究は，コラーゲン由来ジペプチドの Pro-Hyp およ
び Hyp-Gly が，軟骨細胞の初期分化及び細胞外マトリッ
クスを構成する糖鎖の発現に及ぼす影響を明らかにするこ
とを目的として行った。

シリウスレッド染色により，Pro-Hyp が軟骨初期分化時
のコラーゲン合成を増加させることが示された。また，
Pro-Hyp はⅡ型コラーゲン構成タンパク質である Col2a1
遺伝子の発現を増加させるとともに，コンドロイチン硫酸
プロテオグリカンのコアタンパク質であるアグリカンや，
そのグリコサミノグリカン糖鎖の合成遺伝子である
Chsy1 の発現を増加させたことから，Pro-Hyp の添加に
より細胞外マトリックス形成が促進される可能性が示され
た。

一方，Hyp-Gly の添加はⅩ型コラーゲンの構成タンパク
質である Col10a1 遺伝子の発現を抑制したことから，軟骨
後期分化への移行と軟骨細胞の骨化を抑制する可能性が示
された。軟骨初期分化のマーカーである Sox9 遺伝子の発
現は，Pro-Hyp と Hyp-Gly のいずれの処理でも増加した
ことから，これらのジペプチドが軟骨細胞の初期分化を促
進させる可能性が示された。

軟骨初期分化状態である静止軟骨細胞が後期分化に移行
して成熟や肥大化が亢進すると，軟骨が減少するとともに
骨棘が形成されて変形性関節症の一因となる。本研究によ
り，Pro-Hyp と Hyp-Gly は軟骨細胞の初期分化を促進し
て後期分化を抑制することにより，軟骨を構成する静止軟
骨細胞を増加させる可能性が示された。
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