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研究成果の概要（和文）：CCAAT/エンハンサー結合タンパク質（C/EBP）betaは軟骨細胞の分化増殖を制御する
ことが知られているが、今回我々は軟骨細胞における他のC/EBPファミリー分子の作用を解明すべく本研究を実
施した。転写活性化ドメインを有するC/EBPファミリー分子ではCebpb、Cebpdの発現が豊富であった。軟骨細胞
株による解析により、Cebpa, Cebpb, Cebpdには軟骨同化分子を抑制し、変性関連分子を誘導することが明らか
になった。C/EBP共通のドミナントネガティブフォームであるACEBPは、これらと反対に軟骨細胞の同化を促進
し、変性を抑制することが分かった。

研究成果の概要（英文）：CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) beta regulates chondrocyte 
differentiaion and proliferation during endochondral ossification. In the present study, we examined
  expression and function of other C/EBP family members in chondrocytes. Among
four members with transactivation domain, expression of Cebpb and Cebpd was abundant compared to 
Cebpa. C/EBPs suppressed expressions of early differentiation
markers including Col2a1, aggrecan and Sox9, enhanced those of late differentiation markers 
including Mmp13, Vegfa and Col10a1, and decelerated cell proliferation, indicating their overlapped 
functions in chondrocytes. In contrast, A-CEBP, which exerts a dominant-negative effect against all 
C/EBPs, increased expressions of early differentiation markers and decreased those of late 
differentiation markers. 

研究分野：整形外科学

キーワード： 整形外科学　変形性関節症
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１．研究開始当初の背景 
近年の社会高齢化に伴い変形性関節症を筆
頭とする運動器関節疾患の罹患数は急増して
おり、本大学で実施した日本最大のコホート
調査（ROAD プロジェクト）によると、我が国
でのレントゲン上での変性疾患患者は延べ 6
千万人以上、有症状者だけでも約 2千万人と
推定されている。臨床現場では長年の間、人
工関節置換術やリハビリテーションなどの侵
襲的あるいは姑息的な対症療法が主体となっ
ており、高齢者の生活の質を著しく低下させ
る軟骨変性疾患について抜本的な治療となる
軟骨再生医療の開発が待望久しい。近年話題
性に富む人工幹細胞による軟骨再生は、進捗
はあるものの当面机上の域を出ない。変形性
関節症の成因の解明とその抑制手段の開発は、
人工幹細胞による軟骨再生が可能となる近未
来を待てない高齢者にとって必要不可欠と言
える。 
現在までに我々は変形性関節症発症の大き
な要因が、永久軟骨である関節軟骨の肥大分
化であることを見出してきた (Arthritis 
Rheum 50:3561,2004、Nat Med 12:665,2006、 
Arthritis Rheum 54:2462,2006、EMBO Rep 
8:504,2007、J Clin Invest 118:2506,2008、
Nat Med 16:678,2010、Proc Natl Acad Sci USA 
110:1875,2013、J Biol Chem 288:28620,2013)。
しかし、現在のところ軟骨肥大分化を抑制し
得る画期的な方策は未だ確立されていない。
我々はこれまでに転写因子CCAAT/エンハンサ
ー結合タンパク質(C/EBP)βが肥大分化を促
進し、軟骨基質分解酵素を誘導することを報
告した（Hum Mol Genet 21:1111,2012、PLoS One 
4:e4543,2009）。また C/EBPβノックアウトマ
ウスでは骨格系や重要臓器に異常が生じない
にも関わらず、変形性関節症モデルを作成す
ると軟骨基質分解が抑制されることを確認し
た。また関節リウマチに代表される炎症性関
節疾患も、患者数の多い重大な疾患であるが、
疾患の主体となる関節滑膜の炎症を惹起する
中心作用を担う因子の一つである IL-6 の転
写制御を司るのが転写因子 C/EBPβであるこ
とも古くから知られている。 
C/EBPβは C/EBP ファミリーに属する転写因
子である。このファミリーは共通のロイシン
ジッパードメイン構造を持つα,β,γ,δ,
ε,ζの 6 種から成り、炎症、細胞増殖、分
化など様々な細胞で多岐に渡る役割を果た
すことが知られており、ファミリー間でヘテ
ロダイマーを形成して相互作用を示す報告
や、重複した機能を示す報告が相次いでいる。
関節軟骨では C/EBPβに関する報告ばかりで
あるが、C/EBP ファミリーが包括的に軟骨細
胞を制御し、変形性関節症や炎症性関節疾患
の発症・進行に関わる可能性も十分考えられ
る。そこで我々は基礎検討を行ったところ、
C/EBP ファミリーの複数の分子が関節軟骨
に豊富に発現し、炎症やアポトーシスに関連
する遺伝子を強力に誘導しうることを突き

止めた。即ち、C/EBP ファミリーは変形性関
節症のみならず、炎症やアポトーシスを主病
態とする関節リウマチなどの炎症性関節疾
患にも関与することが示唆され、そのメカニ
ズムの解明は幅広い関節疾患の病態解明に
繋がる可能性を秘めている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、変形性関節症と炎症性関節疾
患におけるC/EBPファミリー個々の発現を詳
細に調べ、培養細胞レベル、生体レベルでそ
れらの機能を解明するとともに、ファミリー
分子間の相互作用を検証し、さらに標的遺伝
子についても網羅的に解析する。これらの研
究を通じて、変形性関節症と炎症性関節疾患
におけるC/EBPファミリー全体の包括的な役
割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
C/EBP ファミリー転写因子のうち、転写活性
化ドメインを有する分子について、マウス、
ヒト軟骨細胞における発現を mRNA レベルで
確認した。またマウス変形性関節症モデルマ
ウスの時系列サンプルを用いて、タンパクレ
ベルでの発現も確認した。次に軟骨細胞株
ATDC5 やマウス培養軟骨細胞にこれらの分子
を強制発現して、細胞増殖、分化におけるそ
れぞれの機能を解析した。機能喪失実験とし
ては、C/EBP 共通のドミナントネガティブフ
ォームである A-CEBP を作成し、強制発現し
た。効果の強い分子についてはトランスジェ
ニックマウスを作成した。 
 
４．研究成果 
C/EBP ファミリー分子のうち、転写活性化ド
メインを有する Cebpa, Cebpb, Cebpd, Cebpe
の 4 つについて発現を調べたところ、マウス
関節軟骨では、Cebpb の発現が最も豊富であ
り、Cebpd の発現がその半分程度であった。
これらの 2分子と比べると Cebpa は 1桁ほど
発現量が低く、Cebpe の発現はほとんどみら
れなかった。ヒト関節軟骨細胞でもほぼ同様
の傾向であることが分かった。 
次にマウス胎児骨端軟骨を用いて、軟骨内骨
化における発現変化を解析した。Cebpb タン
パクは未分化な関節周囲軟骨細胞層から増
殖軟骨細胞層、肥大軟骨細胞層に至るまで十
分な発現量を示していたが、Cebpd は増殖軟
骨細胞層、肥大軟骨細胞層での発現は Cebpb
と比して弱かった。Cebpa も Cebpd と同様の
傾向であった。 
さらにATDC5の分化過程における発現量につ
いても解析した。Cebpb, Cebpd, Cebpa のい
ずれも、分化初期から発現が増加する傾向が
みられ、マウス胎児骨端軟骨の免疫組織染色
での傾向とは若干の相違を見せた。 
マウス変形性関節症モデルを用いた解析で
は、関節軟骨変性に伴ってこれらの分子の発
現はいずれも初期には増加し、末期には減少
していた。ヒト患者サンプルでの解析でも同



様の結果が得られ、C/EBP ファミリーは変性
初期に病態に関与している可能性が考えら
れた。 
次に、培養細胞を用いて機能解析実験を行っ
た。Cebpa, Cebpb, Cebpd を軟骨細胞株 ATDC5
に DOX誘導性レンチウイルスを用いて強制発
現させたところ、軟骨基質 2型コラーゲンの
分 解 酵 素 matrix metallopeptidase 13
（ MMP13 ）や、血管誘導因子 vascular 
endothelial growth factor (VEGF)、肥大軟
骨細胞の特異的マーカー10 型コラーゲン
（COL10A1）が誘導される一方、2型コラーゲ
ンやアグリカン、転写因子 SOX9 といった軟
骨の維持に必須の分子の発現が低下した。ま
たこの3分子を強制発現させた細胞を用いて
増殖アッセイを行ったところ、細胞株の増殖
の速度が低下することも分かった。 
次に機能喪失実験を行うため、C/EBP 共通の
ドミナントネガティブフォームである
A-CEBP を作成した。A-CEBP が C/EBP ファミ
リー分子の上記の作用に拮抗することを実
験的に確認した。その上で同様に DOX 誘導性
レンチウイルスを用いて強制発現させたと
ころ、上記の結果とは反対に、2 型コラーゲ
ン、アグリカン、SOX9 の発現を誘導し、MMP13、
VEGF、COL10A1 の発現を抑制した。細胞増殖
についても C/EBP の強制発現と反対に、有意
に促進することが分かった。 
A-CEBP が変動させる遺伝子についてマイク
ロアレイを用いて解析したところ、A-CEBP は
軟骨基質や軟骨細胞の成熟を促す分子の発
現を促進し、反対に中胚葉マーカーとされる
分子の発現を抑制していた。 
現在は A-CEBP が生体レベルでどのような作
用を発揮するかを調べるため、Cre 存在下に
A-CEBP を発現するトランスジェニックマウ
スを作成し、検証を行っている。 
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