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研究成果の概要（和文）：軟骨全体を保護する重要な関節軟骨最表層（SFZ）に発現しているPrg4に着目し、軟
骨代謝が関連する各シグナルの修飾化合物をSFZ細胞に投与し、Prg4発現上昇をリアルタイムRT-PCRで網羅的に
解析した。Hif2a、Wntシグナルが有望であることがわかり、各々のｃDNAマイクロアレイを行い、遺伝子発現プ
ロファイルを取得した。Hif2aはPrg4のプロモーター活性を持つことが示されたのでChIPシーケンス解析を行っ
た。In vivoではPrg4特異的Hif2aシグナルの強制発現型、機能抑制型マウス、またはPrg4特異的Wntシグナル強
制発現型、機能抑制型マウスのOAモデルでの解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The superficial zone (SFZ) of articular cartilage plays a 
cartilage-protective role by secretion of lubricin (Prg4). We separately isolated the SFZ cells and 
then treated with various agonists which are related to chondrogenic differentiation. When we 
analyzed treated SFZ cells by RT-PCR, Hif2a and Wnt signaling are candidate for upregulation of Prg4
 expression and were performed by cDNA microarray. Since Hif2a significantly showed Prg4-promoter 
activity, to further know the mechanism of Prg4 regulation by Hif2a, we performed ChIP sequencing 
analysis using activated Hif2a in SFZ cells. In vivo analysis, we analyzed OA development of 4 
types; Prg4-CreERT2; Hif2a flox (loss-of-function) or Hif2a Tg mice (activated Hif2a in Prg4 
expressing cells), Prg4-CreERt2; βcatenin flox mice (loss-of-function) or Prg4-CreERt2; β
cateninEx3 flox (activated βcatenin in Prg4 expressing cells).

研究分野：軟骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症(OA)は高齢者の生活の質を

脅かす代表的な運動器疾患であり、申請者ら

が属する東京大学医学部整形外科で実施し

ている国内最大のコホート研究（ROAD 

study）によると膝関節だけでも国内に 780 

万人が痛みに苦しんでいる（Osteoarthritis 

Cartilage 17:1137,2009）。その患者数は高齢

人口の増加とともに増え続けている。その病

因については加齢や物理的ストレス、炎症な

どの関与が示唆されているが、分子レベルで

の病態解明は始まったばかりである。我々は

従来から OAの基礎研究を展開しており、膝

OA の in vivo での解析を可能にすべく世界

に先駆けてマウスを用いた膝OAモデルを樹

立 し (Osteoarthritis Cartilage 

13:632-41,2005)、そのモデルを用いて

Runx2 や C/EBPβ、Carminerin、HIF2A

などの軟骨内骨化を制御する転写因子群が

OA の発症・進行をも強力に制御しているこ

と を 明 ら か に し た (Arthritis Rheum 

54:2462-70,2006, Nature Med 

12:665-70,2006, PLoS One 4:e4 543,2009, 

Nature Med 16:678-86,2010）。臨床では、軽

度から中等度の膝OAに対する根本的な治療

法は未だなく、運動療法、ヒアルロン酸注射

や鎮痛剤投与といった対症療法が行われて

おり、原因療

法となる軟骨

組織再生を誘

導する治療薬

はこれまでに

ない。 

最近では、関

節軟骨組織の

最 表 層

(Superficial Zone; SFZ)(下図にしめす）の破

綻が OA発症のトリガーであること、SFZ細

胞はルブリシン(Prg4）など潤滑成分を多く

分泌して関節の滑動性を担保し、その深層の

関節軟骨全体を保護する作用があることな

どが明らかとなってきた。 

２．研究の目的 

関節軟骨最表層（SFZ）は、軟骨全体を保

護する重要な組織である。本研究では、新規

SFZ細胞分化モニタリングシステム、ルブリ

シン(Prg4)-GFP を利用し、低分子化合物ラ

イブラリーのスクリーニングを行い、Prg4

を誘導する化合物や SFZ の再生を誘導する

化合物を探索する。同定した化合物の作用機

序の解明するために最先端の分子生物学的

手法で網羅的に解析し、安全かつ有効な新規

変形性膝関節症治療薬の開発を目指す。さら

にマウスモデル上でも治療効果の検討を行

い、変形性膝関節症の新規治療法の実現化を

総合的に加速することを目指す。 

３．研究の方法 

（１）Prg4-GFP モニタリングシステムによる

SFZ 保護・再生化合物のスクリーニング 

SFZ に特異的に発現する Prg4 の近位プロモ

ーター断片の下流に GFP 遺伝子を接合した

トランスジーンをマウス間葉系細胞

C3H10T1/2に安定導入した株を用い、Prg4を

強力に誘導し、SFZ細胞分化誘導しうるよう

な骨・軟骨代謝が関連する各シグナルの修飾

化合物を探索する。 

（２）候補化合物の Prg4 誘導能および SFZ

細胞分化能の解析 

（１）で検討した、シグナルを増強する化

合物がどの程度 Prg4誘導能や SFZ細胞分化

誘導能を持つかを、in vitroで検討する。Prg4

の発現レベルの変化や、その他の SFZマーカ

ーであるWnt9aなどの発現、深層軟骨マーカ

ーであるアグリカンなどの発現を解析する。

また SFZ細胞は線維芽細胞に似た細長い形

状であり、対照的に深層の軟骨細胞は立方体

に近い形状であることから、形状的な変化も

記録、解析する。培養細胞レベルでの検討で

有望と考えられる候補化合物については、器

官培養での検討も行う。マウス大腿骨頭を単



離し、化合物存在下に 5日間培養を行い、上

清へのアグリカンの放出量を定量するほか、

培養後の大腿骨頭を組織学的に解析し、SFZ

の厚さや細胞密度などを調べ、化合物の効果

を評価する。またマウスとヒトで効果に違い

がみられることも予想されるため、これらの

候補化合物についてヒト軟骨細胞を用いた

検証も行う。申請者らは人工膝関節全置換術

時に関節軟骨を採取することを東京大学医

学部研究倫理審査委員会から既に承認され

ており (受付番号 622-3)、様々な変性グレー

ドのヒト軟骨組織・細胞を入手することがで

きる。またヒト正常軟骨細胞については、商

業ベースで入手済みである（Cryo NHAC-kn, 

Cambrex Bio Science Walkersville社)。これら

のヒト軟骨組織・細胞を用いて、候補化合物

が同様の効果を発揮するかどうか検証する。 

（３）候補化合物の標的タンパクと作用機序

の解明 

同定した化合物の SFZ再生誘導の分子メ

カニズムを明らかにするため、Total RNAを

回収後、cDNAマイクロアレイを行い、遺伝

子発現プロファイルを取得する。得られたプ

ロファイルを検証、統合することで、Prg4が

発現上昇させる候補シグナルの作用機序の

解明を目指す。さらに Prg4のプロモーターを

活性化させるシグナルに関しては ChIPシー

クエンス解析を行う。これらの解析によって

得られる情報は、関節軟骨の形成、維持を知

る鍵にもなることが予想される。 

（４）変形性膝関節症モデルマウスを用いた

治療効果の検討 

OA誘発手術（DMMモデル）翌週から野生

型マウスの膝関節腔内に（２）で最適化した

濃度の化合物を局所投与し、膝 OAに対する

抑制効果を検討する。組織学的評価基準は、

近年、動物膝 OA モデルの重症度診断におい

て世界的な標準として注目されている

Osteoarthritis Research Society International

（OARSI）が提唱する histopathology grading 

system（Osteoarthritis and Cartilage 18 (2010)）

および我々が確立した grading system を用い

て定量化する。また、Col1, Col2, Col10, Prg4, 

Mmp13など軟骨分化、肥大分化マーカーの発

現を ISH にて確認するほか、蛋白分解酵素に

よる基質変性を反映する VDIPEN、NITEGE 

を免疫組織化学染色法により検出する。 

４．研究成果 

（１）Prg4-GFP モニタリングシステムによる

SFZ 保護・再生化合物のスクリーニング 

当初計画であった、Prg4 のプロモーターを用

いた細胞株の樹立に関しては、発現コピー数

が極端に少ないことが分かり、マウス関節軟

骨から関節軟骨最表層(Superficial Zone; 

SFZ)の細胞と、軟骨層の細胞を取り分ける手

法を確立し、Prg4、1 型コラーゲンのマーカ

ーが SFZ 特異的に発現し、軟骨細胞では発現

が低いことを確認し、この SFZ 細胞を実験に

用いることとした。 

（２）候補化合物の Prg4 誘導能および SFZ

細胞分化能の解析 

SFZ 細胞を用いて、軟骨代謝が関連する各シ

グナルの修飾化合物を投与することで、Prg4

のマーカーの上昇をリアルタイム RT-PCR で

網羅的に解析した。Hif2a、Wnt シグナルが有

望であることがわかった。これらのデータを

参考に、Prg4 発現領域における Hif2a または

Wnt シグナルの役割を明らかにするために

Prg4 特異的 Hif2a シグナルの強制発現型、機

能抑制型マウス、または Prg4 特異的 Wnt シ

グナル強制発現型、機能抑制型マウスの OA

モデルでの解析を行った。Wnt シグナルに関

しては Wntアゴニストと種々の Wntリガンド

を添加して関節軟骨最表層の変化を Ex vivo

（マウス大腿骨頭の器官培養）で組織学的に

SFZの厚さや細胞密度などを調べ、化合物の

効果を評価した。 

（３）候補化合物の標的タンパクと作用機序

の解明 

Prg4 の標的シグナルを Wnt と Hif2a に絞り、



その作用機序を解析するために、（２）で作

出したマウス 5日齢の関節より SFZ細胞を単

離し、ｃDNA マイクロアレイを行い、遺伝子

発現プロファイルを取得し、解析を行った。

さらに Hif2a は Prg4 のプロモーター活性を

持つことが示されたので ChIP シーケンス解

析を行った。 

（４）変形性膝関節症モデルマウスを用いた

治療効果の検討 

（２）で Wnt の種々のアゴニストと Wnt リガ

ンドを添加して関節軟骨最表層の変化を In 

vitro または Ex vivo で検証した結果、Wnt

シグナルを活性化する化合物 CHIR は Prg4 の

発現を増強することが In vitro または Ex 

vivo で示され、関節軟骨最表層を保護する候

補化合物として、関節軟骨最表層細胞に対す

る CHIR 投与濃度を最適化し、現在は CHIR を

マウス OA モデル（DMM モデル：関節軟骨最表

層のみ、ダメージを与える方法と観察期間を

最適化した）に投与し、現在、組織学的解析

を行っている。Hif2a シグナルに関しては、

Hif2a を増強するシグナルでアゴニストとし

て用いられる化合物を（３）の ChIP シーク

エンス解析から同定する予定である。 
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