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研究成果の概要（和文）：各層軟骨細胞の役割を知るために、中深層、表層軟骨細胞を標識化したマウスを作製
し軟骨変性時の細胞のlineageを検討した。その結果、軟骨の中深層細胞由来のCol10陽性YFP陽性軟骨細胞が、
軟骨変性の進行とともに軟骨深層とtidemark下に出現した。このことからtidemark下の肥大軟骨細胞も中深層の
軟骨細胞に由来する。次に軟骨細胞肥大化にかかわるsik3を中深層で欠損するマウスを作成し、軟骨変性誘導を
行い解析した結果、軟骨細胞の肥大化が各層・tidemark下でも見られず、各層が良好に維持されていた。sik3経
路の抑制で軟骨細胞の肥大化を抑制し軟骨変性を阻止できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We have produced mouse lines with genetic labelling of chondrocyte in 
surface-deeper zones. After induction of cartilage degeneration by DMM method, YFP+ cells of 
mid-deep cartilage zone origin appeared as col10+ hypertrophic chondrocytes in the deep zone and 
calcified zones, indicating these hypertrophic cells were originated from mid-deep zone 
chondrocytes. 
We then, produced sik3 conditional KO mouse in cartilage. After induction of degeneration by DMM, 
the mouse did not show apparent hypertrophic chondrocyte formation neither in deep zone or calcified
 zone, suggesting that the inhibition of the sik3 pathway may become a therapeutic target to prevent
 cartilage degeneration.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 関節軟骨は軟骨細胞と豊富な細胞外マ
トリックスにより形成されており、一見する
と非常に単純な関節内構造物である。しかし
そのマトリックスの微細構造は複雑であり、
表層と中間層・深層では細胞形質も異なり、
関節軟骨組織は異方性を有している。関節軟
骨の中でその最表層は線維性の lamina 
splendens と直下の tangential zone の扁平
細胞で構成されており、この最表層は細胞・
マトリックスともに特異的で、またルブリシ
ン（Prg4）などの軟骨保護・潤滑蛋白を発現
している。一方深部では軟骨マトリックスは
石灰化しており、石灰化軟骨層を形成し、軟
骨下骨に繋がっている。このような最表層か
ら深層に至る特異的な軟骨層の存在は、摺動
やショック吸収という関節軟骨の機能にと
って必須である。しかしその層を構成する細
胞の起源は、例えば最表層は滑膜細胞と同じ
lineage ではないか、などと推測されてはき
たものの、未だ詳細は不明であった。さらに
軟骨変性過程では中層から深層にかけて肥
大軟骨細胞が出現するが、その origin につ
いても十分に明確にはなっていない。 
 
(2)変性や破壊を受けた関節軟骨を再生する
観点からは、細胞移植、すなわち軟骨細胞や
幹細胞移植などによる種々の再生法が試み
られ、既に一定の成果を示している。しかし
多くの場合は単なる”軟骨組織と軟骨下骨
の再生“に留まり、最表層と石灰化軟骨層を
含む軟骨各層の再構築、すなわち真の関節軟
骨再生が達成されていない。そのため、一旦
修復されてもその後の変性進行が避けられ
ない。軟骨各層の重要性は、実際に最表層と
分泌蛋白 Prg4 を欠く疾患では、著しい関節
変性を発症することからも明らかである
(Jay GD, Warman ML, et al. PNAS 
2007;104:6194 ほか)。真の関節軟骨再生や軟
骨変性治療のためには、軟骨各層の再生を達
成するか、あるいは軟骨各層を破綻させない
治療戦略が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は 関節軟骨の細胞起源と肥大
軟骨細胞の出現を明らかにし、軟骨再生や軟
骨変性阻止に向けて、最表層細胞や肥大軟骨
細胞をターゲットとした治療戦略を目指す  
 
３．研究の方法 
(1)軟骨細胞特異的に Cre を発現するマウス
を作成する。2 種類のマウス(細胞種特異的
Cre発現マウスと2つのloxP配列を備えたレ
ポーターマウス)を準備し、交配によってそ
の両方を持つ個体を得る事により、in vivo
で細胞の運命追跡（lineage 解析）を行う。
各細胞の細胞系譜解析には、軟骨細胞、滑膜
/軟骨最表層細胞、各々の genomic DNA に特
異的に目印つけるために、Col11a2,Prg4 の各
プロモータ-/エンハンサーを使用する。これ

らのマウスに tamoxifen を腹腔内投与し、
tamoxifen 誘導性に Cre recombinase 活性を
導いて、標的細胞とその子孫となる全細胞に
標識する。 
得られた各マウス系統について、膝関節組織
での各レポータの部位特異的発現を蛍光顕
微鏡で解析する。合わせて免疫染色によるマ
トリックス遺伝子発現解析を行う。 
 
(2)軟骨変性における軟骨細胞分化の関与を
知るために、作成した Col11a2-CreER; 
R26-stopflox-EYFPマウス(Col112a-YFPマウ
ス)を用い、lineage tracing を行う。8w 齢
の Col112a-YFP マウスに tamoxifen を投与後、
緩徐に関節軟骨変性を誘導するために、一側
の膝関節の半月板を不安定化するDMM手術を
行い、他側膝には sham 手術を行う。手術後 8
～12 週後に、関節軟骨の変性進行を組織学的
に解析する。また関節軟骨細胞の異常分化
（肥大化）を Col10 などの発現と免疫組織化
学で検討する。さらに YFP の発現をトレース
し、YFP 陽性細胞と軟骨変性経過中の各層軟
骨細胞、出現した肥大軟骨細胞とのと関連を
明らかにする。 
 
(3)軟骨変性過程における軟骨細胞の肥大化
に関与する可能性のある salt-inducible 
kinase 3(sik3)を目的分子とし、軟骨細胞特
異的に sik3 を欠失する conditional KO マウ
スを作成する。本マウスに tamoxifen 誘導性
に sik3 を欠損させた後に、実験的軟骨変性
を DMM 法にて作成し、関節軟骨各層の細胞が
どうなるか、軟骨細胞の肥大化が抑制できる
か、さらに軟骨変性の進行が阻止できるかを
明らかにする。もし sik3 欠損による軟骨細
胞肥大化抑制や軟骨変性抑制効果が明らか
となれば、引き続き sik3 経路を抑制できる
compound の検索を開始する。 
 
 
４．研究成果 
(1)軟骨変性における軟骨細胞の関与を知る
ために、まず関節軟骨細胞のlineage tracing
を 行 う た め の Col11a2-CreER; 
R26-stopflox-EYFPマウス(Col112a-YFPマウ
ス)を作製した。8w 齢の Col112a-YFP マウス
に tamoxifen を投与後、一側膝に関節軟骨変
性を誘導する DMM 手術、他側膝に sham 手術
を行った後、YFP と軟骨細胞肥大化のマーカ
ーであるCol10の発現を検討した。その結果、
軟骨変性の進行とともに、Col10 の発現が
tidemark より浅層の肥大化した軟骨細胞に
も認められた。さらに tidemark 下の石灰化
軟骨層内での肥大軟骨細胞が顕在化した。 
YFP の発現を trace すると、Col10 を周囲に
発現する YFP 陽性細胞が、関節軟骨変性の進
行とともに、tidemark の浅層と深層の両方で
観察された。このことから、これらの肥大軟
骨細胞は、tidemark 下に出現した細胞も含め
て、軟骨変性が生じる前の中間層～深層の軟



骨細胞に由来することが、初めて明らかとな
った。この肥大軟骨細胞が tidemark 下に移
動するメカニズムは不明であるが、単なる
tidemark の上昇のみならず、軟骨下骨からの
血管侵入と石灰化軟骨基質分解とリンクし
ている可能性が考えられるに至った。 
一方、Prg4 プロモータ-/エンハンサーなどを
用いた lineage 解析については、引き続きマ
ウス系統を作成中であり、今後、軟骨修復や
軟骨変性の進行過程における、表層細胞の動
態が明らかになるものと考えている。 
 
(2)発生時の成長軟骨では salt-inducible 
kinase 3(sik3)が軟骨細胞の肥大分化に関与
していることが知られている。そこで、上記
の結果で見られたような、軟骨変性に伴って
出現する深層ならびに石灰化軟骨層内の肥
大軟骨細胞を制御する分子候補の1つとして、
sik3 が考えられた。本分子が関節軟骨におけ
る軟骨細胞肥大にも関与していることを明
らかにするために、タモキシフェン誘導性の
関節軟骨特異的sik3欠失マウスを作成した。
本マウスに tamoxifen 誘導性に sik3 を欠損
させた後に、膝関節に DMM 手術を行って解析
した結果、sik3 欠損マウスでは関節軟骨細胞
の肥大化が関節軟骨の表層～深層に出現す
ることはなく、また tidemark 下での出現や
遊走も見られなかった。また sik3 欠損マウ
スでは関節軟骨の各層が維持され、軟骨マト
リックスの各遺伝子発現も正常に近く、変性
進行がほとんど認められなかった。これらの
ことから、sik3 経路のノックダウンまたは抑
制が、関節軟骨細胞の肥大化を抑制し、ひい
ては軟骨変性を効果的に阻止できることが
明らかとなった。したがって、この軟骨肥大
化関連分子である sik3 経路が、関節軟骨変
性を抑制する治療のターゲットとなりうる
ことが明らかとなった。 
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