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研究成果の概要（和文）：Ke4-TIBに加えて新規軟骨イメージングプローブ2Ke2-TIBの創出とラット変形性関節
症モデルによる、in vivo造影とCT撮像による定量評価を試みたが、理想的な条件設定は完了していない。
Ke4-TIBについては特許が2017年3月24日に成立した。プローブ開発と並行して、将来マウス関節軟骨変性モデル
が研究へ使用されることを想定して、新規関節軟骨変性モデルの作製にとりかかった。軟骨に豊富に発現してい
る細胞外マトリックス遺伝子(A遺伝子）のFloxマウスをRosa26-cre ERTマウスと交配させた。生後1週よりタモ
キシフェン投与を開始し、未投与群に比べ、低身長と関節軟骨異常を認めた。

研究成果の概要（英文）：A new X-ray imaging probe 2Ke2-TIB has been created in addition to Ke4-TIB. 
These probes were examined for in vivo imaging of articular cartilage by CT using rat osteoarthritic
 model. A new patent regarding Ke4-TIB has been established on March 24th, 2017. Since we speculate 
the increasing use of mouse genetic model for drug discovery research, we created a new mouse 
genetic model by crossing floxed "A" gene mice, encoding a proteoglycan gene abundant in the 
articular cartilage, with Rosa26-creERT mice. The mice exhibited a dwarfism and articular cartilage 
degeneration after starting injection of tamoxifen at one week of age. These developments of new 
imaging probes and a mouse model will contribute to the future research on osteoarthritis drug 
discovery. A collaboration with a group in the University of Munich has started for nano Xray CT. 

研究分野：軟骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（ＯＡ）の本邦での有病者数は
約 800万人と推定されており、人口の高齢化
とともにさらに増加することが予想される。
医療経済上もその早期診断法の確立、新しい
治療法の開発が急務である。 
関節軟骨においてはアグリカンのコアタン
パク部分に結合したコンドロイチン硫酸鎖
あるいはヒアルロン酸が高度に水和したゲ
ル体を形成し、それが空間を充たすことによ
って軟骨組織の力学的強度を生み出してい
る。種々のプロテアーゼで分解されアグリカ
ンが減少すると、軟骨の力学的強度が著しく
損なわれ、一層病態が進行してしまう。中で
も ADAMTS-5よるアグリカンコアタンパク
質の N末端側の IGDドメインでの切断が最
も重要とされている(Glasson et al., Nature 
2005；Little et al., J Clin Invest 2007)。以
上から、特に早期診断において、関節軟骨基
質分解の初期症状であるプロテオグリカン
分解をより鋭敏に検出する画像解析法の開
発が最重要点となる。 
我々は、アグリカンのグリコサミノグリカン
鎖に結合性を示すペプチドを用いれば、軟骨
基質を定性・定量できるのではないかと考え
た。塩基性ペプチドであるオクタアルギニン
(R8)ペプチドが、マウス膝関節腔内投与後 ex 
vivo 3D 解析により、CAIA 関節炎モデルで
の結合量減少を高解像度でイメージングす
ることに成功した（大橋、西田 Osteoarthritis 
Cartilage 2009; Clinical Calcium 2011, 特
許 5463013号）。さらに、軟骨基質の ChS鎖
の構造に基づき理論的に設計された X線 CT
用新規小分子プローブ Ke4-TIBを創出した。 
 
２．研究の目的 
中小動物の関節軟骨病変の進行を鮮明に評
価出来れば，変形性関節症などの関節疾患を
対象とする新規治療薬開発への貢献が期待
できる．既存の軟骨標識技術としては，ex 
vivoで使用可能な軟骨特異的 CTプローブや
蛍光プローブが報告されているが，前者は画
像の解像度において，後者は合成方法・分子
構造において課題があった．我々は、より容
易に合成が可能で，解像度の高い組織染色が
可能な, X線（ヨウ素ラベル）・蛍光バイモー
ダルローブを創出した(特願 2012-055511; 
PCT/JP2013/056974)。本研究ではラットOA
モデルでの高解像度関節軟骨可視化プロー
ブの in vivo 造影・定量評価プロトコール化
を目的とする．また、将来 OAの創薬研究に
おいて、様々なマウス遺伝子変異 OAモデル
の必要性が高まることが予想され、新しい
OAモデルを作製する。 
 
３．研究の方法 
（１）新規関節軟骨特異的 X線プローブの創
出：既に創出していたＸ線プローブ
（K4-TIB）の実験により、プローブが軟
骨認識に必要なコンドロイチン硫酸鎖の周

産期カチオン間距離も判明したことから、
合成容易な新たなＸ線プローブとして、トリ
ヨードベンゼンに対しリシンダイマーを両端に
有する2K2-TIBの創出を行った。 
 
（２）X線プローブ（Ke4-TIB）による CT
撮像を行い、そのデータ解析を行った。摘
出した標本からX線画像と同一の切片を作
製、SafO染色と同様な軟骨基質減少を抽出
し定量することを試みた。 
 
（３）初年度の関節軟骨の X 線による in 
vivo造影に加え、同技術が将来の関節症モ
デルマウス研究へ利用されることを想定し
て、マウス関節軟骨変性症モデルの例とし
て、新規関節軟骨変性モデルの作製にとり
かかった。軟骨に豊富に発現している細胞
外マトリックス（当該 X線プローブの検出
基質でもある）遺伝子（ここでは A遺伝子
と呼ぶ）の Floxマウスを Rosa26creERTマ
ウスと交配させ、A gene fl/fl; Rosa26-creERT
マウスを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）新規軟骨特異的 X線プローブの創出：
計画通りに創出ができた。Ke4-TIB より、合
成の成工程数が半分で済むため、合成が容
易であり、収率も良い結果となった。 
 
（２）X線プローブ（Ke4-TIB）による CT 
in vivo撮像： ex vivoに比べて in vivoでは
関節腔内濃度を充分確保することが難しく、
理想的な条件設定が完成していない。In 
vivoの関節腔内注射時において、関節腔か
ら情報させる投与法も今後考える。 
 
（３）研究期間内に、 ”A” gene fl/fl; 
Rosa26-creERT マウスを作製することがで
きた。生後１週より、タモキシフェン（cre 
ERTシステム活性化薬剤）を投与した。そ
の結果、投与群では未投与群に比べて、有
意に低身長と関節軟骨異常を認めた。低身
長の原因は、A遺伝子が関節軟骨に加え、
成長板軟骨にも発現している影響と考えら
れる。タモキシフェン投与時期を変えるこ
とで、成長板への影響は低減できると予想
する。即ち、投与時期の違いにより関節軟
骨変性症あるいは軟骨無形成症モデルとな
り得る。なお、本モデル研究はミュンヘン
大学（Aszodi研究室）との海外共同研究に
より進められている。ミュンヘン大学は、
高解像度 X線 CT（Nano CT）による画像解
析技術も有している。今後、in vivoイメー
ジングと従来の病理切片解析との詳細な比
較検討を行う予定である。 
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