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研究成果の概要（和文）：関節軟骨最表層のマーカとしてPrg4（ルブリシン）に着目し、Prg4タモキシフェン
(TM)作動性ノックインマウスPrg4EGFPCreErt2とDTA(ジフテリアトキシン）floxマウスを掛け合わせ、Prg4発現
細胞を殺すマウス系統を作出した。胎生期から生後7日齢までに計6回のTMを投与し、Prg4を完全にDTA処理する
マウス群を作成した。これらのマウスを２か月齢と６か月齢で観察した結果、胎生期におけるPrg4発現細胞は関
節軟骨組織形成において重要であり、その影響は成体期における関節軟骨のターンオーバーにも影響し、Prg4が
関節表層におけるStemnessの役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To reveal the roles of Prg4 expressed cells as progenitor in developmental 
process, we observed how it cause defect in joint formation when Prg4+ cells are prevented from 
having progeny by DTA (Prg4-EGFP-CreERT2/+ ;R26DTA/+).  To determine whether Prg4 expressing cells 
are required for articular cartilage formation during embryonic and/or early postnatal stage, these 
Prg4-EGFP-CreERT2/+ ;R26DTA/+ mice were injected by both of pre-and post-natal TM 6 times injection.
 When we analyzed The Prg4GFPCreERt2/+R26DTA /+mice at 2months or 6 months of the age that received 
tamoxifen (i.e., DTA ablated) showed fewer superficial chondrocytes, thinner cartilage and less 
subchondral bone compared to controls. Prg4-expressing cells located at the joint surface in the 
embryo serve as a progenitor population for all deeper layers of the mature articular cartilage.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症は軟骨の変性を主体とした退行性疾患であり、痛みや関節機能の低下を来して生活の質を著しく低
下させる。Prg4は関節軟骨最表層や滑膜で高発現し、関節に潤滑性を与えるが、近年Prg4発現細胞には軟骨細胞
のプロジェニターが含まれることが分かってきた。国際共同研究強化の支援を受けて共同研究先のハーバード大
学医学部・ボストン子供病院、整形外科のProf. Warman研究室に所属し、胎生期から成体期における関節軟骨に
発現するPrg4の研究を行った。組織学的解析だけでなく関節軟骨表層を3D共焦点顕微鏡で可視化して定量的に解
析することで、関節軟骨におけるPrg4発現細胞の役割を明らかにした。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
最近では関節軟骨組織の最表層(SFZ)（右図）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。 

若手研究 A、平成 25-27年度、研究課題名「軟骨

保護・再生因子 Runx1をターゲットとした変形性関

節症の治療標的分子の探索」（研究代表者：矢野文子、

直接経費総額：18,900千円）は、関節軟骨保持・形

成作用を持つ転写因子 Runx1 について、最新の in 

vivo システムを用いて関節軟骨における作用を詳

細に分析するとともに、Runx1を取り巻くシグナル

群を最先端の分子生物学的手法で網羅的に解析した結果、Runx1 と Bapx1（Runx1 の下流分

子と示唆）が関節軟骨層だけでなく、変形性膝関節症発症のきっかけとなる SFZに発現してい

ることから、そこにおける保護作用が OA発症のメカニズムに関与するのではないかと示唆さ

れた。 

Harvard大学・Children’s Hospital・Dr.Warman氏ら（アメリカ・ボストン）は、OA発症の

メカニズム解析には関節軟骨深層と最表層を区別すべき概念を打ち出し、Prg4EGFPCreERt2

マウスを独自に作出し、このマウスを用いて、Prg4の関節軟骨層における保護作用と関節表層

再生のメカニズムと最表層細胞の運命決定、OA 発症関連シグナルとの相互作用の解析を行っ

ている。世界的に最先端の OA研究を行っている Dr.Warman氏の研究室で in vivo/in vitroの解

析方法を学ぶことで、Runx1を基点とした、本研究の成果を飛躍的に変形性膝関節症のメカニ

ズムや予防、治療薬の開発にまで飛躍的に発展させる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
当初は、Prg4EGFPCreERt2-Runx1flox マウス作出を行い、Runx1 の軟骨における作用を

in vivo, in vitroの最新技術を駆使して解析し、得られた知見から候補分子を選定し、マウスモ

デル上での治療効果検討も行う予定であった。 

具体的には(1)-(5)のサブテーマ(3 頁目参照)に分けて(1)Runx1 の関節軟骨最表層における保護

作用の解析の研究を遂行していた。 

（１）組織・時期特異的ノックアウトマウスを用いた変形性膝関節症モデルの解析 

（２）エピゲノムの手法を用いた Runx1 の標的分子群の網羅的検索 

（３）プロテオミクスの手法を用いた Runx1 の修飾分子群の網羅的検索 

（４）候補分子群の発現解析と in vitro での Runx1 のシグナル相互作用の検討 

（５）Runx1 の in vivo での治療効検討  

しかしながら、所属研究室にてある程度、解析と論文と学会発表に必要なデータが得られてい

たため、今回、国際共同研究強化として、ハーバード大学・Children’s Hospital・Dr.Warman

氏らは関節軟骨の発生から病態モデルの解析において、最先端の解析と開発したマウスの提供

をおこなっているため、本研究では Prg4の発現と機能解析を軸に、胎生期の発現から関節形成、

OA発症に関わるメカニズムまで関節軟骨最表層におけるPrg4の制御機構の全体像を In vivo, In 

vitroの最新技術を駆使して解明する。具体的には以下の３つのサブテーマに分けて研究を遂行

 



することを目的とした。 

（１）関節形成期における Prg4 発現細胞の役割の解析 

（２）Prg4 の初期 OA発症に関わるメカニズム 

（３）関節維持・変性における Prg4 発現細胞の役割の解析 

 
３．研究の方法 

関節軟骨最表層のマーカとして Prg4（ルブリシン）に着目し、Prg4タモキシフェン作動性

ノックインマウス Prg4EGFPCreErt2と DTA(ジフテリアトキシン）floxマウスを掛け合わせ

ることで、Prg4 発現細胞自体を殺すマ

ウスを作成し、解析した。さらにこのマ

ウスには mTmG 遺伝子も組み込み、

Prg4 発現細胞をタモキシフェン投与で

コ ン ト ロ ー ル し 、 そ の 発 現 は

GFP/Tomato の蛍光で遺伝子組み換え

率を確認でき、かつ、DTAで Prg4の発

現細胞を殺すことで、時期的特異的Prg4

ノックアウト細胞を観察することができる。この３つのトランスジーンを持ったマウスを用い

て、組織学的解析だけでなく、Confocal Microscopyを用いて、GFP/Tomatoの蛍光を検出す

ることで、３次元的画像解析と絶対的定量評価が可能となる。 

（１）関節形成期における Prg4 発現細胞の役割の解析 

関節形成期の解析では、Prg4は胎生 15日齢頃より関節表層に発現し始めるため、Prg4CreERt2; 

mTmGマウスに胎生 13.5日齢から段階的に TMを投与して Prg4発現細胞とその系譜細胞の広

がりを解析するとともに、Prg4CreERt2; mTmG; DTAマウスに各段階で TMを投与して Prg4発

現細胞を死滅させ、関節形成に与える影響を解析する。時系列に 2 次骨化中心形成の前後（3

週齢）、関節形成成熟期（8週齢）、Aging期（半年齢）でサンプリングを行う。解析には従来の

組織学的手法に加えて、3Dコンフォーカル定量解析技術（前述）も用いる。 

（２）Prg4 の初期 OA発症に関わるメカニズム  

(1) に述べた Prg4CreERt2; mTmG flox/floxを使って、マウス膝 OAモデル（DMMモデル）を

用い (Osteoarthritis Cartilage 15:1061, 2007)、OAモデル作成直前にタモキシフェンを投与するこ

とで、OA初期発症から中期、晩期にかけての、Prg4発現細胞を GFPで標識できる。解析方法

は(1) と同様に組織学的解析と 3D コンフォーカルを用いた定量的解析技術で関節表層全体に

おける Prg4発現細胞の OAモデルにおける Prg4の発現変化を解析することができる。 

（３）関節維持・変性における Prg4 発現細胞の役割の解析 

関節維持・変性における Prg4 発現細胞の役割を解析するために、上記に述べた Prg4CreERt2; 

DTAマウスは Prg4発現細胞の機能喪失の解析に用いる。骨格成長後に TMを投与し、生後 2

年まで加齢による変化を解析するほか、トレッドミル強制走行負荷、外科的 OAモデル、抗コ

ラーゲン抗体による関節炎モデルを解析する。滑膜、軟骨など微小領域の発現解析には適宜

Laser MicroDissection(LMD)を使用する。 
 
４．研究成果 
 
（１）関節形成期における Prg4 発現細胞の役割の解析 

胎生期の骨格成長における Prg4 の役割を解析するために Prg4 が発現する胎生 14 日齢(E14)

の、１日前の E13と E15でタモキシフェンを投与し、さらに生後７日齢以内に 6回タモキシ

フェンを投与することで Prg4を完全に DTA処理するマウス群を作成した。これらのマウスは



関節形成成熟期の２か月齢と Aging期６か月齢の２つのポイントで観察した。現在までの解析

では２か月齢のマウスにおいて、Prg4EGFPCreErt2;DTAマウスでは関節形成はできているも

のの、軟骨細胞のない関節軟骨になり、関節層の厚みに異常が起こっていることが観察されて

いる。この現象は膝関節だけでなく、肩関節、肘関節、椎間関節、大腿骨頭、すべての関節で

観察されることが明らかとなった。3D コンフォーカル定量解析でも、Prg4 発現細胞はコント

ロールに比べて、90%以下になっていることも示されるものの、軟骨層のボリュームも減って

いることが絶対的定量で示すことができた。 

さらに、Prg4ノックイン LacZ遺伝子マウスを用いた組織学的解析で Prg4の発現は運動器、

腱・靭帯、脊椎、滑膜組織にも強く発現していることが明らかに示された。 

これらの結果より、Prg4は全ての関節表層における Stemnessの役割を担っていることが示唆

された。 

（２）Prg4 の初期 OA発症に関わるメカニズム  

Prg4CreERt2; mTmG flox/floxを使って、マウス膝 OAモデル（DMMモデル）を作成している。

OA モデル作成直前にタモキシフェンを投与することで、OA 初期発症の現象をとらえるため、

Prg4発現細胞を GFPで標識し、組織学的解析と 3Dコンフォーカルを用いた定量的解析技術で

行っている。 

（３）関節維持・変性における Prg4 発現細胞の役割の解析 

Prg4CreERt2; DTA マウスを用いて、Prg4 発現細胞の機能喪失の解析に用いる。骨格成長後の

関節形成成熟期（8週齢）に TMを投与し、生後 2年まで加齢による変化を解析するマウスを

作出した。運動負荷モデルとして、トレッドミル強制走行負荷、外科的 OAモデル、抗コラー

ゲン抗体による関節炎モデルを解析する。これらに必要なマウスを作出し、解析の準備を行っ

ている。 

＊これらの解析は引き続き、国際共同研究強化（Ｂ）で行っている。 
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