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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、関節軟骨が恒常性を維持する分子メカニズムを明らかにするため
に、遺伝子発現の調節機構およびその細胞内シグナルの役割を中心に検索し、関節軟骨細胞の形成に必要な転写
因子群および細胞内シグナル伝達経路を明らかにした。一方、変形性関節症などで観られる関節軟骨の破壊に関
与するメカニズムも見出した。さらにこれらの知見に基づいて、変形性関節症に対する創薬を目指した標的分子
の同定とスクリーニングシステムの開発に成功し、変形性関節症の治療戦略の基盤構築に貢献した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, to elucidate the molecular mechanism of articular 
cartilage homeostasis, we focused on the roles of the regulatory mechanism of gene expression and 
its intracellular signaling, and identified transcription factors and intracellular signaling 
pathways required for the formation of articular cartilage chondrocytes. We also found the 
mechanisms involved in the destruction of articular cartilage, which is observed in osteoarthritis 
and other joint diseases. Based on these findings, they succeeded in identifying target molecules 
and developing a screening system for drug discovery against osteoarthritis, contributing to the 
establishment of a foundation for therapeutic strategies for osteoarthritis.

研究分野：骨・軟骨生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで不明であった関節軟骨細胞の細胞生物学的および分子生物学的特性に対する理解が進展した。特に、
成長軟骨細胞ではほとんど発現が観られない、関節軟骨表層細胞に特異的かつその機能に重要であるPrg4および
Gdf5の発現機構を、分子、細胞、および個体レベルで解明することができた。また、Prg4遺伝子およびGdf5遺伝
子を制御する転写因子ならびに細胞内シグナルを同定した。これらの研究成果は、新規性および独創性に富み高
い学術的意義を有する。
　また本研究により、関節軟骨細胞の再生や変形性関節症の創薬スクリーニングシステムの開発基盤を構築する
ことができ、社会的にも重要な役割を果たすと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨細胞は、幹細胞性を有し、一生涯、硝子軟骨として機能することが運命づけられてお
り、顎関節、膝関節および股関節等の関節運動の一躍を担っている。しかし関節軟骨細胞および
関節軟骨基質が、加齢、炎症あるいは過度の機械的刺激によって破壊されると、変形性関節症な
どの関節疾患が発症する。近年の超高齢社会の到来により、変形性関節症の患者数は増加の一途
を辿っており、2000万人にも膨れ上がり、大きな社会問題になっている。したがって、変形性
関節症に対するより有効な新規治療法の開発と早期診断法の確立が渇望されている。その実現
には、変形性関節症の発症メカニズムを細胞ならびに分子レベルで解明することが必要不可欠
である。変形性関節症の関節破壊部位では、成長軟骨細胞の肥大化とその後に生じる軟骨基質の
分解に似た病理組織学的所見と遺伝子発現パターンが認められるため、これまでの変形性関節
症に関する研究は、成長軟骨細胞の肥大化と軟骨基質の分解のメカニズムを基盤にして展開さ
れてきた。成長軟骨細胞を用いたこれらの研究成果は、変形性関節症の病態の理解とその発症メ
カニズムの解明に貢献を果たしてきた。しかし関節軟骨細胞が、成長軟骨細胞とは異なる特性を
多々有していることが明らかになりつつある。例えば、関節軟骨細胞は、１）幹細胞性を有する、
２）増殖能が非常に低い、３）増殖因子 GDF5やプロテオグリカン Prg4 を特異的に発現する、
とその特徴は成長軟骨細胞と大きく異なっている。さらに関節軟骨細胞の幹細胞性が、どのよう
なメカニズムで維持あるいは破綻するかは全く不明である。したがって、変形性関節症の発症メ
カニズムの理解をさらに深めるためには、関節軟骨細胞を主体にした新しい切り口の研究が不
可欠である。 
２．研究の目的 
 本研究計画では、研究代表者らが軟骨代謝研究で培ってきた豊富な知見、経験および技術を基
盤として、関節軟骨細胞の特性を細胞ならびに遺伝子レベルで解き明かし、関節軟骨細胞の幹細
胞性の維持機構を的確に理解するとともに、変形性関節症を引き起こすシグナルを究明し、その
発症メカニズムを in vitroならびに in vivoで解明することを目指した。究極的には、関節軟骨細
胞の維持と破綻の機構を統合的に理解し、変形性関節症の新規治療法と早期診断法の開発基盤
の確立に貢献することを目的として、本研究計画を立案、遂行した。 
研究代表者らは、関節軟骨の細胞および分子レベルでの研究を実現するために、関節軟骨細胞
を選択的に分離培養する技術と関節軟骨の器官培養法を確立した。また Interleukin-1β（IL-1β）
あるいはレチノイン酸（RA）を関節軟骨細胞に添加し、変形性関節症の関節軟骨細胞の状態を
in vitro で再現するシステムも開発に成功している。さらにこれらの培養システムを用いて網羅
的遺伝子クローニングを行い、関節軟骨細胞の維持と破綻に関わる分子の探索に必要な基盤デ
ータを構築している。これらの準備状況に基づいて、下記の課題を中心に研究計画を実施した。 
（１）関節軟骨細胞に特異的な転写因子を同定し、関節軟骨細胞への分化誘導能に対する関与を、
in vitroおよび in vivoで検討した。 
（２）関節軟骨細胞の幹細胞性の維持に必要な分子を特定し、その機能的役割を解明する。また
同定された分子が、変形性関節症を抑制できるか否かを検索した。抑制効果が認められた分子は、
変形性関節症に対する“正の創薬標的”として検討した。 
（３）変形性関節症の発症に関わる分子を同定し、変形性関節症の病態における関与の解明を目
指した。同定した変形性関節症関連分子は、分子細胞生物学的手法によって、その機能あるいは
発現を阻害し、変形性関節症の発症への阻害効果を検討した。変形性関節症への関与が認められ
た分子は、変形性関節症に対する“負の創薬標的”とした。さらに同定された候補分子が分泌タン
パク質の場合は、変形性関節症モデルマウスでの当該分子の体内動態を測定し、変形性関節症の
診断マーカーとしての可能性を検討した。 
（４）変形性関節症の創薬標的分子の発現あるいは機能を制御する薬剤をスクリーニングする
ために、種々のノックインマウスを作製し、新規ハイスループットアッセイシステム（HTS系）
を開発した。この HTS系を用いて、ヒット化合物の探索を行った。 
（５）関節軟骨細胞特異的転写因子群を導入し、関節軟骨細胞に分化誘導できるダイレクトリプ
ログラミング技術の開発を行い、関節軟骨細胞の再生療法の開拓を目指した。 
３．研究の方法 
（１）遺伝子クローニングは、Microarray解析に加えて、RNA-seq解析、シングルセル RNA-seq
（scRNA-seq）解析、CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を応用した enChIPクローニング法、質量
分析法にて実施した。またエピゲノム情報をゲノムワイドに解析するために、ATAC-seq解析な
らびに ChIP-seq解析を活用した。遺伝子クローニングの実施においては、解析の目的に合った
遺伝子クローニング手法の選択が必要であり、遺伝子クローニングに用いるサンプルの良否が
非常に重要である。そこで、各々の実験目的に合致するように、in vitroあるいは in vivoへの適
切な刺激や条件を予備実験にて入念に確認した。例えば、細胞や組織で指標となる遺伝子やタン
パク質の発現を RT-qPCR法やウエスタンブロッティング法にて確認した。また、生理的あるい
は病理的状況を反映させるために、様々なノックアウト（KO）マウス、ノックイン（KI）マウ
スおよびトランスジェニックマウスを作製し、その細胞や組織を用いた遺伝子クローニング法



を開発し、研究を展開した。 
（２）研究計画に必要な遺伝子改変マウスの作製は、ES細胞での相同組み替えによる従来の作
製法に加えて、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を活用して、KO マウスおよび KI マウスを作製し
た。特に、様々なエピトープタグや点変異を挿入する場合には、CRISPR/Cas9ゲノム編集法は
非常に有効であった。 
（３）遺伝子、タンパク質および細胞における発現あるいは機能解析は、多岐に渡る細胞生物学
的手法、分子生物学的手法、生化学的解析および遺伝子工学アプローチを駆使した。また細胞へ
の遺伝子導入は、細胞種の特性に合わせて、通常のトランスフェクション、アデノウイルス、レ
トロウイルス、レンチウイルスおよびアデノ随伴ウイルスにて行った。また組織学的解析は、HE
染色、サフラニン染色、免疫染色、in situ hybridization法および whole mount in situ hybridization
法にて行った。さらに、発光イメージングシステム、蛍光実体顕微鏡および共焦点顕微鏡を用い
て、ライブイメージングによる解析も活用した。 
４．研究成果 
（１）関節軟骨細胞に特異的な転写因子の同定と機能解析 
マウス関節軟骨の表層細胞（Super Facial Zone細胞：SFZ細胞）に特異的なプロテオグリカ
ンである Prg4遺伝子を制御する転写因子の同定を行うために、enChIP法にて Prg4遺伝子プロ
モーター領域に結合する転写因子のスクリーニングを行った。その結果、Prg4 遺伝子を制御す
る転写因子群を同定した。まず関節軟骨における転写因子群の機能を解析するために、レトロウ
イルスおよびレンチウイルスを用いて SFZ 細胞、マウス初代軟骨細胞および未分化間葉系細胞
株 C3H10T1/2 に当該転写因子の遺伝子を過剰発現させると、Prg4 の発現が著明に誘導される
ことを見出した。一方、レトロウイルスによる shRNAシステムにてノックダウン実験を行うと、
SFZ細胞における Prg4遺伝子の発現が顕著に抑制された。ChIP解析の結果、Prg4遺伝子プロ
モーター領域への結合も確認した。また当該転写因子が Prg4遺伝子プロモーター活性を促進す
ることもルシフェラーゼアッセイによって確認した。この遺伝子のノックアウトマウスを作製
し、Prg4の発現を in situ hybridizationにて検索すると、関節軟骨表層部における Prg4の発現が
消失していた。さらに関節軟骨特異的コンディションナル KO (cKO)マウスを作製し、Prg4の発
現を RT-qPCR法にて解析すると、対照マウス群に比較して、関節軟骨における Prg4遺伝子の
発現が有意に減少することも見出した。変形性関節症における重要性を明らかにするために、
cKO マウスに半月板不安定化（DMM）処理を行った。DMM 処理にて誘発される変形性関節症
の程度は、cKO マウスでは対照マウス群に比べて著しく増悪していた。したがって、この転写
因子は、SFZ細胞に特異的に高発現し、Prg4遺伝子の発現制御と関節軟骨の恒常性維持におい
て中心的役割を果たしていると考えられた。 
次に上記転写因子に結合する転写制御因子を探索した結果、質量分析法により、リプレッサー
が同定された。このリプレッサーも Prg4 遺伝子プロモーターに直接結合することが、ChIP 解
析により確認できた。また免疫共沈降法実験により、このリプレッサーが上記転写因子に結合し、
転写複合体を形成することが見出された。さらにこのリプレッサーが上記転写因子の Prg4遺伝
子誘導効果を阻害することが判明した。この実験結果に一致して、shRNA システムにてノック
ダウン実験を行ったところ、Prg4の発現が有意に増加することを見出した。この際、SFZ細胞
に特異的に発現するサイトカインである Gdf5 の発現には影響を及ぼさなかった。そこで
CRISPR/Cas9ゲノム編集法を用いて、このリプレッサー遺伝子の KOマウスを作製すると、胎
生致死で、著明な骨格形成不全を示した。以上の研究成果より、当該転写因子とリプレッサーの
相反する作用のバランスが、SFZ 細胞の機能ならびに恒常性の維持に重要であることが明らか
になり、本研究成果は学術的に大きな貢献を果たすとともに、変形性関節症に対する有力な創薬
ターゲットを提供すると考えられた。 
（２）関節軟骨の恒常性維持に関わる分子の同定と機能解析 
SFZ 細胞の幹細胞性に関与する分子として、SFZ 細胞特異的サイトカイン GDF5 に着目し、
Gdf5遺伝子座に蛍光タンパク質である ZsGreen遺伝子を導入し、Gdf5 KOマウスを作製した。
その結果、Gdf5 KOマウスは、歩行異常などの変形性関節症様症状を呈した。GDF5と同じ BMP
ファミリーに属し、軟骨細胞の分化と成熟に重要な役割を果たす BMP2 と比較し、GDF5 の細
胞内シグナル、標的遺伝子の探索および SFZ細胞に対する効果を検討した。GDF5は、BMP2と
同様に Smad1/4/5シグナルを活性化することをウエスタンブロッティングならびに Smad反応
性ルシフェラーゼレポーター遺伝子を用いた実験にて確認した。また SFZ 細胞、マウス肢芽細
胞およびC3H10T1/2細胞にGDF5あるいはBMP2を作用させMicroarray解析を行ったところ、
GDF5 および BMP2 は、ほぼ同様の遺伝子群の発現を上昇させることが判明した。GDF5 をマ
ウス肢芽細胞に作用させると、予想外にも GDF5は BMP2と同様に肢芽細胞のアルシアンブル
ー陽性軟骨基質の産生と石灰化を増加させた。また BMP2 と拮抗する TGF-β を作用させると、
GDF5 あるいは BMP2 による石灰化作用が抑制された。興味あることに、mass culture 条件下
で SFZ 細胞に BMP2 を作用させると石灰化が促進されたが、GDF5 は SFZ 細胞の石灰化を誘
導しなかった。これらの実験結果から、GDF5は SFZ細胞特異的な作用を有し、この作用が SFZ
細胞の幹細胞性の維持に関与していると考えられた。そこで SFZ細胞における GDF5の標的遺
伝子を同定するために、Gdf5の発現していない状況下での解析を進めた。具体的には、Gdf5 KO
マウスおよび野生型マウスから SFZ細胞を採取し、RNA-seq解析を実施した。その結果、Gdf5 
KO マウス由来の SFZ 細胞では、転写因子 Pax1 の発現が減少していることが見い出された。



Gdf5 KOマウスの関節軟骨における Pax1の発現の低下は、免疫染色にて確認された。Pax1は、
硬組織の石灰化に抑制的に作用することが報告されているので、GDF5は Pax1の発現を増加さ
せることにより、SFZ 細胞の石灰化を抑止して、その幹細胞性の維持に寄与していると推察さ
れた。 
（３）変形性関節症に関与する分子の同定と機能解析 
① ヒト変形性関節症データベースを基盤にして、変形性関節症の発症に関与する遺伝子を探索
した結果、転写因子 SoxCファミリー転写因子に属する Sox4および Sox11を同定した。またマ
ウス SFZ細胞に IL-1あるいはレチノイン酸（RA）を作用させたサンプルを Microarray解析、
RNA-seq解析および RT-qPCR解析にて検索しても、Sox4ならびに Sox11の顕著な発現上昇を
認めた。C3H10T1/2細胞あるいはヒト軟骨細胞様株化細胞 SW1353に Sox4あるいは Sox11ア
デノウイルスを添加すると、プロテログリカン分解酵素である Adamts4および Adamts5の発現
が著明に誘導することを見出した。また Sox4が Adamts4および Adamts5遺伝子プロモーター
に直接結合し、その転写活性を促進することを、ルシフェラーゼレポーターアッセイと ChIP解
析にて確認した。マウス関節軟骨器官培養系に Sox4 あるいは Sox11 アデノウイルスを感染さ
せると、関節軟骨の破壊（図４）と Adamts5と MMP13の発現増加が観察された。さらに、ヒ
ト変形性関節症患者では、関節軟骨組織の破壊に並行して、Sox4および Sox11の発現が増加す
ることを見出した。したがって、Sox4および Sox11は、Adamts4、Adamts5および MMP13の
発現を誘導することにより、変形性関節症の発症と進行に深く関与することが示され、変形性関
節症の発症メカニズムおよび病態解明に貢献すると考えられた。 
 なお、本研究結果は、DMM処置をしたマウス変形性関節症モデルでも再現を確認できており、
ヒトの臨床研究に加えて、変形性関節症の in vivo解析においても有用な指標を提供する点でも
有意義であると思われる。 
② SFZ細胞のMicroarrayおよびRNA-seq解析による遺伝子発現プロファイルを検索した結果、
古典的Wntのアンタゴニストである Frzb 遺伝子が SFZ 細胞において高発現していることを認
めた。また SFZ細胞に IL-1あるいは RAを作用させると、Frzbの発現が著明に低下することを
見出した。古典的 Wnt シグナルは、変形性関節症のリスクファクターであることが明らかにさ
れており、その細胞内シグナル経路を探索した結果、転写制御因子である LEF1 と TAZ が結合
し、転写因子 Runx2と転写複合体を形成することを見出した。さらに Frzbの発現制御機構を探
索したところ、転写因子 Osterix および Msx2 の過剰発現が Frzb の発現を低下させること、
Osterixあるいは Msx2のノックダウンが Frzbの発現を低下させることを示した。また Osterix
および Msx2は、Frzb遺伝子プロモーターの転写活性を亢進し、Frzb遺伝子プロモーター領域
への結合が ChIP 解析にて確認された。免疫共沈降法により、Osterix と Msx2 の物理的結合も
認めた。以上の実験結果より、Frzbの遺伝子発現は、Osterixと Msx2により制御されているこ
とが明らかとなった。 
（４）変形性関節症の創薬標的分子の HTS系の開発 
 目的とする HTS系を開発に当たっては、ア) CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いても目的の
軟骨様細胞株へのノックイン効率が非常に低い、イ) ノックインした細胞のクローンによって形
質が異なるなどの問題点を解決するために、SFZ細胞の関節保護機能に必須である Prg4の遺伝
子のストップコドン直前に高感度ルシフェラーゼシステム発光タグをノックインしたマウスを
作製した。ルシフェラーゼ活性は、簡便、鋭敏かつ再現性高く検出可能であり、Prg4 遺伝子に
ノックインしていることから、内在性の Prg4タンパク質発現に一致した網羅的検索が可能であ
る。実際に、この Prg4 KIマウスから採取した SFZ細胞にて、高いルシフェラーゼ活性を確認
することができ、Prg4 KIマウスから SFZ細胞を分離培養し、変形性関節症の新規治療薬をスク
リーニングできる HTS系の樹立に成功した。この HTS系を用いて、低分子化合物ライブラリー
をスクリーニングし、Prg4 の発現を増加させる約２０個のヒット化合物を得ることができた。
これらヒット化合物は、Prg4 の発現を増加させる変形性関節症の治療薬の開発に大きく貢献す
ると期待される。また GDF5の発現を増加させる薬剤および関節破壊酵素である MMP3の発現
を抑止する薬剤を開発するために、Gdf5 KIマウスおよび Mmp3 KIマウスを作製し、HTS系と
して機能することも確認している。本研究で構築に成功した、ルシフェラーゼタグ KIマウスに
よる HTS系への応用は、変形性関節症のみならず、多くの疾患の創薬スクリーニングに大きな
貢献を果たすと期待される。 
（５）ダイレクトリプログラミング法による関節軟骨細胞再生の基盤構築 

SFZ 細胞に特異的に高発現する転写因子として、Hox ファミリー遺伝子群を見出した。アデ
ノウイルスを用いて線維芽細胞に過剰発現実験を行うと、Prg4 遺伝子が有意に増加した。さら
に上記 Gdf5 KI マウス由来の SFZ細胞を用いて、ルシフェラーゼ活性を指標に GDF5の発現を
上昇させる転写因子を探索した。その結果、SFZ細胞への過剰発現により、ルシフェラーゼ活性
が促進されることを明らかにした。この結果に一致して、SFZ細胞への過剰発現は、Gdf5 mRNA
の発現を促進することが RT-qPCR解析にて示された。一方、SFZ細胞にてノックダウン実験を
行うと、Gdf5 mRNAおよびルシフェラーゼの発現あるいは活性が減少することも確認した。Hox
ファミリー遺伝子の過剰発現は、Gdf5遺伝子プロモーター活性を促進し、ChIP解析により Gdf5
遺伝子プロモーターへの結合が認められた。しかし過剰発現およびノックダウン実験では、Prg4
の発現には効果を示さなかった。これらの研究結果より、Hoxファミリー遺伝子は、GDF5の発
現を制御し、関節軟骨細胞への分化において重要な役割を果たしていると考えられた。したがっ



て、Hoxファミリー遺伝子は、関節軟骨細胞のダイレクトリプログラミング法の開発に有用であ
ると思われる。 
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