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研究成果の概要（和文）：足関節は膝関節と比較して変形性関節症を来しにくい事が知られているが、そのメカ
ニズムは解明されていない。本研究は足・膝関節軟骨の分子生物学的特性を比較することによって関節軟骨の変
性メカニズムを解明し新しい治療に役立てようとするものである。マウスとヒトの足・膝関節軟骨の遺伝子プロ
ファイルを解析し足関節にのみ多く発現する候補遺伝子を絞り込んだ。候補遺伝子を軟骨特異的に欠失させるマ
ウスを作成し独自に開発したマウス変形性関節症モデルを作成したしたところ候補遺伝子が軟骨の変性に深く関
わっていることが判明した。次に関節軟骨最表層に注目し候補遺伝子の動態を解析したところ足と膝では全く異
なる動態を示していた。

研究成果の概要（英文）：The ankle is resistant to cartilage degeneration compared to the knee joint.
 However, the mechanism of the difference remains to be elucidated. The present study is aimed for 
investigating the mechanism of cartilage degeneration by comparison of the ankle and the knee 
cartilage molecular characteristic. We analyzed gene expression profiles of the ankle and the knee, 
and narrowed down the some candidate genes which exist abundant only in ankle cartilage. We created 
mouse osteoarthritis model using the candidate gene conditional knock out mice. It revealed the 
candidate genes have pivotal role for cartilage degeneration. We also focused on a behavior of the 
candidate genes on cartilage superficial layer, and found the candidate gene played a totally 
different role on the ankle and the knee.

研究分野： 軟骨代謝、変形性関節症、整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は従来の膝関節にのみ注目していた研究とは異なり、同生体の異なる関節の特異性を比較することにより
得られる知見から変形性関節症の治療に繋げようとする画期的な研究である。同研究は同一個体の異なる細胞の
情報をもとに行う治療であることから、昨今の医学の流れを大きく変えたiPS細胞を用いた再生医療に繋がる研
究であり、まさにこの分野で世界をリードする日本であるからこそいち早く研究基盤を確立する必要があると考
えている。本研究の一部の成果は第５回日本足の外科学会学術奨励賞を受賞、2018年日本足の外科学会学術集会
で発表され高い評価を受けている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
今日の加速する高齢化社会において、高齢者の ADL、QOL を低下せしめる最も大きな原因であ
る変形性関節症を克服することは本邦の緊喫の課題である。現在までの研究のほとんどは膝関
節について行われてきたが、同じ荷重関節である足関節は膝関節より変性しにくいことが知られ
ている。我々はこの足関節の特性に注目し、マウス足関節軟骨細胞の単離培養法の開発、マウス
変形性足関節症モデルの開発などの基盤技術を確立してきた。 
２．研究の目的 
本研究では最新の解析手法を用いて足•膝関節軟骨細胞の特性の違いを分子生物学的に解明
し、さらに両関節の代謝機構を解明することを目的とする。この研究によって、足関節軟骨の生
理学的・病理学的知見が得られるだけでなく、軟骨全般の維持・変性の本質的理解に繋がり、さ
らに変形性関節症を克服する画期的な知見に繋がることが期待される。 
３．研究の方法 
まずヒト足関節軟骨細胞の最適な単離培養法を検討・確立する。次にマウス・ヒトの足・
膝関節軟骨細胞に変性ストレスを負荷し、その前後の網羅的遺伝子検索で両関節軟骨の変
性ストレスへの応答の違いを比較検討し、両者の特性を決定する責任遺伝子群を絞り込む。
そこで得られた有力な候補遺伝子について in vitro での機能解析を実施し、強い作用を示
す遺伝子については遺伝子改変マウスを作出し、申請者らが開発した変形性足•膝関節症モ
デルや加齢モデルを用いて in vivo での検証を行う。さらにマーカー遺伝子のレポーター
マウスを用いてセルトラッキングを行い、足・膝の関節軟骨細胞が変性過程の各段階でど
のような代謝機構を示すかを詳細に解析する。 
(1)マウス、ヒト足・膝関節初代軟骨細胞の発現解析による特性決定候補遺伝子の絞込
み 
 現在の関節軟骨研究においては、主に膝関節由来の初代軟骨細胞が用いられており、足
関節については軟骨細胞の単離培養法が確立していなかったが、申請者らは活性の異なる
コラーゲン分解酵素を活用した近年の膝関節軟骨細胞の層別の分離法を用いてマウス足関
節軟骨の単離培養法の確立に成功した。本研究ではマウスでの手法を参考に、ヒト足関節軟骨
細胞の単離培養法について、附属病院の人工関節置換術で得られる軟骨片を用いて検討・開発
を行う。そして、これまでマウスで行ってきた解析と同様、ヒトの足・膝関節軟骨細胞の発現遺伝子
の違いをマイクロアレイなどによって網羅的に解析し、マウスでの結果と照合しつつ、足関節、膝関
節の特性決定候補遺伝子の絞込みを行う。 
(2)足・膝関節の特性決定候補遺伝子のin vitroにおける機能解析     
 網羅的遺伝子検索ツールで得られたデータから足・膝関節の特性決定遺伝子の候補を絞り込
み、その遺伝子に対して発現ベクターや siRNA を準備し、軟骨系 cell line や初代軟骨細胞を
用いて表現型の変化を解析する。また我々が独自に開発した三次元周期的静水圧負荷装置や
細胞伸展負荷装置を用いて変性を惹起する物理的ストレス（20MPa, 10Hz もしくは 10%伸
展率, 0.5Hz）を負荷したり、炎症性サイトカイン（IL-1βや TNFα）を添加し、両者の応
答反応の違いをマイクロアレイ、プロテインアレイにて解析し、その抵抗性の違いを決定
する候補遺伝子の機能解析を行う。変性ストレスへの抵抗性を規定しうるものとして、タ
ンパク分解酵素群及びNF-κB, HIF-2αなどの関連遺伝子、さらに物理的ストレスや炎症、
アポトーシスに関係する遺伝子などにも注目し検証を行う。 
(3)足・膝関節の特性決定候補遺伝子の in vivo における機能解析 
 (2)の解析で強い作用が期待された遺伝子について、flox-mice, コンディショナルトランスジェニ
ックマウスなどを作成し、その遺伝子が生体でどのような役割を果たしているのかを発生、成長、老
化の過程で検索するとともに、Col2a1-CreERT2 マウスや Acan-CreERT2 マウスなど軟骨特異的 Cre マ
ウスを用いてノックアウトや過剰発現を行い、各関節の維持・変性に対する作用を時系列で解析し
てゆく。 
(4)足、膝の関節軟骨変性過程における発現遺伝子群の比較 

(1)では健常な足、膝関節軟骨細胞に関して解析を行うが、次年度以降はマウス変形性足関
節症モデルや変形性膝関節症モデル、さらに加齢に伴う関節軟骨変性過程において、発現遺
伝子の時間的、空間的な変化を解析する。これまでに得られた遺伝子群については免疫組織染
色法で解析するほか、当科で多用しており関節軟骨を層別に切り出せる Laser-microdissection
法を用いた詳細な解析も行う。 
 (5)セルトラッキングによる足・膝関節軟骨細胞の代謝機構の解明 
 近年関節軟骨の最表層に軟骨の progenitor が含まれることがわかってきており、この最表層特異
的 Prg4-GFP-CreERT2 マウスを用いた解析によって、膝関節軟骨の多くがこの最表層細胞に由来
することが明らかとなった (Arthritis Rheumatol. 67:1261,2015)。しかしながら成長後の膝関節の維
持や変性における細胞のターンオーバーについては現在も解明されておらず、当然ながら足関節



については何も解析されていない。我々は Prg4-GFP-CreERT2 マウスと Rosa26-tdTomato マウスを
現有しており、最表層細胞のトラッキングによって膝、足の関節軟骨細胞がどのように保たれている
かを比較解析し、軟骨細胞の代謝機構の解明を目指す。また（１）（４）の解析でさらに有望なマー
カー遺伝子が得られた場合は、レポーターマウスを作出し、将来のさらなる解析に備える。 
 
 
 
４．研究成果 
マウスとヒトの膝・足関節の網羅的遺伝子解析で得られた両関節軟骨の発現プロファイルの違
いから足・膝関節の特異的遺伝子の候補を絞り込んだ。複数の有力な遺伝子では過剰な力学的
負荷や炎症性サイトカインに抵抗性を占める結果が得られている。有力な遺伝子について flox
マウスを作成した。独自に開発したマウス変形性足関節症モデル（Chang et al.Osteoarthritis 
Cartilage.2016 Apr:24(4):688-97）を用いて wild type mouse と軟骨特異的ノックアウトマウ
スを比較すると両者に大きな違いが見られた。 
また、近年関節軟骨の機能維持に関節軟骨最表層が深く関わっていると言われているが、最表
層特異的なPrg4-GFP-CreマウスとRosa26-tdTomatoを用いて最表層細胞のトラッキングを実施
したところ足、膝関節軟骨では候補遺伝子が全く異なる動態を示すことが判明した。今後さら
なる実験を重ね足関節特異的遺伝子の軟骨の代謝維持機構における役割を解明してゆく予定で
ある。 
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