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研究成果の概要： 

軟骨細胞分化における BMP シグナルの役割を詳細に解析するために、Smad7 を軟骨細胞分化の

各段階で過剰発現させる conditional transgenic mouse システムを開発し、解析した。その結

果、Smad7 は軟骨形成阻害し、その原因として、BMP によって活性化される MAPK 経路の Smad7

による抑制が示唆された。また、軟骨コラーゲン遺伝子のエピジェネティックな転写制御のメ

カニズムについては XI 型コラーゲン遺伝子のプロモーター領域にインシュレーターを発見し、

ゲノム上の隣接遺伝子の転写制御に関与していることを明らかにした。 

 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 6,400,000 1,920,000 8,320,000 

2007 年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

2008 年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

年度  

 年度  

総 計 13,800,000 4,140,000 17,940,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 7305  骨・軟骨代謝学 

キーワード：内軟骨性骨化、軟骨発生、骨形成因子、トランスジェニックマウス 

 

１．研究開始当初の背景 

加齢とともに関節軟骨の変性は進行し，高齢

化社会への流れとともに，変形性関節症の患

者数は急増している．変性した軟骨を修復し

関節機能の回復を目指す上においても，軟骨

形成・分化の制御メカニズムを分子レベルで

解明することは必要である．軟骨組織では細

胞外マトリックスの中に軟骨細胞が散在し

ている．軟骨組織の主たる機能は組織支持性

であり，物理的なものである．軟骨組織の物

理的特性は細胞外マトリックスの構造によ

って規定され，マトリックス蛋白は軟骨細胞

が産生している． 軟骨細胞による軟骨組織

の代謝は種々の液性因子によって制御され

ており，骨形成因子（BMP）はその一つであ

る．BMP は細胞表面の受容体に結合し，細胞
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内の Smad 蛋白が活性化されることで細胞内

シグナルとして伝達される．研究の全体構想

は，軟骨細胞に働く種々のシグナルが，軟骨

細胞の分化やマトリックス遺伝子の発現制

御に作用し，結果として軟骨の形態や機能に

及ぼす影響をトータルに分子レベルで解明

することである．そしてその知見を元に，特

定のシグナルを操作して変性した軟骨を修

復するための道筋をつけたい．  

 

２．研究の目的 

本研究課題としては，特に Smad シグナルに

よる軟骨代謝の制御と，軟骨コラーゲン遺伝

子のエピジェネティックな転写制御のメカ

ニズムを明らかにすることを目的とする．ま

ず軟骨特異的発現をもたらす XI 型コラーゲ

ンα２鎖遺伝子（Col11a2）プロモーター／

エンハンサーを用いて，軟骨特異的に Smad

シグナルを不活化させた遺伝子改変マウス

を作製し，軟骨形成・分化に対する作用を解

析する．軟骨特異的マトリックス遺伝子の発

現量およびパターンを解析し,Smad がマトリ

ックス遺伝子転写制御に与える影響を調べ

る．MAP キナーゼによる制御メカニズムにつ

いて検討する． 

またさらに、軟骨コラーゲン遺伝子のエピジ

ェネティックな転写制御については，

Col11a2 遺伝子の軟骨特異的エンハンサーが

近隣のユビキタスに発現する遺伝子に働か

ないことに着目し，エンハンサーブロックと

してのインスレーター機能の探索を行う．イ

ンスレーター配列を中心にヒストンのモデ

ィフィケーションや DNAのメチレーションが

制御されていることが推測され，その解析を

行う．そして軟骨エンハンサーブロックにか

かわる Col11a2遺伝子のインスレーター配列

やプロモーター配列に mutation を導入した

遺伝子改変マウスを作製し，軟骨形成・分化

におけるこれら配列の機能を解析する． 

 

３．研究の方法 

Smad7 conditional transgenic mice の作製 

TGF-β/BMP ファミリーメンバーは軟骨形成

に重要であり，そのシグナルは抑制型 Smad

である Smad6/7 によって抑制される．軟骨発

生の各段階における Smad7の役割を調べるた

めに，未分化間葉系細胞あるいは増殖軟骨細

胞の各ステージから Smad7を過剰発現するコ

ンディショナルトランスジェニックマウス

を作製した．軟骨特異的発現をもたらす XI

型コラーゲンα2鎖遺伝子(Col11a2) プロモ

ーターに，floxed LacZ DNA を介在させて

Smad7 cDNA （lox-Smad7）を結合した.この

floxed LacZ-Smad7 コンストラクトを導入し

たトランスジェニックマウス（Tg）と、種々

の Cre Tg を作製／用意した。 

 

Col11a2 インスレーター機能の探索 

XI 型コラーゲンα2 鎖遺伝子（Col11a2）は

極めて軟骨特異的に発現するが、その発現制

御には第 1イントロンが軟骨組織特異的エン

ハンサー／サイレンサーとして機能してい

る．一方 Col11a2 のすぐ上流に存在する

Retinoid-X-receptorβ遺伝子(Rxrb)は種々

の組織で発現する．ゲノムには隣接する遺伝

子へのエンハンサー効果をブロックする塩

基配列（insulator）の存在が信じられ、そ

の結合蛋白として CTCF 蛋白が報告されてい

る．そこで EMSA により、CTCF 結合領域を探

索した。次に、RXRB / COL11A2 locus を含む

150kb のヒト BAC DNA を用意し、CTCF 結合領

域周囲 507 bp を欠失させたクローン（Del）、

14bp の変異を導入したクローン(Mut)と、変

異のないクローン(Wt)を作成した。それぞれ

のクローンで RXRB 全体を LacZ に置き換えた

トランスジーンを用意した。マイクロインジ

ェクション法でそれぞれの DNAを導入したト

ランスジェニックマウスを作製し、受精後

13.5 日のマウス胎仔を X-gal 染色し、LacZ

の発現パターンを解析した。 

 

４．研究成果 

Smad7 conditional transgenic mice の解析 

Prx1 promoter-Cre Tg を交配して得た

double Tg では，四肢軟骨が著しく低形成で

あった．このマウスでは四肢の間葉系細胞で

Cre を発現し，Col11a2 プロモーター活性に

従って間葉系細胞凝集のステージから Smad7

が発現する．Col11a2 promoter/enhancer-Cre

を交配して得た double Tg では，増殖軟骨細

胞層は形成されたが，その後の軟骨細胞肥大

化の遅延と骨化の遅延が認められた。LacZ の

発現パターンより、このマウスでは早期の増

殖軟骨細胞のステージで Smad7を過剰発現し

ていると考えた.一方 Col11a2 promoter-Cre 

Tg と交配して得た double Tg では軟骨細胞肥

大化、骨化の遅延を認めたが、

Col11a2-Cre-Int との double Tg と比べてそ



 

 

の程度は軽度であった。晩期増殖軟骨細胞で

の Cre による組み換えと Smad7 の過剰発現が

示唆された。Smad7 は間葉系細胞から軟骨細

胞への分化，増殖軟骨細胞から肥大軟骨細胞

への分化の両方のステージにおいて抑制的

に働くと考えた。 

次に、Smad6 と Smad7 の機能の比較をするた

めに、Prx1-Cre; Smad7 conditional Tg と

Smad6 Tg の胎生 12.5 日のマウス肢芽間葉系

細胞を調整し、BMP2 存在下で micromass 培養

を行い軟骨様結節を誘導した。この結節形成

は TGF-b inhibitor である SB431542 を添加

しても抑制されず、BMP で誘導されたと考え

た。Smad6 Tg では軟骨は形成されたが、Smad7 

Tg では軟骨の形成が抑制された。micromass

培養において、Smad6 Tg の肢芽間葉系細胞で

は BMPで誘導される軟骨様結節が正常に形成

された。一方、Smad7 Tg の肢芽間葉系細胞で

はこの結節形成が著しく障害され、Sox9 の発

現が低下していた。BMP で誘導される軟骨様

結節の形成は、MAP キナーゼ経路の阻害剤を

加えた場合に抑制されたことから、この形成

には MAPK 経路が関与すると考えた。MAPK 経

路の downstream target である ATF2 のリン

酸化は、アデノウイルスを用いた Smad7 の過

剰発現によって抑制されたが、Smad6 の過剰

発現では抑制されなかった。これらの結果か

ら、Smad7 は MAP kinase 経路を抑制すること

で、BMP によって誘導される軟骨様結節の形

成を阻害すると考えた。 

 

Col11a2 インスレーター機能の探索 

Col11a2／Rxrb遺伝子間にCTCF結合領域を同

定した。Wtトランスジェニックマウス

(Wt-tg)は４匹中４匹で体全体が X-gal に染

色された。組織像でも LacZ の発現場所に組

織特異性は認めなかった。Wt-tg では LacZ が

RXRB プロモーター下に発現していると考え

た。Mut-tg と Del-tg では７匹中４匹が軟骨

特異的に LacZ を発現していた。COL11A2 の発

現パターンは軟骨特異性を保ったままだっ

た。CTCF 結合領域を失ったために、COL11A2

イントロンエンハンサー／サイレンサーが

隣接する遺伝子の発現に影響を与えたと考

えた。 
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