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研究成果の概要：  
マウス肋骨骨折において、軟骨細胞肥大化に伴って SDF-1 の遺伝子発現、タンパク発現が上昇

し、またマウス胎仔の中足骨において、肥大化軟骨に SDF-1の発現が上昇し、阻害薬でその成

長が阻害される。また軟骨細胞に SDF-1を加えると actinの polymerizationが促進され、阻害

薬はこれを抑制する。以上のことから SDF-1は細胞内骨格の改変を通じて軟骨細胞の肥大化に

役割を果たしていると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨軟骨代謝の基礎的な研究は近年飛躍的な

進歩を見せている。そしてそれに応じて新し

い知見を骨軟骨疾患における治療に活かそう

という研究も再生医療研究に代表されるよう

に華々しい。しかしそれでもなお現実の骨軟

骨疾患の臨床の現場では多くの課題が残され

ている。骨治癒にかかわる治療においては難

治性骨折の治療、巨大骨欠損の治療、骨延長

時の様々な問題点の解決などが挙げられる。

これらの解決にはまず骨の成長帯がどのよう

にして形成され骨が成長していくのかという

正常の骨成長のメカニズムの解明が必須であ

り、また骨折に代表される生後におこる骨の

傷病における骨治癒において、いかに骨が治

るのか、あるいはどのようなときに治らない

のかという生物学的機構の解明が不可欠であ

る。 

 さて骨治癒における仮骨の成熟および成長

帯における骨の伸長は、間葉系幹細胞が軟骨

細胞に分化し、軟骨細胞がいくつかの明確な

分化段階を経て最終的に骨に置換されていく
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過程に多くの部分を負っている。その機構の

解明はbone morphogenic proteinファミリー

を初めとする成長因子の研究や（reviewed b

y Rosen et al, Ann NY Acad Sci,2006）、R

UNX（reviewed by Komori, J Bone Miner Me

tab,2003）やSOXファミリー（reviewed by I

keda et al, J Bone Miner Metab,2005）に代

表されるtranscription factorの研究に代表

されるように近年著しい発展をみせている。

しかし骨治癒、成長帯伸長における軟骨細胞

分化において骨が伸長する、あるいは骨折仮

骨が骨折部を安定化するまで増大、成熟する

ためには、細胞増殖による細胞数の増加や細

胞外マトリックスの産生以外に、軟骨細胞の

肥大化という細胞自身の形態学的変化を伴わ

なければならない。これまでこの点に関して

肥大化に働く因子の研究は散見されるが、そ

れらの研究の多くは成長因子やtranscriptio

n factorがマーカー遺伝子の発現を調節する

かどうかをlead outにしてのみ行われ、細胞

ひとつひとつの肥大化という形態学的変化に

ついては、ここにどのような分子生物学的機

構が働いているのか、これに関連付けて細胞

内の骨格においてはなにがおこっているのか

ということはこれまでほとんど研究されてい

ない。 

 近年Beierらのグループが、細胞内骨格を制

御するRhoA/ROCK signalingが軟骨細胞の肥

大化の遺伝子発現を制御する可能性について

新しい知見を発表した（Wang et al, J Biol 

Chem,2004）。また彼等は続けてこのシグナル

がSox9の発現を制御することでchondrogenes

isの段階でactin organizationをコントロー

ルしている可能性について報告した（Woods 

et al, J Biol Chem,2005）。また同時にRho 

GTPaseのメンバーであるRac1, Cdc42がRhoA

とともに軟骨分化を支配している可能性につ

いても報告した（Woods et al,J Bone Miner 

Res,2005）。しかし軟骨細胞肥大化において、

実際にこれらのシグナルが肥大化という形態

学的現象を制御している直接的な証拠は得ら

れていない。また更に軟骨細胞がどのような

シグナルを得てこれらを動かすのか、言い換

えればこれらの上流にあたるシグナルはほと

んどわかっていない。 
 我々はこれまで軟骨細胞の分化に働く因
子 の 研 究 に 従 事 し て き た （ Ito et 
al,BBA,2000, Ito et al,BBA,1999,Ito et 
al,BBRC,1999）。特に軟骨分化後期に発現す
る新規遺伝子 LOXC のクローニングなど、軟
骨細胞分化についていくつかの新知見を報
告してきた（Ito et al, J Biol Chem, 2001）。
一方平成 17～18 年度に科研費を得て骨移植
治癒における間葉系幹細胞の遊走に関する

SDF-1 の研究を施行中であり、この過程で実
際骨折仮骨において SDF-1がどの部位に発現
しているのか preliminaryな組織学的実験を
行ったところ、骨折仮骨成熟ないし成長帯に
おける軟骨細胞分化においては、分泌タンパ
クである SDF-1が肥大化軟骨ないし前肥大化
軟骨にかなり特異的に発現している結果を
得ている。これまで骨代謝研究においてはほ
とんど破骨細胞の遊走（Yu et al,J Bone 
Miner Res,2003）ないし hematopoietic stem 
cellにおける役割（Kollet et al, Nat Med, 
2006）のみしか解明されていない SDF-1 が、
破骨細胞を導きようのないこの時点で軟骨
細胞分化にどのような役割を果たしている
のか、非常に興味深い。面白いことに SDF-1
は白血球などの研究で、Rho シグナルなどの
細胞骨格をコントロールする因子として知
られている（Vicente-Manzanares et al, J 
Immunol 2002）。まさに軟骨細胞が肥大化す
る stageで発現している SDF-1が細胞内骨格
の改変を通じてこれを制御している可能性
が充分考えられる。したがって SDF-1の発現
と機能は上記細胞内骨格の変化と関連して
非常に興味深い研究課題であると考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 今回我々は特に SDF-1 をその候補分子とし

て、軟骨細胞が肥大化をおこすときになにが

どのような細胞内シグナルを動かして細胞内

骨格を改変し軟骨細胞の肥大化という興味深

い現象をおこしていくのかということを明ら

かにすることを研究目的とした。ただし臨床

的な問題の解決を踏まえ、正常の骨成長帯に

おける発現と機能だけでなく、骨折仮骨にお

ける発現と機能を同時に研究した。それには

まず骨の成長帯および骨折仮骨において

SDF-1 がどの分化段階に発現しているのかを

分化マーカーとの比較で確定し、その上で軟

骨の成長、特に肥大化に SDF-1 がどのような

働きを果たしているのかを in vivo の成長帯

および骨折モデルを用いて明らかにすること

とした。引き続いて軟骨細胞の細胞内骨格に

どのような影響を与えるかを in vitroのモデ

ルを用いて解明し、さらにどのような細胞内

シグナルを通じてこれを制御しているのかを

in vitroのモデルにおいて明らかにしていっ

た。更に SDF-1 だけでなく軟骨細胞の肥大化

期に発現する様々な因子が、細胞内骨格にど

のような働きを果たしているのか比較検討す

ることで細胞内骨格改変の重要性を解明する

ことをも視野に研究を進めることとした。 

 前述したように、これまでの骨軟骨代謝学

の研究において、軟骨細胞の細胞内骨格の改

変 や 変 化 を さ ま ざ ま な 成 長 因 子 や



 

 

transcription factorなどとの関連で調べた

研究は少ない。特に軟骨細胞の肥大化におい

てはそのような研究はほとんど見当たらない。

しかし細胞の肥大化は細胞内骨格の変化を伴

うことは自明とも考えられ、肥大化が軟骨細

胞の分化に特徴的で必須の過程であることか

らこのことは重要な課題と考えられる。今回

は細胞内骨格改変因子である Rho シグナルと

の関連が深いとされる SDF-1 をターゲットと

して研究を行うが、いままで軟骨細胞分化の

肥大化期に発現していることが報告されて

いるがその機能は明らかでなかったいくつ

かの因子、ないしこれまで肥大化軟骨に発現

していて軟骨細胞分化を促進ないし抑制す

ると報告されている因子にも、軟骨細胞の肥

大化という特殊な形態学的変化に細胞内骨

格の改変を通じて寄与している可能性が充

分ある。そしてこのメカニズムを解明するこ

とで、骨の成長、骨折仮骨の成熟において軟

骨の肥大化をコントロールできる可能性が

拓け、またそれによって難治性骨折、巨大骨

欠損の修復、骨延長の期間短縮や成功率上昇

などさまざまな骨軟骨疾患の治療に多大な

寄与ができる新しい可能性が生まれると期

待される。 
 
３．研究の方法 
(1) ①5週齢のICRマウスの第8肋骨にはさみ

で骨折を作成する。この骨折部を含む4X4mm

大の組織を経時的に採取し、この組織片を液

体窒素で凍結し、homogenizerで粉々にして

RNAを抽出する。このRNAを用いてRT-PCRを行

い、骨折治癒の過程で発現するSDF-1および

そのreceptorであるCXCR4のmRNA発現量を定

量する。この遺伝子発現の増減を軟骨分化の

マーカー遺伝子であるcol II, col Xなどと

比較検討する。またこの採取した組織をパラ

フィン包埋し、SDF-1およびCXCR4のタンパク

発現を免疫染色で組織学的に確認する。なお

このマウスの骨折治癒の実験系はすでに当

教室で確立し報告済みである（Ito et al, 

BBRC, 1999）。また5週齢のICRマウスの脛骨

近位端を脱灰後パラフィン包埋し、同様に

SDF-1およびCXCR4のタンパク発現を免疫染

色で組織学的に確認する。 

②マウス肋骨骨折の実験系において、

recombinant SDF-1 お よ び CXCR4 阻 害 薬

TN14003を、マウス背部皮下に埋没した

osmotic pumpを用いて持続的に投与し、骨折

仮骨の成熟に与える影響を組織学的に検討

する。投与は全身投与を試みるが、効果が弱

いと判断した場合は、骨折部ごく近傍にチュ

ーブを設置して投与を行う。 

(2) ①妊娠15.5日目のICRマウスから胎仔を

採取し、この胎仔の中足骨を採取する。この

中足骨を 10%FBS入り DMEM培養液の中で

explant cultureし、経時的に採取し、パラ

フィン包埋して組織切片を作成する。経時的

に 中 足 骨 の proliferating zone, 

hypertrophic zoneがどのように成長してい

くか、その長さを測定する。またこの組織切

片でSDF-1およびCXCR4の発現を免疫染色で

確認し、マーカー遺伝子であるcol Xなどと

比較する（Alvarez,Development,2002）。 

②マウス中足骨explant cultureの実験系に

おいて、recombinant SDF-1およびCXCR4阻害

薬TN14003を投与し、骨の伸長、特に肥大化

軟骨部分の成長に与える影響を検討する。

Recombinant SDF-1の働きが不十分と判断さ

れる場合は、分担研究者の田代からSDF-1を

発現するadenovirusの提供をうけその効果

について検討する。また同時にこれらの投与

において、軟骨細胞の分化にどのような影響

を与えるかをRNAを抽出して遺伝子発現を調

べる。 
(3) 妊娠 15.5 日目の ICR マウスから胎仔を
採取し、脛骨を取り出す。軟骨膜、骨膜を含
む周囲組織を顕微鏡下に切除する。骨化して
いる部分を除く軟骨部分を採取し、コラーゲ
ン処理にて軟骨片から軟骨細胞を単離、単層
培養する。これに recombinant SDF-1および
SDF-1 の受容体 CXCR4 の特異的阻害薬
4F-Benzoyl-TN14003を加え、経時的に細胞の
actin を染色し、それらの細胞内骨格の改変
に対する働きを調べる (Woods, J  Biol 
Chem,2005)。 
 
４．研究成果 
(1) ①5 週齢の ICR マウスの第 8 肋骨にはさ
みで骨折を作成した。この骨折部を含む
4X4mm 大の組織を経時的に採取し、この組織
片を液体窒素で凍結し、homogenizer で粉々
にして RNA を抽出した。この RNA を用いて
RT-PCR を行い、骨折治癒の過程で発現する
SDF-1 およびその receptor である CXCR4 の
mRNA発現量を定量したところ、CXCR4は恒常
的に発現していたのに対し、SDF-1 は骨折と
ともに発現が上昇し、骨折後 7 ないし 10 日
で発現のピークを迎えた。これを軟骨分化の
マーカー遺伝子である col II, col Xなどと
比較したところ、骨折化骨において軟骨が肥
大化を起こす時期とほぼ一致して発現が上
昇することがわかった。また採取した組織を
パラフィン包埋し、SDF-1 および CXCR4 のタ
ンパク発現を免疫染色したところ、発現部位
は前肥大化層から肥大化軟骨層であること
を組織学的に確認した。 
② 5週齢の ICRマウスの第 8肋骨にはさみで



 

 

骨折を作成し、SDF-1の受容体 CXCR4の特異
的阻害薬 4F-Benzoyl-TN14003を osmotic 
pumpで連続的に加えた。術後 1, 2, 4週で組
織を採取し、HE染色を行ったが、PBSを加え
たコントロールと比べ、特に有意な差は認め
なかった。X線でも検索を行ったが、両者の
間に特に有意な差は認められなかった。 
(2) 妊娠 15.5日目の ICRマウスから胎仔を
採取し、この胎仔の中足骨を採取した。この
中足骨培養液に、recombinant SDF-1タンパ
クおよび CXCR4の特異的阻害薬
4F-Benzoyl-TN14003を加えて、骨の成長がど
のようになるかを調べたところ、
recombinant SDF-1タンパクを加えても特に
変化は認めなかったが、4F-Benzoyl-TN14003
を加えたところ、軟骨の成長に抑制効果が観
察された。また同様に中足骨を von Kossa染
色したところ、軟骨の骨化も、この阻害薬を
加えたものでは遅延することが判明した。こ
の軟骨の成長抑制効果が、細胞の増殖による
ものかどうか調べるために、この培養液に
BrdUを加えて中足骨を培養し、取り出したも
のを染色したところ、BrdUの取り込みには両
者で有意な差は認めなかった。 
(3) 妊娠 15.5日目の ICRマウスから胎仔を
採取し、脛骨を取り出した。軟骨膜、骨膜を
含む周囲組織を顕微鏡下に切除した。骨化し
ている部分を除く軟骨部分を採取し、コラー
ゲン処理にて軟骨片から軟骨細胞を単離、単
層培養した。これに recombinant SDF-1およ
び SDF-1の受容体 CXCR4の特異的阻害薬
4F-Benzoyl-TN14003を加えたところ、
recombinant SDF-1によって軟骨細胞内の
actinはpolymerilizationが促進されること
がわかった。そしてこれを CXCR4の特異的阻
害薬 4F-Benzoyl-TN14003が阻害することが
わかった。  
 以上のことから、SDF-1は成長軟骨、骨折
治癒における軟骨細胞の肥大化において、細
胞骨格を調節することで骨成長になんらか
の影響を及ぼしている可能性があることが
示された。 
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