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研究成果の概要（和文）： 
 
関節疾患に対する病態解明のため、関節発生におけるへパラン硫酸(Heparan sulfate: 
HS)の役割について検討した。その結果、細胞表面での HS の欠失により Bone 
morphogenetic protein の生体内での分布が広範に広がり、関節発生に必須な関節凝
集の形成が異常になることを見いだした。これらの成果は、HS の関節形成における役
割を細胞生物学的に証明した画期的な成果である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To elucidate the pathogenesis of joint diseases, the roles of heparan sulfate (HS) in the  joint 
development was investigated. Loss of HS in the cell surface causd the diffuse distribution of bone 
morphogenetic protein and the abnormal formation of mesenchymal condensation that was 
critical for the joint development. These results clearly indicated the essential and cell 
biological roles of HS in the joint development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 変形性関節症などの関節疾患の罹患頻度は、
高齢化に伴い増加を続け、その治療法の開発
は臨床的に大きな意義を持つ。近年、関節軟
骨分化、再生に関するメカニズムの理解がす
すんでいるが、関節の発生そのものに対する

知見の集積は十分でない。 
 
２．研究の目的 
  
 遺 伝 性 多 発 性 外 骨 腫 症 (Hereditary 
Multiple Exostoses; HME)は、多発性に発症
する外骨腫を特徴とする、常染色体優性の疾
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患である。HME 家系の連鎖解析により、がヘ
パラン硫酸(Heparan Sulfate: HS)合成酵
素である Exostosin(EXT)1 が、HME の原因遺
伝子として同定された。 
 
 HME 患者では骨関節の変形が高い頻度で見
られる。そこで、四肢における EXT1 コンデ
ィショナルノックアウトマウス(変異マウ
ス)を作製した結果、変異マウスは(1)関節の
消失、(2)長軸方向の成長障害、(3)合短指症、
などの表現型を示した。このように、HS は四
肢発生の様々な側面において、決定的な役割
を果たしていることが予想される。そこで本
研究においては、変異マウスの示した異常の
中で、関節の消失という表現型に注目し、そ
の詳細を解析し、HS による関節発生制御のメ
カニズムを検討することを目的とする 
 
３．研究の方法 
 
 この変異マウスの組織学的解析を、免疫染
色、in situ hybridization(ISH)法、
Whole-mount ISH 法などを用いて詳細に行っ
た。さらに、変異マウスから間葉系幹細胞を
採取、Micromass culture などの手法を用い
て関節発生を含む四肢発生の分子細胞生物
学的メカニズムを解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 変異マウス肢芽の初期パターン形成の
解析 
 
 肢芽の形成の後、肢芽の遠近（指~肩）、
前後（母指~小指）、背腹軸にそってパター
ンが形成される。続いて、肢芽内では側板中
胚葉由来の間充織細胞が集合して前軟骨性
凝集（Precartilagenous  Condensation；
PCC）が形成される。一方、間充織細胞はＨ
ｏｘ遺伝子によって位置指定が行われ、それ
ぞれの細胞が最終的にどのような形状の骨
を形成するかについてのアイデンティティ
ーが付与される。ついで、PCC は伸長した後、
分枝、分節され四肢組織のテンプレートとな
り、骨格構造が完成する。上記の各ステップ
の中で、関節発生には初期のパターン形成か
ら PCC の分節化のステップが最も重要である
と考えられる。 
 
 まず、変異マウスの初期パターン形成、お
よび PCC 分節化に焦点をしぼり解析を行った。
肢芽の正常な遠近パターンの確立には肢芽
形 成 初 期 に 外 胚 葉 性 頂 堤 （ Apical 
Epidermal Ridge; AER）が形成され、FGF-8、
FGF-4 などの増殖因子が産生される必要があ
る。変異マウスにおいては、AER の形成、FGF-8, 
FGF-4 の発現はほぼ正常であった。このこと

は、変異マウスにおいては初期の遠近パター
ンは保たれていると考えられる。 
 
引き続き、変異マウス肢芽の組織切片を用い
て Alcian Blue 染色を行い、PCC の分節化が
生じていないことを見いだした。このことは、
肢芽における HS は PCC の形成に必須である
ことを示しており、さらにその詳細な分子メ
カニズムを検討した。 
 
(2) 変異マウスにおける、PCC 分節化異常の
解析 
 
 PCC の分節化、すなわち位置価の指定はは
Hox 遺伝子によって行われる。よって変異マ
ウスにおける Hox 遺伝子の発現をホールマウ
ント in situ hybridization 法(ISH 法)で検
討した。その結果、変異マウスにおいても Hox
遺伝子の発現は正常であることを確認した。
また、初期の軟骨細胞のマーカーである Sox9
や ColII を用いて ISH 法を行い、変異マウス
では本来関節となるべき PCC 中央部の中間細
胞層の部位でも Sox9, ColII の発現が消失し
ていないことも見いだしている。 
 
 これらの結果は、変異マウスにおいては、
PCC 内 の 位 置 価 指 定 と い っ た Cell 
autonomous な step ではなく、細胞表面での
HS の欠失のため周辺の環境から細胞への情
報伝達に異常が生じるために中間細胞層の
形成が生じていないと考えられた。 
 
 (3)変異マウスにおける間葉凝集の形成異
常 
 
 関節の形成においては、四肢発生時の間葉
凝集:Mesenchymal condensation(MC)におい
て、中央部での境界が指定、すなわち中間細
胞層が形成されることが必須である。中間細
胞層は、関節発生の進行に伴い MC 中央部の
数層の細胞が扁平の細胞へと脱分化して生
じる。この中間細胞層から様々な組織が形成
され最終的な関節構造が完成すると考えら
れている。 
 
 近年、Transforming GrowthFactor（TGF）
フ ァ ミ リ ー の ひ と つ で あ る
Growth/Differentiation Factor5（GDF5）や、
ヒアルロン酸のレセプターである CD44 が、
中間細胞層のマーカーであることが明かと
なった。そこで、それらの発現を関節形成時
(胎生 12.5-13.5 日)の組織標本を用いて解析
し、変異マウスの MC における中間細胞層の
形成について検討した。その結果、変異マウ
スにおいては、MC での GDF5 の発現がほとん
ど消失していること、すなわち変異マウスで
は中間細胞層が形成されていないことを見



いだした。 
 
これまでの報告より、中間細胞層の形成には
MC 周囲の軟骨膜(pericondorium)からの骨形
成蛋白質(Bone morphogenetic protein: BMP)
分布が正確に制御される必要があることが
知られている。さらに、BMP はへパラン硫酸
に強固に結合する分子であることより、変異
マウスでは BMP の四肢における分布が異常
となり、中間細胞層の正常な形成が阻害され
ている可能性が高いと予想された。 
 
 そこで、関節形成時(胎生 12.5-13.5 日)の
肢芽を野生型、変異マウスから採取、細胞を
単離し micromass culture を行い、軟骨分化、
中間細胞層形成を細胞生物学的に解析した。
その結果、変異マウスにおいては、細胞表面
での HS の欠失のため BMP の生体内での分布
が広範に広がり、その下流のエフェクター分
子である Smad のリン酸化が障害されている
ことを、in vitro で明らかとした。さらに、
関節形成に必須な要素のひとつである Wnt 情
報伝達系の活性化が障害されていることを
見いだしている。変異マウスの組織切片を用
いた免疫染色法でも同様の結果が得られて
いる。これらの成果は、HS の関節形成におけ
る役割を細胞生物学的に証明した画期的な
成果である。 
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