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研究成果の概要： 
軟骨細胞の分化調節メカニズムへの理解を深めるため、分化を調節する分泌性蛋白質因子に

焦点を当て、その同定・解析を試みた。その結果、SST-REX法によって 313クローンを単離

し、70 種以上の分泌性蛋白質因子を同定した。これらの分子群の中から、特に候補因子と

して Insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5)に注目し、この分子が特定の軟骨
細胞分化段階にのみ発現していることを突き止めた。 
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１．研究開始当初の背景 
 軟骨細胞の分化は、内軟骨性骨形成とし

て長管骨骨端部成長板軟骨の石灰化前線で

行われ、長軸方向への骨の伸長にあずかる

生理現象である。慢性関節リウマチや変形

性関節症に代表される軟骨疾患の罹患者は

人口の約１％にも及ぶにもかかわらず、軟

骨細胞についての理解は効果的な医療を生

み出すまでに至っていない背景があった。

したがって軟骨細胞の分化調節メカニズム

を知ることは、生物学的意義はもとより外

科臨床的にも重要であり、組織工学・再生

医工学への発展が期待されるものである。 

 内軟骨性骨形成には、骨芽細胞分化と協調

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007-2008 年 

課題番号：19791050 

研究課題名（和文） 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子による軟骨細胞分化調節機構の解明 

  

研究課題名（英文） Regulation of growth-plate chondrocyte differentiation by 

self-produced secreted proteins 

研究代表者 

日高 聖（KIYOSHI HIDAKA） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助教 

 研究者番号：10389421 

 
 



 

 

した軟骨細胞の増殖・分化・アポトーシス

の精密な制御機構が必要である。その一端

として、Runx2, 3と Ihh, PTHrPのシグナル

ループによる調節機構が次第に明らかにな

りつつあった（Long et al, Development 131, 

1309-1318, 2004、Komori T, J Cell Biochem 95, 

445-453, 2005）。一方で、他にも数多くの因

子がその調節に寄与しており、個々の因子

の位置づけとその調節メカニズムを解明し

ていくことが重要な課題であった。 

 
２．研究の目的 
 成長板軟骨とは ①それを形成する軟骨細

胞がそれぞれ分化しているものの単一の細

胞群からなる組織である。②細胞外基質に富

むため周囲組織や血流からのホルモン等に

よる信号を軟骨細胞は受け取りづらい環境

にある。という２つの理由から、分化過程の

軟骨細胞自身が産生・分泌する分泌性蛋白質

因子の中に、より直接的かつ重要な分化調節

をつかさどる因子が存在し、Paracrineまたは

Autocrine 機構を介して軟骨細胞の分化が制

御されているのではないかと筆者は考えた。

この仮説を踏まえて、成長板軟骨細胞が細胞

外へ放出する分泌性蛋白質因子に限局して、

軟骨細胞分化を調節する鍵となる因子の同

定を試みるべく本研究を設計した。 

 具体的手法として、分泌型蛋白質のスクリ

ーニング法として極めて有効な手法である

SST-REX 法（Signal Sequence Trap based on 

Retroviral Expression）を応用し、軟骨細胞分

化にあずかる分泌性蛋白質因子の網羅的な

同定に取り組むこととした。さらに、in vivo・

in vitroの両面から評価を加え、軟骨細胞の分

化調節メカニズムにあずかる新しい知見を

得ることを目的とし、以下の実験に取り組む

こととした。 

(1) 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子の同定

（SST-REX法） 

(2) 得られた候補因子の in vivo での発現 

評価 

(3) 軟骨前駆細胞株 ATDC5（in vitro 分化 

モデル）を用いた発現評価 

 つまり、SST-REX 法によって成長軟骨細

胞からの分泌性蛋白質因子を同定し [実験

(1)]、得られた候補因子の in vivo での発現

分布や組織形成時の経時的発現を詳細に評

価する [実験(2)]。同時に軟骨細胞分化モデ

ル ATDC5を用いた発現評価を加えることに

よって [実験(3)]、候補因子の成長軟骨での

挙動を詳細に明らかにすることを目的とす

る。 

 
３．研究の方法 
(1) 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子の同定 

 SST-REX 法は、Ｎ末端にシグナル配列を

有する分子のみを単離できるスクリーニン

グ法である。また、IL-3非存在下での BaF3

細胞の growthという極めてシンプルなアッ

セイ系により評価できるため、分泌型蛋白

質のスクリーニング法として極めて有効な

手法である。具体的には以下の手順で行う。 

① レトロウイルスライブラリの作製 

 2 週齢 C57BL6/Jマウスの肋軟骨成長軟骨

より poly(A)+ RNAを調製し、逆転写により

得られた cDNA を pMX-SST ベクターの

BstXI サイトにサブクローンして成長軟骨

cDNAライブラリを作製した。これを PlatE

パッケージング細胞に導入し、レトロウイ

ルスライブラリを得た（図１）。 

 

 

【図１】 



 

 

② BaF3 細胞への感染、growthの評価 

 ①で得られたレトロウイルスライブラリ

を BaF3 細胞に感染させた。この BaF3 細胞

は、本来 IL-3 の存在下のみで増殖するが、

導入 cDNA 由来のキメラ蛋白質がＮ末端に

シグナル配列を有すると、増殖シグナルが持

続的に活性化され IL-3 非存在下でも増殖す

る（図２）。 

 

【図２】 

 

 この IL-3 非存在下で増殖する細胞株を単

離・継代した（図３）。 

 

 

【図３】 

 

③ 導入 cDNAの増幅とシークエンス 

 ②で得られた BaF3 細胞から Genomic 

DNA を調製し（増幅不可能な場合には

mRNA を調製）、導入されている cDNA を

PCR 法により増幅した。この PCR 産物の

DNA 塩基配列をシークエンスし、相同性検

索を行って肋軟骨成長軟骨細胞で産生・分泌

されている蛋白質群を同定した（Table 1,2）。 

(2) in vivoでの発現評価 

 (1)で新たに得られた候補因子の中から

Insulin-like growth factor binding protein 5 
(IGFBP5)に注目し、成長軟骨での発現を、
マウス脛骨骨端成長軟骨から作製した組織

切片を用いて、in situハイブリダイゼーショ

ン解析により詳細に評価した。解析を行う

対象は分泌性蛋白質因子であるため、産生

している細胞の in vivoでの検出には in situ

ハイブリダイゼーション法が効果的である。

また、抗 IGFBP5 抗体を購入し、免疫組織
染色法による検出を同時に行った。 

(3) 軟骨細胞分化モデル ATDC5 細胞を用

いた発現評価 

 ATDC5細胞はインスリン刺激によって線

維芽細胞様の形態から軟骨細胞へと分化す

る軟骨細胞分化モデル細胞株である。分化

誘導した各段階の ATDC5 細胞から total 

RNAを調製し、半定量的 RT-PCR解析にて、

IGFBP5 の各分化過程での経時的発現を評
価した。 

 

４．研究成果 

(1) 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子の同定 

 本スクリーニング法によって、前述のよう

な IL-3非存在下で増殖する、つまりシグナル
配列を含む cDNA が導入された BaF3 細胞の
コロニーを 749 株採取した。そのうち、149
株は続く継代に耐えられず、cDNA の増幅が
不可能であった。 
 

 

【Table 1】 



 

 

 また、mRNAライブラリはマウスの肋軟骨
から調製していたたため、この中には type 1
や type 2 collagenの mRNAが多く含まれるこ
とが予想された。そこで、あらかじめ設計し

ていた primer setを用いて PCR法で増幅した
ところ、193株の type 1 α2 chainと 82株の
type 2 α1 chainが検出された。これらを除外
してシークエンスを行った結果、12株は解読
不可能であったため、結局塩基配列を決定で

きたのは 313株であった（Table 1）。 
 これらの配列をもとに相同性検索を行っ

た結果、下記に示すように 70 種以上のシグ

ナル配列を有する蛋白質を同定した（Table 

2）。中には、分泌型蛋白質ではないがシグナ

ル配列を含む、したがって本スクリーニング

法で陽性として検出された膜蛋白質も含ま

れていた（Table 2）。 
 

 

【Table 2】 

(2) in vivoでの発現評価 

 (1)で得られた候補因子の中でも、軟骨組

織に限らず骨や歯牙といった硬組織形成と

の関連が示されており、本研究の目的である

軟骨細胞の分化メカニズムに寄与する可能

性が高いと思われる Insulin- like growth factor 

binding protein 5 (IGFBP5)分子に注目した。

Santa Cruz Biotechnology社より特異的抗体を

購入し、免疫組織学的染色を行ったところ、

マウス脛骨骨端成長軟骨において IGFBP5 蛋

白質が増殖軟骨細胞層に特異的に発現して

いることが明らかとなった（data not shown）。

in situ ハイブリダイゼーション法による解

析と合わせて、現在さらなる詳細な解析を継

続中である。 

 

(3) 軟骨細胞分化モデル ATDC5細胞を用い

た発現評価 

 ATDC5細胞は、マウス胎性腫瘍由来細胞株

AT805より軟骨前駆細胞としての性質を保持

している細胞としてクローニングされた細

胞株である。10 µg/mlのインスリン存在下で

培養すると、高率に軟骨分化が誘導される。

ATDC5細胞は、通常の継代時には線維芽細胞

様の形態を呈して旺盛に増殖するが、コンフ

ルエントに達すると接触阻害により増殖を

停止する。しかし、インスリン存在下で培養

と、コンフルエント後に特有の細胞凝集領域

が出現し、この領域から軟骨細胞が出現して、

ついには培養皿全面にアルシアンブルーに

より染色される多数の軟骨結節が形成され

るようになる。ATDC5細胞は通常の継代時に

は I 型コラーゲン遺伝子を発現しており、II

型コラーゲン遺伝子は発現していない。しか

し軟骨結節の形成と平行して、軟骨細胞分化

マーカー遺伝子の一つである II型コラーゲン

遺伝子の発現が認められ、さらに肥大軟骨細

胞へと分化してＸ型コラーゲンを発現する

ようになり、ついには石灰化する。すなわち、

ATDC5 細胞によって骨形成においてみられ



 

 

る軟骨細胞の分化の全ての段階をシミュレ

ートすることができるモデルとして有効で

ある（図４）。 

 

 

【図４】 

 

 この ATDC5 細胞を用いて、各培養段階の

細胞から total RNA を抽出し、半定量的

RT-PCR 法により IGFBP5 の発現を評価した

ところ、分化誘導以前はほとんど認められな

かったものが（図５ day 0）、培養後 10-15日

目をピークとして発現が上昇していること

が明らかとなった（図５）。 

 

 

【図５】 

 

 これは骨端成長軟骨の増殖細胞層に相当

する分化段階で発現が上昇していることを

示しており、(2)で得られた in vivoでの発現

と同じ結果を示すものであった。 

 

 以上の結果について、現在論文発表のため

の原稿を執筆中である。また、精製 IGFBP5

リコンビナント蛋白質を調製し、種々の濃度

で培地に直接添加して、その分化におよぼす

影響を現在検定しているところである。その

際、ATDC5細胞の分化過程の中で IGFBP5蛋

白質の添加／不添加条件を変化させ、分化過

程における経時的な機能解析を試みている

る。その結果、(2)で得られた in vivoで発現

分布との詳細な対比比較が可能となる。 
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