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研究成果の概要（和文）：関節軟骨で階層特異的に発現するRho調節因子であるW, S, Dの機能を解析した。Wの
軟骨特異的KOマウスでは、表層から深層へ向かう細胞の配列が乱れ、通常は細胞体積の小さな表層部分で肥大化
が顕著に生じ、さらに、細胞数が有意に減少していることを見出した。SのKOマウスでは、関節軟骨のうち、石
灰化の有無による境界であるtidemarkよりも浅い層の割合が有意に増加していることを見出した。本研究以前の
研究成果と併せ、これらの因子が関節軟骨の階層構造の形成に関与している可能性が強く示唆された。また、さ
らなる解析のために、関節軟骨の組織学的解析を自動的・非恣意的に行うAIモデルの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：We investigated the function of Rho modulators: W, S, and D. In 
cartilage-specific knockout mice of W, we found disturbance in cell alignment from superficial to 
deeper cartilage layers. Significant decrease in cell numbers of articular cartilage and remarkable 
hypertrophic change in cells of superficial layers, where cells are usually small and flat was 
observed. In articular cartilage of knockout mice of S, the portion of area shallower than tidemark,
 which is the boundary to the calcified cartilage, was increased. Along with the findings of 
previous studies, our results strongly suggest that these factors might be involved in the 
hierarchical structure formation of articular cartilage. In addition, for use in further studies, we
 developed AI-based models to perform histological analysis of articular cartilage automatically and
 non-arbitrarily.

研究分野： 関節軟骨
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節軟骨は均一な構造の組織ではなく、それぞれ特異的な機能を持った複数の階層から形成されている。変形性
関節症や関節リウマチなどの関節疾患の病態解明や、機能的な関節軟骨の再生の実現のためには、この階層構造
を形成・維持する機構の理解が欠かせないが、現在までに知られていることは少ないのが現状である。今回の研
究によって、関節軟骨の階層構造の形成機構の一端が明らかになったことは、将来的な関節軟骨関連の医療の進
歩の一助になると考えられる。また、本研究で関節軟骨の組織を解析するAIモデルの開発も行ったが、これは多
くの研究に応用可能なものであり、科学・医療の発展に幅広く貢献するものであると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 関節軟骨は階層構造を持ち、関節腔側から最表層(superficial zone, SFZ)、中間層、深層、
石灰化層に区分される。機能的には、SFZ は Proteoglycan4(Prg4)を分泌し潤滑に関わり、中間
層や深層ではAggrecanや2型コラーゲン等の軟骨基質が多く産生され衝撃吸収に関わる。更に、
石灰化層では基質が石灰化することで、
スムーズに軟骨下骨との接続が
なされる。この様に各層が異な
る基質組成を持つ事で、全体と
して適切な生理的機能を持つ関
節軟骨が構成される。しかし、
この階層構造の発生・維持のメ
カニズムは殆ど知られていなか
った。 

研究代表者は、以前の研究で
関節軟骨において重要な役割を
担う Rho タンパクの機能を修飾
する３つの因子(W,S,および D
とする)がそれぞれ関節軟骨で
階層特異的に発現することを見出している。W は全層に発現し、S は表層に偏在し、D は深層～
石灰化層に偏在していた（図 1）。Rho シグナルの関節軟骨での重要性を示す先行研究と併せて、
これらの因子が関節軟骨で層特異的に発現し、各層に特異的な基質形成を誘導する事で、関節軟
骨の階層構造が形成・維持されるのではないか？との仮説に至った。その後の in vitro、およ
び in vivo 両面の研究によって、上記仮説を支持するデータが得られてきていた。 
 
２．研究の目的 
 １．に記した仮説に基づき、W,S,および D の、発生段階における関節軟骨の階層構造特異的な
基質形成への関与、及び病的状態における関節軟骨維持への関与の 2 点について解析し、それに
よって関節軟骨の再生医療や変性治療に有用な知見を得ることを、本研究の目的とした。さらに、
本研究の進展に伴い、関節軟骨の組織学的解析を客観的かつ非恣意的に行う技術が乏しいとい
う問題に直面したため、これを解決すべく、deep learning の手法を用いて組織画像解析の技術
開発も行った。 
 
３．研究の方法 

(1) KO マウスを用いた Rho 調節因子の関節軟骨形成への関与の解析 

S, D については CRISPR-Cas9 システムによる global knockout(KO)マウスを自ら作出済みで
あった。また、W については、他機関より供与された flox マウスがあり、これを Col2a1-Cre マ
ウスと交配させ、軟骨細胞特異的な KO マウスを作出済みであった。これらについて、発生の各
段階で組織切片を採取し、関節軟骨の発生に異常がないかを検討した。 
 

(2) KO マウスを用いた Rho 調節因子の関節軟骨維持への関与の解析 

KO マウスに対して外科的誘導変形性関節症(OA)モデル(引用文献①)を導入し、術後一定期間
後にサンプルを採取し、各因子が関節軟骨の維持に関与している可能性を検討した。 
 
(3) 関節軟骨の組織病理学的解析を自動的・非恣意的に行う技術の開発 

マウスの関節軟骨の組織切片の画像を収集した。これらに対して教師データの作成を行った
のち、training 用：validation 用=80:20 の割合で分割した。コンピューターでの解析は、Google 
Colab Pro または Pro+を用いてクラウド上で行った。プログラムは Python で記述し、機械学習
用のライブラリとして PyTorch を用いた。課題に対して適切な network を選択したのち、本研究
の課題に合わせて微修正した。これらに対して training 用、validation 用の画像・教師データ
を順次入力し、機械学習を行った。学習したモデルの評価には、ネットワークの出力と教師デー
タとの間の Intersection over Union (IoU, 積集合/和集合の面積比)を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) W の in vivo 機能解析 

図 1 Rho 調節因子の発現パターン 



 

 

W の flox マウスと Col2a1-Cre マウス
を交配させ、軟骨特異的 W KO マウスを作
出した。まず、
12 週齢の野生
型
(flox/flox)
及び軟骨特異
的 W KO マウス
に対して、抗 W
抗体を用いた
組織免疫染色
を行った。そ
の結果、期待
通り軟骨特異
的 W KO マウスの関節軟骨で、W が有意に発現抑制されていることが確認できた(p<0.05, 図 2)。 

次いで、軟骨特異的 W KO マウスと野生型の 12 週齢の関節軟骨サンプルに対して、
Hematoxyhlin-Eosin 染色した切片を用いて組織学的解析を行った。その結果、KO マウスでは、
表層から深層へ向かう細胞の配列が乱れ
ており、また、通常は細胞体積の小さな
表層部分での肥大化が顕
著に生じていることを見
出した(図 3)。細胞数も KO
マウスで有意に減少して
いた(図４)。以上の結果
から、このサブタイプが
関節軟骨の階層構造の形
成・維持に主要な役割を
担っていることが強く示
唆された。当初想定して
いた基質形成のみなら
ず、関節軟骨細胞の形態
や配列といったより根源
的なレベルで階層構造形
成へ関与していると考えられることから、とりわけＷは関節軟骨の形成にとって極めて重要な
因子であると考えられる。 

その他、W の軟骨特異的 KO マウスでは、野生型に比して有意に低体重となっていた。このこ
とは、関節軟骨の部分での長軸成長が阻害された結果である可能性もあるが、その他に、W が成
長板の発生における機能にも関与している可能性も窺わせるが、この点については今後のさら

図 2 W の軟骨特異的ノックアウトの確認 

図 3 軟骨特異的 W KO マウスの関節軟骨 

図 4 軟骨特異的 W KO マウスの関節

軟骨の細胞密度 

図 5 S KO マウスの関節軟骨の階層

形成 



 

 

なる検証が必要である。 
 

(2) S の in vivo 機能解析 
 最も表層に発現する S について、12 週齢で W と同様に関節軟骨の組織学的解析を行った。そ
の結果、S の KO マウスでは、関節軟骨の石灰化部位を反映する tidemark より浅い層の比率が有
意に増加していた(図５)。このことは、S が KO されたことによって石灰化への分化過程が阻害
された可能性を示唆する。しかし、8 週齢での解析ではこれと相反する結果も得られている。い
ずれにせよ、さらなる S の機能の解明のためには、より詳細な解析を行う必要がある。 
 S の関節軟骨の維持に対する機能の評価のため、KO マウスに対して外科的誘導 OA モデルを導
入した。これについては、現時点で野生型との有意な差は認められていない。今後、軟骨変性を
別の方法で導入するなどにより、より多面的に機能解析を進めていく方針である。 
 
(3) 関節軟骨の組織病理学的解析を自動的・非恣意的に行う技術の開発 

本研究以前から得られたデータ、およ
び本研究で得られたデータから、W, S, 
および D すべての全身的・あるいは関節
軟骨特異的 KO マウスには、関節軟骨の形
成に異常がみられた。このことから、これ
らの３つの因子が関節軟骨形成において
重要な役割を担っている可能性が強く示
唆される。しかし、詳細なメカニズムはい
まだ不明のままで、その解明のためには
さらに詳細・定量的な解析へと進む必要
がある。しかし、関節軟骨の階層構造の乱
れや軟骨細胞の形態や配列の乱れなどを
組織切片から客観的・定量的に解析する
有効な手法がなかった。この状況に対処
するため、近年発展が著しい deep 
learning による画像解析技術を用いて関
節軟骨の組織学的解析を行う手法の開発
に着手した。現時点までに、マウス膝関節
の組織学的切片から自動的に内外側コンパートメントを検出する手法を開発し、原著論文とし
て発表している(図６，引用文献②)。さらに、マウスの dapi 染色した組織学的切片から、関節
軟骨領域を自動的に高い精度で segmentation する手法を開発した。これは現在投稿中である（図
７）。 
 今後も AI 技術を用いた関節軟骨の
定量的解析手法の開発を更に進め、そ
の手法を用いて、Rho 調節因子のより
詳細な機能解析を行っていく方針で
ある。 
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図 ６ 開発した AI モデルによる膝関節内外側

コンパートメントの検出 

図 ７ 開発した AI モデルによる dapi 染色切片か

らの関節軟骨領域の検出 
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