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研究成果の概要（和文）： ①マイクロアレイを用いて、ダブルネットワーク（DN）ゲルが誘

導した自然再生軟骨の遺伝子学的特徴を明らかにした。②DN ゲルの PAMPS 成分に軟骨分化

誘導能があることを発見した。③多色発光プローブを用いて、軟骨分化過程における複数の分

子動態を同時イメージングした結果、細胞凝集時に代謝が同期して振動する現象を発見した。

④in vivo イメージングが可能なトランスジェニック発光マウスを開発した。⑤これらの成果

は関節軟骨自然再生現象の分子機序の解明に重要な情報を与えた。 
 
研究成果の概要（英文）： (1) We clarified genetic characteristics of the articular cartilage 
spontaneously regenerated by double-network (DN) gel, using microarray. (2) We found 
that PAMPS, a component of the DN gel, has an ability that can induces the spontaneous 
articular cartilage regeneration. (3) We observed marker genes in a chondrogenic 
differentiation process, using multi-colored bioluminescence probes. We discovered a 
synchronized oscillation phenomenon of cell metabolism in prechondrogenic condensation. 
(4) We developed the transgenic bioluminescence mouse to be used for in vivo imaging. (5) 
These results provided important information to clarify a comprehensive mechanism of the 
spontaneous cartilage regeneration phenomenon. 
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 医学領域において、欠損した関節軟骨
（硝子軟骨）は生体内で自然に再生すること
はないと信じられてきた。従って関節軟骨欠
損に対する現在の最先端治療戦略は、組織工
学を用いた培養自家細胞移植戦略である。し
かし他の臓器と異なり、細胞自体ではなく基
質がその機能を担う軟骨組織に関しては、こ

の戦略の問題点が認識されつつあり、臨床的
普及の見通しは立っていない。 
 (2) 代表研究者は先行する研究において、
新しい多機能生体材料である PAMPS/PDMAAm
ダブルネットワーク（DN）ゲルを関節軟骨欠
損部の基底をなす骨内に埋植すると、関節軟
骨欠損部（空隙）に硝子軟骨が生体内で自然
に再生する現象を発見した。従来の常識を覆
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すこの現象は、今後の生体材料および再生医
学の研究に大きなイノベーションを起こす
可能性が高く、その機序の解明が急務であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 PAMPS/PDMAAm DN ゲルが生体内において硝
子軟骨の自然再生を誘導する分子機序を、独
自に開発した光イメージング解析技術等を
用いて解明すること。 
 
３．研究の方法 
(1) 自然再生させた再生軟骨細胞における
発現遺伝子の網羅的解析 

成熟家兎の四肢から軟骨を採取し、それぞ
れより抽出した mRNA から EST ライブラリー
を構築し、DNA 配列を決定した 2153 個の発現
遺伝子をデータベース化した。これに NCBI 
データベースから得た 6544 遺伝子を加えた
総計 8697 個の単一鎖プローブが搭載された
マイクロアレイを作製した。10 羽の成熟日本
白色家兎の両膝PF関節大腿骨側に直径4.3mm
の骨軟骨欠損を作製した後、PAMPS/ PDMAAm 
DN ゲルを欠損部の基底に埋植し、関節軟骨表
面から深さ 2 mm の空隙を残した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．DN ゲルの欠損部の基底への埋植（深さ
2 mm の空隙を残すことに注意）。 
 
２および４週後に骨軟骨欠損部に再生した
組織（図２）を採取し、mRNA を抽出した。
20 μg の RNA から蛍光標識した cDNA を合
成した。マイクロアレイとハイブリダイゼー
ションしてから洗浄し、スキャンニングおよ
びデータ解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．再生軟骨（４週）：Saf-O：サフラニン
O染色，Col-II：２型コラーゲン免疫染色，
HE：ヘマトキシリン・エオジン染色。 

(2) DN ゲルのコンポーネントゲルの in vivo
軟骨再生効果の解析 
日本白色家兎 20 羽 40 膝を用いた。両膝 PF

関節大腿骨側に直径 4.3mmの骨軟骨欠損を作
製し、40 膝を無作為に 4群に分けた。I群で
は PAMPS/PDMAAm DN ゲルを、II 群では PAMPS
ゲルを、III 群では PDMAAm ゲルを欠損部の基
底部に埋植し、関節軟骨表面から深さ 2 mm
の空隙を残した。IV 群では何の処置も行わな
かった。全て術後 4週で屠殺し、各群 5膝は
組織学的評価（HE、サフラニン-O、および 2
型コラーゲン（Col-2）免疫染色）を行い、
Wayne スコアを用いて定量化した。また各群
残りの 5膝からは欠損部に再生した組織を採
取し、リアルタイム PCR によって ２型コラ
ゲン、アグリカン、SOX9 mRNA の発現量を計
測した。統計解析には分散分析を用いた。 
 

(3) ex vivo 環境における DN ゲルの軟骨分化
誘導能の解析 
①DN ゲルおよびポリスチレン上で軟骨原

性 ATDC5 細胞をインシュリン非添加培地で 7
日間培養し、アルシャンブルー染色および２
型コラーゲン免疫染色、リアルタイム PCR
（２型コラーゲン、アグリカン、および SOX9 
mRNA）を用いて比較した。 
②ATDC5細胞を PAMPS100%ゲル、PDMAAm100%

ゲル、PAMPS25％-PDMAAm75％ゲル、PAMPS50％
-PDMAAm50％ゲル、および PAMPS75％
-PDMAAm25％ゲル上で、インシュリン添加お
よび非添加の条件下に培養した。培養後７お
よび 14 日で細胞から mRNA を抽出し、アルシ
ャンブルー染色および２型コラーゲン免疫
染色、リアルタイム PCR を用いて比較した。 
③DN ゲルおよびポリスチレン上で幹細胞

由来 C3H10T1/2 細胞を、標準培養液および
BMP-2 添加培養液を用いて培養した。アルシ
ァンブルー染色および２型コラーゲン免疫
染色、リアルタイム PCR（２型コラーゲン、
アグリカン、および SOX9 mRNA）を用いて比
較した。 
 
(4) 多色発光プローブによる軟骨分化過程
における分子動態のイメージング 
軟骨原性 ATDC5 細胞を用いた。軟骨分化と

関係が指摘されている時計遺伝子 Bmal1のプ
ロモーターと、発光甲虫緑色ルシフェラーゼ
遺伝子を融合したレポーターベクター
（Bmal1-Eluc）を ATDC5 細胞に導入し、安定
株を構築した。次に軟骨分化のマーカーであ
る II型コラーゲンと SOX9 のそれぞれのプロ
モーター領域を、発光甲虫赤色ルシフェラー
ゼ遺伝子の上流に挿入したレポーターベク
ター（Col2-SLR，SOX9-SLR）を、上記の ATDC5
細胞に導入し、時計遺伝子と軟骨マーカー遺
伝子が両方安定的に発現する細胞株（Bmal1- 
Eluc/Col2-SLR、Bmal1-Eluc/SOX9-SLR）を構

Col-II 

Saf-O 

Saf-O HE



 

 

築した、その細胞から出る赤色と緑色の発光
量をクロノス（ATTO）およびセルグラフ
（ATTO）を用いて同時にリアルタイムで測定
した。 

 
(5) トランスジェニック発光マウスの開発
と評価 

GFP およびルシフェラーゼを発現する骨髄
細胞を持つキメラマウスを開発した。その有
用性を評価するため、リポポリサッカライド
を注入した脳炎症モデルを用い、細胞浸潤動
態を蛍光イメージング および発光イメージ
ングのシグナル強度の変化による in vivo イ
メージング能を比較した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 自然再生軟骨における発現遺伝子の網
羅的解析（学会発表１） 

明らかな発現を示す遺伝子は正常軟骨で
8488、処置後 2および４週の再生軟骨でそれ
ぞれ 8479 および 8625 であった。これらの
遺伝子を機能的に７つのカテゴリーに分類
すると、処置後 2および４週の再生軟骨にお
ける各カテゴリーの比率は完全に一致し、そ
れらは正常軟骨のそれと巨視的には極めて
近似した。しかしいくつかの興味深い差異が
発見された。すなわち、Cell growth and/or 
maintenance 関連遺伝子の比が再生軟骨にお
いて正常軟骨より高かった。 

またコラーゲン関連遺伝子では２型、１型、
および 10 型コラーゲン遺伝子が、プロテオ
グリカン関連遺伝子では decorin および
fibromodulin 遺伝子が、非コラーゲン/非プ
ロ テ オ グ リ カ ン 分 子 関 連 遺 伝 子 で は
secreted protein acidic and rich in 
cysteine 、 procollagen-lysine 2-oxo- 
glutarate 5-dioxygenase 2、chondroadherin、
cartilage transformation growth factor、
およびcartilage oligomeric matrix protein
遺伝子が、それぞれ再生軟骨において正常軟
骨より明らかに高く発現していた。再生軟骨
において正常軟骨に対する発現比が５倍以
上である遺伝子は 2 および４週でそれぞれ
307 および 270 個であった。それらを機能分
類すると metabolism 関連遺伝子(26%)、cell 
growth and maintenance 関連遺伝子(20-21%)、 
Cell communication/Signal transduction 関
連遺伝子 (10-11%)の比率が高かった。 

これらの結果は第一に、我々の開発した方
法による再生軟骨が遺伝子学的にも硝子軟
骨であることを証明した。第二に、本研究で
得られた膨大な遺伝子データは、今後に軟骨
自然再生のメカニズムの本質となる遺伝子
群を発見するために有用であると考えられ
た。 

 

(2) DN ゲルのコンポーネントゲルの in vivo
軟骨再生効果の解析（学会発表２） 
I 群の欠損部は、２型コラゲンおよびプロテ
オグリカンに富んだ軟骨組織が再生してい
た（図３）。II 群では軟骨様組織（辺縁）と
線維性組織（中央）が混在していた。III 群
の欠損部再生組織は IV 群欠損部における組
織と同様で、ほとんどが線維性組織と骨組織
であった。Wayne の総スコアに関しては、I
および II群が III および IV群に比べて有意
に高値であった（p<0.0001）。 組織学的スコ
アは、I群が、II 群（p=0.0408）を含むいず
れの群より高値であった。 
 
 
 
 
 
 
図３．組織学的評価：Safranin-O 染色(A-D), 
collagen-II 免疫染色 (E-H) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４． Real time PCR 解析 

 
PCR 解析では２型コラゲン、プロテオグリ

カン、および Sox9 mRNA の高い発現は，Iお
よび II 群において認められた（図４）。 
本研究は in vivo における関節軟骨自然再

生誘導能が PAMPS ゲルにもあること、および
その関節軟骨自然再生誘導能は DN ゲルより
も劣ることを明らかにした。一方、PDMAAm ゲ
ルに関節軟骨自然再生誘導能はないが、DN ゲ
ルにおいては高弾性化への貢献によって
PDMAAm ゲルの再生誘導能を増強しているこ
とが考えられた。PAMPS ゲルは極めて脆弱で
あり、臨床応用には不利なゲルである。DN ゲ
ルはその高い強度によっても臨床応用に有
利である。 
 
(3) ex vivo 環境における DN ゲルの軟骨分化
誘導能の解析  
①DNゲルおよびポリスチレン上でATDC5細

胞を 7日間培養した。グリコサミノグリカン
（アルシャンブルー染色）と２型コラーゲン
(免疫染色）の発現は DN 上でのみ、認められ
た（図５A-F）。リアルタイム PCR でも２型コ
ラーゲン、アグリカン、および SOX9 mRNA の
発現は DN 上でのみ認められた（図５G-I）。
（発表論文 13） 



 

 

 ②PAMPSゲルとPDMAAmゲルからなる種々の
コポリマーゲル上で ATDC5細胞をインシュリ
ン添加および無添加培地で培養し、軟骨マー
カーの発現を比較した。その結果、インシュ
リン非存在下で PAMPS ゲルに強力な軟骨へ
の分化誘導能があることが解った。またイン
シュリン存在下では PDMAAm ゲルに分化促進
能があることが解った（図６）。（発表論文６） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．DN ゲルおよびポリスチレン上での

ATDC5 細胞の培養（G-I: mRNA 発現） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．Polystyrene、PAMPS-PDMAAm ゲル２種、
PAMPS ゲル上における ATDC5 の培養（インシ
ュリンなしで２週間）、(A) ２型コラーゲン
（免疫染色）(B) プロテオグリカン（アルシ
ャンブルー染色） 

 
 ③間葉系幹細胞由来 C3H10T1/2 細胞を、標
準培養液および BMP-2添加培養液を用いて培
養した。DN ゲル上の培養ではいずれの培養液
を用いても 7日目にゲルから遊離しつつ細胞
塊を形成し、リアルタイム PCR 解析で２型コ
ラーゲン（Col2）、アグリカン、および SOX9 
mRNA の高発現を認め（図７）免疫蛍光染色で
も Col2 が染色された。ポリスチレン上では

いずれの培養液を用いても細胞は単層で増
殖を続け、細胞の凝集や Col2 の発現を認め
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PAMPS  PDMAAm  DN  ポリスチレン 
 
図７．C3H10T1/2 細胞における SOX9 mRNA の
発現 
 
(4) 多色発光プローブによる軟骨分化過程
における分子動態のイメージング（投稿中） 
細胞株（Bmal1-Eluc/Col2-SLR、 Bmal1- 
Eluc/SOX9-SLR）の赤色と緑色の発光量を同
時にリアルタイムで測定した。分化誘導前で
は維持培地に交換すると時計遺伝子（Bmal1）
の発現は約 24 時間周期のサーカディアンリ
ズムを示し、その時に軟骨マーカー遺伝子
（２型コラーゲン, SOX9）の発現は増加せず
にほぼ一定のレベルを維持した。次にインス
リンを加えた分化培地へ交換して分化を誘
導すると、分化誘導後の１日目～２日目まで
は時計遺伝子が約 24時間周期で振動するが、
その後約８時間周期のウルトラディアンリ
ズムが生じ、その時に軟骨マーカー遺伝子の
発現は増加し、時計遺伝子とほぼ同じ位相を
持つウルトラディアンリズムの発生が観察
された（図８）。 
 
 
 
 
 
 
  

 
 

 
 
図８. 軟骨分化時の多色リアルタイムモニ
タリング（Bmal1-緑/Sox9-赤） 
 
そこで，細胞内に安定的に発現するアクチ

ン-SLR をリアルタイムモニタリングした。
その結果，アクチン-SLR もウルトラディア
ンリズムを持って振動することが観察され
た（図９）。これらの結果から、これらのウ
ルトラディアンリズムはプロモーターによ
るのではなく、発光反応に影響を与える代謝
の振動を反映していると考えられた。 
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図９．軟骨分化時のアクチンの発現 
 

この代謝振動の意義を探るために、分化誘
導培地に BMP-2 を加えて軟骨のノジュウル
の形成を抑制すると、遺伝子発現のウルトラ
ディアンリズムが抑えられることが分かっ
た。さらに、軟骨のパターン形成に関係して
いるノッチシグナリングを
N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]
-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT)投
与によって抑制するとウルトラディアンリ
ズムが抑えられることが分かった。これらの
結果からウルトラディアンリズムは軟骨の
パターン形成に必要なことであると考えら
れた。 

 
 (5) トランスジェニック発光マウスの作成
と評価（発表論文 14） 

発光イメージングでは細胞浸潤の増加が
光強度の増加としてリアルタイムにモニタ
ーできた（図 10）。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 10．骨髄由来細胞の病変部への集積 in 
vivo イメージング（上列：生食注入、下列：
LPS 注入） 
 
この増加は炎症モデルの病変部におけるル
シフェラーゼ活性の増加と一致した。免疫組
織学的評価では、この細胞が脳へ浸潤し
microglia へ分化することが確認された。一
方、蛍光イメージングではこの細胞浸潤動態
をモニターすることはできなかった。ルシフ
ェラーゼを発現する骨髄細胞を持つトラン
スジェニック発光マウスは、軟骨自然再生の
機序を研究するためのin vivo 発光イメージ
ングに有用と考えられた。 
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