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研究成果の概要（和文）：本研究より、膝関節軟骨において、Tmem2は広範に発現しており、OA初期において関
節軟骨表層でTmem2の発現が増加していることが明らかとなった。Tmem2欠失OAモデルマウスではOAが有意に進行
することが明らかとなった。Tmem2欠失によるHAの蓄積は、関節軟骨において保護的に作用するわけではなく、
むしろ破壊的に作用する可能性が示唆された。本研究結果より、Tmem2によるHAの適切な分解・合成が関節軟骨
の恒常性維持に重要であり、HA調整機構の破綻がOA発症や病態悪化に関係していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, it has been shown that Tmem2 is broadly expressed in knee 
cartilage, and that its expression increases in the superficial layer of articular cartilage in the 
early stages of osteoarthritis (OA). It has also been demonstrated that OA progresses significantly 
in Tmem2 knockout OA model mice. The accumulation of hyaluronic acid (HA) due to the loss of Tmem2 
does not act protectively in articular cartilage, but rather may have a destructive effect. The 
results of this study suggest that the appropriate degradation and synthesis of HA by Tmem2 is 
important for the maintenance of homeostasis in articular cartilage, and that the disruption of HA 
regulatory mechanisms is associated with the onset and exacerbation of OA.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： ヒアルロン酸　Tmem2　変形性関節症

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果より、Tmem2が顎関節軟骨破壊性疾患の発症・進行機序解明ならびに新規治療法開発において新たな
分子標的となることが期待でき、大きな意義を有している。また、HAの低分子化は膝関節OA、癌、難聴肺線維症
や皮膚炎などの病態とも関わっており、本研究で得られた知見はこれらの疾患の病態解明や治療法開発へも応用
可能であり、高い創造性を有しており、その学術的意義は非常に高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
顎関節軟骨破壊性疾患は歯科治療による咬合機能の回復は困難であり、病態解明による予防・

治療法の開発に対する社会的ニーズは非常に高い。近年、細胞が特殊な環境に適応するためのエ
ネルギー代謝機能の転換(代謝リプログラミング)が変形性関節症における軟骨細胞の活性低下
と関連していることが分かってきた。最新の知見から、軟骨細胞の代謝リプログラミングが、顎
関節軟骨破壊性疾患の発症・進行に関わっている可能性がある。そこで本研究では、代謝リプロ
グラミングが顎関節軟骨破壊の発症・進行にどのように関わっているかを検討するとともに、代
謝リプログラミングを標的とした予防・治療法開発の可能性について検討することとした。 
 
２．研究の目的 
関節において HA が低分子化される分解機序を明確にし、HA の低分子化が軟骨細胞の代謝リ

プログラミングを介して顎関節軟骨の破壊を引き起こすメカニズムを解明するとともに、HA 低
分子化の抑制が関節軟骨破壊の発症や進行に与える影響を明らかにすることを本研究の目的と
した。 

 
３．研究の方法 
実験動物の作製：動物実験はすべて大阪大学動物実験委員会及び大阪大学遺伝子組実験の承認
を得て行った (動物実験承認番号：動歯-30-008-0, 遺伝子組み換え実験承認番号：04263, 
04315)。Tmem2 flox および TMEM2-Flag ノックインマウスを使用した 34,36。Col2a1CreERT2マウス 
(東京大学、斎藤琢先生より分与) を Tmem2 flox/flox と交配し、Col2a1-CreERT2 ;Tmem2 flox/+
を作製した。また、タモキシフェン (Sigma-Aldrich, USA)をコーン油 (Sigma-Aldrich, USA)で
溶解し、100 µg/ml のタモキシフェン溶液を作製し、8週齢 Tmem2 flox/flox マウスにタモキシ
フェン溶液を 5日間連続腹腔内投与 (200 µl/回)し、軟骨特異的 Tmem2欠失マウスを作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 関節組織における Tmem2 の発現パターンの解析 
14週齢の Tmem2-FLAGマウスの膝関節の矢状断組織切片を用いて、関節軟骨、成長板、滑膜で

Tmem2 の発現の局在を観察した。Tmem2 は関節軟骨層で発現しており、軟骨細胞の細胞膜上に発
現していた (図 1-A,B,C)。 特に最表層や深層と比べ、タイドマークより上方の非石灰化軟骨層
の軟骨細胞に多く発現していた (図 1-A,B,C) 。また、成長板軟骨では増殖軟骨層から肥大軟骨
層にかけて広範な発現を認めた (図 1-D,E) 。また、HA を豊富に含む滑液を生成する滑膜では
滑膜細胞周囲に発現を認め、半月板では Tmem2 の発現は見られなかった (図 1-F,G) 。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 1 膝関節における Tmem2 の局在の解析。

(A-B) 14 週齢の Tmem2-FLAG マウスの関節軟

骨の矢状断凍結切片の蛍光顕微鏡像 (bar: 

20 µm)。非石灰化軟骨層に Tmem2 の発現を認

めた。白矢印は Tmem2 の強発現部位を示す。

(sf; 最表層、uc; 非石灰化軟骨層、cc; 石

灰化軟骨層、sb; 軟骨下骨層)。(C) 白点線

で囲まれた領域の拡大像を示す。軟骨細胞の

細胞膜上に Tmem2 の発現を認めた。(bar: 20 

µm)。(D-E) 14 週齢の Tmem2-FLAG マウスの

成長版軟骨の矢状断凍結切片の蛍光顕微鏡

像 (bar: 20 µm)。(rc; 静止軟骨層、pc; 増

殖軟骨層、mc; 成熟軟骨層、sb; 軟骨下骨

層)。増殖軟骨層から肥大軟骨層にかけて

Tmem2 の広範な発現を認めた。白矢印は

Tmem2 の強発現部位を示す。(F-G) 14 週齢の

Tmem2-FLAG マウスの滑膜の矢状断凍結切片

蛍光顕微鏡像 (bar: 20 µm)。滑膜で Tmem2

の発現を認めたが、半月板ではみられなかっ

た。白矢印は Tmem2 の強発現部位を示す。 



(2) OAモデルマウスにおける Tmem2、HA の発現の解析 
本実験では、関節組織における Tmem2 の生物学的機能や OA との関わりについて検討するため

に、7 週齢の Tmem2-FLAGマウスを用いて、外科的 OA誘導法である Destabilization of Medial. 
Meniscus (DMM)手術を行い、OAモデルマウスを作製した。DMM手術 8週後に膝関節の矢状断凍結
切片を作製し、関節軟骨における Tmem2 および HA の発現を観察した。 
Tmem2 は関節軟骨において、OAモデル群、非 OA群の両方で発現していた (図 2-A,B,C,D)。OA
モデル群では非石灰化軟骨層で発現が増加しており、より広範な発現が確認された。一方、Tmem2
の強い発現がみられた非石灰化軟骨層で、HA の発現は減少していた (図 2-F,G,H,I,J,K) 。ま
た、定量 PCRの結果、OAモデル群において Tmem2 の発現が有意に増加していた。また HA の発現
は有意に低下していた (図 2-E) 。これは OA の病態において関節軟骨表層で Tmem2 の発現が増
加し、HA の分解が活発に行われていることを示している (図 2-D,K)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

(3) OA の進行度と Tmem2 および HA の発現の解析 
OA の進行度は関節軟骨の部位により差異があった。そこで、比較的に OA が進行している中等
度以上の部位と、軽度の OA部位を比較検討した。 
OA が進行した部位では DAPI 染色で核の染色性が低下しており (図 3-A,B,D,E 白矢印)、軟骨

細胞の変性や細胞死等が生じている可能性が示唆される。そのような部位では Tmem2、HA双方の
発現が低下していた。特に軽度 OA部位で HA の発現がみられた最表層や非石灰化軟骨層で HA の
発現が低下していた (図 3-C,F 白矢印) 。OA の発症初期段階で Tmem2 の発現は増加しており、
OA が進行するにつれ Tmem2 の発現は低下していた。 
 
 
 

図 2 関節軟骨における OA による HA、Tmem2 の発現の影響の解析。(A-D) DMM 手術 8 週後の関節軟骨の矢状断凍

結切片の蛍光顕微鏡像 (bar: 20 µm)。OA モデル群では非石灰化軟骨層で Tmem2 の発現が増加していた。白矢印

は Tmem2 の強発現部位を示す。(E) 関節軟骨における Tmem2 および HA の発現率。OA モデル群で Tmem2 の発現率

が有意に増加しており、反対に HA 量は有意に減少していた。(対照群 n=3、OA モデル群 n=3 ＊＊:p<0.001。        

(F-K) DMM 手術 8 週後の関節軟骨の矢状断凍結切片の蛍光顕微鏡像 (bar: 20 µm)。OA モデル群は非石灰化軟骨

層で Tmem2 の発現が増加していた。一方 HA の発現は減少していた。白矢印は HA の強発現部位を示す。黄矢印は

Tmem2 の強発現部位を示す。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(4) Tmem2 の欠失による OAへの影響 
Tmem2欠失マウスと対照群に DMM手術を行い、OA の病態を比較検討した。DMM手術を行ってか

らのタイムコースを 3群 (手術 4週後、手術 8週後、手術 12週後) に分け、膝関節矢状断凍結
切片を作成し、軟骨基質の変化や表層軟骨への影響を比較するために、サフラニン・ファストグ
リーン染色を行った。OA の進行度は OARSI グレードを用いて 7 段階で評価した 39。対照群では
手術 4週後でグレード 1 の軽度の OA所見が確認された (図 4-C) 。手術 8週後でグレード 2 (図
4-G 黒矢印) 、手術 12週後でグレード 3 の OA所見が確認された (図 4-K 黒矢印) 。DMM手術
後の経過時間が進むにつれて、軟骨基質の変性や軟骨表層の剥離が重症化し、経時的に OA が進
行した。一方、Tmem2欠失マウスでは、手術 4週後で非石灰化軟骨層と石灰化軟骨層の境界で表
層軟骨が一部剥離しており、グレード 4まで OA が有意に進行した  (図 4-D 黒矢印)。さらに手
術 8週後、手術 12週後では、非石灰化軟骨層と石灰化軟骨層の境界部で軟骨基質が脱落するグ
レード 5まで OA が重症化した (図 4-H,L 黒矢印)。 
DMM手術 4週後、8週後、12週後で OA の進行度を定量化した。3群とも、Tmem2欠失 OAモデ

ルマウスで軟骨基質の変性や表層軟骨の剥離が重症化し、OA が有意に進行した (図 4-M,N,O)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 OA の進行度と HA, Tmem2 の発現の解析。(A-F) DMM 手術 8 週後の関節軟骨の矢状断凍結切片の蛍光顕微鏡

像 (bar: 20 µm)。OA グレード 1 と比較し、OA グレード 3 と OA 進行した関節軟骨では、細胞核の染色性が低下す

るとともに、Tmem2、HA 双方の発現が減少していた。白矢印は関節軟骨表層が一部剥離している部位を示す。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(5) Tmem2欠失軟骨細胞におけるアポトーシスの解析 

Tmem2 の欠失が軟骨細胞の生存に影響するかを調べた。TUNEL 染色では、非 OA群と比べ、OAモ
デル群の OA部位で広範な発現をみとめた (図 5-A,B,C,D 白矢印)。また、TUNEL 陽性細胞数を
観察した結果、OA モデル群の非石灰化軟骨層軟骨細胞で TUNEL 陽性細胞の割合が有意に増加し
ていた (図 5-E)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Tmem2 の欠失による OA への影響の解析。(A-D) DMM 手術 4 週後、8 週後、12 週後のマウス膝関節軟骨矢状断凍

結切片のサフラニン・ファストグリーン染色像 (bar: 100 µm)。DMM 手術 4 週後では、Tmem2 欠失マウスで非石灰

化軟骨層と石灰化軟骨層の境界部で軟骨が一部剥離していた (D、黒矢印)。DMM 手術 8 週後と 12 週後では、DMM 手

術を行った対照群マウスでもサフラニン O の染色性の低下や軟骨の裂溝などの OA 所見を認めた (G、K、黒矢印)。

さらに、Tmem2 欠失マウスで非石灰化軟骨層と石灰化軟骨層の境界部で軟骨が完全に脱落しており(H、L、黒矢印)、

OA が有意に進行した。(M-O) OARSI スコアを用いた OA 進行度の定量評価。非 OA 群 Tmem2 欠失マウスは対照群と比

べ OA 進行度に有意差はなかった。OA モデル群 Tmem2 欠失マウスで優位に OA が進行した。(DMM 手術 4 週後 n=5 
＊:p<0.05、DMM 手術 8 週後 n=5 ＊:p<0.05、DMM 手術 12 週後 n=3 ＊:p<0.05 ) 

 

図 5  Tmem2 の欠失によるアポトーシスへの影響の解析。(A-D) DMM 手術 8 週後の膝関節軟骨の矢状断凍結切片の

蛍光顕微鏡像 (bar: 100 µm)。OA 部位でアポトーシスが亢進した (C、D、白矢印)。(E) 非石灰化軟骨層における

TUNEL 陽性細胞率。Tmem2 欠失マウスにおいて非 OA 群と比較し、OA モデル群で非石灰化軟骨細胞層軟骨細胞にお

ける TUNEL陽性細胞の割合が有意に増加した。(対照群 n=3、Tmem2 欠失マウス n=3 ＊＊:p<0.001)。 
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