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研究成果の概要（和文）： DDR2 がボディサイズをどのように制御しているかなど、生体内に

おける詳細な機能はあまり知られていない。そこで DDR2 トランスジェニックマウスの作出な

らびに培養細胞実験を行った。軟骨特異的に Ddr2 cDNA を過剰発現するトランスジェニック

マウスを作出し、軟骨組織の解析を行ったが、その表現型については特に目立った特徴は見ら

れなかった。次に、軟骨前駆細胞株（ATDC5）を用いた Ddr2 の発現抑制実験を行った結果、

軟骨前駆細胞において DDR2 が細胞増殖、分化に抑制的に働いている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed phenotypes of DDR2 transgenic mice and ATDC5 cell lines with a focus on 
growth and size control. In previous study, cartilage cell proliferation decreased in DDR2 
KO mice, and we analyzed also the function of DDR2 in cartilage tissue. We produced Ddr2 
cDNA transgenic mice, which were specifically overexpressed only in the cartilage cells, but 
there were no prominent phenotypes in cartilage tissue of the transgenic mice.  
 To understand the role of Ddr2 in chondrocyte proliferation and differentiation, we next 
performed knockdown experiments using Ddr2 miRNA in ATDC5 cells. We found that 
DDR2 might repress cell proliferation and differentiation in cartilage cells. 
 DDR2 is suggested to have important function especially in the reproductive organs by the 
expression in various tissues.  
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１．研究開始当初の背景 
動物の体あるいは器官サイズはどのような
仕組みで恒常的に維持されているのであろ
うか？  
 生物のボディサイズや器官サイズ制御機
構の解明は、基礎生物学的に生物の形態形成
を理解する上で非常に重要な課題である。ま
た医学研究などの応用生物学領域において
もがんなど細胞増殖異常の様々な疾患、遺伝
病の解明にとって、きわめて重要なテーマと
なっている。 
 動植物共通の研究成果として、器官のサイ
ズ制御は、細胞レベルの制御の単純な集積で
はないことが明らかになってきた。例えば、
ある器官の細胞 1 個のサイズは、どの動物種
をとってもそれほど変わらない。この点から、
動物の体や器官のサイズは構成する総細胞
数によって決定されるように考えられるが、
5 倍体イモリでは、細胞 1 個のサイズは 1 倍
体細胞の約 5 倍のサイズであるが、全体の総
細胞数は約 5 分の 1 になり、結果的に体全体
のサイズや各器官のサイズは変わらない。同
様に、ショウジョウバエの羽において細胞周
期異常を誘起しても、羽根の形態やサイズは、
野生型のものと変わらない。さらに植物の葉
においても、細胞周期制御が異常になり細胞
増殖能が低下しても、葉のサイズは細胞数の
減少から計算されるほどには減少しない。こ
れまで申請者らは、4 倍体/2 倍体キメラマウ
ス胚を用いた研究において、4 倍体細胞にお
ける細胞周期延長と増殖能低下の可能性を
示唆した。 
 また最近マウスにおいて、器官サイズは内
的要因と外的要因のバランスによって制御
されることがわかってきた。マウス肝臓にお
いて、内的要因である肝幹細胞数を胎子期の
ある期間のみ人為的に減少させても、何らか
の外的要因により肝臓のサイズは最終的に
維持される。 
 これらのことから、哺乳類においても単に
細胞レベルで細胞分裂回数のみを数えてい
るのではなく、体全体や器官全体のサイズを
制御するための、全身的ならびに局所的な生
物共通の細胞分裂調節機構があり、何らかの
方法で実際に体や器官全体のサイズを制御
する因子や遺伝的な機構、ボディサイズ恒常
性維持機構が存在すると考えられる。 
 申請者はこれまでに、主にボディサイズが
通常と異なる変異マウスの解析を行ってい
るが、ポジショナルクローニング法によって
自然発生の矮小マウス Smallie の原因遺伝子
がコラーゲンレセプターDiscoidin domain 
receptor 2 (DDR2) であることを同定し、
DDR2 と矮小性ならびに妊性との関連につ
いて明らかにした。DDR2 は軟骨細胞の増殖
を調節する機能を持つため、骨の前駆細胞で
ある軟骨細胞に対して特異的に DDR2 の発

現調節を行うことにより、軟骨細胞数を増減
させることが出来ると考えられる。今回はこ
の DDR2 の発現制御を行い、ボディサイズを
内的要因と外的要因の観点から解析するこ
とにした。 
 
 
２．研究の目的 
 生体内における詳細な機能が明らかにされ
ていない DDR2 の、特にボディサイズ制御に
関わる機能解析を目的とした。 
 まず Labrador ら（2001）による DDR2 KO
マウスにおける軟骨細胞増殖能の低下が見
られるという報告を受け、軟骨内骨化による
骨格形成がボディサイズ決定に大きく寄与
するものであるという考えのもと、二種類の
トランスジェニックマウスおよび培養細胞
系を利用して軟骨組織における DDR2 の機
能解析を行った。次に、最初の実験結果およ
び DDR2 が多様な組織で発現しているとい
うこれまでの報告を受け、DDR2 が生殖器官
で重要な機能を担っていたように軟骨組織
以外の様々な組織でボディサイズ制御に関
与しているのではないかという考えの下、全
身で DDR2 を過剰発現するマウスを作出す
ることで DDR2 の全身的な機能解析を行い、
DDR2 の未知の機能を探索した。 
 
３．研究の方法 
(1) 軟骨特異的 Ddr2過剰発現マウスを用い
て、軟骨組織における DDR2 の機能解析を試
みた。まず、以前作出した軟骨特異的 Ddr2
過剰発現マウスが、本当に軟骨組織において
Ddr2を過剰発現しているかを確認した。次に、
ボディサイズの変化を解析するために、軟骨
特異的 Ddr2 過剰発現マウスの体重を測定し
た。さらに、軟骨特異的に Ddr2を過剰発現
することで成長板の軟骨組織の細胞構成に
どのような変化が起きているかを調べた。最
後に、全身の骨格形成にどのような影響を与
えたかを調べた。 
 (2) 軟骨組織における DDR2の機能解析を行
うために、軟骨前駆細胞株 ATDC5 を用いて
miRNA による Ddr2 の発現抑制実験を行った。
まず細胞増殖における変化、分化誘導に対す
る応答性の変化を調べた。また Ddr2安定抑
制株を用いて、DDR2 の下流シグナルの探索を
試みた。 
(3) 生体内での軟骨組織における DDR2 の機
能解析を行うために、軟骨特異的に
Kinase-dead DDR2(KD-DDR2)を過剰発現する
マウスを作出し、解析を行った。ボディサイ
ズの変化を調べるために、軟骨特異的
KD-DDR2過剰発現マウスの体重を経時的に測
定し、さらに軟骨内骨化、全身の骨格形成の
影響を調べた。 
(4) 全身的に DDR2を過剰発現するトランス



 

 

ジェニックマウスを作出し解析することで
DDR2の未知の機能を探索し、ボディサイズ制
御との関連を検討することにした。ボディサ
イズの変化を調べるために、全身性 DDR2過
剰発現マウスの体重を経時的に測定した。さ
らに、軟骨内骨化および骨格形成への影響、
骨、軟骨組織以外の影響を検討し、DDR2の未
知の機能探索を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)  
① 軟骨特異的 Ddr2過剰発現マウスにおける
Ddr2発現量 
 導入遺伝子がゲノムに組み込まれたと判
定されたマウスおよびその同腹子について、
Ddr2 発現量の定量を行った結果、Tg マウス
において同腹子と比較して約 8 倍の Ddr2 が
発現していた。 
② 軟骨特異的 Ddr2過剰発現マウスの表現型
解析 
 軟骨特異的 Ddr2 過剰発現マウスが示す表
現型について、特に骨、軟骨組織に着目して
解析を行った。 

 軟骨特異的 Ddr2 過剰発現マウスおよびそ
の同腹子について、2 週齢から 6 週齢にかけ
て体重測定を行った結果、雌雄共に同腹子と
ほとんど変わらないことが示された。 

A. 軟骨特異的Ddr2 過剰発現マウスの体重推
移 

 4週齢における軟骨特異的 Ddr2過剰発現マ
ウスおよびその同腹子の雄マウスについて、
大腿骨端組織切片を作成しアルシアンブル
ー、HE 染色を行った結果、増殖軟骨細胞層、
肥大軟骨細胞層、また周囲の骨組織について、
いずれも同腹子と比較して変化が認められ
なかった。 

B. 軟骨特異的Ddr2 過剰発現マウスの大腿骨
端組織 

 12 週齢の軟骨特異的 Ddr2 過剰発現マウス
およびその同腹子の雄マウスについて、全身
骨格標本の外観からは、同腹子の間に変化は
認められなかった。 

C. 軟骨特異的Ddr2 過剰発現マウスの全身骨
格 

 次に、全長として鼻端から尾端部の長さを、
頭蓋骨長として鼻端から後頭部までの長さ
を、さらに、尺骨と脛骨の長さを測定した。
骨長測定の結果、同腹子との間に有意差が無
いことが確認された。 
(2) 
① 軟骨前駆細胞株 ATDC5の培養 
 本節では、Ddr2抑制実験のための in vitro
実験系として、軟骨前駆細胞株 ATDC5を用い
た。 
② miRNA による Ddr2抑制効果の確認 
 リアルタイム PCR により Ddr2 発現量を定
量した結果、miDdr2 をトランスフェクション

した実験区において、トランスフェクション
を行わなかった対照区と比較して約 60 %の
Ddr2発現量低下が確認された。 
③ Ddr2安定抑制株の作出 
 Ddr2抑制による ATDC5の表現型の変化を観
察するために、まず Ddr2 安定抑制株の作出
を行った。 

 Blasticidin 3 µg/ml 培養液中で選択培養
を行うことにより、16 系統の Ddr2 安定抑制
株を作出した。トランスフェクション、選択
培養することにより得られた mock と比較し
て有意に Ddr2発現量が低下している Ddr2安
定抑制株として、miDdr2 Line1、miDdr2 Line2、
miDdr2 Line3の 3つの株が得られ、それぞれ
約 40 %、30 %、70 %の Ddr2 の発現が抑制さ
れていた。 

Ddr2安定抑制株におけるDdr2 発現量 

④ Ddr2安定抑制株の表現型解析 
 前項で作出した Ddr2安定抑制株について、
Ddr2を抑制することにより ATDC5の表現型を
解析した。 

 前項にて作出した 3系統の安定抑制株およ
びmockを培養初日に 2×10

A. Ddr2安定抑制株の増殖 

4個播種し、その後
4 日間連続的に細胞数の計数を行った結果、
mockと比較して細胞増殖が活発になってい
た。また、特に細胞数の増加がmiDdr2 Line3
（約 70 %のDdr2 抑制率）、miDdr2 Line1（約
40 %のDdr2 抑制率）、miDdr2 Line2（約 30 %
のDdr2抑制率）の順に活発であったことから、
Ddr2 の抑制率が高ければ高いほど細胞増殖
が活発になっていることがわかった。 

 10 µg/ml bovine insulin を添加し Ddr2 安
定抑制株において分化誘導培養を行い、Ddr2
抑制による細胞分化の変化を調べた。その結
果、培養 15 日目において、miDdr2 Line3 で
は mock と比較してアルシアンブルー陽性細
胞群がより多く現れた。 

B. Ddr2安定抑制株の分化 

 Ddr2 の発現抑制によってどのように細胞
の表現型の変化がもたらされたのかを調べ
るために、骨芽細胞において DDR2 シグナル
による制御を受けることが示唆されている
Runx2 mRNAの発現量の定量を行った。測定の
結果、mockと比較して有意な差ではなかった
ものの、Runx2の発現は Ddr2 の抑制率に相関
して低下している傾向が観察された。 

C. Ddr2関連因子の発現 

(3) 
① 軟骨特異的 Kinase-dead DDR2 過剰発現マ
ウスの作出 

 肋軟骨由来マウス cDNA より得られた
KD-DDR2 配列を軟骨特異的発現ベクターであ
る p742lacZInt へと組み込み、さらに
Insulator 配列を Col11a2 プロモーターの上
流 に 組 み 込 む こ と で 、 軟 骨 特 異 的 に

A. コンストラクトの構築 



 

 

Kinase-dead DDR2を高率に発現することが予
測されるコンストラクトを構築した。 

 Insulator-Col11a2-KD-Ddr2 を顕微注入し、
生存胚を ICR偽妊娠マウスの卵管に移植する
ことで産子を得た。得られた産子のゲノム
DNA を用いて PCR により遺伝子導入の有無を
調べた。その結果、5系統の Tg マウスの作出
に成功した。 

B. Tgマウスの作出 

 得られた 5系統の Tgマウスについて、7 週
齢より C57BL/6Jマウスとの戻し交配を行い、
得られた産子について前項と同様に遺伝子
導入の有無を調べた。その結果、安定的に産
子を得ることの出来た 3 系統の Tg マウスに
ついて解析を行った。この 3 系統の Tg マウ
スをそれぞれ Line1、Line2、Line4と呼称す
る。 

C. Tgマウスの継代 

 作出した軟骨特異的 KD-DDR2過剰発現マウ
スについて、発現量の測定を行った。その結
果、Line1においては Kinase-dead Ddr2の発
現が確認されず、Line2 においては野生型
Ddr2と同程度の発現、Line4 においては野生
型 Ddr2の約 17倍の KD-DDR2の発現が確認さ
れた。以降の解析では、Line4を解析した。 

D. Kinase-dead Ddr2発現量 

 肋軟骨を採取、抽出したタンパク質に対し
て DDR2、α-Tubulin に対する抗体を用いて
ウエスタンブロッティングを行った。ウエス
タンブロッティングの結果、KD-DDR2 のバン
ドが強く検出された。 

E. TgマウスにおけるKD-DDR2 の発現確認 

② 軟骨特異的 KD-DDR2 過剰発現マウスの表
現型解析 
 ① より、KD-DDR2 の過剰発現が確認された。
そこで、軟骨特異的 KD-DDR2 過剰発現マウス
が示す表現型について、特に骨、軟骨組織に
着目して解析を行った。 

 軟骨特異的 KD-DDR2過剰発現マウスおよび
その同腹子の雌マウスについて、2 週齢から
6 週齢にかけて体重測定を行った結果、同腹
子とほとんど変わらないことが示された。 

A.体重推移 

 3 週齢における軟骨特異的過剰発現マウス
について、大腿骨端組織切片を作成し HE 染
色を行い、増殖軟骨細胞層の厚みを計測した。
その結果、軟骨特異的 KD-DDR2過剰発現マウ
スにおいて同腹子と比較して増殖軟骨細胞
層の厚みが増していた。肥大軟骨細胞層につ
いては同腹子の間に違いはなかった。 

B.大腿骨端組織 

6 週齢の軟骨特異的 KD-DDR2 過剰発現の雌マ
ウスについて、アルシアンブルー、アリザリ
ンレッド共染色により全身骨格標本を作製
した。全身骨格標本の外観からは、同腹子と
の間に変化は認められなかった。 

C.全身骨格 

 次に、頭蓋骨長、尺骨、脛骨の骨長を測定
したところ、同腹子の間に差は無かった。 
(4) 
① 全身性 DDR2 過剰発現マウスの作出 

 CAG-Ddr2を顕微注入し、生存胚を ICR偽妊
娠マウスの卵管に移植することで産子を得
た。3 系統の Tg マウスの作出に成功した。 

A. Tgマウスの作出 

 作出した全身性 DDR2 過剰発現マウスおよ
びその同腹子の雄マウスより、DDR2の発現が
知られている組織である精巣および心臓を
採取し、タンパク質を抽出して DDR2、α
-Tubulin についてウエスタンブロッティン
グを行った。その結果、精巣、心臓ともに Tg
マウスにおいて大幅な DDR2 の過剰発現が確
認された。 

B. TgマウスにおけるDDR2の過剰発現 

② Tg マウスの表現型解析 
 全身性 DDR2 過剰発現マウスの表現型につ
いて解析を行った。 

 全身性 DDR2 過剰発現マウスおよびその同
腹子について、2 週齢から 8 週齢にかけて体
重測定を行った結果、雌雄共に 3週齢より同
腹子と比較して低い体重を示し、5 週齢以降
は同腹子の約 85％の体重を示した。特に 8週
齢における体重測定の結果、同腹子と比較し
て有意に低い体重であった。 

A.体重推移 

 前項より、全身性 DDR2 過剰発現マウスは
成体において同腹子と比較して低体重であ
ることが明らかとなった。この低体重の原因
が骨長の減少、軟骨組織の形成不全など骨、
軟骨組織における変化にあるのかどうかを
確かめるため、骨、軟骨組織についての解析
を行った。 

B.骨、軟骨組織解析 

  10 週齢における全身性 DDR2 過剰発現マ
ウスおよびその同腹子の雄マウスについて、
大腿骨端組織切片を作成し HE染色を行った。
その結果、増殖軟骨細胞層、肥大軟骨細胞層
について、いずれも同腹子と比較して変化は
認められなかった。 

C.大腿骨端組織 

  10 週齢の全身性 DDR2 過剰発現マウスお
よびその同腹子の雄マウスについて、アルシ
アンブルー、アリザリンレッド共染色により
全身骨格標本を作製した。全身骨格標本の外
観からは、同腹子の間に差は認められなかっ
た。 

D.全身骨格 

  次に、作製した全身骨格標本について、
全長、頭蓋骨長、尺骨、脛骨の長さを測定し
たところ、同腹子の間に差はなかった。 

 全身性 DDR2 過剰発現マウスは成体におい
て同腹子と比較して低い体重を示すものの、
骨、軟骨組織、さらに体長にも変化はないこ

E. 脂肪蓄積量 



 

 

とが明らかとなった。そこで、全身性 DDR2
過剰発現マウスに見られた低体重の原因と
して脂肪蓄積の異常があるのではないかと
考え、脂肪の蓄積量について解析を行った。 
蓄積脂肪量として、24-26週齢の全身性 DDR2
過剰発現マウスおよびその同腹子の雌マウ
スより、皮下脂肪として背側、鼠径部の白色
脂肪を、内臓脂肪として生殖腺、腸間膜の白
色脂肪を採取し、その重量を計量した。その
結果、同腹子と比較して皮下脂肪重量、内臓
脂肪重量ともに有意に減少していた。 

 これまでの解析より、全身性 DDR2 過剰発
現マウスに認められた低体重の原因の一つ
として、蓄積脂肪量の減少があることが明ら
かとなった。次に、全身性 DDR2 過剰発現マ
ウスに観察された脂肪量蓄積の減少の原因
として食餌量について解析を行った。 

F. 食餌量 

 体重あたりの食餌量を求めたところ、全身
性 DDR2 過剰発現マウスの食餌量は同腹子と
比較して減少しておらず、むしろ、有意な差
ではなかったものの、同腹子よりも若干の増
加傾向が認められた。 

 前項の実験より、全身性 DDR2 過剰発現マ
ウスに認められた蓄積脂肪量の減少と食餌
量の間に相関は認められないことが明らか
となった。そこで、全身性 DDR2 過剰発現マ
ウスにおける何らかの代謝異常が脂肪蓄積
量の減少の原因となっているのではないか
と考え、特に代謝に関わる因子に着目した血
液生化学検査を行った。 

G.血液生化学検査 

 6週齢の全身性 DDR2過剰発現マウスおよび
その同腹子の雄マウスより血漿を採取し、
Rat Metabolic MAPV1.0 により血液生化学検
査を行った。また、血漿を採取した個体の精
巣よりタンパク質を抽出し、DDR2 およびα
-tubulin についてウエスタンブロッティン
グを行うことで、全身性 DDR2 過剰発現マウ
スが DDR2 発現を確認した。その結果、血液
検査に供した全身性 DDR2過剰発現マウスは、
どの個体も DDR2 を過剰発現していることが
確認された。血液生化学検査の結果、同腹子
と比較して全身性 DDR2 過剰発現マウスにお
いて血中濃度が著しく低下している因子と
して Growth Hormone（GH）が、同腹子と比較
して全身性 DDR2 過剰発現マウスにおいて血
中濃度が著しく上昇している因子として
Testosterone、Prolactin、Leptin が同定さ
れた。 

 血液生化学検査の結果、全身性 DDR2 過剰
発現マウスにおいて Testosterone の血中濃
度が著しく上昇していることが明らかとな
った。このことが脂肪蓄積量の減少と関連が
あるかは不明であるが、全身性 DDR2 過剰発
現マウスにおいて精巣に形態的異常が認め

られる可能性が考えられたため、精巣の組織
化学的解析を行った。 

H.精巣組織 

 6週齢の全身性 DDR2過剰発現マウスおよび
その同腹子の雄マウスより精巣を採取し、組
織切片を作成し HE染色を行った。その結果、
全身性 DDR2 過剰発現マウスにおいて同腹子
と比較して、テストステロンを分泌するライ
ディッヒ細胞を含めて精巣の形態的異常は
認められなかった。 

 全身性 DDR2 過剰発現マウスに見られた脂
肪蓄積量減少や血中 Leptin 濃度上昇が脂肪
における DDR2 の異所的発現によるものでは
ないことを確かめるために、導入遺伝子の確
認されなかった同腹子より採取した脂肪組
織を用いて RT-PCR およびウエスタンブロッ
ティングを行った。その結果、RT-PCR により
脂肪組織における Ddr2 の発現が確認され、
ウエスタンブロッティングにより脂肪組織
における DDR2の発現が確認された。 

I. 脂肪組織におけるDDR2の発現確認 
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