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研究成果の概要（和文）： 

副甲状腺ホルモン関連ペプチド（PTHrP）の主要なシグナル伝達分子であるG蛋白シグナルネッ

トワークの軟骨分化・再生に対する調節機構を、GαsおよびGαq蛋白の軟骨特異的遺伝子改変マ

ウスを解析することによりin vivo とin vitroの両面から多角的に検証することを目的として研

究を行った。Gαs、Gαq蛋白の軟骨組織特異的なコンディショナルKOマウスはCre/loxPシステム

を用いて作成したが、軟骨分化に至る前に胎生致死となってしまい、軟骨組織の解析が出来なか

った。一方、 PTHrP受容体のC末側細胞内ドメインに結合する蛋白質を網羅的に探索したところ

、新たな結合蛋白としてβカテニンを同定した。PTHrPとβカテニンとの結合によりGαs/cAMP

シグナルが抑制され、Gαq/Ca2+を促進しそのシグナルが調節される事が明らかとなり、軟骨分

化に重要なコラーゲンタイプ10遺伝子の発現調節をしていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 PTHrP signal through both G alpha s and G alpha q play important roles in regulation 
of chondrocyte differentiation, although a precise mechanism is not clear. In this study, 
we have tried to establish mouse model of both overexpression of either G alpha s or G 
alpha q in chondrocyte and also establish conditional knock-out mice of either G alpha 
s or G alpha q in chondrocytes to explore the specific roles of G alpha s and G alpha 
q in chondrocytes. Moreover, we have explored to find any proteins that interact directly 
with PTHrP receptor or downstream of its signal and examined any involvement in 
chondrocyte differentiation. 
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変形性関節症（osteoarthritis; OA）を始め
とした加齢性軟骨変性に伴う運動器疾患の
予防・治療法の開発・確立が社会的急務とな
っている。しかしながら、軟骨の分化・再生
のメカニズムについての知識の蓄積は極め
て乏しいのが現状である。 
成長軟骨における軟骨細胞は静止細胞層、増
殖細胞層、前肥大軟骨細胞層、肥大軟骨細胞
層とそれぞれ同調した分化段階にある細胞
群がきわめて整然と層状に配列したコラム
を形成している。この一連の分化過程の制御
に、増殖軟骨細胞や軟骨周囲細胞に強く発現
し分泌される PTHrPが重要な役割を果たすこ
とが、遺伝子組換えマウスの解析等により明
らかとなってきた。PTHrP 遺伝子欠損マウス
の成長軟骨の解析では、成長板軟骨の肥大化
の異常な亢進を認め、また前肥大軟骨細胞に
多く発現している PTH/PTHrP 受容体(PPR)の
KO マウスにおいても同様な結果が得られた。
また、恒常的活性型 PPRの軟骨組織過剰発現
（Tg）マウスでは、著明な軟骨細胞の肥大分
化抑制が認められ、これらのことから PTHrP
シグナルは、軟骨細胞の肥大分化を抑制して
いることが明らかとなった。しかしながら、
PTHrP がその受容体に結合後、どのようなメ
カニズムで肥大分化抑制を来すのかその全
容は明らかとなっていない。PPR は、前肥大
軟骨細胞に発現する 7 回膜貫通型受容体で、
PTHrP が結合するとその下流の G 蛋白を活性
化することによって細胞内シグナルを伝え
る。この G蛋白には Gαsと Gαqの 2 種類が
あることが知られており、それぞれが独立し
たシグナル伝達経路を有していることから、
PTHrP の軟骨細胞の分化制御にはこれらの２
つのシグナル経路が深く関わっていること
が考えられている。これまでの先行研究で、
軟骨肥大分化抑制に対する Gαs シグナルの
関与についての報告は散見されるが、軟骨細
胞特異的 Gαs 遺伝子欠損マウスは胎生致死
のため成体マウスでの解析が出来ず、もう一
方の Gαq のシグナルを介した生体内での軟
骨代謝調節機構については殆ど解明されて
いないのが現状である。一方、軟骨の変性と
病的骨化が主要病態である変形性関節症も、
元来永久軟骨であるはずの関節軟骨に肥大
細胞分化・石灰化といった軟骨内骨化が起こ
ることによって発症することが知られてい
る。この変形性関節症における軟骨内骨化の
分子メカニズムについても断片的にしか解
明されておらず、軟骨肥大化抑制作用を有す
る PTHrPの G蛋白を介したシグナルの変形性
関節症への関与についても不明である。 
本研究では、軟骨細胞での Gαs および G

αq蛋白の gain of function および loss of 
functionを in vivoで検証するため、軟骨細
胞特異的 G蛋白過剰発現マウス、およびタモ
キシフェン誘導性 Cre遺伝子による Cre-loxP 

system を用いた G 蛋白コンディショナル KO
マウスの作出を行い、それぞれのマウスの軟
骨組織を解析することにより、G 蛋白シグナ
ルを介した生体内での軟骨代謝調節機構を
明らかにする。また、in vitroでこれら各種
遺伝子改変マウス由来の軟骨細胞を用いた
解析を行い、G 蛋白による新たな軟骨細胞分
化制御関連シグナルを同定し、軟骨内骨化に
おける分子ネットワークの全容解明に迫る
ことを目的とする。更に、上記遺伝子改変マ
ウスに対し変形性関節症モデルを作成し、変
形性関節症における G蛋白シグナルの関与を
解明し、軟骨変性疾患に対する新薬開発への
基礎データを得ることを目的にデザインし
た。 
 
２．研究の目的 

副甲状腺ホルモン関連ペプチド（PTHrP）
の主要なシグナル伝達分子であるG蛋白シ
グナルネットワークの軟骨分化・再生に対
する調節機構を、GαsおよびGαq蛋白の軟
骨特異的遺伝子改変マウスを解析すること
によりin vivo とin vitroの両面から多角
的に検証する。また、G蛋白シグナルに制御
される新規軟骨細胞分化関連シグナルの同
定を試みることで、軟骨変性疾患の予防・
治療法開発への基礎データを得ることを試
みる。 

(1)軟骨特異的 Gαs、Gαq蛋白過剰発現マウ

スの作出およびその軟骨組織の解析 

(2)タモキシフェン誘導型 Gαs、Gαq コンデ

ィショナル KOマウスの作出およびその軟骨

組織の解析 

(3)各遺伝子改変マウスでの変形性関節症モ

デルの作製と解析 

(4)軟骨における G 蛋白シグナル関連下流分

子の探索 

 
３．研究の方法 
(1) 軟骨特異的 Gαs、Gαq 蛋白過剰発現マ
ウスの作出およびその軟骨組織の解析 
Gαs、Gαqシグナルの gain of function を

in vivoで検証するため、Gαs、Gαq蛋白を
軟骨組織特異的に強制発現させた過剰発現
（Tg）マウスを作成する。軟骨特異的に G 蛋
白遺伝子を発現させるために、エンハンサー
を含む 3.5 kbの COL2a1プロモーターを用い
Gαs、Gαq 遺伝子を組み込み、さらに 900 bp
におよぶタンデム Poly Aを後半に挿入し発
現効率を上げたコンストラクトを作成する。
作成したコンストラクトを B126種マウス由
来の受精卵にマイクロインジェクションし
遺伝子導入を行う。その後、偽妊娠させた母
体にもどし F1世代を作成する。サザンブロ
ット法にて各 G蛋白遺伝子の過剰発現を確認
できたマウスを用い、そのヘテロマウス同士



 

 

を交配し F2 世代の Tg マウスを作成し、軟骨
組織の解析を進める。具体的には、まず胎
児・出生直後のマウスを用いて whole mount
を作製し、アルシアンブルーおよびアリザリ
ンレッドによる骨格二重染色を行い、同胞野
生型（WT）マウスと比較することによってパ
ターニング異常を検討する。次に Tgマウス
の軟骨組織の解析を長管骨成長板を用いて
行う。HE染色の他に、軟骨基質特異的な組織
染色法（サフラニン O染色、トルイジンブル
ー染色）や、BrdU のラベリング、ALP 染色、
TRAP染色、軟骨基質の石灰化能を検討するた
め von Kossa染色を行い WT マウスと比較検
討する。さらに成長板の軟骨分化マーカー
（II型・X型コラーゲン、MMP13、VEGFなど）
による免疫染色、in situ hybridizationの
手法を用いて、軟骨細胞分化の程度を検討し、
各 G蛋白の軟骨細胞特異的な gain of 
function による軟骨代謝への影響を in vivo
で調べる。 
(2) タモキシフェン誘導型 Gαs、Gαq コン
ディショナル KOマウスの作出およびその軟
骨組織の解析） 
初年度は主に Gαs、Gαq蛋白の軟骨組織特
異的なコンディショナル KO マウス作製準備
を行う。本マウスは Cre/loxP システムを用
いて作成する予定であるが、Gαs、Gαq 蛋白
を loxPで挟み込んだ Floxマウスは既に作出
されており、東京大学骨軟骨再生医療講座に
て系統維持されている。コンディショナル KO
マウスは、同 Flox マウスと軟骨細胞特異的
に Creを発現するマウス（Col2a1-Creマウス）
との掛け合わせで作出されるが、通常の軟骨
細胞特異的 Cre マウスとの掛け合わせでは、
出来たコンディショナル KO マウスも胎生致

死となりうるため、本研究ではタモキシフェ
ン投与後に軟骨細胞特異的に Creを発現する
タモキシフェン誘導型 Col2a1-Creマウスと
Floxマウスを交配させて、タモキシフェン誘
導型コンディショナル KOマウスを作出する。
掛け合わせにより作成され、ライン化された
コンディショナル KOマウスが、軟骨細胞特
異的にかつタモキシフェン投与後に遺伝子
欠損を起こしているかを、コンディショナル
KO マウスを ROSAマウスと掛け合わせ、タモ
キシフェン皮下投与後に生まれる新生児に
Lac Z 染色を行い確認する。このシステムを
用いると、タモキシフェン皮下投与後に Cre
遺伝子の発現しているところで Lac Z染色陽

性となり、作成したコンディショナル KO で
の組織特異性を確認することができる。 
コンディショナル KOマウスが作成された

後、まずはタモキシフェン依存的かつ軟骨組
織特異的に Gαs、Gαq蛋白の欠損が起こる
ことを RNA、蛋白レベルで確認する。具体的
にはタモキシフェン投与後にコンディショ
ナル KOマウスの脛骨近位端成長板組織を実
体顕微鏡下に採取し、同部での RNA、蛋白を
各々採取する。その後、各 G 蛋白遺伝子に対
する RT-PCR および各 G蛋白抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングを行い、発現レベル
を同定する。この G 蛋白遺伝子欠損が確認で
きた後、Tgマウスと同様に軟骨組織の組織学
的解析を進める。タモキシフェン投与を出生
直後および生後 4，8，12週齢のマウスに各々
皮下投与後、コンディショナル KOマウスの
軟骨組織の解析を、長管骨成長板を用いて行
う。HE染色の他に、軟骨基質特異的な組織染
色法や、BrdUのラベリング、軟骨基質の石灰
化能を検討するため von Kossa染色を行い WT
マウスと比較検討する。さらに、成長板の軟
骨分化マーカーによる免疫染色、in situ 
hybridizationの手法を用いて、軟骨細胞分
化の程度を検討し、Gαs、Gαqの軟骨細胞特
異的な loss of functionによる軟骨代謝へ
の影響を in vivoで調べる。 
(3) 各遺伝子改変マウス由来の初代軟骨培
養細胞の検討 
実体顕微鏡下に、生直後の Tg マウスおよび
コンディショナル KOマウス由来の肋軟骨を
コラゲナーゼ処理し、軟骨細胞を採取、培養
する。さらにコンディショナル KOマウス由
来の軟骨細胞ではタモキシフェンを投与し、
遺伝子欠損を誘導する。こうして得られた各
種遺伝子改変マウス由来の初代軟骨培養細
胞を用いて in vitroで以下の検討を行う。1）
培養軟骨細胞の増殖能を細胞増殖曲線およ
び[3H]-thymidine取込能により評価する。2）
培養軟骨細胞の分化能・基質合成能・石灰化
能をアルシアンブルー染色、アリザリンレッ
ド染色、von Kossa 染色によって評価する。
また軟骨分化マーカーの発現をリアルタイ
ム RT-PCR法にて検討する。 
(4) 各遺伝子改変マウスでの変形性関節症
モデルの作製と解析 
 上記で作製した全ての遺伝子操作マウス
において、生理的条件下での変形性膝関節症
が見られるか、老齢マウスでの組織像から検
討する。同時に各遺伝子改変マウスにおいて
不安定膝変形性関節症モデルを作製し、軟骨
破壊、骨棘形成の程度を、放射線学的解析と
して X線、CT撮影、組織学的解析として、HE
染色、サフラニン O 染色、トルイジンブルー
染色、各種軟骨マーカー分子、細胞周期マー
カー、アポトーシス関連分子などに対する免
疫染色を行い、野生型同胞マウスと比較検討
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する。OAの進行度については OARSI スコアお
よび我々が確立した grading system を用い
て組織学的重症度を定量化する。 
(5) 軟骨における G蛋白シグナル関連下流分
子の探索 
上述した in vivoおよび in vitroでの検

討で、野生型と遺伝子改変マウスとの間に明
らかな違いが見られた場合、Gαs、Gαq 蛋白
シグナルの下流に存在する関連因子の検討
を主に in vitroの系で行う。タモキシフェ
ン投与後と投与していない各マウスの軟骨
より RNA を抽出し、まずは既に知られている
骨代謝、軟骨代謝関連分子をターゲットとし
た検討を行う。 
 
４．研究成果 
副甲状腺ホルモン関連ペプチド（PTHrP）

の主要なシグナル伝達分子である G蛋白シグ
ナルネットワークの軟骨分化・再生に対する
調節機構を、Gαs および Gαq 蛋白の軟骨特
異的遺伝子改変マウスを解析することによ
り in vivo と in vitro の両面から多角的に
検証することを目的として研究を行った。軟
骨特異的 Gαs、Gαq 蛋白過剰発現マウスの
作出およびその軟骨組織の解析の準備を行
った。軟骨特異的に G蛋白遺伝子を発現させ
るために、エンハンサーを含む 3.5 kb の
COL2a1 プロモーターを用い Gαs、Gαq 遺伝
子を組み込み、さらに 900 bp におよぶタン
デム Poly A を後半に挿入し発現効率を上げ
たコンストラクトを作成し、作成したコンス
トラクトを B126 種マウス由来の受精卵にマ
イクロインジェクションし作製した。その遺
伝子発現パターンを解析し、偽妊娠させた母
体にもどし F1 世代を作成し、サザンブロッ
ト法にて各 G蛋白遺伝子の過剰発現を確認し
たが、F1世代において、導入した G 蛋白遺伝
子陽性の Tg マウスが生まれず過剰発現が認
められなかった。コンストラクト DNAの純度
をさらに上げて不純物のより少ない DNAを高
濃度でマイクロインジェクションすること
を再度試みたが結果は同じであり、また一部
少量ながら過剰発現していた Tg マウスが胎
生致死のため解析不可能となってしまった。
軟骨細胞特異的プロモーターにより誘導さ
れ、軟骨形成時より G蛋白遺伝子がドライブ
されるはずであったが、軟骨組織以外での発
現も考えられた。 
一方で、タモキシフェン誘導型 Gαs、Gαq 

コンディショナル KO マウスの作出およびそ
の軟骨組織の解析の準備を進めた。Gαs、G
αq 蛋白の軟骨組織特異的なコンディショナ
ル KOマウスは Cre/loxPシステムを用いて作
成を試み、Gαs、Gαq 蛋白を loxP で挟み込
んだ Flox マウスと軟骨細胞特異的に Cre を
発現するマウス（Col2a1-Cre マウス）との掛
け合わせを行った。特に通常の軟骨細胞特異

的 Creマウスとの掛け合わせでは、出来たコ
ンディショナル KO マウスも胎生致死となっ
たこともあり、本研究ではタモキシフェン投
与後に軟骨細胞特異的に Creを発現するタモ
キシフェン誘導型 Col2a1-Cre マウスと Flox
マウスを交配させて、タモキシフェン誘導型
コンディショナル KOマウスの作成を行った。
しかし、作成したマウスのほとんどが胎生致
死となってしまい、生後にタモキシフェンに
よる遺伝子欠損の誘導は全く確認されなか
った。また一部胎生致死を免れたラインも軟
骨特異的に Cre が発現しないことにより、軟
骨特異的 KO マウスにならないことが確認さ
れた。これは Creの軟骨以外の臓器での発現
による、多臓器での G蛋白の欠損が起こった
と考えられ、再度別ラインのタモキシフェン
誘導型 Col2a1-Cre マウスを入手し、Creの発
現パターンを確認後、作出したが結果は同等
であった。 

軟骨におけるG蛋白シグナル関連下流分子

の探索については新たな知見が得られた。

PTHrP受容体のC末側細胞内ドメインに結合す

る蛋白質を網羅的に探索したところ、新たな

結合蛋白としてβカテニンを同定した。軟骨

様細胞株であるATDC細胞にGFP標識したPTH受

容体を強制発現させると、 PTH受容体とカテ

ニンとの結合は PTH刺激によって減弱した。

PTH受容体の段階的deletion、mutagenesisに

よって、C末側582-585の4アミノ酸がβカテニ

ンの結合に必須であることが示された。PTH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

刺激後の細胞内Ca2+濃度は、βカテニンsiRNA

および PTH受容体（Δ582-585）変異体の強制

発現によって消失したことから、PTHrPシグナ

ル伝達に重要であることが明らかとなった。

マウス成長板の免疫染色によって、PTHrP受容

体とβカテニンは前肥大軟骨細胞層に共局在

していた。さらに、マウス軟骨前駆細胞ATDC5

倍養系にPTH (1-34)を投与すると、軟骨肥大

分化マーカーであるCOL10の転写活性も発現

レベルも抑制されたが、これらはいずれも恒

常活性型βカテニンの過剰発現で回復した。

この回復効果はPPR（Δ582-585）変異体導入

ATDC細胞においては見られなかった。以上よ



 

 

り、軟骨細胞においてβカテニンがPTHrP受容

体に結合することで、Gαs/cAMPを抑制しGα

q/Ca2+を促進して、PTHrPシグナルを調節して

いる可能性が確認された(上図)。 
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