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研究成果の概要（和文）： 

関節軟骨の表層は「表層細胞」と呼ばれる特殊な細胞で覆われており、状況に応じて表層細胞
を活性化させることが関節を正常に機能させるための重要な要因である。本研究課題では、関
節軟骨の損傷および修復のメカニズムの解明を目的とし、表層細胞の性質を分子レベルで解析
した。種々の遺伝子改変マウスの解析から、表層細胞は未分化な関節軟骨前駆細胞様の性質を
有し、その性質の保持には Wnt/β-catenin シグナルによる制御機構が存在することを明らかに
した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The surface of articular cartilage is covered with unique cells called superficial cells. 
To keep maintaining articular function under the loaded circumstances, it is important 
to activate superficial cells. The aim of this study is to investigate the characteristics 
of superficial cells, and the pathological and recovery mechanisms in articular cartilage 
injuries. This study found that the superficial cells had undifferentiated chondro 
progenitor cell-like properties, that was controlled by Wnt/β-catenin signaling using 
gain- and loss of function ofβ-catenin model mice.  
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１．研究開始当初の背景 

 関節軟骨は数層の層状構造を成し、表層部
分は直接力学的負荷を受けるため、表層と深
層とは構造や性質が大きく異なっている。し
かし、表層組織を構成する「表層細胞」がど
のような細胞なのか、また、それらの増殖や

分化がどのように制御されているのかは不
明である。これまでの表層細胞の知見として
は、以下のことが挙げられる。 
(1) 表層細胞は円滑な関節運動を支持する
ために Lubricin タンパク質を発現し、
Lubricin 欠損マウスでは関節表層細胞の欠
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如と変形性関節症の発症が報告されている。 
(2) 関節軟骨は、細胞増殖能が低く、自己修
復しにくい組織であるが、ウシ関節表層より
長期増殖能維持する未分化幹細胞が存在す
ると報告された。 
(3) 申請者は予備実験より、軟骨細胞で Wnt
シグナルを活性化および、欠損させた遺伝子
改変マウスを作成、解析した結果、β
-catenin シグナルによって表層細胞の細胞
数や厚みを調節する重要な因子であること
を見い出した。 
 以上から、本研究課題では関節表層細胞の
機能発現における Wnt/β-catenin シグナル
の役割について明らかにしようと至った。 
 

２．研究の目的 

(1) 関節表層細胞に対するWnt/β-catenin 
シグナルの作用の解析 
(2) 関節軟骨における間葉系幹細胞の局在、
性質の解析 
 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子改変動物の組織学的解析 

軟骨特異的TypeⅪCollagenプロモーター制御
下に活性化型の-cateninを発現させたマウス
(CA--CatER)と、CreER-loxP システムを用い
た軟骨特異的-catenin 欠損マウス
(ColIICre--catenin conditional KO)を用い、関
節表層の構造の変化を組織学的に解析した。 

① 関節軟骨の構造、組成：HE染色、アルシ
アンブルー染色により解析した。 

②  BrdU標識：  BrdU長期保持細胞をSlow 

Dividing Cellとして検出した。 

③ 遺伝子発現：in situ hybridization法を用いて
Lubricinの発現を検討した。 

(2) マウス関節表層細胞の初代培養を用い
た細胞機能解析 
①  細胞増殖、細胞周期 : MTS法および
FACScanによる細胞周期の解析を行った。 

② 関節軟骨の性質：DNAマイクロアレイを用
いて軟骨細胞と表層細胞の遺伝子発現の違い
を検討した。また、RT-qPCR法を用いて
Lubricin等の遺伝子解析を行った。 

③ 軟骨分化能：(1)の遺伝子改変マウスから採
取した表層細胞をNudeマウスの皮下に移植し、
軟骨分化能を評価した。 

 
４．研究成果 
 関節表層を覆う数層の細胞に着目し、申請
者はマウス関節軟骨より「表層細胞」の単離
培養法を確立した。この培養系を用い、平成
22年度は、表層細胞が未分化な関節軟骨前駆
細胞様の性質を有する事、また、その性質の
保持にはWnt/β-cateninシグナルによる制御
機構が存在することを明らかにした。さらに、
β-cateninの遺伝子改変マウスの組織学的解
析により、-cateninを活性化させた関節軟骨

は増幅し、特に表層細胞の増加を認めた（図
１.1-2）。-cateninを欠如させた関節軟骨は
不規則な構造を呈し、表層は細胞の欠如、線
維組織による被覆を認め（（図１.3-4））、in 
vivoにおいても関節軟骨の維持にβ-catenin
シグナルが重要な役割を持つことを明らかに

した。 
 平成 23 年度はさらに in vivo における関
節軟骨の細胞機能の解析を行い、マウス表層
細胞を Nude マウスの腹部皮下に移植すると
硝子軟骨様のペレットを形成し、表層細胞が
軟骨に特化した細胞である事を見出した（図
2）。さらに、表層細胞に Wnt を前処理してお
くことで、これらの軟骨分化は遅れ、表層細
胞の性質を維持したペレットを形成した。一
方でβ-catenin 欠損マウスから採取した表
層細胞は軟骨分化が促進した。 

これらの結果は表層細胞が軟骨に特化した
細胞であり、Wnt/β-catenin シグナルによる
制御を組み合わせる事により、生体により近

図1. -cateninを活性化(上段）、あるい
は、欠如(下段)させたマウスの関節軟骨
組織像 (HE染色) 


1. 対照マウス ２. 活性化マウス 

４. 欠損マウス ３. 対照マウス 



 

 

い関節軟骨の再生が可能であると示唆され
た。また、Wnt/β-catenin シグナルは BMP/TGF
β、細胞接着因子である Integrin や Rac シ
グナルとも相互作用する事が in vitro の実
験で示唆され、軟骨特異的 Rac1 欠損マウス
の関節軟骨を形態解析した結果、関節表層が
β-catenin 欠損マウスと類似して菲薄化す
る事が明らかとなった。 
 以上の本研究課題の遂行により得られた
実験結果は表層細胞を応用した新たな関節
軟骨再生に向けた有益な知見である。 
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