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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、生後１、７、14、21、49日齢のC57BL/6Jマウ
ス脛骨骨幹端部軟骨と下顎頭軟骨の連続切片におけるヘムオキシゲナーゼ(HO)-1、Ⅱ型およびⅩ
型コラーゲン、マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)-13の発現と局在を免疫組織染色学的に検
索した。その結果、HO-1は初期の成長期軟骨に特異的に発現し、特に低酸素環境下に数多く発現
する蛋白であることが明らかとなった。さらに、HO-1は、肥大軟骨細胞において血管侵入から石
灰化の過程に関与し、初期の軟骨成長における制御因子としての役割を担っていることが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
研究成果の概要（英文）：This study investigated the localization and expression of heme 
oxygenase (HO)-1, type Ⅱ and Ⅹ collagen (Col10 and 2) and matrix metalloproteinase 
(MMP)-13 proteins in mouse mandibular condylar cartilage and mouse tibial cartilage. 
C57BL/6J mice aged 1, 7, 14, 21 and 49 days were subjected to using immunohistochemistry. 
This study demonstrated that HO-1 is the protein which expresses specifically to early 
stages of the development, in particular under hypoxia environment in chondrocytes. These 
findings suggest that HO-1 is involved in the process of the endochondral ossification 
from a blood vessel invasion in hypertrophic chondrocytes and acts as a regulatory factor 
in the early stages of the development of condylar cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）下顎頭は表層から線維、増殖、成熟、
肥大軟骨層の４層からなる軟骨で構成され
ている。無血管組織の軟骨は、未分化間葉系
細胞が一定の部分で凝集して軟骨細胞に分
化し、増殖や軟骨基質の分泌に伴って成長し
て肥大軟骨細胞となる。肥大軟骨細胞内では
低酸素誘導因子(HIF)-1αが血管内皮細胞増
殖因子(VEGF)やその他の生理活性物質を誘
導し、血管侵入が起こり、それとともに入っ
てきた破軟骨細胞が石灰化した軟骨基質を
分解し、骨膜から侵入してきた骨芽細胞が骨
基質を産生して一次海綿骨が形成される。こ
の軟骨は、咀嚼や咬合時の顎運動などの生体
力学的ストレスに対する応答と下顎骨の成
長・発達、すなわち長管骨の成長板軟骨に相
当する役割を担っているが、長管骨とは異な
り下顎頭軟骨は生涯を通じて存在する。   

軟骨の成長や恒常性の維持は正常なメカ
ニカルストレスの負荷によって制御され、顎
関節の軟骨形成においてもメカニカルスト
レスが非常に重要な制御因子となっている。
しかし、過剰なメカニカルストレスの負荷や
蓄積は関節の骨硬化、変性、破壊を生じる変
形性関節症(OA) を発症する。顎関節症にお
いてもその約 15％が退行性病変を主徴とし
た OA である。硬組織の血管新生と石灰化の
メカニズムは OA 発症機序に共通すると予測
されているが、それらは未だ明らかにされて
いない。 
（２）熱ショック蛋白質（Heat shock protein, 
Hsp）は、熱や重金属、活性酸素などのスト
レス刺激によって誘導される蛋白質で、特に
分子量が 32kDa の Hsp32、別名ヘムオキシゲ
ナーゼ(Heme oxygenase, HO)-1は変形性関節
症(OA)軟骨の破壊の制御に関与することが
報告されている。HO-1が細胞内で誘導される
と、ヘムタンパク質の補欠分子であるヘムが
分解され、その結果、一酸化炭素、遊離鉄、
ビリベルジンが産生される。ビリベルジンは、
さらにビリベルジンリダクターゼによりビ
リルビンに変換される。これらのヘム分解産
物は、基本的に抗酸化作用、炎症性サイトカ
イン産生抑制作用などの多様な機能を有し、
ストレス負荷時の細胞保護に重要な役割を
担っていると考えられている。また近年、OA
患者の軟骨細胞では HO-1 の発現が正常軟骨
細胞よりも著しく増強することが明らかと
なり、OAをはじめとする軟骨代謝疾患と HO-1
の関連性が示唆される。しかし、HO-1 と軟骨
形成との関連に関する報告は極めて少ない。 
 
２．研究の目的 
以上の背景より、メカニカルストレスの負

荷によって制御されている下顎頭軟骨の成
長に HO-1 が関与していると我々は仮定し、
成長期マウスの膝関節と下顎頭軟骨におけ
る HO-1、Ⅱ型コラーゲン(Col2)、Ⅹ型コラー
ゲン(Col10)、マトリックスメタロプロテア
ーゼ(MMP)-13 の局在とその変化について免
疫組織化学的手法を用いて検討した。 
 

３．研究の方法 
実験動物は生後 1、7、14、21、49 日齢の

雄性 C57BL/6J マウスを用いた。各日齢のマ
ウスに 4％パラホルムアルデヒドで灌流固定
を行い、膝関節と下顎骨を摘出、通法に従い
包埋、凍結後、矢状方向に厚さ 5μm の連続
切片を作製した。一般染色にはトルイジンブ
ルー染色 (Fig 1)、HE 染色を施した。HO-1、 
Col2、Col10、 MMP-13の局在の検索には、ス
トレプトアビジン‐ビオチン標識法で免疫
組織染色を行った。一次抗体には、Anti HO-1 
antibody (Stressgen, Brussels, Belgium)、
Anti typeⅡ collagen antibody (Novotec, 
Saint Martin La Garenne, France)、Anti type
Ⅹcollagen antibody (LSL ,Tokyo, Japan)、
Anti MMP-13 antibody (Santa Cruz 
Biotechnology, California, USA)を使用し
た。切片は、0.3%過酸化水素水で内因性ペル
オキシダーゼ活性の除去（室温 30 分）を行
ったあと、10%ヤギ正常血清にてブロッキン
グを行った（室温 30分）。次いで各種一次抗
体を反応させ（室温 2時間）、PBSで洗浄した。
その後ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体を添
加・反応させ PBSで洗浄後、ペルオキシダー
ゼ標識ストレプトアビジンを添加・反応させ、
0.05mol/l Tris-Hcl Buffer Solusion (ph 
7.6)で洗浄後、diaminobenzidine (DAB)で染
色した。また、陰性コントロールには一次抗
体の代わりにウサギ正常血清を使用した。 

  
Fig 1. 生後 1日齢マウス下顎頭軟骨(左)と脛骨骨幹部

軟骨(右)のトルイジンブルー染色標本. 



 

 

４．研究成果 
（１）脛骨骨幹端部軟骨では、生後１日目は
概ね静止軟骨細胞で構成されているが、軟骨
膜直下の増殖軟骨細胞内でHO-1とCol10の発
現がみられた。生後7日目になると軟骨管が形
成され (Fig. 2)、その周囲の肥大軟骨細胞内
にHO-1とCol10の発現がみられた。生後14日目
には骨化中心に海綿骨が形成された。成長板
の肥大軟骨細胞では、生後1日から14日目まで
HO-1とCol10の発現がみられたが、生後49日目
にはこれらの発現はほぼ消失した。MMP-13の
発現は成長板の肥大軟骨細胞にみられたが21
日目に反応が減衰し、49日目に消失した。Col2
の発現は、生後21日目までは肥大軟骨細胞内
に発現し49日目には、成長板の軟骨基質に強
い免疫陽性反応を認めた。 

（２）下顎頭軟骨では、生後１日目はすべ
ての層に HO-１がみられ、生後 7と 14 日目に
は肥大軟骨細胞と成熟軟骨細胞に、生後 21
日目は肥大軟骨細と成熟軟骨細胞にわずか
にみられた。Col10 の発現は、生後 1 日目と
7 日目はすべての軟骨細胞に認められた。生
後 14 日目以降は肥大軟骨細胞に陽性反応を
示した。MMP-13の発現は、生後 1日目には増
殖軟骨細胞、成熟軟骨細胞、肥大軟骨細胞に
広範囲に認められた。生後 7 日目には肥大軟
骨細胞に強い陽性反応を認め、それ以降は、
深層部の肥大軟骨細胞にわずかに発現した。
Col2の発現は、生後 1日目と 7日目には増殖
軟骨細胞、成熟軟骨細胞、肥大軟骨細胞に広
範囲に認められた。生後 14 日目以降は肥大
軟骨細胞内に認められた。下顎頭軟骨におけ
る HO-1 の発現は、出生直後はすべての軟骨
細胞に分布するが、成長・発育期になると主
に肥大軟骨細胞に局在することが明らかと
なった。この結果は、長管骨の成長板軟骨に
おける HO-1 の局在とほぼ同様であった。   
さらに、生後 21 日までの肥大軟骨細胞に免
疫陽性反応を認め、その局在は Col10の発現
部位と類似していた(Fig 3, Table 1)。 
したがって、HO-1 は成長期に特異的に発現

し、特に低酸素環境下において多く発現する
蛋白であることか明らかとなった。 
 

Fig 3. マウス下顎頭軟骨におけるHO-1(上段)、

Col10(中段), MMP-13(下段)の局在.矢印は肥大軟骨

細胞.  
Fig 2. 生後 1週齢マウス脛骨骨端軟骨の HE染色標本 

右は□の拡大像.矢印は骨端軟骨中に侵入した血管.  

 

 

Table１.マウス下顎頭軟骨細胞における HO-1, Col10, 

Col2, MMP-13の発現  



 

 

本研究では、HO-1 のほか、軟骨肥大分化マ
ーカーである Col10と最終分化マーカーであ
る MMP-13 の局在について同時に検討を行っ
たが、Col10 と MMP-13は OA モデルマウスの
軟骨に発現するが、健常である場合、成人の
軟骨では存在せず、小児期の成長板軟骨にお
ける軟骨内骨化の過程に現れる分子である。
OAは軟骨細胞の Col10発現で示される肥大化、
肥大軟骨細胞から分泌される MMP-13 などの
蛋白質分解酵素による軟骨基質の変性が発
症の引き金になるといわれている。これらは
成長期特有の軟骨内骨化のプロセスでもあ
り、軟骨は低酸素や機械的負荷などストレス
の程度によって正常な骨化、もしくは破壊の
過程を辿ると考えられる。 
肥大軟骨細胞内では低酸素誘導因子

(HIF)-1αが血管内皮細胞増殖因子(VEGF)や
その他の生理活性物質を誘導し、血管侵入と 
それに続く骨髄形成が行われている。HO-1は
in vitroでVEGF産生に関与することが報告さ
れているが、本研究によってin vivoでHO-1
がVEGF同様、血管侵入から石灰化の過程、例
えば、軟骨細胞のアポトーシスや石灰化に関
与している可能性が示唆された。 
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