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研究成果の概要（和文）：変形性関節症(OA)は高齢者の疼痛や機能障害の原因となる軟骨の病気として定義される。我
々はGadd45βが初期OA軟骨の軟骨細胞のクラスターに強く発現していることを示した。C/EBPβはGadd45βと協調して
働き、軟骨の肥大化部位に発現が観察される。我々の研究は、C/EBPβは関節軟骨におけるGadd45β遺伝子発現を調節
する重要な働きをしており、C/EBPβとGadd45β間の相互作用は、関節軟骨の劣化やOAの骨棘形成に密接に関係し、フ
ィードバックループの構成要素を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Osteoarthritis (OA) is defined as a disease of cartilage, which causes the pain 
and disability in older adults. Our previous study suggested that Growth arrest and DNA damage-inducible 
protein 45 β (GADD45β) is overexpressed in chondrocyte clusters in OA cartilage, especially in early 
stage of progression. CCAAT enhancer binding protein (C/EBP) β is expressed in hypertrophic zone of 
murine growth plate and with a function in synergy with Gadd45β. Our studies suggested that C/EBPβ 
plays a central role in controlling GADD45β gene expression in articular chondrocytes and suggest that 
the interplay between C/EBPβ and GADD45β constitutes a feedback loop with implications in cartilage 
degradation and osteophyte formation in OA.
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１．研究開始当初の背景 
加速する高齢化社会において、変形性関節

症（Osteoarthritis: OA）はいわゆる common 
disease としてもっとも頻度の高い運動器疾
患である。本疾患は高齢者の日常生活機能を
著しく低下させ、また社会的には医療費急増
の一因であり、病態解明・新規治療法の開発
が極めて重要な課題である。しかし、未だそ
の詳細な発生機序や治療法は明らかにされ
ていない。 
我々はOA軟骨の網羅的遺伝子解析を行い、

Gadd45β (Growth arrest and DNA damage 
inducible 45 beta) という分子に着目し研究を
行ってきた。Gadd45β は細胞障害性ストレス
下に発現が亢進し、細胞周期調節やがん細胞
での Apoptosis に関わる 18kDa のタンパク質
である。軟骨ではヒト初期 OA に特徴的に見
られる Cluster 細胞に発現が亢進し、OA モデ
ルマウスである IX 型コラーゲンノックアウ
トマウスや XI 型コラーゲンヘテロノックア
ウトマウスで変性軟骨の肥大軟骨細胞に発現
する。また、成長軟骨での軟骨分化の系では、
Gadd45β は軟骨細胞の肥大化に重要で、その
マーカー遺伝子である X 型コラーゲンや
MMP-13 の遺伝子発現調節を担っている。さ
らに Gadd45β の X 型コラーゲンの遺伝子調節
に は MTK1/MKK3/6/p38 を 介 し た
C/EBPβ-TAD4 の系が必須である。これらの事
実から、我々は異常なストレス下で発現した
Gadd45β が C/EBPβ と協調して軟骨の肥大化
を来たし、これが OA の発症・進行に重要な
関与をしていると考えている。 
以前より我々は、初期変形性関節症の肥大

軟骨細胞において GADD45β が発現亢進する
こと、メカニカルストレスに反応して発現量
が変化し、COL2 や MMP13 などの遺伝子発現
を調節すること、また MAPK カスケードで
MTK1/MKK3/6/p38 を介し、転写因子 CCAAT / 
enhancer binding protein beta(C/EBPβ)を活性化
し、COL10 遺伝子の転写活性を亢進させるこ
とを報告した。 
最近の研究では C/EBPβ は造血、発生、軟

骨形成における遺伝子発現を調節しているこ
とが示されており、増殖から肥大型へ表現型
を変化させる重要な役割を持っている。一方、
C/EBPβ の overexpression は炎症性関節や OA
の病態に関与している。我々は免疫組織学的
に老化関節軟骨の Gadd45β 陽性軟骨細胞に
C/EBPβ の同時発現を観察した。しかし、
C/EBPβによるGADD45β自体の発現亢進の詳
細なメカニズムは分かっていない。 
そこで、関節軟骨において、Gadd45β は重

要な転写調節因子であると仮説し、軟骨細胞
において、C/EBPβ が Gadd45β 遺伝子転写を 
調節しているかどうかを検討した。 
 
 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、C/EBPβ が Gadd45β 遺伝

子発現を調節しているかどうか検討するた
めに、in vitro、in vivo において関節軟骨細胞
の Gadd45β 遺伝子調節における C/EBPβ の影
響を調べることである。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト関節軟骨のサンプルは人工股関節全

置換術あるいは人工骨頭置換術を施行した 5
人の患者から採取された。採取された OA サ
ンプルは advanced OA として分類された。採
取した関節軟骨は免疫染色用に 4％パラフォ
ルムアルデヒド・リン酸緩衝液で固定され、
パラフィンブロックに包埋された。 
軟骨細胞培養には ATDC5 cell を用いた。単

離された軟骨細胞は DMEM-Ham’s F-12 in 
10%FCS で培養された。 

8 週齢の C/EBPβ ヘテロノックアウトマウ
ス(C/ebpβ+/-)と WT マウスの膝関節から関節
軟骨を採取して anti-Gadd45βとC/ebpβ抗体を
用いた免疫染色を行った。 

C/EBPβ transgenic mice は軟骨特異的に
doxycycline (DOX)にて発現調整が可能な
Double Tg (D-Tg)を作成した。Tet-off vector と
COMP(Cartilage oligomeric matrix protein) 
promoter を 用 い て mCOMPTA/pcDNA3.1 
mice を作成し、C/EBPβ の発現 vector を
injection した pTR-Tight/ C/EBPβ mice と交配
させ、Conditional C/EBPβ transgenic mice を作
成した。 

TDC5 cell を用い、1.7Kb の GADD45β 
promoter 上の、C/EBPβ が直接作用する領域を
同定するため、deletion mutants を作成し、
luciferase assay にて評価した。さらに point 
mutants を作成し、詳細に C/EBPβ に対する反
応を担う領域を検討した。 

qRT-PCR のために、DOX off 後 48 時間後の
Comp-tTA; TRE-C/ebpβ マウスから単離され
た尾軟骨細胞から Total RNA が抽出された。 
細胞における C/EBPβ の発現はウエスタン

ブロッティングによっても確認された。 
 
 
４．研究成果 

C/ebpβ+/-マウスの膝関節軟骨で GADD 45β
や C/EBPβ の発現を免疫組織学的に観察する
と、GADD45β と C/EBPβ 陽性軟骨細胞の割合
は WT マウスと比較して統計学的有意に減少
していた（図 1）。 
次に GADD45β promotor 分析によって、

C/EBPβ が直接 GADD45β 遺伝子転写を調節
しているのかどうか調べた。 GADD45β 
promotor の欠失変異体分析によって、C/EBPβ
反応分子は近位 promotor 領域に位置してい
ることが示された（図 2，3）。4 つの領域、1
つは TATA box 領域、1 つは近位 promotor 領
域に高く保存された領域 (High Homology 



Area:HHA)が同定され、さらに近位 2 か所に
C/EBPβ binding site が 存 在 し て い た 。
GADD45β promotor を用いた luciferase assay
では、HHA を delete することにより、反応性
が大きく減少した (図 2)。さらに、この塩基
配列内に point mutants を導入したレポーター
では、C/EBPβ に対する反応性が著しく減少
したことから、この領域が重要であることが
示唆された (図 3)。 

図 1 ． Decreased Gadd45β e4xpression in 
C/ebpβ+/- mice 
 

図 2．Identification of the GADD 45β promotor 
element responsive to synergistic induction by 
C/EBPβ and GADD 45β.  
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

図 3．C/EBPβ regulates GADD45β transcription 
in chondrocytes via proximal promoter 
sequences. 
 
 
ヒト変形性関節症患者の関節軟骨に

GADD45β と C/EBPβ の発現が免疫組織学的
に観察された（図 4）。OA 軟骨細胞における
GADD45β と C/EBPβ の同時発現が観察され
た。 

 

図 4．Co-localization of C/EBPβ and GADD45β 
in articular chondrocytes fromosteoarthritis (OA) 
patients. 
 
 
最後に、 COMP を用いて C/EBPβ を

overexpression し た Comp-tTA;TRE-C/ebpβ 
transgenic mice を使用した C/EBPβ の機能の
影響を調べた。C/EBPβ の overexpression は,
有意に関節軟骨におけるGadd45β遺伝子発現
を刺激した（図 5）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 5 ． Establishment of transgenic mice, 
Comp-tTA; TRE-C/ebpβ, overexpressing C/ebpβ 
controlled by the COMP promoter and the 
Tet-off system. 
 
 
我々の研究は、C/EBPβ は関節軟骨におけ

るGadd45β遺伝子発現を調節する重要な働き
をしており、C/EBPβ と Gadd45β 間の相互作
用は、関節軟骨の劣化や OA の骨棘形成に密
接に関係し、フィードバックループの構成要
素を担っていることが示唆された。 
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