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研究成果の概要（和文）：Hif2a+/-マウスでは変形性関節症は著明に抑制されたが、タモキシフェン誘導性軟骨特異的
ノックアウトマウス（Col2a1-CreERT2;Hif2a-f/f）でも類似した結果が得られた。反対にCol2a1-CreERT2;Hif1a-f/fで
は著明に関節軟骨の変性が促進され、HIF1AとHIF2Aの関節軟骨における作用が反対であることが明らかとなった。更な
る解析によって、HIF1Aは軟骨破壊に関与するタンパク分解酵素の発現を抑制することも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In Hif2a+/- mice, osteoarthritis was markedly inhibited. In Col2a1-CreERT2;Hif2a-f
/f mice, similar results were obtained. In contrast, articular cartilage degradation was accelerated in Co
l2a1-CreERT2;Hif1a-f/f mice, indicating opposite functions of HIF1A and HIF2A in articular cartilage. Furt
her analyses revealed that HIF1A suppressed expression of catabolic factors. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢人口の増加によって運動器変性疾患の

患者数は増え続けているが、その主たる疾患
である変形性関節症については加齢や物理的
ストレス、炎症などの関与が示唆されている
ものの、分子レベルでの病態解明は始まった
ばかりであり、関節軟骨の変性予防や、修復・
再生といった本質的な治療技術は現在も確立
されていない。申請者らのグループでは従来
から変形性関節症の基礎研究を展開しており、
変形性関節症の in vivo での解析を可能にす
べく世界に先駆けてマウスを用いた変形性関
節症モデルを樹立し（Osteoarthritis 
Cartilage 13:632-41,2005）、そのモデルを用
いて Runx2 や C/EBPβなどの軟骨内骨化を制
御する転写因子群が変形性関節症の発症・進
行をも強力に制御していることや、新規分子
Carminerinによる軟骨の石灰化メカニズムを
明らかにした（Arthritis Rheum 
54:2462-70,2006, Nat Med 12:665-70,2006, 
PLoS One 4:e4543,2009）。そして軟骨内骨化
の制御機構の網羅的解析のために肥大化マー
カー10型コラーゲンのプロモーター解析を行
い（Arthritis Rheum 60:166-78,2009）、その
強力な上流転写因子として HIF2A を同定した。
そして科学研究費補助金・若手研究A（H20-22, 
課題番号 20689028）の中で、HIF2A がコラー
ゲン分解酵素 MMP13 や血管誘導分子 VEGF、軟
骨内骨化促進分子 Runx2、IHH などを広く誘導
し、マウスだけでなくヒトにおいても変形性
関節症の発症・進行に強く関与していること
を解明した（Nat Med 16:678-86,2010）。 
一方 HIF2A のホモログである HIF1A は軟骨

基質を誘導し、軟骨細胞の生存にも重要な役
割を果たすことが以前から知られており
（Genes Dev 15:2865-76, 2001）、関節軟骨に
とっても保護的な作用を持つと考えられてい
る。また、HIF1A は低酸素状態で安定化・活
性化されるが、HIF2A の軟骨変性作用には低
酸素は重要でなく、種々の炎症性サイトカイ
ンや物理的ストレスの伝達シグナルである
NF-kB によって強く誘導される（Nat Med 
16:678-86,2010）など、HIF1A と HIF2A は軟
骨において全く異なる役割を持つことが分か
ってきた。 
HIF2A が変形性関節症の強力な促進分子であ
ることは申請者らと同時に韓国のグループ
からも報告され（Nat Med 16:687-93,2010）、
HIF シグナルは関節軟骨の保持と変性を制御
するマスターシグナルとして変形性関節症
研究の分野で世界中の注目を集めている。ま
た申請者らはドミナントネガティブフォー
ムのHIF2Aをアデノウイルスベクターでマウ
ス膝関節内投与を行うことによって軟骨変
性の進行が有意に抑制できることを基礎検
討によって確認しており、HIF シグナルは画
期的な治療標的となる可能性を有している。 

 
２．研究の目的 
変形性関節症を促進的に制御するマスタ

ー転写因子 hypoxia-inducible factor 2α
(HIF2A)と、軟骨保持・形成作用を持つ HIF1A
について、最新の in vivo システムを用いて
関節軟骨における作用を詳細に分析すると
ともに、HIF を取り巻くシグナル群を最先端
の分子生物学的手法で網羅的に解析し、安全
かつ有効な治療標的を探索する。得られた治
療標的候補について培養軟骨細胞、さらにマ
ウスモデル上でも治療効果の検討を行い、変
形性関節症の新規治療法の実現化を総合的
に加速する。 
 
３．研究の方法 
HIF1A と HIF2A の関節軟骨の保持と変性へ

の関わりを生理的な条件下で解明すべく、そ
れぞれの組織・時期特異的ノックアウトマウ
スとトランスジェニックマウスについて変
形性関節症モデルを作成、解析する。関節軟
骨における両者の標的分子群を解明するた
めに ChIP-seq による解析を行う。また得ら
れたHIFシグナルの関連候補分子群について、
in vivo の発現解析にて整合性を検証すると
ともに、マウス・ヒト培養軟骨細胞を用いて
HIF シグナルへの干渉作用を検討し、有望な
ものについてはマウスモデル上での治療効
果検討を行う。具体的には以下の通りである。 
(1) 組織・時期特異的ノックアウトマウスを
用いた変形性関節症モデルの解析 
研究協力者である E. Schipani 氏から提供

された HIF1A-flox, HIF2A-flox マウスと、F. 
Long氏から提供されたタモキシフェン誘導性
Col2a1-cre マウス（Col2a1-creERT2）を交配
させ、骨格の成長が終わった時点から各遺伝
子を軟骨特異的にノックアウトし、変形性関
節症モデルを作成して関節軟骨の保持と変性
について組織学的に詳細に検証する。 
(2) 組織・時期特異的トランスジェニックマ
ウスを用いた変形性関節症モデルの解析 
HIF1AとHIF2Aのそれぞれにbiotin化タグと
Flagタグを組み込んだcre誘導性トランスジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ CAG-EGFP-HIF1A, 
CAG-EGFP-HIF2A）の作成を開始する。樹立後
は Col2a1-creERT2マウスと交配させて、骨格
の成長が終わった時点から各遺伝子を軟骨
特異的に過剰発現させ、変形性関節症モデル
を作成して関節軟骨の保持と変性について
組織学的に詳細に検証する。 
(3) エピゲノムの手法を用いた HIF の標的分
子群の網羅的検索 
(2)のマウスのトランスジーンにあらかじめ
組み込んだ biotin 化タグと Flag タグを利用
して、正常および変性関節軟骨細胞において
ChIP-seq を行い、同時に cDNA マイクロアレ
イも行う。これらの解析結果から、HIF1A と
HIF2A がそれぞれ標的とする遺伝子群をより
正確に把握することが可能となる。 



(4) 候補分子を標的とした、in vivo での治
療効果検討 
候補分子群の中に HIF シグナルを選択的か

つ強力に制御しうる標的分子・シグナルが得
られれば、これらを干渉する siRNA、低分子
化合物、抗体などを探索あるいは作成し、モ
デルマウスの膝関節内に投与することによっ
て OAに対する治療効果を in vivo で検討する。
特に siRNA を膝関節内に投与する実験におい
ては研究協力者の有するミセル担体技術を導
入する。 
 
４．研究成果 
Col2a1-Cre-ERT2;Hif1a-fl/fl マウスでは

関節軟骨の変性が著明に促進された。反対に
Col2a1-Cre-ERT2;Hif2a-fl/fl マウスでは関
節軟骨の変性はおおむね抑制された。前者の
組織学的解析によって Mmp13 などの軟骨基質
分解酵素群の発現が著明に亢進しており、ア
ポトーシスの亢進もみられた。 
そこで関節形成期における Hif1a の役割も

解析すべく Sox9-Cre と交配させたところ、胎
児骨端軟骨中央から関節面に抜ける巨大な陥
凹が生じ、関節軟骨形成が著しく障害された。
Sox9-Cre;Hif1af/fの関節軟骨から直接 mRNA
を回収してマイクロアレイおよびリアルタイ
ム RT-PCR で解析すると、Mmp13、Mmp9 やアポ
トーシス関連分子の発現が増加し、Col2a1, 
Sox9 が減少していた。マウス初代関節軟骨細
胞において、siRNA で HIF-1αを抑制すると
Mmp13、Mmp9 の発現は増加し Col2a1, Sox9 は
減少したが、Lentivirus で HIF-1αを軟骨前
駆細胞株 ATDC5 に安定導入するとこれらの発
現は反対の動きを示した。さらに 3週齢マウ
ス大腿骨頭を採取しCoCl2でHIF-1αを安定化
させて器官培養するとアグリカンの放出が抑
制され、また cKO マウスの大腿骨頭を器官培
養すると放出は亢進した。 
 In vivo での HIF1A、HIF2A の機能亢進系を
構築すべく、Cre 誘導性のトランスジェニッ
クマウスを作成したが、Hif1a については良
好な発現をみせるラインを得ることができ
なかった。Hif2a については Cre 依存的に良
好な発現をみせるラインを得ることができ
たが、平成 25 年度末の時点でまだ変形性関
節症モデルを解析するに至っていない。また
当初はこれらの cDNA の 3 末端に FLAG タグ、
Biotin 化タグを負荷して ChIP シーケンスに
供する予定であったが、3 末端のタグ付加に
よって本来のHifの機能が半減することが予
備実験で判明したため、トランスジェニック
マウス作成はタグなしで行った。 
 次に Hif1a、Hi2a について、FLAG タグを付
加した cDNA をレンチウイルスで軟骨細胞株
ATDC5 に安定導入し、抗 FLAG 抗体を用いて
ChIP シーケンスを行った。マイクロアレイで
明らかとなった発現変動遺伝子群の多くに

Hif1a の結合がみられたことから、現在その
発現制御のメカニズムの解析を行っている。 
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