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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞の分化を調節する因子としてCyp26b1に着目した。Cyp26b1を軟骨だけで欠くコンデ
ィショナルノックアウトマウスを作ったところ、このマウスの軟骨細胞の分化に異常を認め、軟骨の形成が障害されて
マウスの四肢が短くなった。このような短縮がおきたしくみとして、レチノイン酸の役割を解析した。また、軟骨分化
に異常を来す疾患であるFGFR3軟骨形成異常症とII型コラーゲン異常症から疾患iPS細胞モデルを作り、病態を解析した
。

研究成果の概要（英文）：We analyzed function of Cyp26b1 in chondrocytes by using conditional knockout 
mice which lack Cyp26b1 in chondrocyte-specific manner. The mice showed abnormal chondrocyte 
differentiation and cartilage formation, and short limbs. We also created iPS cell model from the disease 
in which chondrocyte differentiation is abnormal, and analyzed their pathology.

研究分野：骨軟骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
加齢とともに関節軟骨の変性は進行し，高齢
化社会の進行とともに，変形性関節症の患者
数は急増している．しかし軟骨細胞は高度に
分化した細胞で、損傷部位の自然修復は期待
できず、根治的な治療方法は無い。変性した
軟骨を回復させて関節機能の回復を目指す
ためにも，軟骨形成／分化の制御メカニズム
を分子レベルで解明することは必要である．
軟骨組織ではコラーゲンとプロテオグリカ
ンからなる細胞外マトリックスの中に軟骨
細胞が散在している．我々もこれまで，軟骨
細胞に働く種々のシグナルが，軟骨細胞の分
化やマトリックス遺伝子の発現制御に作用
し，結果として軟骨の形態や機能に及ぼす影
響を分子レベルで解明してきた．  
そして、これらの基盤研究成果を、軟骨欠損
治療方法の開発に応用するために、移植に供
せるような、大量の高品質な硝子軟骨細胞を
作ることを行った。これまで皮膚などの分化
し た 細 胞 を 他 の 細 胞 系 譜 に trans 
differentiationさせることは困難とされてき
た。そんな中、iPS 細胞が作られ、皮膚線維
芽細胞に４つの reprogramming factor を導
入することで万能細胞様細胞に細胞リプロ
グラミングすることが可能になることが示
された。皮膚線維芽細胞は、軟骨細胞と同じ
く未分化間葉系細胞由来である。そこで我々
は、２つのリプログラミング因子（c-Mycと
Klf4）と１つの軟骨因子（SOX9）を導入す
ることにより、皮膚線維芽細胞を軟骨細胞に
直接、変換しうることを発見した。この直接
誘導過程では多能性幹細胞の状態を経ない
ことを明らかにした。このように、細胞リプ
ログラミング技術を用いることで、患者本人
の皮膚線維芽細胞などから再生医療に使う
移植用細胞を作りうるようになった。 
しかし現状では、軟骨細胞への誘導効率は低
く、また軟骨細胞を脱分化させずに硝子軟骨
の形質を維持させる培養条件も明らかでは
ない。また、軟骨細胞は肥大化・変性する傾
向があり、これを抑制する方法は確立されて
おらず、課題は多い。 
 
２．研究の目的 
研究の全体構想は、軟骨細胞増殖／分化の制
御メカニズムを分子レベルで明らかにし、そ
こで得た知見をもとに、病的に変性・破壊さ
れた軟骨を修復する方法を開発することに
ある。その中で本研究の目的は、１）硝子軟
骨細胞の形質を維持させる新たな因子を探
索する、２）同定した因子の軟骨細胞増殖／
分化に対する機能について、遺伝子改変マウ
スを用いて解析する、そして、１）２）で得
た知見をもとに、３）ヒト軟骨培養に至適な
培養条件を探索する、の３つである。再生医
療において硝子軟骨の供給元として、幹細胞
からの分化誘導と皮膚線維芽細胞からの直
接誘導がある。しかし、誘導した軟骨細胞の
数を増やすこと、細胞を肥大化変性させずに

維持すること、脱分化させずに硝子軟骨様の
表現型を維持させること、は難しい。これら
の課題を解決して、高品質の軟骨細胞を誘導
／維持する方法の開発に、本申請研究計画の
成果が貢献することを目指す。 
 
３．研究の方法 
遺伝子改変マウスモデルと Cre/loxP システ
ムを用いたリニエージトレーシングにより、
軟骨細胞分化過程を解析し、それにかかわる
因子の機能を調べる。 
細胞リプログラミング技術を使い、軟骨ダイ
レクトリプログラミングの機序の解析と、軟
骨細胞分化の分子メカニズム、軟骨疾患の病
態を調べる。 
 
４．研究成果 
軟骨細胞脱分化過程の詳細な解析を行った。
Col11a2-EGFP トランスジェニックマウス由
来軟骨細胞培養のタイムラプス撮影と、
Col11a2-Cre; Rosa26-stopfloxed-YFPマウス
由来軟骨細胞培養のリニエージトレーシン
グを行い、軟骨細胞培養後に出現する線維芽
細胞様細胞が脱分化した軟骨細胞であり、培
養開始時に元々存在する少量の線維芽細胞
が優位に増殖したものではないことを示し
た。この結果を、Minegishi Y, et al., 
Osteoarthritis Cartilage 2013; 21: 
1968-1975. に報告した。また、XI 型コラー
ゲン遺伝子のプロモーター・エンハンサー配
列の活性は、軟骨細胞で認められ、脱分化す
ると認められなくなることを明らかにした。
この知見は、XI 型コラーゲン遺伝子のプロモ
ーター・エンハンサー配列の活性は、ヒト皮
膚線維芽細胞をダイレクト・リプログラミン
グによって軟骨細胞へ変換するときのレポ
ーターとして使用したときに役だった。この
ダイレクトリプログラミングは、細胞に
c-MYC, KLF4, SOX9 を導入することで起こす
ことが出来、Outani H, et al., PLoS One 
2013; 8: e77365. に報告した。さらに、
Col11a2-CreER; Cyp26b1 cKO マウスを作製、
解析し、内軟骨性骨化における Cyp26b1 とレ
チノイン酸シグナルの機能を解析した（BBRC, 
2014）。FGFR3 軟骨異形成症の疾患特異的 iPS
細胞モデルを作り、病態解析と創薬研究を行
った（Nature, 2014）。II 型コラーゲン異常
症について、iPS 細胞とダイレクト・リプロ
グラミングを用いて疾患モデル研究を行っ
た（Hum Mol Genet, 2014）。 
これらの結果により、軟骨細胞の分化と増殖
を制御する分子機序の理解が深まり、今後の
硝子軟骨の形質を維持する手法の開発に向
けて有用な知見の蓄積につながったと考え
る。 
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