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研究成果の概要（和文）：変形性関節症におけるNotch関連分子の発現パターンをマウス関節軟骨細胞にて測定したと
ころ、Notchシグナルの上流に位置するAdam10,17は強く発現していた。siRNAをもちいてこれらの遺伝子をノックアウ
トしたところ、分化誘導過程において後期分化が抑制されることが分かった。下流としては転写因子Hes1がAdamts5、M
mp13を誘導することにより軟骨破壊を進行させることが判明した。Hes1の過剰発現系を用いてマイクロアレイを行った
ところ、炎症性サイトカインであるIL6や、IL33受容体として知られるIL1RL1の発現も誘導されていた。

研究成果の概要（英文）：Adam10 and Adam17 were abundantly expressed during articular cartilage 
degeneration of mouse osteoarthritis model. When we suppressed them by their specific siRNA, hypertrophic 
differentiation of chondrocytes was inhibited. As downstream signal, we showed that Hes1 promoted 
cartilage degeneration by inducing Adamts5 and Mmp13. We further performed microarray analysis and 
identified IL6 and IL1RL1 as its direct target.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は高齢者の生活の質を脅かす
ロコモティブシンドロームの主たる疾患で
あり、その患者数は高齢人口の増加とともに
増え続けている。しかしながら、その分子レ
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、および変性した軟骨の
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。 
我々は従来より変形性関節症の病態解明の
ための基礎的研究を続けており、世界に先駆
けてマウス変形性関節症モデルを確立する
（Osteoarthritis Cartlige 13:632,2005）とと
もに、そのモデルを用いて Runx2 や C/EBP
β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
ほ か （ Arthritis Rheum 54:2462,2006, 
Nature Med 12:665,2006, PLoS One 
4:e4543,2009）、最近では転写因子 HIF2A が
軟骨内骨化制御分子 Runx2 や IHH、軟骨基
質分解酵素MMP13、血管誘導因子VEGF な
どを広く誘導して、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するなど、変形性関節
症の分子背景の解明に多大な業績を上げて
きた（Nature Med 16:678,2010）。またこれ
らの研究と平行して我々は MMP13 のプロ
モーターを用いたスクリーニングも行い、そ
の強力な誘導シグナルとして HIF2A とは別
に Notch を同定した。 
Notch は細胞膜状に存在する受容体であり、
隣接細胞のリガンドが結合することによっ
て Notch の細胞内ドメインが切断されて核
内に移行し、核内の共役分子 RBPJ と複合体
を形成して標的遺伝子の転写を誘導する、と
いう特徴的なシグナル経路を持つ。神経系の
発達過程などで重要な役割を果たすことが
古くから知られていたが、近年 RBPJ の組織
特異的ノックアウトマウスの解析からNotch 
シグナルが骨格形成において軟骨内骨化を
強く制御していることが報告された。 
我々はこれら内外の知見を基に基礎検討と
して軟骨特異的 RBPJ ノックアウトマウス
を用いてマウス変形性関節症モデルを作成
し、その進行が著明に抑制されることを突き
止めた。Notch シグナルの遮断は変形性関節
症に対して抑制的な効果が期待される。遮断
方法としては、リガンドに対する antagonist 
の作成や切断酵素の阻害因子の使用などが
考えうる。よってこれらのリガンド、切断酵
素の軟骨分化および変性に対する機能解析
は極めて重要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究ではまず軟骨分化におけるこれらの
リガンド、ならびに切断酵素の役割を網羅的
に解析し、その全貌を明らかにする。さらに
その結果から変形性関節症における役割を
解明し、最適たりうる治療候補の選定を行う。 
 
３．研究の方法 
マウス変形性関節症モデルを用いて Notch
リガンド、受容体、その他関連分子の発現
を時系列で解析した。 
対象遺伝子の flox マウスを軟骨特異的タ
モ キ シ フ ェ ン 誘 導 性 Cre マ ウ ス
（Col2a1-CreERT2）と交配させ、骨格成長
後にタモキシフェンを投与してノックアウ
トを起こしたのち、内側半月板と内側側副
靭帯の切除を行い、変形性関節症を惹起さ
せて検証を行った。 
 
４．研究成果 
変形性関節症における Notch 関連分子の発
現パターンをマウス関節軟骨細胞にて測定
したところ、Notch シグナルの上流に位置す
る Adam10,17 は強く発現していた。さらに、
軟骨分化誘導細胞株である ATDC5 に対して、
siRNA をもちいてこれらの遺伝子をノック
アウトしたところ、分化誘導過程においての
後期分化マーカーである Mmp13、Col10a1
などの発現が抑制されるようになり、これら
の遺伝子が後期分化に対して影響を与えう
る事が予想された。また、細胞染色において
も ATDC5 の石灰化が抑制されている傾向が
見られた。これらは、既知の因子であるNotch
シグナルの中流に位置する Rbpj に対する
我々の先行研究の結果と相同した結果とな
った（Y.Hosaka et al. PNAS 2013 Jan 
29;110(5):1875-80)。 
次に Notch シグナルの下流に存在する転写
因子 Hes1 について検討した。この転写因子
は、基質分解酵素である Adamts5、Mmp13
を誘導することにより軟骨破壊を進行させ
ることが判明した。さらに、この Hes1 はリ
ン酸化酵素である Camk2 と共同してこれら
の基質分解酵素を誘導していることも判明
した。また Notch シグナルが関節軟骨の変性
を促進的に制御するメカニズムについて、培
養細胞レベルの実験にて、下流の転写因子と
して Hes1 がほぼ独占的に仲介していること
が判明した。Hes1 を軟骨特異的に KO する
と Notch シグナルをブロックした場合と同
様に変形性関節症の進行は抑制された。その
下流として Hes1 の過剰発現系を用いてマイ
クロアレイを行ったところ、軟骨基質分解酵
素Mmp13, Adamts5などが誘導されたほか、
炎症性サイトカインである IL6 や、IL33 受
容体として知られる IL1RL1の発現も誘導さ
れていた。Hes1 タンパクを標的としたクロ



マチン免疫沈降シーケンスを行ったところ、
これらの多くは Hes1 による直接の誘導であ
ることも判明した。Hes1 は転写抑制因子で
あることから、Hes1 がどのような機構によ
ってこれら標的分子の転写を促進するかを
検討したところ、Hes1 はカルモジュリンキ
ナーゼ II と結合し、修飾されることによって
転写促進ユニットを形成することも判明し
た。 
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