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研究成果の概要（和文）：新規分子ZNF449の軟骨における機能解析を中心に研究を行った。成長板軟骨では広範に発現
し、特に前肥大細胞層で多く発現が見られた。プロモーター解析や軟骨分化誘導系を使用したin vitroの実験では肥大
分化関連因子への作用が示唆された。そこで軟骨内骨化や軟骨恒常性維持への関与をみるためにノックアウトマウスを
作製した。しかしながら成長障害は見られず、マウス変形性関節症モデル、老齢化モデルでも野生型マウスと比較し大
きな差は見られなかった。また筋肉や骨などの間葉系組織の解析も行ったが明らかな萎縮や骨形成の異常は見られなか
った。

研究成果の概要（英文）：We carried out research on a new molecule named ZNF449 and focused on its function
 in chondrocytes. We started by investigating the expression pattern in the growth plate and found that it
 was expressed ubiquitously but mainly in the prehypertrophic region. In vitro experiments, such as promot
er analysis and ATDC5 differentiation suggested involvement in the process of hypertrophy. Therefore, we c
reated a knockout mouse and assessed its phenotype. Unfortunately, it did not show any growth retardation,
 nor did it show any difference when we created a surgically induced osteoarthritis model. We also analyse
d other mesenchymal tissues such as muscles and bones but we could not find any apparent difference betwee
n the wild-type mice. 
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会となった今、医療全体を取

り巻く環境が変化し、疾患に対する治療の
他に高齢者の生活の質（Quality of 
life:QOL）を高めることの重要性が取り沙
汰されている。身体運動に関わる骨、筋肉、
関節、神経などを包括する運動器の障害が
注目され、日本整形外科学会によってロコ
モティブシンドロームとして啓発活動が行
われている。これらの原因疾患の中で最も
頻度が高いのが変形性関節症であり、我々
は以前よりその分子機序について解析を行
い、Runx2, CEBPB, HIF2A, NF-κB 関連
分子など様々な分子の機能解析で成果を挙
げている。肥大分化に関与する分子の多く
が変形性関節症の発症・進展にも深く関与
することが明らかとなったため、その中で
強力な軟骨分化制御能を有する新規転写因
子 ZNF449 の同定に成功した。予備実験で
ZNF449 は軟骨以外の間葉系組織にも発現
していることが確認されており、軟骨細胞
以外の間葉系組織の分化にも関わる可能性
がある。このように ZNF449 は多くの可能
性を秘めた新規転写因子であることから、
今回の研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究は ZNF449 の役割を in vitro、in 

vivo の多様な実験によって明らかにする。
まずその発現パターンを詳細に解明すると
ともに、様々な細胞株や初代培養細胞を用
いて各系統への分化に対する作用を検討す
る。また In vivo ではノックアウトマウス
を作製し、四肢を中心に成長・発達および
成長板の組織学的解析を詳細に行う。分化
過程における既知のシグナル伝達系との相
互作用や骨・筋肉などの軟骨以外の間葉系
組織における機能解析も行う。 
３．研究の方法 
１) ZNF449 の全身および成長板での発現
パターンの解析 
 C57/B6J マウス（8週齢）から多種類の
臓器や組織を採取し、ホモジナイザーを用
いて mRNA を回収後、逆転写し、マウス cDNA
組織パネルを自作した。これを用いてリア
ルタイム RT-PCR 法で ZNF449 の発現パター
ンをより詳細に解析した。特に軟骨、骨、
筋などの間葉系組織については様々な部
位から採取したほか、胎児期のマウスから
も組織採取し、時期による発現の変化も詳
細に調べた。またマウス胎児を用いて全身
および成長板軟骨の凍結組織切片やパラ
フィン切片を作製し、免疫組織染色を行い
空間的な発現の分布も解析した。 

２）ZNF449 の軟骨細胞における in vitro
の機能解析 
成長板の軟骨細胞は静止細胞層、増殖層、

前肥大細胞層、肥大細胞層に分かれており、
これらの分化過程のどの段階で最も強く発
現するかを検討した。マウス由来未分化軟
骨系・間葉系細胞株（ATDC5, C3H10T1/2）、
ヒト由来軟骨系細胞株（OUMS-27, SW1353）
の他、マウス・ヒトの初代軟骨細胞などを
使用した。強制発現系および siRNA を用い
た抑制系のレトロウィルスやアデノウィル
スを作製し、これらの細胞株や初代軟骨細
胞に遺伝子導入した。リアルタイム RT－
PCR で発現解析を行った。またレトロウィ
ルスを用いてZNF449を抑制したATDC5細胞
を分化誘導し、軟骨分化における機能を解
析した。 
３）ZNF449 ノックアウトマウスの作製およ
び解析 
ZNF449 のノックアウトマウスを作製し、

各種臓器、特に膝関節を中心に解析した。
まず成長への関与を観察するため体長、体
重、四肢長を胎生期から 8週まで計測した。
また成長板を含めた膝関節を H&E 染色、
Safranin O 染色、Alcian blue 染色、von 
Kossa 染色などで軟骨細胞の形態、細胞数、
軟骨基質、骨基質など詳細に検討した。 
免疫組織染色では II 型コラーゲン、X 

型コラーゲン、MMP13 など分化マーカーを
はじめ、PTHrP、Ihh、HIF2A などの抗体を
用いて各分化段階に与える影響を検討した。 
さらに、マウスの成長板、関節軟骨、肋

軟骨から細胞を採取し初代培養を行い、ex 
vivo にてその分化能、増殖能について詳細
な定量的解析を行った。 
またマウスの変形性関節症モデル（内側

側副靭帯切除、内側半月板切除）や自然経
過モデルを用いて、軟骨恒常性維持におけ
る機能解析も行った。Safranin-O 染色、免
疫組織学染色、TUNEL 染色を行い、基質分
解酵素の発現やアポトーシスについて詳細
に検討した。 
最後に軟骨以外の間葉系組織に発現が確

認されたので、骨や骨格筋での発現および
機能も解析した。 
４．研究成果 
１）ZNF449 の全身および成長板での発現
パターンの解析 
C57/B6J マウス（8週齢）より各臓器を採取
し cDNA 組織パネルを作製した。ZNF449 は
多くの組織に発現しており、特に筋肉、骨、
軟骨と間葉系組織に多く発現していた。タ
ンパクレベルの発現を調べるため胎生



18.5 日のマウス成長板軟骨で免疫組織染
色を行った。増殖層から肥大層にかけユビ
キタスに発現していたが、特に前肥大層に
発現が多く見られた。8週齢のマウスの膝
関節では関節軟骨、筋肉、骨に発現してお
り、組織パネルで得られた結果と合致して
いた。 
２）ZNF449 の軟骨細胞における in vitro
の機能解析 
ZNF449 を ATDC5, C3H10T1/2,OUMS-27, 
SW1353など様々な細胞にLipofectionやア
デノウィルスを用いて強制発現すると代表
的な軟骨形成マーカーである Col2a1 や
Aggrecan に大きな変化は見られなかった。
しかし siRNA をレトロウィルスで ATDC5 に
安定導入し、インスリンで分化誘導をかけ
ると Col10a1, Mmp13、Ihh などの後期分化
マーカーの発現が亢進した。同様の実験系
で細胞をAlizarin redとアルカリフォスフ
ァターゼで染色すると 3週以降で ZNF449 
の抑制系で石灰化が進行し、後期分化が促
進されていた。 

 
３）ZNF449 ノックアウトマウスの作製およ
び解析 
In vitro の結果を踏まえ、ノックアウトマウ
スを作製した。Exon1 のみを残し GFP を
tandem につなげたネオマイシン耐性カセッ
トの入ったターゲティングベクターを作製
した。Injection 後、マウスは無事に産出さ
れた。8 週齢になるまで体長と体重を毎週計
測し成長曲線をつけたがノックアウトマウ
スと野生型マウスでは差がなかった。そこで
胎生期での成長障害をみるため、二重染色骨
格標本を作製したが、E15.5 以降ではこちら
も差は見られなかった。そこで成長板軟骨や
膝関節の形態を詳細に比較するため、パラフ
ィン切片や凍結切片を作製し、HE 染色や

Safranin-O 染色など行ったがこちらも明ら
かな差は見られなかった。 

 
 

免疫組織染色では Col2a1, Sox9,Aggrecan, 
Col10a1, Mmp13, Ihh, Runx2, Hif2a などの
抗体を用いて発現解析したが有意差は見ら
れなかった。TUNEL 染色、Von Kossa 染色で
も同様に差はなかった。 
 ノックマウスから初代関節軟骨細胞や肋
軟骨を採取し、軟骨マーカーをリアルタイム
RT－PCR で野生型マウスと比較したが in 
vitro の結果と異なり、後期分化マーカーは
ほとんど変わらず、細胞増殖能も差はなかっ
た。 
 マウス変形性関節症モデルでは、術後 8週
で関節軟骨を Safranin-O 染色で評価したが、
変性の進行に明らかな差は見られなかった。 
 最後に骨密度、筋量を比較したがこちらも
明らかな差は見られなかった。 
 現在自然経過を検討しているが、得られた
少数個体のデータからはこれまでと同様に
明らかな表現型は見られていない。 
 



以上の結果より、ZNF449 は in vitro では軟
骨後期分化への関与が示唆されたが、ノック
アウトマウスでは筋骨格系に明らかな表現
型はみられなかった。補因子的な作用の可能
性が残されているため、現在多臓器の解析も
含め検討している。 
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