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研究成果の概要（和文）：マウス初代関節軟骨細胞を用いて細胞伸展装置にて軟骨変性関連遺伝子の発現を誘導する条
件を最適化し、その条件にて得られたcDNAをマイクロアレイにて解析した。ストレス負荷によって発現量が大きく変動
する遺伝子を選別し、軟骨細胞での発現が多いものを絞り込み、候補遺伝子としてGremlin1に注目して解析を進めた。
Gremlin1は伸展負荷だけでなく、周期的静水圧負荷装置を用いた系でも発現が増強した。Gremlin1は細胞培養レベルで
も生体レベルでも軟骨基質を分解に導く作用があることが示唆され、その経路としてNF-kBシグナルを経由することも
判明した。

研究成果の概要（英文）：We first optimized experimental conditions to induce catabolic factors in mouse 
primary chondrocytes by cell stretch system, and analyzed gene expressions by microarray. We identified 
Gremlin1, which was induced by excessive cell stretch or by excessive hydrostatic pressure. Gremlin1 
exerted catabolic effects in primary cultured chondrocytes and mouse knee joints, and its effects were 
mediated by NF-kB signaling pathway.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
昨今の高齢者社会において、要介護の主要な
原因の一つであるロコモテイブシンドロー
ムは大きな社会問題であり、その中で最大の
疾患である変形性関節症に対する新規治療
法の開発は喫緊の課題となっている。変形性
関節症は遺伝的要素、代謝疾患要素、環境的
要素、そして物理的ストレスなど様々な要因
からなる多因子疾患であるが、中でも過度の
体重増加もしくは過度の運動などが高いリ
スクであることから、過剰な物理的ストレス
は変形性関節症の最大の誘因と考えられて
いる。しかしながら、物理的ストレスによる
変形性関節症の発症・進行における病態生理、
メカニズムは未だにごく部分的にしか解明
されていない。 
申請者らはこれまで軟骨細胞を制御するシ
グナル群の解明に取り組み、Sox9, Runx2 な
どの転写因子群から cGKII, GSK3β, Akt 
などのリン酸化酵素、HIF-2α,NFκB シグ
ナルなど多様なシグナルを解明するととも
に、独自に開発した変形性関節症のマウスモ
デルを用いて変形性関節症の分子病態生理
の解明でも世界トップクラスの成果を挙げ
てきた (Nat Med 16:678,2010; Arthritis 
Rheum 62:826,2010; PLoS One 
4:e4543,2009; J Clin Invest 118:2506,2008; 
Dev Cell 14:689,2008; Gene 416:53,2008; 
EMBO Rep 8:504,2007; Nat Med 
12:665,2006)。特に軟骨内骨化の後期にみら
れる軟骨細胞の肥大分化に類似した現象が
変形性関節症においてもみられること、また
肥大分化促進分子を抑制することによって
変形性関節症の発症・進展を抑えられること
を申請者らは証明してきたが、過剰な物理的
ストレスがどのようにこれらの現象に繋が
るのかは現時点でも詳しくは分かっていな
い。これまでの uniaxial 細胞伸展装置を用い
た先行研究では、高頻度もしくは高伸展率で
軟骨細胞を刺激した場合は IL-1β、MMP の
産生が誘導され軟骨に対して catabolic に働
くが、低頻度もしくは低伸展率での刺激は逆
に軟骨に anabolic に作用することなどが報
告されている（J Biochem 125:966,1999; 
Arthritis Rheum 44:608,2001; Arthritis 
Rheum 50:3541,2004）。しかし、これらの伸
展装置の刺激は本来関節において軟骨細胞
が受けるストレスとは性質が全く異なり、申
請者らも追試を行ったが安定した成果を挙
げることができなかった。 
そこで申請者らはより生理的な物理ストレ
ス負荷方法として周期的な静水圧負荷を考
案した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、下肢の荷重関節軟骨が受けるス
トレスの性質を考慮し、最も生体内の負荷環
境に近いものとして静水圧負荷を選択した。
また歩行すると下肢の荷重関節軟骨は周期
的にストレスを受けることから、負荷条件と

して 1Hz 程度の周期的な負荷を想定してい
る。このような生体内の関節軟骨が受ける物
理的ストレスを忠実に再現する in vitro の
系は、研究を推進する上で必須のものとして
待望されてきたが未だ確立されておらず、本
研究はそれに正面から取り組もうとするも
のである。近年は分子生物学の技術革新は目
覚ましく、マイクロアレイの性能はより確か
で安価なものとなり、また次世代シーケンサ
ーが登場して ChIP-sequence の手法が普及
し、全ゲノム・エピゲノムの解析がラボ単位
で実施可能となりつつある。このような網羅
的な解析手法は未知の分子やシグナルを見
つけるのに強大な力を発揮するが、いずれも
in vitro の解析手法であるため、現時点では
変形性関節症研究に直接応用することが困
難である。本研究の最大の目的は、このよう
な分子生物学の最新技術を変形性関節症研
究に持ち込むことである。より生理的な物理
的ストレスの in vitro 負荷モデルが確立さ
れれば、適度な物理的ストレスが関節軟骨の
維持を促進する過程や、過剰な物理的ストレ
スが関節軟骨を変性させる過程、さらにその
スイッチングのメカニズムを、最先端の実験
手法によって詳しく解析することが可能と
なり、変形性関節症の病態や治療に関する研
究が一気に加速することが期待される。 
 
３．研究の方法 
軟骨系細胞株を用いて、静水圧を負荷する
圧と周期、時間、負荷後の培養期間に関し
て基礎検討を行い、静水圧が catabolic に
作用する条件と anabolic に作用する条件
を探索する。適切な負荷条件が確立されれ
ば、マウスおよびヒト由来の初代培養軟骨
細胞を用いて条件をさらに最適化する。
catabolicな条件とanabolicな条件で負荷
したサンプルを用いて最先端の発現スクリ
ーニングを行い、圧負荷が細胞にもたらす
多様な変化を網羅的に解析して、それぞれ
の主要シグナル経路を解明する。また物理
的ストレスと並んで関節軟骨変性の原因と
される炎症シグナルとも比較するため、
catabolic な条件での物理的ストレス負荷
系と、炎症性サイトカイン添加による軟骨
変性系との間でも同様の解析を行い、変形
性関節症の二大要素間でのシグナル経路の
違いを探る。 
 
４．研究成果 
マウス初代関節軟骨細胞を用いて細胞伸展
装置にて軟骨変性関連遺伝子の発現を誘導
する条件（伸展率、伸展周期、負荷時間、負
荷後の培養期間）を最適化し、その条件にて
得られた cDNA をマイクロアレイにて解析
した。ストレス負荷によって発現量が大きく



変動する遺伝子を選別し、軟骨細胞での発現
が多いものを絞り込み、候補遺伝子とした。
その一つ、Gremlin1 について、注目して解
析を進めた。Gremlin1 は BMP のアンタゴ
ニストとして知られ、肢芽発生時に重要な役
割を果たすことが知られており、変形性関節
症の発症によって関節軟骨での発現が増加
することも報告されているが、その役割は解
析されてこなかった。Gremlin1 は伸展負荷
だけでなく、周期的静水圧負荷装置を用いた
系でも発現が増強した。リコンビナント
Gremlin1 を培養関節軟骨細胞の培地に加え
ると、軟骨細胞の基質産生能は低下し、
Mmp13 など軟骨基質分解酵素の発現が増強
した。マウス変形性関節症モデルの膝にリコ
ンビナント Gremlin1 を注射すると、著しく
変 形 性関節 症 が促進 さ れた。 反 対 に
Gremlin1 抗体をマウス変形性関節症モデル
の膝に注射すると、変形性関節症の発症は抑
制された。Gremlin1 の過剰発現系で種々の
レポーターアッセイを行ったところ、
Gremlin1はNF-kBシグナルを活性化するこ
とが分かった。そこで NF-kB の代表的転写
因子 Rela の flox マウスを用いて検証したと
ころ、Rela をノックアウトした軟骨細胞もし
くは軟骨組織では Gremlin1 の catabolic な
作用はほとんど観察されなかった。この現象
は IKK 阻害剤を用いた系でも同様であった。 
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