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研究成果の概要（和文）：Prg4は関節軟骨表層に発現する分泌因子で、関節の潤滑性の向上や軟骨変性進行の阻
止などの役割が報告されているが、その発現調節機構は不明な点が多い。本研究から、転写調節因子Irx3は、
TGFβシグナル伝達因子Smad3や変形性関節症関連因子Nfatc2との複合体形成によりPrg4発現を誘導することが判
明した。さらにIrx3は、Prg4発現を上昇させるWnt/β-cateninシグナルの関連因子であるWnt4やLgr6と相互作用
することが判明した。以上の結果より、Irx3はTGFβおよびWntシグナルとの相互作用を介してPrg4発現を誘導
し、軟骨変性の進行を阻止する因子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prg4 is a secreted factor which is expressed in surface layer of articular 
cartilage. Although Prg4 has been reported to enhance the joint lubrication and inhibit the 
progression of cartilage degradation, regulatory mechanisms of its transcription are largely 
unknown. In this study, we showed that transcription factor Irx3 upregulates Prg4 expression by 
forming the transcriptional complex with TGF-beta-mediated Smad3 and Nfatc2 which is reported to 
repress osteoarthritis. We also reported the relationship between Irx3 and Wnt/beta-catenin 
signaling which is a major regulator of Prg4 expression. Irx3 increased not only the expression of 
Wnt4 and Wnt co-receptor Lgr6 but the transcriptional activity of Wnt signaling. These results 
indicate that Irx3 upregulates Prg4 expression by the interaction with TGF-beta or Wnt/beta-catenin 
signaling. Thus, Irx3 might be one of the clinical target for the treatment of cartilage 
degradation.

研究分野： 骨軟骨関連細胞の分化調節
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、Irx3の関節軟骨での発現を明らかにし、Prg4発現誘導シグナルであるTGFβやWntシグナ
ルとの相互作用を介した新たなPrg4発現調節機構を解明したことである。Prg4は軟骨変性疾患の進行を阻止する
ことが報告されており、本研究結果から、Prg4発現を上昇させるIrx3は同疾患の新たな治療標的となりえる可能
性が示唆され、本研究は社会的意義が高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Prg4 は関節軟骨表層に発現する分泌因子で、関節軟骨表面の摩擦を低減し保護する作用をもつ
タンパク質として注目されてきた。近年、軟骨特異的 Prg4 過剰発現マウスでは、実験的変形性
関節症を誘発させてもコントロールマウスと比較して症状の進行が軽減されることから、Prg4 
は変形性関節症に対する治療薬となりえることが示唆された。さらに、fate-mapping 解析の結
果、Prg4 発現細胞は、関節表層のみならず関節軟骨全層にわたり散見されたことから、Prg4 発
現細胞は関節軟骨を構成する軟骨細胞の幹細胞として機能することが示唆された。以上のこと
から、軟骨疾患治療や未分化細胞による軟骨再生医療に対して Prg4 発現の誘導が有効である
と期待されるが、その発現調節機構はほとんど解明されていない。 
 

２．研究の目的 

本研究では Prg4 発現調節機構に関して、転写調節因子 Irx3 と他のシグナル伝達経路との関連
を中心に組織学的、分子生物学的に解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

まず生後８週齢マウス大腿骨における Irx3 および Prg4 を免疫染色により検討した。次に、未分
化間葉系様細胞株 C3H10T1/2 細胞に対する TGF-beta処理を Prg4 発現調節機構を解析する実験
系として用いた。この実験系において、レトロイウルスを用いた Irx3 、変形性関節症関連因子
Nfatc2、TGF-シグナル伝達因子 Smad3 の過剰発現を行った後、real-time PCR による Prg4 発現
解析により これらの因子の Prg4 発現調節における役割を検討した。さらに、これらの因子の
複合体形成を免疫沈降法により検討した。また、これまでに Prg4 発現を誘導することが報告さ
れている Wnt/-catenin(Wnt/bcat)シグナルに着目し、Irx3 により誘導される Wnt シグナル関
連因子を real-time PCR により調べた。さらに、ウサギ初代軟骨細胞や軟骨細胞株 N1511 細胞に
おいて、Irx3 過剰発現や Wnt シグナル共受容体 Lgr6 に対する siRNA 発現による Wnt/bcat シグ
ナル活性の変化を TOPFlash を用いたレポーターアッセイにより調べた。 
 
４．研究成果 
（１）免疫染色の結果、Prg4 および Irx3 発現は生後８週齢マウス大腿骨関節軟骨表層に認めら
れた（図 1）。 

 
（２）C3H10T1/2 細胞に Irx3, Nfatc2,および Wnt/bcat シグナルを活性化させる安定型-
catenin(∆bcat)を過剰発現させると、Nfatc2 と∆bcat はコントロール(GFP)と比較して Prg4 発
現を上昇させたが、Irx3 単独では上昇させなかった（図 2A）。同細胞に TGF処理と共に Irx3, 
Irx3 と Nfatc2 を過剰発現させると TGFによる Prg4 発現誘導が相乗的に上昇した（図 2B）。ま
た、TGFシグナル伝達因子のうち Smad3 は Prg44 発現を上昇させたが、Smad2 は上昇させなか
った（図 2C）。 

 
 

 
（３）C3H10T1/2 細胞において、TGF処理と共に Irx3, Nfatc2 および Smad3 の機能阻害を行う
と、いずれの処理においても TGFによる Prg4 発現誘導が抑制された(図 3) 

Irx3 

図１ Prg4 および Irx3 の関節軟骨における発現 

Prg4 

図２ Irx3, Nfatc2, Smad2 および Smad3 過剰発現による Prg4 発現の変化 



 

 
 

（４）次に Irx3, Nfatc2 および Smad3 の相互作用について調べた。すなわち、C3H10T1/2 細胞

に Irx3-V5, HA-Nfatc2 および Flag-Smad3 を発現させ、タグ抗体に対する免疫沈降実験を行っ

たところ、それぞれの分子間における複合体形成が観察された（図 4）。 

 
これらの結果から、TGFシグナルは Smad3 を介して Prg4 を発現調節し、Irx3 は Nfatc2 や Smad3

と複合体を形成することによって、Prg4 発現を上昇させることが示された。 

 

（５）Wnt/bcat シグナルは Prg4 誘導因子として過去に報告されており、また我々のデータから

も Prg4 発現を上昇させることが示された（図 2A）。そこで Wnt/bcat シグナルと Irx3 の関係に

ついて調べた。同シグナルのリガンドである Wnt ファミリー遺伝子の発現について検索したと

ころ、Irx3 は Wnt4, 5a,5b 発現を亢進し、Wnt2, 11 発現を抑制したが、特に Wnt4 に対する発現

上昇作用が顕著であった（図 5A）。また、同シグナルの共受容体 Lgr ファミリー遺伝子の発現を

調べたところ、Irx3 は Lgr4,5 発現を抑制し、Lgr6 発現を亢進させた(図 5B)。次に同シグナル

レポーター遺伝子 TOPFlashを用いて、Irx3の Wnt/bcatシグナル活性に対する作用を検討した。

Irx3は、ウサギ初代軟骨細胞においてTOPFlash活性を顕著に増大させ、この活性上昇はWnt/bcat

シグナル阻害因子 DNLEF との共発現により抑制された(図 5C)。また、軟骨細胞株 N1511 細胞に

おいて、安定型-catenin による TOPFlash 活性上昇は、dominant-negative 型 Irx3(DNIrx3)の

共発現により有意に抑制された。さらに、TGFによる Prg4 発現上昇は、siLgr6 処理により抑制

された（図 5D）。 

図３ Irx3, Nfatc2 および Smad3 機能阻害による Prg4 発現の変化 

図４ Irx3, Nfatc2 および Smad3 の複合体形成 
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（６）最後に生後８週齢マウス大腿骨における Irx3 および Lgr6 発現を連続切片において調べ

た。両遺伝子発現はかなり類似しており、肥大軟骨層（矢印）および関節軟骨表層（矢頭）に認

められた(図 6)。 

Wnt4 は関節軟骨に発現し、Wnt/ -catenin シグナルを作動させ、関節軟骨形成に関係すること

が報告されている。この知見と（５）および（６）の研究結果を合わせると、Irx3は Wnt4 や Lgr6

発現誘導によって Wnt/ -catenin シグナルを活性化させることにより Prg4 発現を亢進させる

ことが示唆された。 

以上の結果から、関節軟骨に発現する Irx3 は TGF や Wnt/ -catenin シグナルとの相互作用

により Prg4 発現を誘導することが判明し、関節軟骨変性疾患の進行を防ぐ治療標的となる可能

性が示唆された。 

図５ Irx3 と Wnt/ -catenin シグナルの関係 

図６ ８週齢マウス大腿骨における Irx3 および Lgr6 の発現 
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