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研究成果の概要（和文）：変形性関節症や関節リウマチなど、関節軟骨が変性していく疾患において、軟骨変性に関与
する遺伝子の発現調節の仕組みを解析することは重要である。転写因子C/EBPが、軟骨変性を引き起こす様々な遺伝子
の発現調節で中心的役割を担っていることを発見した。C/EBPは患者の関節軟骨において、軟骨破壊酵素であるMMP-1, 
MMP-3, MMP-13の遺伝子発現を上昇させていることが証明された。また、主要な軟骨基質であるII型コラーゲンの発現
を低下させた。さらに骨破壊を引き起こす破骨細胞を誘導する因子RANKLの発現を上昇させていた。関節軟骨変性の鍵
となる遺伝子調節因子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We found that a transcriptional factor, C/EBP plays crucial roles in gene regulati
on which affect cartilage degeneration in osteoarthritis or rheumatoid arthritis. C/EBP stimulates gene ex
pressions of MMP1, MMP-3, MMP-13, which denature the cartilage matrix. C/EBP also stimulate RANKL expressi
on to promote osteoclast formation that consequently promote bone destruction in rheumatoid arthritis. Fur
thermore, C/EBP repress the expression of type II collagen which is a major matrix molecule of cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 
 
変形性関節症や関節リウマチに代表される
関節軟骨変性疾患は、患者の日常生活動作、
稼働性、労働力を著しく損なう、医学的にも
医療社会経済的にも重要な疾患である。関節
軟骨の変性を制御する分子生物学的メカニ
ズムは十分に解明されておらず、その本質的
治療法も開発されていない。関節軟骨変性に
は様々な因子が関与している。例えば軟骨基
質分解酵素である種々のＭＭＰやＡＤＡＭ
ＴＳ、炎症を惹起するサイトカイン、骨破壊
を引き起こす破骨細胞誘導因子、軟骨細胞自
身の表現系の変化と発現するコラーゲンの
変化などである。これらの遺伝子発現の調節
に中心的に働いている因子をさぐる必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
 
関節軟骨変性に関与するさまざまな遺伝子
の発現の調節に関与する中心的因子を探索
し、その機能を解析すること 
 
３．研究の方法 
 
変形性関節症や関節リウマチの患者より関
節軟骨と滑膜のサンプルを採取し、各種ＭＭ
Ｐ、RANKL、コラーゲンなどの発現を免疫
染色にて解析した。転写因子 C/EBP の発現
も同様に解析した。また、マウスの胎児成長
軟骨板での II 型コラーゲンおよび X 型コラ
ーゲンの発現パターンと Sox9およびC/EBP
の発現パターンを免疫染色で比較検討した。 
 
軟骨細胞培養系にて C/EBP の発現アデノウ
イルスベクターを感染させ、発現増強モデル
を作成した。また、siRNAを導入して C/EBP
の機能低下モデルを作成した。MMP1,3,13, 
ADAMTS4, 5, RANKL, osteoprotegerin, 
Col2a1, Col10a1, aggrecan, Runx2, indian 
hedgehog, VEGF, IL-6 遺 伝 子 発 現 を
real-time RT-PCRで解析した。 
 
遺伝子発現調節メカニズムを、MMP-3, 
MMP-13, Col2a1, RANKLのプロモータ・レ
ポーターアッセイにて詳細に解析した。結合
配列に変異を導入し、C/EBP結合の直接的影
響を解析した。また、dominant negative型
変異 C/EBP 発現ベクターを用いて、C/EBP
の機能変化に応じたプロモータ活性の変化
を解析した。 
 
免疫沈降法を用いて、核内での C/EBP の
MMP-3, 13, Col2a1, RANKL遺伝子プロモ
ータ配列への直接結合を解析した。 
 
他の転写因子である、Sox9、ATF2, 
RUNX2 との相互作用について、免疫沈降に
て解析した。 

C/EBP を導入したリウマチ患者滑膜と末梢
血から採取した単核細胞を共培養し、破骨細
胞の形成を検討した。 
 
４．研究成果 
 
転写因子C/EBPは変性した関節軟骨や滑膜に
強く発現していた。その発現パターンは遺伝
子発現を増強させる MMP1,3,13、RANKL の発
現パターンとは類似していた。一方、マウス
の成長軟骨板において、C/EBP の発現パター
ンは肥大軟骨細胞に強く、C/EBP が発現を増
強させる作用のある、ColX, Runx2, MMP13 の
発現パターンと類似しており、逆に発現を低
下させる作用のある Col2, Sox9 の発現パタ
ーンと相補的であった。 
 
C/EBP の発現ベクターの導入によって、MMP1, 
3, 13, ADAMTS5,RANKL, Col10, Indian 
hedgehog, Runx2 の遺伝子発現は数倍〜数十
倍に増強された。Col2a1 と aggrecan の遺伝
子発現は低下した。siRNA によるノックダウ
ンは前述と逆の作用を示した。 
 
プロモータアッセイによって、C/EBPは MMP-3, 
13, RANKL のプロモータに直接結合し転写活
性を増強させることが明らかになった。結合
部位に変異を導入すると転写活性の低下が
認められた。Dominant negative 型変異 C/EBP
発現ベクターを導入すると、プロモータ活性
は抑制された。一方、C/EBP は Col2a1 のエン
ハンサー領域にも結合し、転写を抑制してい
ることが示された。C/EBP と Sox9 との競合作
用が Col2a1 エンハンサー領域上で確認され
た。 
 
クロマチン免疫沈降法にてC/EBPがプロモー
タアッセイで確認された結合部位に結合し
ていることが、それぞれの遺伝子で確認され
た。 
 
マウスの胎児長管骨器官培養系でC/EBP発現
ベクターを導入すると、Col2a1 と Sox9 の発
現が低下し、ColX、Runx2、indian hedgehog, 
MMP13 の発現が増強された。 
 
関節リウマチ患者に C/EBP を導入すると、
RANKL の発現が増強することが器官培養系で
示された。C/EBP を導入した滑膜細胞と末梢
血から採取した単核細胞を共培養すると、
TRAP 陽性多核細胞として観察される破骨細
胞の形成が認められた。 
 
免疫沈降にて C/EBP と RUNX2 の結合、C/EBP
と ATF2 との結合が確認され、これらの転写
因子の共益因子としても機能していること
が示された。 
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