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研究成果の概要（和文）：アポトーシス関連分子Chopの遺伝子欠損マウスの変形性関節症(OA)モデルと、同マウスの軟
骨細胞を用いた解析により、Chopが軟骨細胞アポトーシスに直接的な役割を果たし、Chopを介した小胞体ストレス性ア
ポトーシスが軟骨変性の進行に寄与することを示した。また、小胞体ストレスセンサー蛋白Perk, Ire1α, Atf6αの遺
伝子欠損マウスのOAモデルと、各遺伝子発現が抑制された軟骨細胞を用いて、Atf6αが軟骨変性の進行に関与し、また
Ire1αとAtf6αが軟骨細胞の同化作用に影響を及ぼすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of proapoptotic transcription factor Chop in murine chond
rocyte apoptosis and in the progression of cartilage degeneration, using Chop-knockout (Chop-/-) chondrocy
tes and model of surgically-induced osteoarthritis (OA) in Chop-/- mice. Our results indicate that Chop pl
ays a direct role in chondrocyte apoptosis and that endoplasmic reticulum (ER) stress-mediated apoptosis c
ontributes to the progression of cartilage degeneration in mice. We also investigated the role of ER stres
s sensor Perk, Ire1alpha, and Atf6alpha in cartilage degeneration and chondrocyte metabolism with Perk+/-,
 Ire1alpha+/-, and Atf6alpha-/- mouse models of OA and these genes-knockdown chondrocytes. The results sug
gest that Atf6alpha involves the progress of cartilage degeneration and the expression of Ire1alpha and At
f6alpha relates with chondrocyte anabolism. 
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１． 研究開始当初の背景 
変形性関節症（OA）における軟骨細胞は

様々な catabolic な代謝変調をきたし、最終
的にはアポトーシスを起こし細胞死にいた
ることが知られているが、この過程の詳細な
メカニズムは明らかとなっていない。近年、
細胞の蛋白合成を担う小胞体の異常（小胞体
ストレス）が、糖尿病や神経変性疾患、動脈
硬化など種々の疾患の発症や増悪に関与す
ることが指摘され、OA においても発症や進行
の分子メカニズムとして注目されている。 
細胞は小胞体ストレスを受けると、膜上の

センサー蛋白（PERK、IRE1α、ATF6）を活性
化し、1) GRP78 などの小胞体シャペロンによ
る折りたたみ機能の向上、2) 新生タンパク
の翻訳抑制、3) 変性タンパクの分解除去の 3
つのストレス応答を誘導して、自身の恒常性
維持につとめる。しかし、小胞体ストレスが
過剰となると、細胞は CHOP/GADD153（C/EBP 
homologous protein）の誘導や JNK の活性化
を介してアポトーシスを起こし死滅する。 
OA において、変性軟骨では GRP78 の増加が

報告され、われわれも PERK や IRE1αが活性
化していることを明らかにした。また OA 軟
骨では変性・破壊の進行とともに CHOP の発
現と軟骨細胞のアポトーシスの頻度が相関
して増加することを示した。さらに、小胞体
ストレス誘導剤 Tunicamycin（TM）で培養ヒ
ト関節軟骨細胞を刺激すると、軟骨細胞のア
グリカン（Acan）mRNA 発現が抑制され、アポ
トーシスが増加することを明らかにした。 
これらの先行研究の結果は、小胞体ストレ

スが OA の病態に関与していることを強く示
唆するが、その関与を直接的に示すものとは
いえず、小胞体ストレスの役割についても明
確ではない。また、PERK、IRE1α、ATF6 の 3
つのセンサー蛋白を介して引き起こされる
小胞体ストレス応答は細胞種によって異な
り、疾患の病態にもそれぞれ異なる役割を担
っていることが示されている。 
 
２． 研究の目的 
OA における Chop と小胞体ストレスセンサ

ー蛋白 PERK、IRE1α、ATF6 の役割を明らか
にすることを本研究の目的とし、軟骨変性の
進行、軟骨細胞代謝とアポトーシスの影響に
ついて解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) Chop に関する解析 
i) マウス OAモデルにおける検討 
8 週齢雄の野生型（WT）と Chop遺伝子ノッ

クアウト（Chop -/-）マウスに対して、内側側
副靭帯切離と内側半月切除による OA モデル
を用いて、術後 0、4、8、12 週後に膝関節を
摘出して、組織標本を作成し、以下の解析を
行った。 
① 軟骨変性の評価：Safranin-O 染色による
modified Mankin score で、脛骨と大腿骨の
膝関節面における軟骨変性度を評価した。 

② アポトーシスの評価：TUNEL 染色と
c-caspase3 の免疫染色を行い、それらの陽性
細胞率を算出し評価した。 
③ 小胞体ストレスの評価：Grp78、Xbp1s、
Chop の免疫染色を行い、それぞれの陽性細胞
率を評価した。 
④ 軟骨細胞機能の評価：II 型コラーゲン
（Col2）と Mmp13 の免疫染色を行い、Col2 は
H-score を、Mmp13 は陽性細胞率を算出し、
それぞれ評価を行った。 
 
ii) マウス培養軟骨細胞における検討 
5 週齢雄の WT と Chop-/- マウスの関節軟骨

から軟骨細胞を単離・培養後、TM を 1 µg/ml
投与した。24 時間後に mRNA とタンパクを抽
出し、以下の解析を行った。 
① 小胞体ストレスの評価： Chop、Grp78、
Xbp1s mRNA 発現を qPCR で、Chop と Grp78 の
タンパク量を Western blotting で評価した。 
② アポトーシスの評価：DNA の断片化を
ELISA と TUNEL 染色で、c-caspase3 の発現を
免疫染色で評価した。 
③ 軟骨細胞機能の評価：Col2a1、Acan、Mmp13 
mRNA の発現を qPCR で評価した。 
 
(2) PERK、IRE1α、ATF6 に関する解析 
i) マウス OAモデルにおける検討 
8週齢雄のWTと各センサー蛋白の遺伝子ノ

ックアウト（Perk +/-、Ire1α+/-、Atf6α-/- ）
マウスに対して、内側側副靭帯切離と内側半
月切除による OA モデルを作成した。術後 4
週後に膝関節を摘出して組織標本を作成し、
以下の解析を行った。 
① 軟骨変性の評価：Safranin-O 染色による
modified Mankin score で評価した。 
② アポトーシスの評価：TUNEL 染色を行い、
TUNEL 陽性細胞率で評価を行った。 
③ 小胞体ストレスの評価：Xbp1s の免疫染色
を行い、陽性細胞率で評価した。 
④ 軟骨細胞機能の評価：Col2 の免疫染色を
行い、H-score で評価した。 
 
ii) マウス培養軟骨細胞における検討 
5週齢雄のWTマウスの関節軟骨から軟骨細

胞を単離し、Perk、Ire1α、Atf6αに対する
siRNA と Lipofectamine を用いて、それぞれ
の遺伝子発現を抑制した。コントロール群に
は negative control siRNA を用いた。TM を
1 µg/ml 投与し、24 時間後に mRNA とタンパ
クを抽出し、以下の解析を行った。 
① 小胞体ストレスの評価：Xbp1s mRNA の発
現を qPCR で評価した。 
② アポトーシスの評価：DNA の断片化を
ELISA で評価した。 
③ 軟骨細胞機能の評価：Col2a1、Acan、Mmp13 
mRNA の発現を qPCR で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) Chop に関する解析 
i) マウス OAモデルにおける検討 
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