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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞分化の各過程における各MAML family の発現パターンを胎児軟骨成長板において確
認したところ、肥大軟骨層においてMAML1およびMAML2がやや強く発現している傾向がみられた。未分化軟骨細胞株ATDC
5 を用いた分化誘導系において、各段階における発現パターンを解析したところ、後期分化においてMAML1およびMAML2
の発現が上昇していた。各MAML 分子の未分化軟骨系細胞ATDC5 およびマウス初代関節軟骨細胞における過剰発現系とR
NAiによる抑制系を作成し、培養細胞内における機能解析を行ったところ、過剰発現系においてはMmp13の発現上昇がみ
られた。

研究成果の概要（英文）：We checked the expression patterns of MAML family in mouse embryonic limb cartilag
e and found that MAML1 and MAML2 expressed in chondrocytes in hypertrophic zone. We further examined the e
xpression patterns of MAML family by real-time RT-PCR during differentiation of cultured mouse chondrogeni
c cell line ATDC5 in the presence of insulin. The m-RNA levels of MAML1 and MAML2 were increased in their 
terminal differentiation stages. Overexression of MAML1 and MAML2 in ATDC5 cells and immature murine artic
ular chondrocytes stimulated Mmp13 expression.
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症などの運動器変性疾患は高

齢者の生活の質を低下させるロコモティブ
シンドロームの中心的な疾患であり、関節軟
骨の変性予防や、修復・再生といった本質的
な治療技術は緊喫の社会的要請となってい
る。我々は長年軟骨細胞を制御するシグナル
群の解明に取り組み、軟骨内骨化の後期にみ
られる肥大分化の過程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証明してきた。
（Nature Med16:678,2010; 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; Nature Med 12: 
665,2006; Arthritis Rheum 54:2462,2006; 
Genes Dev 18:2418,2004）。 
肥大分化については PTHrP/Ihh, Wnt, 

MEF2C など数多くのシグナル・分子が関与
することが知られているが、それぞれが個別
に解析されるばかりで、それぞれの間でどの
ような調整機構が存在するのかは全く分か
っていない。肥大分化過程を変形性関節症の
治療標的シグナルとするにはこれらの相互
調節機構の解明が必要不可欠と考えられる。  
分子生物学的研究において研究の中心は

特定のシグナルであることが多く、ある現象
の中でその対象シグナルがどのように作用
するかを解析するスタイルが一般的である。
軟骨内骨化の研究も同様で、これまで軟骨内
骨化の制御に関する研究は盛んに行われ、数
多くのシグナルが関与することが明らかと
なっているが、それぞれのシグナルを結ぶ横
のつながりについてはあまり注意が払われ
てこなかった。軟骨内骨化は軟骨細胞が整然
と配列した状態で分化し、関連するシグナル
が障害されるとその配列は容易に乱れるこ
とから、軟骨内骨化は極めて繊細な制御を受
けていることが推測される。そうすると当然
お互いのシグナルを結ぶ調節機構があるは
ずであるが、現時点ではそのようなネットワ
ークを示唆する研究報告はない。 
我々は、最近取り組んでいる Notch シグ

ナルの共役分子である Mastermind-like 
(MAML) family 分子が、NF-κB, Wnt, 
Runx2, MEF2C などの多くの肥大分化制御
シグナル・分子とも共役することに注目し、
MAML family 分子を切り口にこれらの相互
調節機構の解明に挑戦する計画を立てた。本
研究ではシグナルの主役を担う分子ではな
く、転写共役分子というシグナルの脇役に焦
点を当てている。特に MAML family は
Notch、NF-κB, Wnt, Runx2, MEF2C など
の多くの肥大分化制御シグナル・分子とも共
役することが知られており、肥大分化に関わ
るほとんどのシグナルと繋がりうる可能性
を秘めている。さらに MAML family 分子は
細胞のアポトーシスを誘導する癌抑制遺伝

子 p53 遺伝子の転写共役分子としても知ら
れており、肥大分化のみならずその後のアポ
トーシスをも制御する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
軟骨内骨化の後期にみられる肥大分化の過
程は近年多くのシグナルの関与が解明され
てきており、また変形性関節症において軟骨
細胞で起きている病的な肥大分化と共通す
る過程としても注目されている。MAML 
family 分子は、肥大分化を制御することが in 
vivo で証明されている Notch, NF-κB, Wnt, 
Runx2, MEF2C との関与がそれぞれ報告さ
れている転写共役分子であるが、MAML 自
身に焦点を当てた軟骨領域での目立った研
究報告はない。 
  これまで我々はマウス変形性関節症モデ
ルを用いた検討によって、肥大分化制御シグ
ナルは骨格の成長を司るだけでなく、変形性
関節症の治療標的にもなりうる可能性を報
告してきた。しかしながらこれらの多くの関
連分子の中から治療標的を絞り込む上で、そ
の分子を修飾した結果どのような生体現象
がみられるかを予測するため、影響の及ぶシ
グナルを予め知る必要がある。 
本研究によって肥大分化制御シグナルの

相互調節機構が解明されれば、これまで知ら
れていなかったシグナルや分子の関与が芋
づる式に解明される可能性があり、発生学的
においても骨格形成を理解する上でブレー
クスルーとなりうるが、変形性関節症の治療
標的として最も効果的で、かつ副作用の少な
い分子を選別する際にも大きく貢献すると
考えられる。本研究は新規性ある MAML と
いう分子を研究対象とするだけでなく、これ
らの肥大分化制御シグナルの相互調節機構
を解明することで変形性関節症発症メカニ
ズムの詳細を明らかにし、治療標的候補分子
を見つけることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず MAML family 分子に焦点

を当て、軟骨細胞における機能を解析すると
ともに、クロマチン免疫沈降シーケンシング
法（ChIP-seq）により肥大分化過程での MAML 
family の標的とするシグナルや分子をスク
リーニングし、さらにそれを実験的に検証す
る。これらの作業により、肥大分化制御シグ
ナルの横のつながりを網羅的に解明するこ
とを目指した。 
具体的には以下のテーマに分けて検討を

行った。 
 
（１）MAML family 分子の発現パターンの解
析 
まず四肢軟骨内骨化過程における MAML 

family 分子の発現解析を行った。軟骨細胞分
化の各過程における各 MAML family 分子の発
現パターンを胎児軟骨成長板において、免疫
組織染色およびin-situ hybridization によ



り、それぞれの family 分子の発現局在を同
定した。 
 また in vitro においても、未分化軟骨細
胞株 ATDC5 を用いたインスリンおよびリン
による分化誘導系において、各段階における
発現パターンをリアルタイムPCRにて解析し
た。 
 野生型マウスを用いた変形性関節症モデ
ル膝関節切片において、経時的なMAML family
分子の発現検討を行った。 
 
 （２）MAML family 分子の軟骨における in 
vitro、in vivo での機能解析 
上記（１）にて同定された軟骨細胞の分化

過程において発現している各 MAML family 分
子の未分化軟骨系細胞 ATDC5 およびマウス
初代関節軟骨細胞における gain of function
としての過剰発現系と loss of function と
しての RNAi による抑制系を作成し、リアル
タイムPCRにて培養細胞内における発現解析
を行った。 
 
（３）ChIP-seq 法を応用した MAML family
分子の標的シグナル・分子の探索 
次に各分化段階において、MAML family 分

子と共役・複合体を形成するとされている既
知の分子との実際のin vivo での相互作用に
ついての検討を行った。具体的には Notch、
NF-κB、Wnt、Runx2、MEF2c、p53 といった
分子と、in vivo で機能的なタンパク複合体
を形成しているかを確認すべく、胎児軟骨成
長板組織切片上にて in-situ proximity 
ligation assay を行い、各分化段階において
実際にMAML family 分子と複合体を形成して
いるタンパクの同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）まず四肢軟骨内骨化過程における MAML 
family 分子の詳細な発現解析を行ったとこ
ろ、主に軟骨細胞内では MAML1、MAML2 が多
く発現し、MAML3 も少ないながら発現してい
ることを確認した。軟骨細胞分化の各過程に
おける各 MAML family 分子の発現局在を胎児
軟骨成長板において免疫組織染色および
in-situ hybridization により確認したとこ
ろ、増殖細胞層でも発現はみられていたが、
特に肥大軟骨層において MAML1 および MAML2
がやや強く発現している傾向がみられた。
MAML3 の発現は各分化段階においてほとんど
みられなかった。 
未分化軟骨細胞株 ATDC5 を用いたインス

リンおよびリンによる分化誘導系にて、各段
階における MAML family 分子の発現パターン
をリアルタイム PCR にて解析したところ、
MAML1 は分化の初期段階においても発現して
いた。また、Mmp13 や Vegfa といった後期分
化過程において発現が上昇する分子と同様
に、後期分化において MAML1 および MAML2 の
発現が上昇していた。 
 

（２）未分化軟骨系細胞 ATDC5 およびマウス
初代関節軟骨細胞においてレトロウイルス
およびアデノウイルスによる各 MAML family
分子の過剰発現系を作成し、培養細胞内にお
ける機能解析を行ったところ、MAML1 および
MAML2 それぞれの過剰発現系において、Ⅹ型
コラーゲンの発現が軽度上昇し、また Mmp13
の発現上昇がみられた。RNAi による抑制系は
現在実験中である。 
 
（３）MAML family 分子と共役・複合体を形
成するとされている既知の分子との in vivo 
での相互作用についての検討は、現在共役パ
ートナー候補分子との結合確認実験中であ
る。 
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