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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、軟骨細胞におけるUⅡ/URPの生理機能とその作用機序を明らかにし、さら
には指肢の発生や再生、軟骨疾患との関連性を探ることを目標として行った。その結果、軟骨のUTR発現レベルは軟骨
形成初期に高く、成熟軟骨では低いことが解った。培養下の軟骨組織へのUⅡ処理により軟骨基質であるⅡ型コラーゲ
ンとTGF-β1の遺伝子発現が有意に増加した。肢切断後のスパイク（軟骨組織）形成がUTRアンタゴニストの処理により
抑制された。以上の結果から、UⅡ-UTR系は軟骨組織の形成に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the relation between UⅡ-UTR system and 
chondrogenesis using the cartilage tissues of Xenopus laevis, aim to clear the function of UⅡ-UTR system 
in the chondrocytes. As the results, we found the levels of UTR mRNA expression in the early process of 
chondrogenesis is significantly higher than that in the mature cartilage tissue. The treatment of UII for 
the isolated cartilage tissue significantly increased the gene expression of the type2 collagen and 
TGF-β1. Furthermore, the treatment of UTR antagonist (urantide) inhibited the formation of the spike 
cartilage tissue after amputation of the froglet limb. These results suggest that the UⅡ-UTR system is 
involved in the early process of the chondrogenesis.

研究分野： 比較内分泌学

キーワード： ウロテンシンⅡ　URP　軟骨　アフリカツメガエル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ウロテンシンⅡ(UⅡ)は、ハゼの尾部下垂

体から同定された血管・平滑筋収縮に作用す
るペプチドホルモンである。1999 年に、ア
ミノ酸 11 個からなるヒト UⅡが orphan 
receptor GPR14（後に UT 受容体と改名）の
内因性リガンドとして発見され、最強の心血
管収縮物質であることが示された。最近、U
Ⅱと構造的に類似した UⅡ-related peptide 
（URP）が発見され、現在では UⅡ/URP が
心血管疾患や慢性腎不全、糖尿病と関連し、
循環器学や創薬領域において注目を集めつ
つある。 
 最近、両生類での UⅡ/URP の機能を探る
研究において、UT 受容体が肺を構成する軟
骨組織や、胸部軟骨および指関節軟骨に発現
していることを新規に見出した。さらに、ラ
ットの肋軟骨や関節軟骨、気管軟骨でも UT
受容体の発現を確認した。これまで、UⅡ
/URP の作用部位が脊椎動物の軟骨組織に存
在するという報告は無く、我々が見出した軟
骨細胞での知見は UⅡ/URP の新しい機能を
示唆する重要な発見となった。 
 指や膝の関節部分は、2 型コラーゲンやプ
ロテオグリカンといった細胞外基質を主成
分とした硝子軟骨で構成されている。硝子軟
骨は個体発生期に骨格の鋳型として形成さ
れ、生後は成長軟骨として身長を伸ばし、関
節軟骨として運動機能を担っている。しかし
ながら、軟骨は血管や神経が存在しないため
に修復能に乏しく、加齢による変性や外的損
傷によって様々な軟骨疾患（変形性関節症や
軟骨無形性症）の発症につながることが知ら
れている。また、脊椎動物の指肢の発生や再
生においても、軟骨原基が骨の鋳型となり、
軟骨細胞の増殖と肥大化・石灰化を経て、骨
組織に置換される（軟骨内骨化）など、軟骨
機能の調節は骨格形成の根幹をなす重要な
機構である。さらに、最近、UⅡは心臓繊維
芽細胞でのコラーゲン合成を促進すること
が軟骨での UT 受容体の発現が報告され、U
Ⅱは細胞外基質の産生に関与していること
が示唆されている（Dai et al., 2007, 2011）。 
このような学術的背景から、“UⅡ/URP が軟
骨細胞に発現する UT 受容体を介して軟骨細
胞の機能（細胞外基質の産生、成長因子およ
びサイトカインの産生）の制御に重要な役割
を担っている”と考えている。したがって、
本申請研究では、軟骨細胞におけるUⅡ/URP
の生理機能とその作用機序を明らかにし、さ
らには指肢の発生や再生、軟骨疾患との関連
性を探ることを目標としている。 
 
２．研究の目的 
上述の背景とこれまでの研究成果をもと

に、本研究は、UⅡ/URP-UT 受容体システム
による軟骨機能の制御に関わる分子機構を
明らかにし、それらの知見をもとに脊椎動物
の指肢の発生や再生における軟骨形成の仕
組みや、軟骨疾患の発症機序といった応用研

究への展開を視野に入れて研究を進める。研
究期間内に以下の 2 項目について、分子生理
学的アプローチにより研究を進める。 
 
1) 両生類および哺乳類の軟骨細胞における
UⅡ/URP の機能解析 
 先行研究において、UT 受容体が軟骨細胞
に発現したことから、申請者は UⅡ/URP が
軟骨細胞の何らかの機能制御に作用してい
ると考えている。そこで、まず両生類あるい
はラットの軟骨細胞を単離・培養して、軟骨
細胞への UⅡ/URP の添加が細胞外基質（２
型コラーゲン、プロテオグリカン）の遺伝子
やタンパク質の発現に及ぼす影響を解析す
る。また、軟骨細胞自身が産生する成長・増
殖因子（TGF-β、bFGF、IGF-I）や他の液
性因子（副甲状腺ホルモン関連タンパク質：
PTHrP、コンドロモジュリン）の遺伝子発現
に UⅡ/URP-UT 受容体が関与しているか否
か を 、 UT 受 容 体 の ア ン タ ゴ ニ ス ト
（urantide）や siRNA を用いて検証する。
さらに、これらの遺伝子の発現制御に関わる
細胞内シグナル経路を、各経路を構成する因
子の阻害剤を用いて明らかにする。 
 
2) UⅡ/URP-UT 受容体システムが両生類指
肢の発生・再生における軟骨形成や、軟骨疾
患に関連しているか否かの検証 
 脊椎動物の個体発生において、軟骨の形成
は骨格形成の基盤となるイベントである。そ
こで、UⅡ/URP-UT 受容体システムが両生類
の指肢の発生や再生における軟骨形成に関
与するか否かを、指肢の再生が可能な両生類
（ツメガエル幼生やイモリ）を用いて検証す
る。まず、指肢の発生・再生過程において、
軟骨細胞での UT 受容体の時間・空間的な発
現動態を遺伝子およびタンパク質レベルで
解析するとともに、UT 受容体のノックダウ
ンによる表現型への影響についても評価す
る。また、UT 受容体の発現と加齢や軟骨疾
患との関連性を探るため、老齢ラット（マウ
ス）や骨疾患モデルにおける UⅡ/URP およ
び UT 受容体の発現動態を評価する。 
以上の研究から、軟骨細胞におけるUⅡ/URP
の新たな機能とその作用機序を明らかにし、
その成果を哺乳類研究にフィードバックす
ることで、軟骨形成機構の解明や軟骨疾患研
究への基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
1. 両生類および哺乳類の軟骨細胞における
UⅡ/URP の機能解析 
ツメガエルの胸部軟骨およびラットの肋軟
骨からコラゲナーゼ処理によって硝子軟骨
細胞を単離し、培養下の軟骨細胞に UⅡ/URP
を処理することでその直接作用を調べる。申
請者は、UⅡ/URP が軟骨基質（2 型コラーゲ
ンやプロテオグリカン）や種々の成長・増殖
因子(TGF-β、bFGF、IGF-I、PTHrP、コンド
ロモジュリン)の産生に作用すると考えてい



るため、これらの遺伝子発現量をリアルタイ
ム PCR 法により解析する。 
 
2. UⅡ/URP-UT 受容体システムが両生類指肢
の発生・再生における軟骨形成や、軟骨疾患
に関連しているか否かの検証 
指肢の発生・再生研究のモデルであるツメ

ガエルやイモリを用いて、軟骨形成における
UⅡ/URP-UT 受容体システムの関与について
調べる。まず、指肢の発生・再生における軟
骨形成を、2 型コラーゲンを指標として組織
学的に捉えるとともに、UⅡ/URP や UT 受容体
の発現有無と局在を分子生物学的、免疫組織
化学的に調べる。また、これらの発現がどの
ような成熟段階の軟骨細胞に見られるかを
マーカーとの共局在を調べることで把握す
る。さらに、個体レベルで UT 受容体の翻訳
を阻害する vivo-モルフォリノの投与や、UT
受容体アンタゴニストで処理した際の指肢
形成への影響を形態学的、分子生物学的手法
により評価する。 
 
４．研究成果 
(a)成長過程の軟骨組織における UTR の発現
変化 
一般的に、軟骨細胞は増殖しながら周囲にⅡ
型コラーゲンやアグリカンなどの細胞外基
質を活発に合成・分泌して肥大化し、やがて
基質産生能が低下した肥大軟骨細胞へと分
化する。軟骨組織における UⅡ-UTR 系の機能
を推定するため、異なる成長段階のアフリカ
ツメガエル（変態直後，変態４ヶ月後，成熟
個体）の胸骨における UTR 遺伝子の発現変化
を解析した。その結果、胸骨における UTR 発
現レベルは変態直後の幼若個体で高く、成長
に伴って低下した。また、各成長段階の胸骨
組織切片において、アルシアンブルー染色と
UTR に対する蛍光免疫染色を行ったところ、
変態直後の胸骨では軟骨細胞周囲に軟骨基
質がほとんど観察されなかったのに対して、
変態４ヶ月後と成熟個体の胸骨では細胞周
囲に多量の軟骨基質の存在が観察された。し
たがって、UⅡ-UTR 系は軟骨組織の発達過程
において何らかの機能に関連している可能
性が考えられた。 
 
(b)UⅡ-UTR 系が軟骨基質形成に関わる遺伝
子発現に及ぼす影響 
 軟骨細胞におけるUⅡ-UTR系の機能を探る
ため、胸骨組織を用いた組織培養によって、
UⅡが軟骨基質形成に関わる遺伝子発現に及
ぼす影響を調べた。アフリカツメガエルの幼
若個体から単離した胸骨を、12 時間の前培養
後に 10－8 M UⅡを添加した培養液に浸漬して
24 時間処理した。その後、定量 PCR 法を用い
て、Col2a1 遺伝子と同遺伝子の発現を促進さ
せるトランスフォーミング増殖因子（TGF-β
1）の発現を解析し、対照群と比較した。そ
の結果、UⅡ添加群における両遺伝子の発現
は対照群に比べて有意に増加し、その作用は

UTR アンタゴニストである Urantide（UR）の
前処理によって減弱した。したがって、軟骨
細胞において、UⅡ-UTR 系は TGF-β1 や軟骨
基質を構成する2型コラーゲンの発現に関与
していることが示唆された。また、UⅡ-UTR
系による軟骨機能を解析するためにマウス
軟骨培養細胞（ATDC5）を用いて実験を行っ
ていたが、作成した UTR 安定発現細胞株は U
Ⅱによる細胞内応答を示さなかったため、
ATDC5 には UTR を介したシグナル伝達系が備
わっていないか、あるいは細胞の形質変化に
より消失した可能性が考えられた。そこで平
成27年度からゲノム編集技術TALENによりU
ⅡおよびUTR遺伝子に変異を導入したノック
アウト個体の作出に取り組んだ。現在、数塩
基が欠失したノックアウト個体を得ており、
系統化のために交配を繰り返している。 
 
(c)スパイク形成に及ぼす UTR アンタゴニス
トの影響 
 変態後のアフリカツメガエルの肢を切断
すると、軟骨とそれを覆う皮膚からなる釘状
の構造（スパイク）が形成される。そこで、
生体内において、軟骨形成に対する UⅡ-UTR
系の関与を調べるため、幼若個体の前肢を切
断後、切断部付近に UR(100 pmol/g BW)を 1
日 1回投与し、saline を投与した対照群との
スパイク形成過程を比較した。その結果、UR
投与個体のスパイク形成は対照群に比べて
遅延した。また、切断 1ヶ月後のスパイク切
片における軟骨部位の伸長を比較したとこ
ろ、UR 投与群の軟骨の伸長は対照群に比べて
有意に短かった。したがって、アフリカツメ
ガエルの生体内においても、UⅡ-UTR 系は軟
骨組織の形成に関与している可能性が示唆
された。 
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