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研究成果の概要（和文）：Notch シグナルの下流に位置する転写因子Hes1が変形性関節症発症（OA）に寄与する
メカニズムを解明するために、タモキシフェン誘導性に軟骨細胞特異的にHes1をノックアウトするマウスを作成
し、外科的OAモデルを作成したところ、OAの発生は抑制されていた。
Hes1によって誘導される因子であったADAMTS5は配列内のHes1の応答領域が特定された。Hes1の補因子として知
られているCaMK2δは変形性関節症の発症に従い発現が増加していた。Hes1はCaMK2δと共同して軟骨細胞におい
て軟骨基質分解酵素を誘導し、変形性関節症の発症に寄与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Notch signaling modulates skeletal formation and pathogenesis of 
osteoarthritis (OA) through induction of catabolic factors. 
OA development was suppressed when Hes1 was deleted from articular cartilage after skeletal growth 
in type II collagen (Col2a1)-CreERT;Hes1fl/fl mice. ChIP-seq identified Hes1-responsive regions in 
intronic sites of both genes; the region in the ADAMTS5 gene contained a typical consensus sequence 
for Hes1 binding. We further identified calcium/ calmodulin-dependent protein kinase 2δ (CaMK2δ) 
as a cofactor of Hes1; CaMK2δ was activated during OA development, formed a protein complex with 
Hes1, and switched it from a transcriptional repressor to a transcriptional activator to induce 
cartilage catabolic factors. Therefore, Hes1 cooperated with CaMK2δ to modulate OA pathogenesis 
through induction of catabolic factors. 

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は高齢者の生活の質を脅か

す代表的な運動器疾患であり、申請者らが属

する東京大学医学部整形外科で実施してい

る国内最大のコホート研究（ROAD study）に

よると膝関節だけでも国内に 780 万人が痛

み に 苦 し ん で い る （ Osteoarthritis 

Cartilage 17:1137,2009, Ann Rheum Dis 

68:1401,2009, J Bone Miner Metab 

27:620,2009）。その患者数は高齢人口の増加

とともに増え続けている。その病因について

は加齢や物理的ストレス、炎症などの関与が

示唆されているものの、分子レベルでの病態

解明は始まったばかりであり、関節軟骨の変

性予防や、修復・再生といった本質的な治療

技術は現在も確立されていない。我々は従来

から変形性関節症の病態解明のための基礎

的研究を続けており、世界に先駆けてマウス

変 形 性 関 節 症 モ デ ル を 確 立 す る

（Osteoarthritis Cartlige 13:632,2005）

とともに、そのモデルを用いて Runx2 や 

C/EBPβ などの軟骨内骨化を制御する転写因

子群が変形性関節症の発症・進行をも強力に

制御していることや、新規分子 carminerin 

による軟骨の石灰化メカニズムを明らかに

したほか（Arthritis Rheum 54:2462,2006, 

Nat Med 12:665,2006, PLoS One 

4:e4543,2009）、最近では転写因子 HIF2A が

軟骨内骨化制御分子 Runx2 や IHH、軟骨基質

分解酵素 MMP13、血管誘導因子 VEGF などを広

く誘導して、マウスだけでなくヒトにおいて

も変形性関節症の発症・進行に強く関与して

いることを解明するなど、変形性関節症の分

子背景の解明に多大な業績を上げてきた

（Nat Med 16:678,2010）。またこれらの研究

と平行して我々は MMP13 のプロモーターを

用いたスクリーニングも行い、その強力な誘

導シグナルとして HIF2A とは別に Notch を

同定した。Notch は細胞膜状に存在する受容

体であり、隣接細胞のリガンドが結合するこ

とによって Notch の細胞内ドメインが切断

されて核内に移行し、核内の共役分子 RBPJ 

と複合体を形成して標的遺伝子の転写を誘

導する、という特徴的なシグナル経路を持つ

（次頁図）。近年 Notch シグナルが骨格形成

において軟骨内骨化を強く制御しているこ

とが報告されており、我々はシグナルの中途

に位置する転写共役分子である Rbpj の軟骨

特異的ノックアウトマウスにおいてマウス

変形性関節症モデルを作成し、その進行が著

明に抑制される事を突き止めた（PNAS 

110:1875,2013）さらに最近では申請者らが

関節軟骨においては Hes/Hey Family のひと

つ、Hes1 が Notch シグナルの下流標的分子で

あることを突き止め、マイクロアレイの結果、

Hes1 はケモカインや炎症性サイトカインを

強く誘導することが明らかとなった（データ

未公表）。さらに他の研究室からは、Notch シ

グナルがマウス関節炎モデルにおいて炎症

を強く制御することも報告された。転写抑制

因子である Hes1 がどのような複合体を形成

して機能するのか、またどのような遺伝子を

制御するのかなど、そのメカニズムの多くは

いまだ不明である。 

２．研究の目的 

Notch シグナルは細胞膜表面の受容体の一部

が核内移行して直接転写を制御する仕組み

で、創薬の標的として魅力的であるが、Notch

シグナルが変形性関節症や炎症性関節疾患

に促進的に作用することが申請者らを含む

最近の報告で明らかになりつつある。申請者

らは、関節軟骨においては Hes1 が Notch シ

グナルの下流標的分子であることを突き止

めたが、転写抑制因子である Hes1 がどのよ

うな複合体を形成して機能するのか、またど

のような遺伝子を制御するのかなど、そのメ

カニズムの多くはいまだ不明である。本研究

では、変形性関節症や炎症性関節疾患におけ

る Hes1 の作用を in vivo で検証するととも

に、その共役分子および標的遺伝子の探索を



網羅的に行い、関節軟骨における Hes1 の作

用の全貌解明を目指す。 

３．研究の方法 
Hes1 が軟骨分化に果す役割を解明すべく

軟骨前駆細胞特異的ノックアウトマウスを

作成した。また変形性関節症に果す役割を解

明すべくタモキシフェン誘導性に軟骨細胞

特異的に Hes1 をノックアウトするマウスを

作成し、外科的 OA モデルを作成した。培養

軟骨細胞で Hes1 を過剰発現させ、誘導され

る因子を解析した。また、ChIP シークエンス、

ならびにルシフェラーゼアッセイを用いて

誘導される因子であった MMP13, ADAMTS5 の

配列内の Hes1 の応答領域の特定を試みた。

ChIP シークエンスの結果を踏まえてマイク

ロアレイ解析を行い、Hes1 による誘導される

因子のさらなる同定を行った。さらに、通常

転写抑制因子として知られている Hes1 が転

写促進因子として働いているメカニズムの

解明のため、Hes1 の補因子として知られてい

る CaMK2δの変性軟骨での発現パターンを調

べた。さらに、CaMK2δとの結合能を欠損さ

せたHes1とCaMK2δを培養軟骨細胞にて共同

発現させ、Hes1 により誘導される因子の発現

パターンの変化を調べた。 

 
４．研究成果 

軟骨前駆特異的 Hes1 ノックアウトマウス

は骨格発達において異常は見られなかった。

タモキシフェン誘導性軟骨細胞特異的 Hes1

ノックアウトマウスの外科的 OA モデルにお

いて OA の発生は抑制されていた。軟骨培養

細胞に Hes1 を過剰発現させると、軟骨分解

酵素である Adamts5 と Mmp13 の発現が誘導さ

れていた。MMP13 の配列内には Hes1 の既知の

結合配列は発見されなかった。ADAMTS5 の配

列には既知の結合配列が発見された。また、

マイクロアレイの結果よりHes1がさらにIl6、

Il1rl1 を誘導していることも判明した。

CaMK2δは関節軟骨において変形性関節症の

発症に従い発現が増加していた。Hes1 は

CaMK2δとの結合能を有しており、Hes1 のこ

の結合能を脱失させると、Hes1 による軟骨分

解酵素の誘導能は培養軟骨細胞において失

われた。Hes1 は CaMK2δと共同して軟骨細胞

において軟骨基質分解酵素を誘導し、変形性

関節症の発症に寄与していることがわかっ

た。 
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