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研究成果の概要（和文）：Ext1 f/f x Prg4-Creを使用し、３M齢の同マウスは関節軟骨に肥大軟骨細胞の出現を
認めた。免疫染色、in situ hybridizationにて同細胞のキャラクタリゼーションを行うと、MMP13の発現、
Col10の発現を認め、まさに肥大軟骨細胞の特徴を有していた。これらの事実は変形性関節症の発症にヘパラン
硫酸が関与している可能性を示している。
今後、薬剤の可能性を探り、更なる研究を進めていく予定である。

研究成果の概要（英文）：We generated Ext1 f/f x Prg4-Cre mice, and found that these mice show the 
hypertrophic chondrocyte of articular cartilage. Hypertrophic chondrocyte is identified by the 
osteoarthritic change of joint cartilage, that means the lack of heparan sulfate may be related to 
the osteoarthritis. We further characterized these hypertrophic chondrocyte  by in situ 
hybridization, and immunohistochemistry, and found that these chondrocyte truly has the character of
 hypertrophic chondrocyte. 
In the near future, we  will examine the possibility of drugs.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
 軟骨は細胞成分に乏しく、その９０％は細
胞外マトリックスによって構成される。細胞
外マトリックスは二大構成成分であるコラ
ーゲン繊維と、プロテオグリカン会合体で構
成され、後者の構成成分の一つがヘパラン硫
酸プロテオグリカンである。ヘパラン硫酸は、
様々な成長因子と結合し、軟骨細胞の発達や
機能維持に極めて重要な働きを演じている。 
 ヘパラン硫酸合成酵素であるEXT1、EXT2
は、多発性遺伝性外骨腫症（MHE）の原因
遺伝子として知られるが、その発症メカニズ
ムはいまだ不明である。MHE は多彩な骨格
の異常を呈し、四肢に多発する骨腫瘍を主症
状とするが、四肢変形や OA を呈することが
知られている（文献１）。また、申請者らは、
世界で初めて作製した MHE 疾患モデルマウ
ス（文献２）の関節軟骨において、OA 初期
に認められる肥大軟骨細胞を認めることを
見いだしている。これらの事実はヘパラン硫
酸の欠乏が OA の発症と密接に関わっている
可能性を示唆している。 
本研究は、その知見を踏まえ、ヒトの OA 発
症に及ぼすヘパラン硫酸の役割について分
子生物学的観点からメカニズムを解明しよ
うとするものである。 
 
 
２．研究の目的 
ヘパラン硫酸合成酵素（EXT1, EXT2）の異
常で発症する多発性遺伝性外骨腫症では変
形性関節症（Osteoarthritis, OA）が発症す
ることが知られている（文献１）が、これま
でにヘパラン硫酸と OA の関連について詳細
に検討した報告は無い。申請者らは Ext1 
flox/flox マウス（Ext1 cKO マウス）を所有
しており、本研究ではヘパラン硫酸が OA の
発症に関与しうるか、またそのメカニズムに
ついて検討を加える。この知見がヒトに適用
できれば、ヒトの OA の機序解明と創薬に大
きく貢献しうると思われる。そこで、本研究
では、Ext1 cKO マウスを使用してヘパラン
硫酸の OA への関与を明らかにすることが目
的である。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Prg4-Cre x ROSA での Cre 発現の検討． 
 Prg4（Lubricin）は関節表面潤滑の重要な
構成要素の一つで、Prg4-Cre マウスは Prg4 
Promoter 領域の 3kb を使用して作製された
Cre マウスである。その発現はマウスでは関
節形成の終了した E14.5 以降に認められる
（文献３）。本解析ではまず、Prg4-Cre x ROSA
マウスラインを確立し、その発現パターンを
確認する。 
（２）Ext1f/f x Prg4-Cre マウスラインの解
析． 
 まず本ラインでは自然発症型のOAを発症す
るかどうかを下肢関節（主に膝関節）中心に

解析する。解析は生後０日、２週齢、４週齢、
３ヶ月、６ヶ月、１２ヶ月のマウスを使用し
て組織染色行い表現系を検討する。 
 
 
（２）−①組織染色 
 膝関節を採取、ホルマリン固定後、0.5M 
EDTA にて脱灰処理を行う。その後パラフィン
包埋を行い切片作製する。染色は Safranin 
O/Fast Green 染色で行う。 
 
 
（２）−②免疫学的組織染色 
 前項で作製した組織切片を使用する。OA の
初期では関節軟骨が肥大化することが知ら
れている（文献４）ため、肥大化軟骨のマー
カーである Col2、Col10、Mmp13 での免疫染
色を行う。また、軟骨変性の程度を評価する
ためマトリックス分子である Aggrecan の切
断単を認識する抗体染色を行い変性の程度
を評価する。 
 関節軟骨の肥大化を示した場合、そのメカ
ニズムを検討する。これまでヘパラン硫酸が
減少すると BMP シグナルが上昇するため、免
疫染色にてその下流分子であるpSmadの免疫
染色を行い検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）Prg4-Cre x ROSA での Cre 発現の検討． 
ROSA26 reporter マウスとPrg4-Cre マウスを
掛け合わせ、生後 1か月で x-gal 染色を行い、
Prg4 の発現部位を確認した。膝関節の切片で
は Prg4-Cre マウスでは関節軟骨特異的に
Prg4 発現を認めた（図１）。 
 

 
（２）Ext1f/f x Prg4-Cre（Ext1-cKO）マウ
スラインの解析． 
 ２−①組織染色 
生後０日（P0）、生後 14 日（P14）、生後 1か
月（P１M）、生後 3か月（P３M）、生後 6か月
（P６M）、生後 12 か月（P１Y）についてサフ
ラニン Oファストグリーン染色を行った（図
２）。WT（ctrl）,EXT1-CKO マウスを比較し、
生後 0 日では明らかな違いを認めなかった。
生後 14 日から関節軟骨に肥大軟骨細胞を認



めた。しかし、関節軟骨の破壊の所見は認め
ず、自然発症の OA は認められなかった（図
２）。 
 
 
 

 
（２）−②免疫学的組織染色 
EXT1-CKOマウスでは肥大化した細胞にCol10
と Mmp13 の発現上昇を認めた。またアグリカ
ンネオエピトープはノックアウトマウスの
関節表面で発現上昇を認めた（図３）。 
 
 

 
 
ヘパラン硫酸のノックアウトによりBMPシグ
ナルの亢進を介して軟骨細胞の肥大化が起
こるのではないかという仮説を立てた。生後
4 週マウスにおける BMP 応答シグナル因子の
psmad1/5/9 の免疫染色では EXT1-CKO マウス
の肥大細胞には psmad1/5/9 の発現が上昇し
ていた。TGF-βシグナルの psmad2/3 の免疫
染色では明らかな発現の上昇は認めなかっ
た（図４）。 
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