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研究成果の概要（和文）：軟骨の基礎研究および臨床研究の場に於いて、軟骨細胞の脱分化を抑制することは非
常に重要な課題である。そこで本研究では、軟骨細胞の形質を安定に保持しているラットの軟骨肉種細胞を用い
て、この脱分化過程に関する分子レベルでの解析を進めた。結果的に脱分化の分子機構は依然として不明な状況
にあるが、少なくとも特定のレトロウイルスベクターを用いることで、脱分化を特異的にかつ高率に誘導できる
ことが明らかになった。従って、今後はレトロウイルスの挿入位置を確定することで、脱分化の分子機構につい
て有用な情報が得られるものと確信している。

研究成果の概要（英文）：For both basic research and clinical applications, it is very important to 
prevent dedifferentiation of chondrocytes. Therefore, in this study I have performed a comprehensive
 analysis of the molecular mechanisms that control the dedifferentiation of chondrocytes using Swarm
 rat chondrosarcoma chondrocytes. Although the mechanisms are still unclear, I have established a 
new experimental system to specifically and efficiently induce the chondrocyte dedifferentiation by 
a retrovirus vector. So, by determining the retrovirus insertion sites, we will be able to elucidate
 the molecular mechanism of the dedifferentiation.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 

軟骨組織は再生能力あるいは修復能力の

極めて乏しい組織である。従って、例えば関

節表面が損傷を受けると、硝子軟骨は再生さ

れることなく容易に変形性関節症などの関

節疾患へと移行していくことが多い。そこで、

軟骨組織の修復・再生を目的として、正常軟

骨細胞あるいは間葉系幹細胞を用いた様々

な治療法の開発が進められている。しかし、

軟骨細胞を組織から取り出して増やそうと

すると、容易に線維芽細胞様の細胞に変化し

てしまう。この変化は、「軟骨細胞の脱分化」

として以前から良く知られているが、それを

コントロールすることは依然として困難な

状況にある。 

一方、軟骨肉腫として単離された Swarm 

rat chondrosarcoma（RCS）由来の細胞は、

軟骨細胞としての性質を安定に保持しつつ

増殖し、正常軟骨細胞とは逆に脱分化させる

ことが非常に難しい。ところが偶然の発見で

はあるが、Ⅱ型コラーゲン遺伝子の第７イン

トロン内に我々が見出した新たなエンハン

サー配列（E2）(引用文献１) を用いて、軟

骨細胞で特異的に働く強力な発現ベクター

（図１）を構築し、それを RCS 細胞導入し

たところ、低頻度ではあるが線維芽細胞様の

細胞から成るコロニーの出現を認めた。予備

実験から、この現象は発現させた cDNA の種

類には依存せず、主にエンハンサーの強さに

依存していることが解ってきた。従って、RC

S 細胞の脱分化は、ベクター DNA が挿入さ

れた染色体の近傍に位置する何らかの遺伝

子が、上述のエンハンサー配列によって活性

化されたことによって引き起こされた可能

性が高いと考えられる。そこで、このベクタ

ー DNA 近傍に存在する遺伝子を明らかにす

ることができれば、脱分化のメカニズムを解

明するための糸口が見いだせる可能性が高

い。RCS細胞も正常軟骨細胞も共に軟骨細胞

であり、従ってその分化形質の維持および脱

分化の制御機構は、共通する点が多いものと

考えられる。言い換えれば、RCS細胞の脱分

化過程が分子レベルで明らかになれば、正常

軟骨細胞に於ける脱分化のメカニズムも自

ずと明らかにすることができると考えられ

る。 

 

２．研究の目的 

軟骨細胞は、一旦組織から取り出すと容易

に線維芽細胞へと形質が変化してしまう。ま

た移植した関節軟骨細胞は硝子軟骨の性質

を失いやすく、組織は線維化していくことが

多い。こうした細胞の変化を抑制することは、

軟骨の基礎研究および臨床研究の場に於い

て非常に重要な課題である。そこで本研究で

は、RCS 細胞を用いて、その脱分化を誘導す

る遺伝子(群)を同定し、その上で正常軟骨細

胞の脱分化に関わる分子機構を明らかにし、

その上で軟骨細胞が分化形質を維持するた

めに必要な、遺伝子発現のネットワークを明

らかにしていくことを主目的として研究を

進める。 

 

３．研究の方法 

(1) 脱分化の誘導 

 図１に示したプラスミドベクター、pC2Exp

-galを RCS 細胞に遺伝子導入し、続いてブ 

 



ラストサイジンによる薬剤選択を行ってベク

ター DNAが取り込まれた細胞のみを生き残ら

せてコロニーを形成させた。その後、線維芽

細胞様の細胞からなるコロニーを単離し、脱

分化した細胞として増やした。尚、元々の R

CS 細胞は丸い形態であり、細胞形態の違いは

図２に示したように一目瞭然である。 

 

(2) ベクター DNA の挿入位置の解析 

脱分化した各コロニー由来の細胞からゲ

ノム DNA を単離し、Genome Walker 法あるい

は Inverse PCR 法により、プラスミドベクタ

ーの挿入位置を明らかにした。まず Genome 

Walker 法については、単離したゲノム DNA 

を制限酵素（Eco RV, Msc I, Ssp I, Stu I）

で切断し、次にアダプター配列を付けて鋳型 

DNA とした。続いてプラスミドベクター、pC

2Exp-gal に特異的なプライマーとアダプ

ター配列に対応するプライマーを用いて PCR

 反応を行い、増幅してきた DNA を精製して

その塩基配列を決定した。一方 Inverse PCR 

法については、単離したゲノム DNA を制限酵

素（Rsa I）で切った後、セルフライゲーショ

ンを行って環状の鋳型 DNA を作成した。次に、

プラスミドベクター、pC2Exp-gal に特異的

な２種類のプライマーを用いて PCR 反応を

行い、増幅してきた DNA を精製してその塩基

配列を決定した。 

PCR 産物のシークエンス解析により明ら

かになった塩基配列は、GeneBank の DNA デ

ーターベースと照合して、ゲノム DNA のど

こに由来するのかを特定し、プラスミドベク

ターの挿入位置を確定した。さらに挿入部位

の周辺に存在する遺伝子については、挿入位

置の上流および下流のそれぞれ 50 kb の範

囲に存在する遺伝子を、データーベースから

抽出してリストを作成した。 

(3) 脱分化を誘導する候補遺伝子と、その脱

分化誘導能の確認 

ベクター DNA が挿入された近傍に存在す

る遺伝子について、まず元々の RCS 細胞に

於ける発現の有無を RT-PCR で解析した。そ

して発現が見られなかった遺伝子について

のみ、cDNA を作成して Trap-In システム

（引用文献 2）を用いて RCS 細胞で強制発現

させ、脱分化が誘導されるかどうか調べた。 

 

４．研究成果 

プラスミドベクターの遺伝子導入によっ

て形成された多数のコロニーから、脱分化し

た細胞のみからなるコロニーを計 10 クロー

ン単離し、解析をスタートさせた。まず

Genome Walk 法および Inverse PCR 法を用

いて、プラスミド DNA の挿入部位を解析し、

最終的に３クローンについてはベクターDNA

の挿入位置が確定でき、４クローンについて

は得られた塩基配列がゲノムDNAの繰り返し

配列であったため、挿入位置の正確な確定に

は至らなかった。また残りの３クローンにつ

いては、解析に必要な制限酵素の適切なもの

が見つからず、結果は得られていない。尚、

結果の得られなかった 3クローンの内、１ク

ローンについてのみ次世代シークエンサー

による解析を試みたが、結果は予想に反して

曖昧で、ベクターDNA の挿入位置は結局確定

できなかった。 

挿入位置が確定できた３クローンについ

ては、解析の結果ベクターDNA の挿入部位に

内在性の遺伝子は一切存在していないこと

が分かった。従って、プラスミド DNA が挿入

されたことによって起こる遺伝子の破壊が、

脱分化の原因とは考え難いことが解った。そ

こで次に DNA の挿入に伴う周辺遺伝子の活



性化の可能性について検討するため、プラス

ミド DNA の挿入部位近傍（約 100 kb）に存在

する遺伝子をデーターベースから抽出した。

結果は以下の表 1の通りであった。 

（表１） 挿入部位近傍に存在する遺伝子 

 

 

 

 

表１に記載の 10 種類の遺伝子について、RCS

細胞での発現を RT-PCR で調べ、更に強制発

現を試みたが、いずれの遺伝子も RCS 細胞の

脱分化とは関連が認められなかった。 

ところで、プラスミド DNA を細胞に導入し

て安定発現細胞株を樹立する場合、一般に

DNA は染色体の複数箇所に同時に挿入される

場合が多いとの報告がある。このことが正し

いとすると、上述した解析において、プラス

ミドDNAの挿入部位が全て確定できていなか

った可能性が高くなる。そこで、こうした不

確定な要素を排除する為に、当初の計画を一

部変更して、プラスミドベクターに代わりレ

トロウイルスベクターを用いて脱分化が誘

導できるかどうか調べた。まずプラスミドベ

クター、pC2Exp-bgal に様々な修飾を加え、

以下の図３に示すような幾つかレトロウイ

ルスベクターを構築してRCS細胞に感染させ

た。 

 

その結果、rvFRTGFPygbsd と名付けたウイル

スベクターを用いた場合、非常に高率に RCS

細胞の脱分化を誘導できることが分かった。

そこで現在、このウイルスによる脱分化の分

子機構について解析を進めている。そしてこ

うした解析を通して、軟骨細胞の脱分化を抑

制するための有用な情報が得られるものと

確信している。 
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