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研究成果の概要（和文）：本研究では、ADAM12の軟骨細胞分化への関与について検討した。マウス成長板におい
て増殖軟骨細胞層と肥大軟骨細胞層でADAM12の発現を認めた。ATDC5細胞を用いた軟骨細胞分化過程において、
Adam12の発現がピークに達した後にX型コラーゲンの発現の亢進を認めた。Adam12-KO ATDC5細胞ではwild type
と比較し分化誘導後にIgf-1の発現が抑制され、一方でRunx2やCol10a1のmRNAと蛋白の発現が亢進した。ADAM12
はRUNX2やX型コラーゲンの発現を制御することで、軟骨細胞の分化過程において重要な働きをしていることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：ADAM12 was identified in chondrocytes of the proliferative and hypertrophic 
zones in mouse growth plates by immunohistochemistry. Adam12 was upregulated prior to Col10a1 during
 chondrogenic differentiation in wild-type ATDC5 cells. In Adam12-KO ATDC5 cells, following 
initiation of chondrogenic differentiation, we observed a reduction in Igf-1 expression along with 
an upregulation of hypertrophy-associated Runx2, Col10a1, and type X collagen protein expressions. 
In ATDC5 wild-type cells, stimulation with TGF-β1 upregulated the expressions of Adam12 and Igf-1 
and downregulated the expression of Runx2. In contrast, in Adam12-KO ATDC5 cells, these TGF-β
1-induced changes were suppressed. Adam12 overexpression resulted in an upregulation of Igf-1 and 
downregulation of Runx2 expression in ATDC5 cells. The findings suggest that ADAM12 has important 
role in the regulation of chondrocyte differentiation.

研究分野： 外科系臨床医学・整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症 (OA) は加齢とともに罹患率が増加することから、高齢化するわが国において患者数は今後ますま
す増えることが予想されている。しかし、OA軟骨変性の進行や骨棘形成に関与している内軟骨性骨化の機序はい
まだ明らかになっていない。本研究結果より、内軟骨性骨化の過程においてADAM12が重要な役割をすることが示
唆された。この分子が治療標的となり、OAの病態解明や症状緩和の一助になる可能性があり社会的意義は高いと
考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
変形性関節症 (OA) は、高齢者の膝や股関節等に好発し、加齢や慢性的な力学的ストレスを

背景として整形外科領域で最も頻度の高い骨・関節疾患である。OAにおける関節軟骨破壊像は
関節面の中央部で生じるのに対し、関節辺縁部では骨棘が形成される。これは、辺縁部以外の
関節軟骨では残存した軟骨細胞は増殖するものの遊走、分散できず、クローニングと呼ばれる
病変を形成し不完全な軟骨修復像を示すことによる。 
 本研究では、OAの疾患感受性遺伝子の一つとしてあげられている ADAM (a disintegrin and 
metalloprotease) 12 に着目した。ヒトにおいて ADAM12 は選択的なスプライシングによって膜
貫通型ドメインを有する ADAM12-L と、膜貫通型ドメインが欠落した分泌型の ADAM12-S が生じ
る。OAの関節軟骨組織で TGF-βにより誘導される ADAM12-L が高発現し、軟骨細胞の増殖促進
とクラスター形成に関わることから、関節軟骨再生に何らかの役割を果たす可能性が示唆され
ている。ADAM12-S は軟骨細胞の増殖と成熟を制御し、骨成長を促進することが報告されている。
さらに ADAM12 をノックアウトした動物モデルを用いた研究では、ADAM12 は脂肪細胞や筋細胞
への分化に関与していることも報告されている。OA軟骨変性の進行や骨棘形成過程に内軟骨性
骨化が関与しているとされ、軟骨細胞の分化の制御は OA の治療ターゲットとして重要である。
ADAM12 の軟骨細胞分化への関与についてはいまだ報告がなく、解明することにより、OA に対す
る新規治療法の開発に繋がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、変形性関節症 (OA) 患者に対して施行した人工関節全置換術中に採取した骨棘

組織を免疫染色し、増殖軟骨細胞層と肥大軟骨細胞層で ADAM12 の発現を認めた。この知見は、
ADAM12 が内軟骨性骨化である骨棘形成過程に関与していることを示唆している。本研究では、
OA軟骨変性の進行や骨棘形成の原因となる内軟骨性骨化過程におけるADAM12の関与について、
ATDC5 細胞やマウス、CRISPR/Cas9 system を用いて in vitro、in vivo で明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
6-7 週齢の DBA/1 マウス成長板を免疫染色し、X型コラーゲンを肥大軟骨細胞層のマーカーと

して用い、ADAM12の発現とその局在について解析した。次に6 well plateに6.4×104 cells/well
の ATDC5 細胞を播種し、70-80% confluence となった後、1% ITS (インスリン-トランスフェリ
ン-亜セレン酸ナトリウム) を添加し軟骨分化させ、X型コラーゲンを肥大化期のマーカー遺伝
子とし、Adam12、Col10a1 などの発現時期を real-time PCR により解析した。 
Adam12-knockout (KO) ATDC5 細胞樹立のため

に、CRISPR/Cas9 systemを用いsingle guide RNA 
expression vectors : target site of ADAM12 
(5′-GCATCATGAACCCGTCCACG-3′and 
5′-TATTCTGACATCGACGATTG-3′)と Cas9 プラス
ミドで DNA を切断し、それらの細胞集団から
FACSAria II cell sorter を用いてホモ切断の
細胞だけを抽出した。ホモKO細胞はPCRを行い、
シークエンスで確認した(図 1)。 
ADAM12 の機能解析を行うために、Adam12-KO 

ATDC5 細胞に 1% ITS を添加し軟骨分化させ、
Igf-1 や Runx2、Col10a1 の発現について、また
それぞれの蛋白の発現について wild type と比
較検討した。次に、TGF-β1 (10ng/ml) 刺激 24
時間後の Igf-1 や Runx2 の発現について、wild 
type と Adam12-KO ATDC5 細胞で比較検討した。
さらにAdam12過剰発現ベクターをATDC5細胞に
transfection し、Igf-1 と Runx2 の発現につい
て control と比較検討した。 
 
４．研究成果 
DBA/1 マウス成長板において増殖軟骨細胞層

と肥大軟骨細胞層で ADAM12 の発現を認めた 
(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 



 
ATDC5 細胞に ITS を添加した軟骨細胞分化過

程において、Adam12 の発現がピークに達した後
に Col10a1 の発現の亢進を認めた(図 3)。 
Adam12-KO ATDC5 細胞では wild type と比較

し分化誘導後 に Igf-1 の発現が抑制され、一方
でRunx2やCol10a1の発現が亢進した。さらに、
Adam12-KO ATDC5 細胞において、wild type と比
較し、分化誘導後 Runx2 や X 型コラーゲンの蛋
白の発現が亢進した (図 4)。 

 
Adam12-KO ATDC5 細胞では、wild type へ

の TGF-β1刺激により誘導された Igf-1 の亢
進や Runx2 の抑制が阻害された。さらに、 
Adam12 を過剰発現することにより、Igf-1 の
発現は亢進する一方で Runx2の発現は抑制さ
れた(図 5)。 
 

 
本研究よりADAM12はRUNX2やX型コラーゲン

の発現を制御することで、軟骨細胞の分化過程
において重要な働きをしていることが示唆され
た。ADAM12 の発現を人為的に調整することで、
OA に対する新規治療薬の開発に繋がると考え
られた。当初の研究計画では、ADAM12 は X型コ
ラーゲンの発現を促進するとの仮説のもとに研
究を開始したが、これを否定する結果となった。
マウスに発現している ADAM12 はヒトにおける
ADAM12-L と類似しており、今後は ADAM12-L の
上流シグナルである microRNA の OA 軟骨変性へ
の関与について研究を進めていく予定である。 
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