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研究成果の概要（和文）：転写因子HIF-1alphaは低酸素下で安定化し、低酸素状態におかれた細胞を助けるよう
な様々な機能を発揮することが知られている。本研究では関節軟骨におけるHIF-1alphaの役割を解析し、
HIF-1alphaがなくなると関節軟骨は早期に変性してしまうこと、HIF-1alphaは軟骨を分解する酵素の発現を抑制
すること、そこには液性因子C1qtnf3が介在していることなどを解明した。

研究成果の概要（英文）：A transcription factor HIF-1alpha is stabilized under the hypoxic condition,
 and exerts various effects for survival of hypoxic cells. The present study investigated roles of 
HIF-1alpha in articular cartilage. We have revealed that loss-of-function of HIF-1alpha leads to 
enhanced osteoarthritis development. We have further shown that HIF-1alpha suppresses MMP-13 
expression, and that C1qtnf3 mediates the effects. 

研究分野： 整形外科学

キーワード： 整形外科学　変形性関節症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIF-1alphaを中心とした、低酸素下での細胞の適応に関する研究に対して昨年ノーベル医学生理学賞が授与され
た。HIF-1alphaは様々な組織の維持に重要な役割を果たすが、本研究は関節軟骨におけるHIF-1alphaの役割を示
したものである。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るが、いまだ本質的な予防
薬、治療薬は存在せず、本研究はそれらに繋がりうる重要な知見と考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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、我々が属する東京大
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）。その治療法として、末期の患
者には人工関節置換術が行われ、良好な成績を挙げているが、進行期の患者に対する治療は対症
療法的なものにとどまっており、病態を制御しうるような治療法や予防法はいまだ存在しない。 
 このような本質的な治療法、予防法を開発するためには変形性関節症の分子病態を知る必要
があると考え、我々のグループでは 2002 年から本格的な軟骨研究を開始した。軟骨内骨化研究
を通じて軟骨細胞の発生、分化を研究するとともに、2005 年にはマウスを用いた変形性膝関節
症モデルを開発（Osteoarthritis Cartilage 13:632-41,2005）、軟骨細胞の肥大分化や変性のマー
カー遺伝子の上流をたどる手法によって、変形性関節症を制御する数多くのシグナルや分子を
解明してきた。その中で重要な成果の一つが hypoxia-inducible family（HIF）に属する転写因
子 HIF-2αである。我々は当初、軟骨細胞の肥大分化の特異的マーカーとして知られる 10 型コ
ラーゲンの上流転写因子として HIF-2αを同定したが、HIF-2αは変形性関節症の初期に NF-κ
B シグナルに誘導される形で関節軟骨の中間層、深層に発現しはじめ、軟骨基質分解酵素 MMP-
13, MMP-9 など多くの変性関連分子を強く誘導することによって変形性関節症を促進的に制御
することを解明した（Nat Med 16:678-86,2010）。次に NF-κB シグナルに焦点を当てて解析し
たところ、健康な軟骨細胞では NF-κB シグナルの活性は低く抑えられ、Rela/p65 は抗アポト
ーシス分子を誘導して軟骨を保護するが、NF-κB シグナルが活性化すると Rela/p65 は HIF-2
αを誘導して軟骨を変性させることが明らかとなった（Nat Commun 7:13336, 2016）。 
 HIF-2αが関節軟骨を変性させる作用を持つ一方、同じ HIF のメンバーである HIF-1αは軟
骨の発生、分化に重要な役割を果たし、軟骨細胞で HIF-1αを欠損させたマウスでは骨格形成が
胎生期から著しく障害されることが知られている（Genes Dev 15:2865-76,2001）。HIF-1αは低
酸素下でタンパクが安定化し、エネルギー代謝、細胞増殖など多くの現象を制御し、低酸素状態
で細胞が生き抜くために必要な働きをする転写因子であり、HIF-2αより有名で古くから多くの
分野で研究されてきたが、2012 年当時、HIF-1αの関節軟骨での作用は知られていなかった。
過去の軟骨内骨化での解析結果からも HIF-1αと HIF-2αの関節軟骨での作用は正反対である
ことが予想されたため、我々は HIF-1αの flox マウス（Hif1a-flox）を Col2a1-CreERT2 マウ
スと交配させ、骨格成長後にタモキシフェンを投与して軟骨細胞特異的に HIF-1αをノックア
ウトしたところ、変形性関節症が著しく促進された。また培養細胞レベルでの予備実験ではある
が、我々は HIF-1αが NF-κB シグナルの活性を抑制すること、HIF-2αなどの軟骨変性促進分
子や IL-6 などの炎症性サイトカインの発現を抑制することを見出した。これは変形性関節症の
みならず、関節リウマチなどの炎症性疾患、さらには組織の急性炎症などに広く敷衍される分子
メカニズムと予想され、証明されれば生物学的な意義に加え、医学・医療上の重要性も高いと考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 以上の経緯から、我々は HIF-1αの抗炎症作用と軟骨保護作用の分子メカニズムに焦点を当
てた研究計画を提案した。まず培養細胞レベルで、HIF-1αの抗炎症作用と軟骨保護作用が最も
明確に観察できる条件を検討する。軟骨細胞の培養系に TNF-αを添加すると、NF-κB シグナ
ルが活性化され、それに続発して炎症性サイトカイン、軟骨変性促進分子が発現増加することが
知られている。そこで、まずその系において、酸素濃度や HIF-1αの発現量を変化させた場合に
これら炎症性サイトカインや軟骨変性促進分子の発現がどのように変化するかを詳細に条件検
討する。HIF-1αの抗炎症作用、軟骨保護作用のそれぞれが最も強くみられる条件が定まれば、
各種の網羅的解析を行い、HIF-1αが転写因子としてどのように抗炎症作用、軟骨保護作用を惹
起するかを解析する。また in vivo では、Hif1a-flox を用いてマウス変形性関節症モデルを作成
し、生体レベルでの検証を行う。 
 HIF-1αが軟骨保護作用を有すること自体は 2001 年の報告（Genes Dev 15:2865-76,2001）
から容易に想像できることであり、決して新しい切り口ではないが、その分子機序については実
は多くは分かっていない。HIF-1αが直接 Sox9 や Col2a1 など軟骨細胞の分化誘導や維持に必
須の分子を誘導するという報告や、HIF-1αが Wnt シグナルの抑制を介して軟骨を保護してい
るという報告もあるが、最新のエピゲノム解析や転写解析の手法に基づいた研究は報告されて
おらず、いずれも決めうちによる断片的な研究に過ぎない。HIF-1αの軟骨保護作用の統合的な
解析から、創薬の起点となる知見が得られることは十分に期待できる。 
 また当然ながら、HIF-1αは軟骨細胞に限った転写因子ではない。腎、肺、血管などの、多く
の臓器の形成や維持に重要な役割を果たし、ガンの転移のメカニズムの一端も担うなど、生理学
的、病理学的に多大な可能性を有する分子である。NF-κB シグナルも細胞生存、組織の恒常性
維持から、炎症、ガンに至るまで多彩な生命現象に制御に関わっており、分子生物学で最も研究
されているシグナルといっても過言ではない。炎症という概念も、当初の組織レベルでの現象に
とどまらず、近年分子生物学の世界で拡大を続けており、老化や過剰な力学的ストレス負荷など、
多くの生命現象の根幹に NF-κB シグナルと炎症性シグナル経路が関わることが明らかになっ
てきた。HIF-1αが NF-κB シグナルを抑制するメカニズムが解明されれば、関節軟骨に限らず、



炎症性疾患、老化など極めて広い領域に応用できる干渉手段が得られる可能性もあり、その医
学・医療上の波及効果は計り知れない。 
 
３．研究の方法 
 まずマウス変形性関節症モデルの時系列のサンプルにおいて、免疫組織染色にて HIF-1alpha
の発現を調べた。また本学薬学部花岡准教授らが開発した低酸素プローブを用いて関節内の酸
素濃度を調べた。次に培養軟骨細胞にて、HIF-1alpha を強制発現し、あるいは siRNA やノック
アウトマウス由来の細胞を用いて HIF-1alpha の発現を抑制して、HIF-1alpha の炎症抑制作用の
解析を行った。培養軟骨組織においても同様の解析を行い、免疫組織染色にて評価を行った。次
に Col2a1-CreERT2 と Hif1a-flox マウスを交配させ、タモキシフェン誘導性に軟骨細胞特異的
に HIF-1alpha をノックアウトできるマウスを作成した。骨格成長後にタモキシフェンを投与し、
内側側副靭帯と内側半月板を切除する外科的変形性関節症モデルを作成、8週間後にサクリファ
イスして組織学的解析を行った。HIF-1alpha の作用機序を調べるため、軟骨細胞特異的 HIF-
1alpha ノックアウトマウスとその対照マウスから軟骨細胞を単離し、マイクロアレイ解析を行
った。その中で変化の大きかった遺伝子について機能解析を行い、HIF-1alpha の下流でどのよ
うな役割を果たしているかを解析した。 
 
４．研究成果 
 マウス変形性関節症モデルにおける HIF-1alpha タンパクの発現を免疫組織染色で調べたとこ
ろ、健常な関節で豊富に発現していた HIF-1alpha が軟骨の変性とともに減少し、また低酸素プ
ローブを用いて関節内酸素分圧を調べたところ、変性とともに酸素分圧は増加していた。培養関
節軟骨細胞において HIF-1alpha を強制すると、炎症性サイトカイン IL-1βによる軟骨基質分解
酵素 MMP-13 の発現や軟骨変性のマスターレギュレーターである HIF-2alpha の発現が抑制され
た。反対に HIF-1alpha をノックアウトするとこれらの因子の発現は増加した。ノックアウトマ
ウスと対照マウスから培養軟骨組織を採取し、IL-1βの存在下で培養したところ、HIF-1alpha ノ
ックアウト軟骨組織では IL-1βによる MMP-13 の発現誘導が劇的に増加し、その上流である HIF-
2alpha も誘導されていた。（図 1）。次に軟骨組織特異的 HIF-1alpha をノックアウトしたマウス
において変形性関節症モデルを作成して解析を進めたところ、HIF-1alpha のノックアウトによ
って変形性関節症の進行は促進され（図 2）、関節における MMP-13 の発現は増加した。また HIF-
2alpha-MMP-13 経路の上流である NF-kappaB シグナルは活性化されていた。最後に HIF-1alpha
が NF-kappaB を抑制するメカニズムを探索した。マイクロアレイを用いて HIF-1alpha ノックア
ウト細胞で著明に発現が低下する分子として、C1qtnf3 を同定した。C1qtnf3 は NF-kappaB の活
性を抑制しうる液性因子として知られていたが、HIF-1alpha の強制発現によって C1qtnf3 の発
現は増加し、HIF-1alpha のノックアウトによって C1qtnf3 の発現は減少した。また HIF-1alpha
による NF-kappaB 抑制作用の一部は C1qtnf3 によって仲介されていることも判明した。これら
の成果は Sci Rep 10:5425, 2020 に論文発表された。 
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