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研究成果の概要（和文）：マウス変形性膝関節症モデルで解析した結果、SFZ特異的β-catenin（Ctnnb1）ノッ
クアウトマウスではSFZは著しく破壊され、Prg4の発現低下を伴って、OAを進行させており、また、SFZ特異的
Ctnnb1安定化マウスではPrg4発現が増強され、軟骨変性が抑制され、OAの進行が抑制された。
In vitroでそのメカニズムを解析したところ、
Wnt/β-cateninシグナルは成体関節軟骨のSFZで活性化しており、そのメカニズムは力学的負荷がSFZにおける
Wnt ligandの発現を維持している一方で、Creb1の誘導を介してPrg4の発現を誘導し、関節を保護していること
を実証した。

研究成果の概要（英文）：In SFZ-specific β-catenin-knockout mice, OA development was significantly 
accelerated, which was accompanied by decreased Prg4 expression and SFZ destruction. In contrast, 
Prg4 expression was enhanced and cartilage degeneration was suppressed in SFZ-specific β
-catenin-stabilized mice. In primary SFZ cells, Prg4 expression was downregulated by β-catenin 
knockout, while it was upregulated by β-catenin stabilization by exon 3 deletion or treatment with 
CHIR99021. Among Wnt ligands, Wnt5a, Wnt5b, and Wnt9a were highly expressed in SFZ cells, and 
recombinant human WNT5A and WNT5B stimulated Prg4 expression. Mechanical loading upregulated 
expression of these ligands and further promoted Prg4 transcription. Moreover, mechanical loading 
and Wnt/β-catenin signaling activation increased mRNA levels of Creb1, a potent transcription 
factor for Prg4.   

研究分野： 整形外科学

キーワード： 変形性膝関節症　Wntシグナル　βcatenin　関節軟骨

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Wnt-βcateninシグナルの関節軟骨最表層の保持と制御機構への関わりを生理的条件下で解明すべく、それぞれ
の組織・時期特異的ノックアウトマウスとトランスジェニックマウスについて変形性関節症（OA)モデルを解析
した。
そのメカニズムを解明することは、関節軟骨の維持、変性予防効果のあるWnt-βcatenin修飾化合物を同定し、
有望なものについてはマウスモデル上での変形性膝関節症の治療効果の検討を行い、OA新規治療候補薬の開発に
繋ぐ。
Wnt-βcateninシグナルを臨床応用した場合の効果だけでなく、副作用を予期する上でも必要であり、OAの新規

※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。
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症(OA)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）。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が、分子レベルでの病

態解明は始まったばかりである。我々は従来から

OA の基礎研究を展開しており、膝 OA の in vivo 

での解析を可能にすべく世界に先駆けてマウス

を用いた膝 OA モデルを樹立し (Osteoarthritis 

Cartilage 13:632,2005)、そのモデルを用いて Runx2 

や C/EBPβ、Carminerin、HIF2A などの軟骨内骨化を制御する転写因子群が OA の発症・進行を

も強力に制御していることを明らかにした(Arthritis Rheum 54:2462,2006, Nature Med 12:665,2006, 

PLoS One 4:543,2009, Nature Med 16:678,2010）。臨床では、軽度から中等度の膝 OA に対する根

本的な治療法は未だなく、運動療法、ヒアルロン酸注射や鎮痛剤投与といった対症療法が行われ

ており、原因療法となる軟骨組織再生を誘導する治療薬はこれまでにない。 

関節軟骨全体で Wnt-catenin シグナルを抑制しても、活性化しても、ともに関節軟骨の変性が促

進されることが軟骨特異的catenin ノックアウトマウス(Arthritis Rheum 58:2053,2009)、または軟

骨特異的catenin 活性型マウスで示されている(J  Bone Miner Res 24:12, 2009）。しかしながら、最

近では、関節軟骨組織の最表層(Superficial Zone; SFZ)(右上図にしめす）の破綻が OA 発症

のトリガーであること、SFZ 細胞はルブリシン(Prg4）など潤滑成分を多く分泌して関節の滑動

性を担保し、その深層の関節軟骨全体を保護する作用があることなどが明らかとなってきた。

OA 発症のメカニズム解析には関節軟骨深層と最表層を区別すべき概念が近年報告されており、

関節軟骨最表層の代表的マーカーである Prg4 タモキシフェン作動性ノックインマウス

Prg4EGFPCreERt2 が開発された(Arthritis Rheumatol 67:1261, 2015)。軟骨特異的catenin ノッ

クアウトマウスでは、SFZ が形成されなくなることが報告されているが(Lab Invest 36:E513, 2011)、

関節軟骨最表層における Wnt-catenin シグナルの役割を詳細に解析するために、catenin flox マ

ウスとcatenin Ex3（リン酸化部位を欠失する）flox マウスと Prg4EGFPCreERt2 マウスを掛け

合わせることで、関節軟骨最表層特異的catenin ノックアウトマウスと関節軟骨最表層特異的

catenin 過剰発現マウスができ、OA の初期発症のメカニズムの解明、catenin の関節軟骨最表

層における保護作用と関節表層再生につながる in vivo 解析ができるのではないかと予想され

る。 
２．研究の目的 
本研究では Wnt-catenin シグナルを軸に、catenin の関節軟骨最表層における制御機構の全体像

を in vivo, in vitro の最新技術を駆使して解明する。さらに得られた知見を生かして軟骨最表層

細胞で軟骨保護する作用をもつ Wnt-catenin シグナル関連の創薬標的候補分子や Wnt-catenin

シグナルの数々の修飾化合物の中から、変形性関節症に対する新規治療候補薬を同定すること

を目的とし、マウスモデル上での治療効果検討も行う。 



３．研究の方法 
Wnt-catenin シグナルの関節軟骨最表層の保持と制御機構への関わりを生理的条件下で解明す

べく、それぞれの組織・時期特異的ノックアウトマウスとトランスジェニックマウスについて変

形性関節症モデルを作成、解析する。Wnt-catenin シグナルの関節軟骨最表層と深層における標

的分子群を解明するために ChIP-seq による解析を行い、得られた解析から、Wnt-catenin シグ

ナルによる多彩な関節軟骨制御機構の全貌解明をマウス培養軟骨細胞と器官培養を用いて行う。

また、Wnt-catenin シグナルを修飾する化合物は数多く存在することから、関節軟骨の維持、変

性予防効果のある修飾化合物を同定する。有望なものについてはマウスモデル上での変形性膝

関節症の治療効果の検討を行い、Wnt-catenin シグナルを応用した OA 新規治療候補薬の開発に

繋ぐ。具体的には以下のサブテーマに分けて研究を遂行した。 

（１）組織・時期特異的ノックアウトマウスを用いた変形性関節症モデルの解析 

（２）組織・時期特異的トランスジェニックマウスを用いた変形性関節症モデルの解析 

（３）Wnt-catenin シグナルの SFZ 細胞における標的遺伝子の解析 

（４）関節軟骨の維持、変性予防を目指した Wnt-catenin シグナルの修飾化合物の探索 

 
４．研究成果 

（１）組織・時期特異的ノックアウトマウスを用いた変形性関節症

モデルの解析 

タモキシフェン依存的に Prg4 発現細胞の Ctnnb1 をノックア

ウトするために、Prg4-CreERT2と Ctnnb1fl/flマウスを交配させる

ことにより、Prg4-CreERT2; Ctnnb1fl/flマウスを作製した。7 週齢

の Prg4-CreERT2; Ctnnb1fl/flおよび Ctnnb1fl/flマウス（コントロー

ルマウス）に毎日一回タモキシフェンを 5 日間投与した。8 週

齢で変形性関節症モデルを作成し、術後 8 週（16 週齢）で

sacrifice して組織学的な検討を行った。Safranin-O と Fast Green

の二重染色を行い、脛骨内側関節面を観察すると、Prg4-

CreERT2; Ctnnb1fl/fl マウスでは Ctnnb1fl/fl マウスに比べて軟骨の

変性が進行した。OARSI スコアにおいても有意差をもって変

形性関節症の進行が認めた。 

（２）組織・時期特異的トランスジェニックマウスを用いた変形性関

節症モデルの解析 

Wnt /β-catenin シグナルの恒常的活性化が、関節軟骨最表層に

どのような影響を与えるかを調べるために、Prg4-CreERT2 と

Ctnnb1-ex3fl / wt マウスを交配させることで、SFZ 特異的な

Ctnnb1 安定化マウスを作成した。Ctnnb1 遺伝子のエクソン

3 を削除すると、GSK-3βによる Ctnnb1 タンパクのリン酸化

を受ける部位が削除され、Ctnnb1 タンパク質の細胞質内での

分解を受けないことで、Ctnnb1 タンパク質が安定化する。7 週

齢の Prg4-CreERT2; Ctnnb1-ex3fl / wtおよび Ctnnb1-ex3fl / wtマ

ウス（コントロールマウス）に毎日一回タモキシフェンを 5 日

間投与した。8 週齢で変形性関節症モデルを作成し、術後 8 週

（16 週齢）で sacrifice して組織学的な検討を行った。

Safranin-O と Fast Green の二重染色を行い、脛骨内側関節面



を観察すると、OA の進行は Prg4-CreERT2; Ctnnb1-ex3fl / wtマウスで著しく抑制された。OARSI

スコアにおいても有意差をもって OA 進行の抑制が認めた。また、SFZ の破壊は Prg4-CreERT2; 

Ctnnb1-ex3fl / wt マウスにおける著しく抑制された。シャム側関節軟骨の変性は認めなかった

が、Prg4-CreERT2; Ctnnb1-ex3fl / wt マウスシャム側の関節軟骨にける Ctnnb1 と Prg4 の発

現が増強した。 

 

（３）Wnt-catenin シグナルの SFZ 細胞における標的遺伝子の解析 

Prg4 遺伝子の上流の転写因子として既に知られている Creb1 を調べた。特に、Creb1 の発現は、

Prg4 と同様のパターンで、周期的な伸展負荷によって増加された。Creb1 の発現は、Ctnnb1 と

同様に、伸展負荷を与えた 2時間後にも増加された。 

また、Creb1 の発現は、mRNA およびタンパク質レベルの両方で CHIR99021 処理により強化され
た。FFSS による Creb1 と Prg4 の誘導は、Wnt /β-catenin シグナル阻害剤 FH535 によって有意
に減少された。CHIR99021 による Prg4 の誘導は、Creb1 阻害剤 666-15 によって大幅に減少され
た。 

 
 

（４）関節軟骨の維持、変性予防を目指した Wnt-catenin シグナルの修飾化合物の探索 

Prg4 の発現を上昇させ、関節軟骨最表層を保護する作用のある変形性膝関節症治療候補薬とし

て、安価で簡便な投与方法として、シグナルのアゴニストもしくは、リガンドをターゲットに関

節軟骨最表層の保護作用を解析した。 

In vitro の解析において、野生型マウスの SFZ 細胞に Wnt アゴニストと種々の Wnt リガンドタ

ンパクを投与し、Prg4 発現を確認したところ、数ある中の Wnt リガンドのなかでも、Wnt5a、

Wnt5b の発現の Wnt リガンド投与と Wnt アゴニストは顕著に Prg4 の発現をあげることがリアル



タイム RT-PCR で示された。 

 

次に Ex vivo（マウス大腿骨頭の器官培養）での検討を行った。同様に上記の In vitro 解析で

Prg4 発現をあげる Wnt アゴニストと Wnt5a と Wnt5b の発現の Wnt リガンドを添加して関節軟骨

最表層の変化を組織学的に SFZ の厚さや細胞密度などを調べ、化合物の効果を評価した。Wnt ア

ゴニスト修飾化合物を投与するこ

とで、SFZ 層の厚みが増し、免疫組

織学的にPrg4の発現増強が確認さ

れた。細胞密度に関しても、扁平な

形態である SFZ 細胞様細胞の細胞

数がコントロールに比較して多

く、一定面積における SFZ 細胞様

細胞の密度が高いことが示された。In vitro, Ex vivo のデータより、Wnt シグナルは Prg4 の

発現を上昇させ、関節軟骨最表層の維持と再生に必須であることが示唆された。 

 

これらの研究成果より、 

１．Wnt/β-catenin シグナルは成体関節軟骨の SFZ で活性化しており、そのメカニズムは力学

的負荷が SFZ における Wnt ligand の発現を維持している一方で、Creb1 の誘導を介して Prg4 の

発現を誘導し、関節を保護していることを実証した。 

２．関節軟骨最表層に発現する Prg4 は Wnt シグナルによって発現上昇し、Wnt シグナルのアゴ

ニストまたはリガンドは関節軟骨最表層を保護する変形性膝関節症治療候補薬になる可能性が

示唆された。 

以上の２つの結論を得ることができた。 
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