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研究成果の概要（和文）：Adam12は、Wild type ATDC5細胞の分化過程において、Col10a1発現に先発って発現が
上昇した。一方、Adam12-KO ATDC5細胞では、軟骨分化開始後、Runx2、Col10a1、およびX型コラーゲン蛋白発現
が亢進し、Igf-1発現は抑制された。Wild type ATDC5細胞では、TGF-β1刺激により、Adam12およびIgf-1の発現
が亢進し、Runx2発現は抑制された。一方で、Adam12-KO ATDC5細胞では、TGF-β1刺激による変化は抑制され
た。Adam12の過剰発現は、ATDC5細胞におけるIgf-1の発現亢進とRunx2の発現抑制をもたらした。

研究成果の概要（英文）：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-β1-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, potentially by regulation of TGF-β1-dependent signaling and that 
targeting of ADAM12 may have a role in management of abnormal chondrocyte differentiation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、軟骨細胞において、ADAM12がTGF-β依存性シグナルに関与し、肥大化に関連するRUNX2およびX型コ
ラーゲン発現を抑制することで軟骨細胞分化を調節していることを示した。また、我々は, ヒトから採取した変
形性関節症の骨棘組織において, 増殖期～肥大期の軟骨細胞にADAM12が局在することを突き止めている。このこ
とは、ADAM12が変形性関節症の骨棘形成や関節リウマチにおける骨関節のリモデリングに関与していることを示
唆する。また、miR-29bの人為的制御によって、ADAM12の発現が制御可能である可能性も示された。

※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 

関節リウマチ(RA)の疾患活動性のコントロールは近年の生物学的製剤や分子標的型疾患修飾

性抗リウマチ薬の登場により飛躍的に向上した。一部の患者において、すでに損傷をうけた関

節において炎症が完全に抑制されれば、関節リモデリングとともに機能回復をみる場合がある

が、その分子基盤はいまだ十分に解明されていない。我々はRA関節における関節リモデリング

のメカニズムを解明するために、軟骨細胞においてメカニカルストレスによる蛋白分解酵素発

現を制御するmicroRNA（miRNA）の同定を行った。0.166Hz, 5%伸張, 30分の伸張刺激を与えた

軟骨細胞と無刺激の軟骨細胞の遺伝子発現をマイクロアレイによって網羅的に解析・比較した

ところ、約60種類のmiRNAの発現が2倍以上変動していることが確認された（基盤研究

C:26462299, 2014-201６）。このうち、本研究では細胞周期や細胞増殖に関与することが明ら

かになっているmiR-29bに着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、メカニカルストレスあるいはサイトカイン刺激により軟骨細胞において miRNA 発

現が変動し、Wnt シグナルが活性化するとともに miR-29b の標的遺伝子の一つである ADAM12 の

発現が亢進することによって関節リモデリングや骨形成が促進されるとの仮説をたてた。具体

的には軟骨細胞で初めて miR-29b-ADAM12 シグナルの成立機構を解明し、miR-29b をターゲッ

トとした関節破壊に対する治療薬の開発やリハビリテーションの効果的介入方法の開発の一

助とすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) ADAM12 遺伝子のノックアウト（KO）は軟骨細胞の肥大化に抑制的に働く可能性があること

から、本年度は ATDC5 細胞における ADAM12 過剰発現による Igf-1、RUNX2 の発現への影響を

検討した。具体的には、細胞に TGF-β1 (10 ng/mL; Cell signaling Technology, Beverly, 

MA, USA) を添加し 24 時間刺激した後に RNA を回収し、wild type ATDC5 細胞と ADAM12 KO 

ATDC5 細胞とで比較した。さらに ATDC 細胞において、ADAM12 過剰発現ベクターを用いて高発

現させ、Igf-1, RUNX2 mRNA の発現に与える影響を検討した。 

(2) 軟骨細胞における ADAM12 発現と miR-29b との関連をみるため、TGF-β刺激による ADAM12-

L と miR-29b の発現を検討した。正常ヒト軟骨細胞 (Lonza) に対し TGF-β1刺激後 24時間

での、ADAM12-L と miR-29b の発現を real-time PCR により検討した。さらに、TGF-β1 添加

と同時に、TGF-β 受容体 1 阻害剤である SB525334(APExBIO)を添加し、TGF-β1 刺激の阻害

による影響についても検討した。 

(3) ADAM12-knockout (KO) ATDC5細胞樹立のために、CRISPR/Cas9 systemを用いて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

ホモ切断の細胞だけを抽出するために FACSAria II cell sorter (BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA) で single cell sorting を行った。ホモ切断できている細胞は PCR を行い、シーク

エンスで確認した。Wild type ATDC5 細胞と ADAM12 KO ATDC5 細胞を DMEM/HAM’s F12 (1%FBS

を含む) で培養し、細胞を 24 well plate にそれぞれ 2.0 ×104 cells/cm2ずつ播種した。

次いで real-time PCR で分化誘導過程中における ADAM12, IGF-1, RUNX2, Col10a1 の mRNA 発

現を wild type ATDC5 細胞と ADAM12 KO ATDC5 細胞で比較検討した。 

(4) miR-29b 過剰発現による ADAM12-L 発現への影響を調べるため、正常ヒト軟骨細胞に対して



miR-29b mimic (Applied Biosystems) 刺激 24 時間後における ADAM12-L の発現レベルを

real-time PCR で測定した。さらに、miR-29b mimic 刺激と同時に TGF-β1 刺激を加えて、刺

激後 24時間後の ADAM12-L の発現レベルを real-time PCR で測定した。 

(5) miR-29b の発現制御機構を調べるため、in vitro でヒト軟骨細胞に対する周期的伸張刺激

が遺伝子発現に与える影響を検討した。正常ヒト軟骨細胞に対して、周期的伸張刺激

(CTS;0.50Hz,10% 伸張)を 30 分間負荷し、ADAM12-L と ADAMTS-5、miR-29b の発現を real-time 

PCR により解析した。 

 

４．研究成果 

(1) TGF-β1 刺激後 24時間で、ADAM12 と Igf-1 の発現は亢進した一方で、RUNX2 の発現は抑制

された。野生型 ATDC5 細胞で TGF-β 刺激後に認められた Igf-1 の発現亢進や RUNX2 の発現

抑制は、ADAM12 KO ATDC5 細胞では阻害された。さらに、ATDC５細胞において、ADAM12 を過

剰発現すると、Igf-1 発現亢進し、RUNX2 発現は抑制された。 

(2) TGF-β刺激により、濃度依存性に ADAM12-L の発現が有意に亢進し、一方で miR-29b の発現

は抑制された(p＜0.05)。TGF-β 受容体 1 阻害することで、TGF-β によって誘導された

ADAM12-L の亢進と miR-29b の抑制が阻害された(p＜0.05)。 

(3) ADAM12 KO ATDC5 細胞では、wild type と比較して分化誘導過程中に IGF-1 の発現は抑制さ

れた。一方で, RUNX2 の発現は 2週目をピークに亢進した。分化誘導後 3週と 4週、5週目に

おいて, ADAM12 KO ATDC5 細胞で、wild type と比較して Col10a1 の発現が有意に亢進した。

ADAM12 KO ATDC5 細胞において、wild type と比較し western blot で 3週と 4週、5週目で

細胞内の Col10a1 の蛋白の発現が亢進した。以上の結果から、ADAM12 は X型コラーゲン発現

を負に調節し、軟骨細胞の肥大化に抑制的に働くことが示唆された。 

(4) ヒト軟骨細胞において miR-29b の過剰発現により、ADAM12-L の発現が有意に抑制された(p

＜0.05)。さらに、miR-29b の過剰発現により、TGF-βによって誘導された ADAM12-L の発現

が抑制された(p＜0.05)。 

(5) 非刺激群と比較し CTS 群では、miR-29b の発現が有意に低下し(p＜0.05)、ADAM12-L と

ADAMTS-5 の発現が有意に亢進した(p＜0.05)。この結果から、比較的強いメカニカルストレ

スは、miR-29b の発現を抑制することにより ADAM12-L と ADAMTS-5 の発現を亢進させること

が判明した。 

 

研究成果のまとめ：本研究では、軟骨細胞において、ADAM12 が TGF-β依存性シグナルに関与し、

肥大化に関連する RUNX2 および X 型コラーゲン発現を抑制することで軟骨細胞分化を調節して

いることを示した。このことは、ADAM12 が変形性関節症の骨棘形成や関節リウマチにおける骨

関節のリモデリングに関与していることを示唆する。また、miR-29b の人為的制御によって、

ADAM12 の発現が制御可能である可能性も示された。 
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