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研究成果の概要： 
メカニカルストレスは変形性関節症をはじめ、骨粗鬆症、骨折治癒など、整形外科における多
くの病態で中心的な役割を果たす重要な因子と考えられている。しかし、その分子メカニズムに
ついては殆ど解明されていない。本研究では、メカニカルストレスによる関節軟骨変性の分子機
構を解明することを目的とし、軟骨において肥大分化促進因子として働くRunx2（Runt related 
transcription factor 2）シグナルや軟骨初期分化に必須のSox9（SRY-box containing gene 9）
シグナルなどに着眼し、各種遺伝子欠損マウスにおける膝関節不安定性モデル（メカニカルスト
レス過剰負荷モデル）実験モデルの解析を行い、関節軟骨変性に関連する分子シグナルの詳細を
明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨は、骨格に可動性を与える重要な
組織である。血管・リンパ管・神経組織等を
欠き、荷重負荷によって引き起こされる関節
液の浸透や拡散を介して、栄養や情報伝達が
行われている。これまでの国内外の研究では、
ラットの成長板や椎間板および初代軟骨細胞
において、微小重力環境が軟骨の初期分化マ
ーカー発現とプロテオグリカン合成を抑制す
ることが報告されている（Adv Space Res 

24:821,1999、Gravit Space Biol Bull 
12:57,1999、Bone 27:535,2000、Spine 
27:1286,2002）。また、長期間のギブス固定や
免荷により関節への力学的負荷（メカニカル
ストレス）が減弱すると、関節軟骨細胞は脱
分化して変性萎縮する（Osteoarthritis 
Cartilage 10:408,2002）。一方、関節に過剰
なメカニカルストレスがかかると不可逆性の
関節軟骨変性破壊が起こり、最終的に変形性
関節症の病像を呈するが、この過程で関節軟
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図１ Runx2 へテロ遺伝子欠
損マウスにおける膝関節不安
定性モデル。A組織像、B経時
的評価。 

 

骨細胞は肥大分化する（Arthritis Rheum 
35:806,1992、Arthritis Rheum 41:1287,1998、
J Orthop Res 17:495,1999）。これらのことか
ら、関節軟骨の恒常性維持には軟骨細胞の分
化制御が深く関与していることが示唆される。 
このように、メカニカルストレスは変形性
関節症をはじめ、骨粗鬆症、骨折治癒など、
整形外科における多くの病態で中心的な役割
を果たす重要な因子と考えられている。しか
し、その分子メカニズムについては殆ど解明
されていない。 
 
２．研究の目的 
我々は関節に過剰なメカニカルストレスを
負荷するモデルとして、マウスの膝関節不安
定性モデル（メカニカルストレス過剰負荷モ
デル）を独自に開発した（Osteoarthritis 
Cartilage 13:632,2005）。このモデルを活用
すれば変形性関節症を引き起こす分子機構が
明らかになる可能性がある。本研究の目的は、
軟骨において肥大分化促進因子として働く
Runx2（Runt related transcription factor 2）
シグナルや軟骨初期分化に必須のSox9
（SRY-box containing gene 9）シグナルに着
眼し、上記の実験モデルなどを活用し、メカ
ニカルストレスによる関節軟骨変性の分子機
構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
我々は、 
・生理的メカニカルストレス環境下の関節軟
骨では、肥大分化は抑制され、関節軟骨の恒
常性が維持される。 
・過剰なメカニカルストレスが関節軟骨に負
荷されると、軟骨細胞の肥大分化が進んで基
質分解が亢進する。 
などといった仮説を考え、以下の5点につ
いて検討した。 
（１）メカニカルストレス負荷モデルにおけ
る関節軟骨変性と分子シグナルの検討 
（２）Runx2遺伝子改変マウスなどを用いた
関節軟骨変性の検討 
（３）メカニカルストレスで誘導されるRunx2
あるいはSox9の上流シグナル分子の同定 
（４）メカニカルストレスで誘導されるRunx2
あるいはSox9の下流シグナル分子の同定 
（５）関節軟骨変性関連分子の検討 
 
４．研究成果 
（１）メカニカルストレス負荷モデルにおけ
る関節軟骨変性と分子シグナルの検討 
野生型マウスにおいて、膝関節不安定性モ
デル（メカニカルストレス過剰負荷モデル）
を作製し、形態学的ならびに生化学的に解析
した。その結果、変形性関節症初期において
は、関節軟骨においてX型コラーゲンやRunx2
の発現が見られ軟骨細胞の肥大化が観察され

るとともに、それに後続してMMP-13などの発
現が確認された。したがって、関節軟骨では
メカニカルストレスに敏感に反応し、X型コ
ラーゲン、Runx2、MMP-13などの肥大分化マ
ーカーが発現上昇することが実証された。 
 
（２）Runx2遺伝子改変マウスなどを用いた
関節軟骨変性の検討 
関節軟骨細胞の肥大化に関わるRunx2のへ
テロ遺伝子欠損マウスにおいて膝関節不安定
性モデル（メカニカルストレス過剰負荷モデ
ル）を作製し、組織所見やX線所見を野生型
と比較し
た。その結
果、Runx2
へテロ遺
伝子欠損
マウスに
おいては
野生型に
比べ、関
節軟骨破
壊や骨棘
形成など
の変形性
関節症様
変化が抑
制されて
おり、
Runx2な
どの発現
減少が確
認された

（Kamekura, Hoshi, Kawaguchi et al 2006 
Arthritis Rheum）（図１）。したがって、Runx2
は、関節軟骨細胞の肥大分化を通じ、変形性
関節症の発症機構の一翼を担うことが示唆さ
れた。 
 
（３）メカニカルストレスで誘導されるRunx2
あるいはSox9の上流シグナル分子の同定 
メカニカルストレス過剰負荷刺激に応答し、
変形性関節症の発症機構の一翼を担うと予想
されるRunx2において、発現調節を行う分子
の同定を行った。既に塩基配列が決定してい
るRunx2のプロモーター領域について、長さ
の異なるプロモーター断片とルシフェラーゼ
遺伝子を組み合わせてレポーター遺伝子を作
成し、これを軟骨細胞株ATDC5細胞へstable 
transfectionしてクローンを単離した。この
細胞に細胞伸張システム（Flexcell社製）に
よる伸張刺激を加え、メカニカルストレスに
より誘導される活性を維持するための最小単
位までの絞り込みを行った。更に数塩基ごと
に変異を入れた変異体を作成し転写因子が直
接結合するシスエレメントを同定した。得ら



 

 

 

れたシスエレメントに対して実際に配列特異
的に結合する転写因子が存在することを、イ
ンスリン刺激により分化を促したATDC5の核
抽出物とのelectrophoretic mobility shift 
assay (EMSA)を用いて証明した。 
 
（４）メカニカルストレスで誘導されるRunx2
あるいはSox9の下流シグナル分子の同定 
Sox9の下流シグナルについては、ヒト間葉
系幹細胞にSox9およびSox5/6を共発現させ
る系を用いたDNAマイクロアレイ解析で、603
遺伝子を同定した。その中で特に高値を示し
たS100A1ならびにS100Bについて着眼した。
未分化軟骨細胞株ATDC5においてretrovirus
を用いてS100A1、S100Bを強制発現させると
軟骨細胞肥大分化や石灰化が抑制させ、逆に
siRNAで抑制すると肥大分化・石灰化が促進
された。このように、Sox9下流シグナルとし
てS100A1ならびにS100Bを同定し、関節軟骨
の再生・維持や変形性関節症の治療など幅広
い応用の可能性を示唆した。 
 
（５）関節軟骨変性関連分子の検討 
我々は、軟骨の肥大化・石灰化に関与する
因子としてCarminerinを同定した。さらにこ
の分子は、関節軟骨変性にも関与することが
予想されたため、同分子の遺伝子欠損マウス
を作製し、生理的条件下における表現型、な
らびにメカニカルストレス過剰負荷モデルに
おける表現型を解析した。生理的条件下のホ
モ型遺伝子欠損マウスは、骨格の発生も成長
もほぼ正常で、詳細な画像・組織学的解析で
は、長幹骨成長板下端の石灰化抑制と成長板
直下の一次海綿骨量の減少が観察された。こ
の遺伝子欠損マウスに、マウスの膝関節不安
定性モデル（メカニカルストレス過剰負荷モ
デル）を作製すると、骨棘形成などの変形性
関節症性変化が明らかに抑制されていること
がわかった（Yamada, Hoshi, Kawaguchi et al 
2006  Nature Med）（図２）。このように、生
理的な骨化には大きな影響を与えず、変形性
関節症性変化に選択的に関与している
Carminerinは、変形性関節症の発症に関与し、
画期的な治療標的になりうる可能性が示唆さ
れた。 
図２ Carminerin遺伝子欠損マウスにおけ
る膝関節不安定性モデル。 
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