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研究成果の概要（和文）：酸素濃度は正常関節軟骨の表面では高いが深層では広範囲で低く抑えられていたが、
関節の変性が進むと軟骨の酸素濃度は高くなる傾向があった。正常軟骨では、転写因子HIF-1αは全層で強発現
し、変性とともに発現は低下した。HIF-2αは正常軟骨の最表層にのみ発現するが、変性とともに発現は増加し
た。HIF-1αのコンディショナルノックアウトマウスではどの条件でも変形性関節症が増悪した。HIF-2αのコン
ディショナルノックアウトマウスは条件によって異なる結果を示した。また両者の転写標的をChIPシーケンスな
どによって明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oxygen concentration was higher in the superficial zone of normal articular 
cartilage, and lower in the middle and deep zones. It became higher with cartilage degeneration. In 
normal cartilage, HIF-1alpha was expressed in all layers and decreased with osteoarthritis 
development. HIF-2alpha was expressed in the superficial zone, and increased in deeper zones with 
osteoarthritis development. Conditional KO of HIF-1alpha induced osteoarthritis changes, while  
those of HIF-2alpha showed differenet phenotypes according to conditions.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 整形外科学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症（OA）は関節軟骨の変性、滑膜の炎症などを主体とする進行性の関節疾患であり、関節痛を引き起
こして高齢者の運動機能を著しく低下させる。東京大学が行っているコホート研究によると国内のOA患者数は膝
だけで2,530万人と推測されており、その数は現在も増加を続けている。分子病態の解明は徐々には進んでいる
が、骨粗鬆症のようにOAの病態を制御しうるような本質的な治療薬はいまだ存在しない。本研究は関節軟骨の制
御機構の一端を解明したものであり、新たな治療手段の開発に繋がる重要な知見である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 変形性関節症は関節軟骨の変性、滑膜の炎症などを主体とする進行性の関節疾患であり、関節
痛を引き起こして高齢者の運動機能を著しく低下させる。東京大学が行っているコホート研究
によると国内の変形性関節症患者数は膝だけで 2,530 万人と推測されており、その数は現在も
増加を続けている。分子病態の解明は徐々には進んでいるが、骨粗鬆症のように変形性関節症の
病態を制御しうるような本質的な治療薬はいまだ存在しない。東大整形外科では 2005 年にマウ
スを用いた変形性関節症モデルを開発した（Osteoarthritis Cartilage 13:632-41,2005）。遺伝子
改変マウスとマウスモデルを組み合わせた研究は世界中に広まり、数多くの分子・シグナルが変
形性関節症の進行に関わることが分かってきた。我々は転写因子 Hypoxia-inducible factor 
(HIF)-2αが変性初期の関節軟骨細胞に発現し、MMP-13 など数多くの軟骨基質変性因子の転写
を誘導し、変形性関節症を促進的に制御することを見出した（Nat Med 16:678-86,2010）。HIF
ファミリーの中では HIF-1αと HIF-2αの 2 つが良く知られている。Hypoxia-inducible factor
の名前の通り HIF-1αは低酸素下で安定化し、細胞の生存に必要な様々な遺伝子の発現を誘導
するのに対し、HIF-2αは比較的高い酸素濃度下でも安定であり、両者の発現する組織や細胞も
大きく異なる。HIF-1αには軟骨保護的な作用が知られている一方、HIF-2αは軟骨変性を促進
しうる作用を有することから、HIF-1αと HIF-2αが部位特異的な役割を担うことによって、関
節軟骨を維持していることが推察される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、関節表層、深層における HIF-1α, HIF-2αの役割を最新の in vivo, in vitro の技
術を投入することによって明らかにし、さらに滑膜炎が関節液、関節軟骨の酸素濃度にどのよう
な影響を与えるかも解析することで、滑膜から関節軟骨への酸素供給が 2 つの HIF の制御を介
して関節軟骨を維持する機構を総合的に解明することを目的とする。長年の変形性関節症病態
研究と HIF 研究で培った転写解析技術や層別の軟骨細胞の初代培養技術、層特異的な Cre マウ
スなどのバイオリソースに加えて、本学薬学部が開発した低酸素インジケーターを駆使するこ
とによって、酸素供給という観点から関節全体のホメオスタシスを解き明かすことを目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、関節表層特異的な Prg4-CreERT2 と Hif2a-flox を、全層に発現する Col2a1-
CreERT2 と Hif1a-flox, Hif2a-flox を交配させ、それぞれの部位での HIF の機能解析を in vivo
で検証した。同時に正常の表層細胞における HIF-2αの転写標的と、正常および変性した深層細
胞における HIF-1αと HIF-2αの転写標的をそれぞれ ChIP シーケンスなどの転写解析によって
網羅的に解析した。これらの in vivo, in vitro のデータを照合することによって、各層の 2つ
の HIF がどのように関節を維持し、HIF-2αが深層で発現して軟骨を変性させるに至る過程を考
察した。 
 具体的には以下の①～④のサブテーマに分けて研究を遂行した。 
 
①関節表層特異的 Cre マウスを用いた HIF-2αの機能解析 
 正常関節の表層に発現する HIF-2αの役割を解析するため、関節表層特異的な Prg4-CreERT2
と Hif2a-flox を交配させ、骨格成長後にタモキシフェンを投与して表層の HIF-2αをノックア
ウトし、経時的に関節軟骨の変性を組織学的に解析するとともに、内側半月と内側側副靭帯の 
切除による変形性関節症モデルを作成して変形性関節症進行に与える影響を解析した。 
 
②全層 Cre マウスを用いた HIF-1α, HIF-2αの機能解析 
 正常関節の深層に発現する HIF-1αの役割を解析するため、Col2a1-CreERT2 と Hif1a-flox を
交配させ、①と同様の解析を行った。変形性関節症初期では深層に HIF-2αが発現して変性を加
速させることが分かっており、同様の解析を行った。 
 
③表層、深層における HIF-1α, HIF-2αの転写標的の解析 
 正常の表層細胞における HIF-2αの転写標的と、正常および変性した深層細胞における HIF-1
αと HIF-2αの転写標的を網羅的に調べるため、それぞれの層から単離した軟骨細胞において
HIF-1α, HIF-2αに対する ChIP シーケンスと、遺伝子改変マウスおよびそのコントロールマウ
スから得た軟骨サンプルを用いた RNA シーケンスによって、正常から変性に至る過程のそれぞ
れの部位で、2 つの HIF がどのような標的遺伝子を転写誘導しているのかを網羅的に解析した。 
 



④滑膜炎が関節液と関節軟骨の酸素濃度に与える影響の解析 
 酸素は滑膜で分泌される関節液を介して関節軟骨に供給されるが、変形性関節症進行の様々
な過程で滑膜炎が頻繁に観察され、血管増生も亢進する。これらのことから、炎症を起こした滑
膜から分泌される関節液には酸素濃度が豊富であるか、あるいは濃度は変わらずとも多量の関
節液が供給されることによって関節軟骨の酸素濃度が上昇し、深層での HIF-1αのタンパク量が
減少することによって相対的に HIF-2αが増加し、変形性関節症を加速させる可能性が考えられ
る。この仮説の検証として、関節液を採取可能なラットを用いて変形性関節症モデルを作成し、
滑膜炎が生じる術後 2週前後から経時的に本学薬学部が開発した mono-azo ベースの蛍光低酸素
インジケーター(Angew Chem Int Ed Engl 52, 13028-32,2013)を尾静脈から投与し、関節液と
関節軟骨の酸素濃度の変化を組織学的に解析した。 
 
４．研究成果 
 関節表層特異的 Cre マウスである Prg4-CreERT2 と Hif2a-flox マウスを交配させ、タモキシ
フェン投与後に複数の変形性関節症モデルを作成し、解析を行ったところ、HIF-2alpha の表層
特異的ノックアウトマウスでは
変形性関節症の進行が促進され
た。自然経過を観察しても、HIF-
2alpha の表層特異的ノックアウ
トマウスでは表層のフィブリレ
ーションが早期に出現すること
が分かり、HIF-2alpha が表層の維
持に不可欠であることが示され
た。 
 次に全層で Cre を発現する
Col2a1-CreERT2 と Hif1a-flox, 
Hif2a-flox を交配させ、タモキシ
フェン投与後に複数の変形性関
節症モデルを作成し、解析を行っ
たところ、HIF-1alpha のノックア
ウトでは軟骨変性は促進され（図
１）、HIF-2alpha のノックアウトで
は軟骨変性は抑制された。 
 2つのHIFの転写標的の違いを明
らかにするため、表層特異的 HIF-
2alpha ノックアウトマウス、全層
での HIF-1alpha ノックアウトマウ
スとそれぞれのコントロールマウ
スから軟骨組織を採取し、RNA を抽
出して RNA シーケンシングを行っ
た。ChIP シーケンシングをそれぞ
れの HIF に対する抗体を用いて行
なったところ、HIF-2alpha につい
ては市販の抗体では標的の選択的
な濃縮が上手くいかなかった。HIF-
2alphaにFLAGタグを接合したタン
パクを発現させるベクターを作成
し、培養細胞に過剰発現させる形で
ChIP シーケンシングを行った。共
通の転写標的遺伝子がある一方で、
それぞれの HIF 独自の標的がある
ことも明らかとなった。 
 最後に関節内の酸素濃度の検証
を行った。ラットを用いても関節液
における酸素分圧の測定は不可能
であった。Mono-azo 蛍光インジケ
ーターを用いて関節内の酸素分圧
を定性的に検証した。このインジケ
ーターでは低酸素であるほど蛍光



が強くなる。正常な関節軟骨では関節軟骨全体が低酸素状態であったが、変形性関節症が進展す
るにつれて酸素濃度が高くなる傾向にあることが分かった（図２）。 
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Runx1 contributes to articular cartilage maintenance by enhancement of cartilage matrix
production and suppression of hypertrophic differentiation

Scientific Reports 7666

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Yano Fumiko、Ohba Shinsuke、Murahashi Yasutaka、Tanaka Sakae、Saito Taku、Chung Ung-il 9

 １．著者名

10.1016/j.stemcr.2019.07.012

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Simple and Robust Differentiation of Human Pluripotent Stem Cells toward Chondrocytes by Two
Small-Molecule Compounds

Stem Cell Reports 530～544

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Kawata Manabu、Mori Daisuke、Kanke Kosuke、Hojo Hironori、Ohba Shinsuke、Chung Ung-il、Yano
Fumiko、Masaki Hideki、Otsu Makoto、Nakauchi Hiromitsu、Tanaka Sakae、Saito Taku
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 １．著者名



2020年

〔学会発表〕　計13件（うち招待講演　2件／うち国際学会　4件）

2020年

2020年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

11th Orthopedic Research Club

第38回日本骨代謝学会学術集会

第35回日本整形外科学会基礎学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

永田 向生、張 成虎、矢野 文子、、田中 栄、齋藤 琢

金子泰三、千々松良太、矢野文子、堀内圭輔、田中栄、齋藤琢

岩永康秀、永田向生、千々松良太、矢野文子、田中栄、齋藤琢

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

Runx3 は関節軟骨に保護的に作用する

Taceは変形性関節症を促進的に制御する

Notchは最表層細胞の維持を介して関節軟骨の恒常性に貢献する

10.1186/s40634-020-00228-8

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Enhancement of chondrogenic differentiation supplemented by a novel small compound for
chondrocyte-based tissue engineering

Journal of Experimental Orthopaedics 446-458

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Hamamoto Shuichi、Chijimatsu Ryota、Shimomura Kazunori、Kobayashi Masato、Jacob George、Yano
Fumiko、Saito Taku、Chung Ung-il、Tanaka Sakae、Nakamura Norimasa

7
 １．著者名



2020年

2020年

2021年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第19回日本再生医療学会総会

ASBMR 2020 Annual Meeting（国際学会）

2021 Auunal Meeting of the Orthopaedic Resarch Society（国際学会）

ASBMR 2020 Annual Meeting（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Kaneko T, Yano F, Chijimatsu R, Tanaka S, Saito T

Iwanaga Y, Nagata K, Yano F,  Tanaka S, Saito T

樋口淳也,  山神良太, 松本卓巳, 前之原悠司, 寺尾友宏, 井上啓太, 辻晋作, 千々松良太, 小俣康徳, 矢野文子, 田中栄, 齋藤琢

Kosei Nagata, Taku Saito, Fumiko Yano, Hirnori Hojo, Yasuhide Iwanaga, and Sakae Tanaka.

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Runx3 protects articular cartilage by direct induction of Prg4

ADAM17/TACE accerates osteoarthritis develpoment through EGFR signaling and TNF pathways

Notch signaling contributes to articular cartilage homeostasis by suppressing differentiation of superficial zone cells

 １．発表者名

脂肪幹細胞を用いた変形性膝関節症治療の臨床成績と、治療効果に関係するMRI所見の検



2020年

2020年

2020年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

ORS 2020 Annual Meeting（国際学会）

第34回日本整形外科学会基礎学術集会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

齋藤琢

齋藤琢

Nakamoto H, Saito T, et al.

前之原悠司、森大典、齋藤琢、他

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第48回日本関節病学会（招待講演）

第64回日本リウマチ学会（招待講演）

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

ルブリシンは関節軟骨最表層細胞の分化を抑制し軟骨のホメオスタシスを維持している

OAの病態における軟骨と周囲組織との関連

関節軟骨の維持機構

TRPV2 protects articular cartilage via lubricin induction

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名



2019年

2019年

〔図書〕　計2件

2020年

2020年

〔産業財産権〕

実験医学

5

6

 ４．発行年

齋藤琢

齋藤琢

 ２．出版社

 ２．出版社

日本整形外科学会雑誌

 ２．発表標題

 ３．書名

 ３．書名

変形性関節症の分子病態と治療法開発

関節軟骨のメカノバイオロジー

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 １．著者名

 １．著者名

 ４．発行年

 ２．発表標題

第34回日本整形外科学会基礎学術集会

第37回日本骨代謝学会学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

中元秀樹、森大典、齋藤琢、他

金子泰三、森大典、齋藤琢、他

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

メカノセンサーTrpv2 はLubricin の誘導を介して関節軟骨を保護する

Taceは変形性関節症を促進的に制御する



〔その他〕

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

研
究
分
担
者

岡田　慶太
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(50759173)
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(12601)

研
究
分
担
者

齋藤　琢

(Saito Taku)

(30456107)

東京大学・医学部附属病院・准教授

(12601)
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http://www.u-tokyo-ortho.jp/
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氏名
（ローマ字氏名）
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