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研究成果の概要（和文）： 脊椎椎間板および関節軟骨の変性に関連する遺伝子として明ら

かにされた疾患感受性遺伝子 CILP について、まずその in vivo での機能を明らかにするた

めに、軟骨および髄核特異的に CILP 発現を示す conditional Tg マウスを作成した。異なる

エンハンサー下に、髄核での CILP 過剰発現を示すマウスと、髄核での発現のないマウス系

統を詳細に比較することにより、CILP 発現によって早期に髄核変性が惹起されることを組織

学的に明らかにした。またそれは in vivo で CILP と TGFが結合し、続いて SMAD を介する下

流シグナルの抑制が生じ、その結果マトリックス産生が抑制される事によることを明らかに

した。さらにアグリカナーゼや MMP-13 をはじめとするマトリックス分解系の亢進と髄核細

胞のアポトーシスも生じることも示し、疾患感受性遺伝子として分離した CILP が実際に in 

vivo で軟骨（椎間板）のマトリックス代謝を負に制御することを初めて示した。 

これに基づいて CILP の関る軟骨代謝ステップを制御する治療の検討を開始し、その一つ

として、catabolism 制御の目的で in vivo でのアグリカナーゼ抑制を siRNA を用いて試み、

その結果アグリカナーゼをターゲットとして椎間板変性進行が阻止できることを明らかに

した。さらに CILP の関るマトリックス代謝の上流因子である c-Fos/AP-1 もターゲットとし、

変形性関節症モデル動物に対して新たに開発された c-FOS/AP-1 阻害薬を連日経口投与する

ことにより、アグリカナーゼや MMP-13 発現が抑えられ、関節軟骨変性の進行が完全に阻止

できることが明らかとなり、今後の軟骨変性治療の実際的な分子標的候補を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the in vivo function of CILP, which was identified as a 

susceptibility gene associated with cartilage degenerative disease, we firstly established conditional 

Tg mouse line expressing the gene specifically in cartilage or nucleus pulposus. X-ray, MRI and 

histochemical analysis of the mice lines indicated that the specific overexpression of the CILP in the 

nucleus pulposus was responsible for the accelerated intervertebral disc degeneration. This was 

apparently caused by in vivo binding of the TGFwithCILP, reduced receptor binding and TGF 

signaling that leads to the inhibition of the cartilage matrix gene expression.  In addition there was 

enhanced matrix proteinase expression and disc cell apoptosis that also generated matrix homeostasis 

imbalance. Based on these observations, we then tried to block the factors associated with the CILP 

signaling pathway. Inhibition of aggrecanase by injection of ADAMTS5 siRNA in vivo using 

intervertebral disc degeneration model resulted in the protection of the progression. We also started to 

block the upstream signal of c-fos/AP-1 using newly developed specific inhibitor. Administration of 

the c-fos/AP-1 inhibitor to mouse DMM model dramatically prevented the progression of articular 

cartilage degeneration, partly through inhibition of proteinase expression. Thus, these observations 

suggested possible strategic targets for cartilage degeneration. 
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１．研究開始当初の背景 

様々な common disease の感受性遺伝子が

ゲノムワイドの解析や候補遺伝子アプロー

チで明らかにされつつあるが、最近になって

運動器の common disease である椎間板変性

（椎間板ヘルニア）や関節軟骨変性（変形性

関節症）についても、いくつかの疾患感受性

遺伝子が解明されてきた。われわれも椎間板

変性患者について、軟骨関連遺伝子の候補遺

伝子を中心にアプローチし、遺伝子多型研究

センターで収集された遺伝子多型データと

高速度大量タイピングシステムを用いての

大 規 模 な 相 関 解 析 の 結 果 、 cartilage 

intermediate layer protein (CILP) をはじ

めとするマトリックス遺伝子の多型が、椎間

板変性と相関することを明らかにした。さら

に連鎖不平衡領域の決定、ハプロタイプに基

づく解析も行い、CILP の遺伝子多型が、椎間

板変性の疾患感受性多型であることを発見

してきた。この CILP はその後の英国のグル

ープの解析では変形性膝関節症とも相関す

ることが示されている。その他にも COL9A2、

Asporin、GDF5 などが相関することが報告さ

れている。 

しかしながら、これらの疾患感受性遺伝子

の機能については不明な点が多い。in vitro

の解析においては、いずれの遺伝子産物も何

らかの形で軟骨 ECM代謝に影響を与えること

がわかっている。しかし各々の遺伝子発現や

多型がin vivoでは一体どのような機能を示し、

それが如何にして軟骨変性疾患に結びつくのか

は解明されていない。その変性メカニズムを遺

伝子レベル、蛋白レベルで解明することは、軟

骨変性疾患に対する治療戦略への糸口とする上

でも、その重要性は非常に高い。 

一方、椎間板変性や変形性関節症の抑制を目

的に様々な治療薬が検討されてきた。しかしな

がら現在に至るまで、これらの構造的破壊の進

行を抑制できる有効な治療法の開発は全く成功

していない。CILP をはじめとする疾患感受性遺

伝子の機能解明から、新たにその pathway にか

かわる種々の分子をターゲットとすることによ

り、真に有効な治療戦略が明らかとなる可能性

がある。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、ヒトのゲノム解析にて見出

しされた関節・脊椎疾患（関節軟骨変性・椎間

板変性）の感受性遺伝子について、その機能を

動物モデルの作成・解析を通じて解明し、さら

にそれに立脚した疾患制御の方策を、in vivo

で目指そうとするものである。 

(1)本研究機関内に、まず CILP を関節・脊椎椎

間板の軟骨の特定部位に過剰発現した、部位特

異的トランスジェニック(Tg)マウスを作成し、

CILP の過剰発現と、発現の有無による軟骨変性

誘導の相違を in vivo で明らかにする。また環

境要因として力学要因を加え、多因子疾患とし



ての軟骨変性の促進を解析する。さらに CILP

の及ぼす影響を、関節軟骨および脊椎椎間板

を中心に、各種遺伝子発現、さらに TGFシグ

ナルを免疫染色を中心に解析し、CILP の関る

病態メカニズムを明らかにする。 

(2)得られた CILP 機能の知見をもとに、CILP

の関る pathwayや軟骨代謝における関連分子

をターゲットとし、椎間板や関節軟骨変性を

阻止する戦略を開発する。これには in vivo

での siRNA 投与での発現抑制、あるいは特異

的阻害薬を作製し、これを用いての標的分子

制御による治療効果を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)本研究期間内に、まず軟骨の部位特異的

に過剰発現した、mCILP-Tg マウスを作成する。

これには軟骨、脊索、髄核、短骨での部位特

異的発現に関る cis-element を有する

Col11a2 プロモーター/エンハンサーを持い

て、脊椎椎間板髄核および髄核以外の椎間板

軟骨部に CILP を過剰発現した複数系統の Tg

マウスを樹立する。これらのマウス系統にお

いて、関節軟骨変性、椎間板変性の促進メカ

ニズムを形態学的（micro CT、MRI、組織、

免疫組織）に解析する。同時に変性進行前の

軟骨組織における CILP 発現、TGFおよび受

容体発現、リン酸化 smad、各 MAPK、マトリ

ックス遺伝子発現、さらに変性進行時の軟骨

細胞肥大化関連遺伝子発現、apoptosis 等に

ついて検討する。 

ついで Tgマウスおよび正常 littermate に

対して力学的要因をそれぞれ加え、軟骨変性

破壊のさらなる進行促進の有無を明らかに

する。これには顕微手術で内側半月切離を行

い変形性膝関節症を誘導する。まず 3-6 ヶ月

間の経過で、膝関節に対して軟 X 線撮影、

micro CT 検索を行うとともに、組織学的解析

をする。組織学的解析には軟骨マトリックス

の変化、軟骨細胞の病的肥大化（最終分化）

の有無と程度、軟骨下骨の変化、抗 II 型コ

ラーゲン染色性の変化、抗 X型コラーゲン染

色性の出現、および CILP 等の免疫染色を含

む。これらの変化を、CILP 発現部位の異なる

mCILP-Tg マウス間で比較する。一方、頚椎には

棘突起および項靭帯切除により頚椎症を誘導し、

膝と同様に CILP 発現の違いによる軟骨変性の

誘導発症の違いを明らかにする。 

(2)CILP を中心とする疾患感受性遺伝子の in 

vivo 機能解析で明らかになった CILP pathway

関連分子の中で、マトリックス catabolism に直

接関る proteinase と、上流因子をターゲットと

し、まず siRNA を作製して in vivo の軟骨変性

モデル動物に投与し、変性進行阻止効果を検討

する。さらに特異的阻害薬の作製を試み、これ

の投与による疾患進行抑制にも着手する。 

 

４．研究成果 

(1)マウス CILP 遺伝子をクローニングし、異な

る軟骨部位（髄核、椎間板、関節軟骨）に発現

させた Tgマウス系統 453mCILPIntと 742mCILP

を作成した。また発現解析のための抗 mCILP 抗

体を作成した。これらの複数のマウス系統を維

持すると同時に、各マウス組織における

transgene の発現を RT-PCR 並びに抽出蛋白の

解析で明らかにした。さらに生後 8ヶ月目まで

の骨格を、頚椎・腰椎、および膝関節を中心に

形体学的（軟 X 線、MRI、組織）に検討した。

その結果、これらのマウスでは顕著な骨格異常

はなく正常の成長を遂げること、軟 X線レベル

では早期の脊椎症や関節症の変化は出現しな

いこと、一方で椎間板髄核特異的に CILP を発

現させた 453mCILPInt では、椎間板変性を示す

MRI上の輝度変化が有意に早期に認められるこ

とが明らかとなった（図 1）。また組織学的に

も加齢によって CILP により椎間板変性が軽度

enhance されていることが in vivo で初めて明

らかとなった（図 2）。 

さらにこのマウス系統を使用し、疾患感受性

遺伝子 CILP に加えての環境要因として、頚椎

には棘突起・靭帯切除による力学的要因を追加

し、これによって、椎間板変性がさらに促進し

脊椎症変化が誘導されることを明らかにした。 

一方、この椎間板変性誘導メカニズムが

TGFシグナルを介するかを知るために、髄核に

おけるリン酸化 smad の発現変化を中心に解析

したところ、453mCILPInt ではリン酸化が有意 



 

図１ マウス椎間板の MRI 輝度変化 

 

 

図２ CILP によるマウス椎間板の変性進行 

 

に低下しており、さらにマトリックス遺伝

子発現が低下していること、また髄核細胞の

アポトーシスも亢進しており、CILP が TGF

シグナルを介して髄核のマトリックス代謝

を負に制御したことが明らかとなった。 

(2)これらに基づいて CILP の関る軟骨代謝

のステップを制御する治療の検討を開始し、

まずその一つとして catabolism 制御の目的

でsiRNAの in vivo投与によりアグリカナー

ゼ抑制を試みた。椎間板変性を puncture モ

デルで誘導後、髄核内に ADAMTS5 siRNA を投

与したところ、vehicle 投与と比べて有意に

変性進行が抑制できることを、MRI 画像と組

織学的に明らかにした（図 3）。 

 

   矢印部椎間板に siRNA 投与 

   siRNA   control 

図３ ADAMTS5 制御による変性進行抑制 

引き続いて、CILP の上流でより広範に ECM

ホメオスターシスに関る因子として

c-Fos/AP-1 をターゲットとし、これに対する

特異的阻害薬を得て投与を行った。マウスの内

側半月板切離により緩序に進む変形性関節症

モデルを作製し、本阻害薬を連日に経口投与し

たところ、関節軟骨変性の進行が顕著に阻止で

きることを示した（図 4）。また関節軟骨では 

     

      c-Fos 阻害     control 

図４ c-Fos 阻害による軟骨変性抑制 

 

アグリカナーゼや MMP-13 の発現が抑えられて

おり、これが軟骨破壊阻止に働いたことが考え

られた。これらの結果は、この CILP の上流や

下流分子が、今後の軟骨変性治療戦略の実際的

な分子標的となることを示している。 
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