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研究成果の概要（和文）： 

変形性関節症(OA)の発症には軟骨細胞の肥大分化以降の軟骨内骨化過程が関与する。OA 治療標
的分子の同定を目指して、まず肥大分化マーカーCOL10A1 の promoter を用いて上流分子のスク
リーニングを行ったところ、hypoxia-inducible factor 2α(HIF2A)が最も強い転写活性を示し
た。HIF2A へテロ欠損(+/－)マウスは軟骨細胞の肥大分化と骨化の障害による成長遅延を呈し
た。HIF2A はマウス実験モデルとヒト手術摘出膝関節軟骨において OA の進行に伴って発現が亢
進しており、+/－マウスでは関節軟骨破壊が抑制された。また培養軟骨細胞に HIF2A を過剰発
現および発現抑制したところ、COL10A1,MMP3,9,13,VEGF,IHH,PTH1R,RUNX2 などの軟骨内骨化マ
ーカーの発現が、それぞれ増加および減少した。これらの発現は+/－マウスの軟骨では低下し
ており、luciferase assay、EMSA、ChIP により HIF2A がこれらの分子の promoter の各応答配
列に結合して直接転写を誘導することが示された。続いて HIF2A promoter を用いたスクリーニ
ングでは、NF-κB family 分子 RELA が NF-κB motif を介して強力に HIF2A を転写誘導した。
RELA は OA 関節軟骨で HIF2A と共に発現が上昇し、培養軟骨細胞で IL-1、TNF-αが HIF2A を誘
導することから、NF-κB が HIF2A の上流シグナルであることが示された。さらに ROAD スタデ
ィ住民コホートのゲノム関連解析(397 OA vs. 437 対照)において HIF2A 遺伝子 5'UTR の
SNP(+18C/T)が有意な疾患感受性(p=0.013; OR=1.44)を示し、培養軟骨細胞では疾患
allele(+18C)promoter が対照(+18T)より有意に高い転写活性を示した。この活性の差は上記の
NF-κB motif 内の変異導入によって見られなくなったため、本 SNP は NF-κB による HIF2A 誘
導を介して OA に関与していることが示された。以上より、マウスのみならずヒトでも HIF2A / 
NF-κB シグナルは複数の軟骨内骨化関連分子を転写誘導することで OA を制御しており、強力
な治療標的の候補であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Chondrocyte hypertrophy followed by cartilage matrix degradation and vascular invasion, 

characterized by expression of type X collagen (COL10A1), matrix metalloproteinase-13 

(MMP-13) and vascular endothelial growth factor (VEGF), respectively, are central steps 

of endochondral ossification during normal skeletal growth and osteoarthritis development. 

A COL10A1 promoter assay identified hypoxia-inducible factor-2a (HIF-2a, encoded by EPAS1) 

as the most potent transactivator of COL10A1. HIF-2a enhanced promoter activities of 

COL10A1, MMP13 and VEGFA through specific binding to the respective hypoxia-responsive 

elements. HIF-2a, independently of oxygen-dependent hydroxylation, was essential for 

endochondral ossification of cultured chondrocytes and embryonic skeletal growth in mice. 

HIF-2a expression was higher in osteoarthritic cartilages versus nondiseased cartilages 

of mice and humans. Epas1-heterozygous deficient mice showed resistance to osteoarthritis 

development, and a functional single nucleotide polymorphism (SNP) in the human EPAS1 gene 



was associated with knee osteoarthritis in a Japanese population. The EPAS1 promoter assay 

identified RELA, a nuclear factor-kB (NF-kB) family member, as a potent inducer of HIF-2a 

expression. Hence, HIF-2a is a central transactivator that targets several crucial genes 

for endochondral ossification and may represent a therapeutic target for osteoarthritis.  
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１．研究開始当初の背景 
高齢人口の増加によって運動器疾患の患者
数は増え続けているが、関節軟骨の変性予防
や、修復・再生といった本質的な治療技術は
現在も確立されておらず、変形性関節症・軟
骨代謝に関する研究は骨粗鬆症・骨代謝のそ
れと比較すると未だ低調であった。変形性関
節症の画期的治療法の実現には何よりまず
分子レベルで軟骨細胞を制御しているシグ
ナル群の解明が必須であると考え、研究代表
者は様々なスクリーニングを繰り返してき
た。その中で、10 型コラーゲンプロモーター
を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、
Hypoxia-Inducible Factor (HIF) ファミリ
ーに属する HIF2A が 10 型コラーゲンを強く
誘導することを突き止めた。HIF ファミリー
は低酸素状態に抗して起こる様々な生体防
御反応を誘導する転写因子として知られて
おり、その代表的分子 HIF1A は軟骨細胞の増
殖、分化、基質産生に関係していることも知
られているが(Genes Dev 15:2865,2001)、
HIF2A に関しての報告は乏しかった。研究代
表者は HIF2Aが軟骨細胞において何らかの重
要な作用を持つ可能性を考え、様々な基礎検
討を行った結果、HIF2A は 10 型コラーゲンだ
けでなく、軟骨細胞の肥大分化を全体的に制
御する可能性を突き止めた。 
 
２．研究の目的 
本研究は転写因子Hypoxia-Inducible Factor 
2A (HIF2A)による軟骨細胞の発生からアポト
ーシスまでの全段階での制御機構をin vitro, 
in vivo 両面で詳細に解析することを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
軟骨細胞分化における HIF2A の作用を、培養
細胞系を用いた in vitro の系と、ノックア
ウトマウスを用いた in vivo の系に分けて解
析を行った。特に in vivo の系では、マウス
の骨格形成について解析するだけでなく、研
究代表者らのグループが独自に発展させた
マウス変形性関節症モデルを用いた解析も
行った。また HIF2A の標的分子を広く探索す
るとともに、HIF2A の上流分子についてもス
クリーニングを行った。また、研究代表者ら
のグループが保有している国内最大の変形
性関節症の住民コホートのデータを基に、変
形性関節症の発症における HIF2A遺伝子周辺
の多型の関与も検索した。 
 
４．研究成果 
HIF2A へテロ欠損(+/－)マウスは、胎生期か
ら軟骨細胞の肥大分化と骨化の障害による
成長遅延を呈したが、これらの差は生後 1週
ほどで消失した。HIF2A はマウス実験モデル
とヒト手術摘出膝関節軟骨において OA の進
行に伴って発現が亢進していた。+/－マウス
で変形性関節症モデルを作成したところ、関
節軟骨破壊と骨棘形成が著明に抑制された。
また培養軟骨細胞にレトロウイルスベクタ
ーを用いて HIF2Aを安定的に過剰発現したと
ころ、COL10A1, MMP3, MMP9, MMP13, VEGF, IHH, 
PTH1R, RUNX2などの軟骨内骨化マーカーの発
現が、増加した。反対に siRNA の発現カセッ
トをレトロウイルスベクターを用いて安定



的に発現させたところ、これらのマーカー遺
伝子の発現は減少した。これらのマーカー遺
伝子の発現は+/－マウスの軟骨でも低下し
ており、luciferase assay、EMSA、ChIP によ
り HIF2A がこれらの分子の promoter の各応
答配列に結合して直接転写を誘導すること
も示された。続いて HIF2A promoter を用い
て様々な転写因子のスクリーニングを行っ
たところ、NF-κB family 分子 RELA が NF-κ
B motif を介して強力に HIF2A を転写誘導す
ることが判明した。RELA は OA 関節軟骨で
HIF2A と共に発現が上昇し、培養軟骨細胞で
IL-1、TNF-αが HIF2A を誘導することから、
NF-κBシグナルがHIF2Aの上流シグナルであ
ることが示された。さらに ROAD スタディ住
民コホートのゲノム関連解析(397 OA vs. 437
対照)において HIF2A 遺伝子 5'UTR の
SNP(+18C/T)が有意な疾患感受性(p=0.013; 
OR=1.44)を示し、培養軟骨細胞では疾患
allele(+18C)promoter が対照(+18T)より有
意に高い転写活性を示した。この活性の差は
上記の NF-κB motif 内の変異導入によって
見られなくなったため、本 SNP は NF-κB に
よる HIF2A 誘導を介して OA に関与している
ことが示された。 
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