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研究成果の概要（和文）：肥大軟骨分化モニタリングシステムの確立のため、代表的な肥大分化

マーカーである X 型コラーゲン、VEGF および MMP13 遺伝子のプロモーター解析を行い、

それぞれのコアエンハンサーを複数同定し、これらをタンデムにしてベーサルプロモイターと

をつなぎ、さらに下流に各種蛍光蛋白を接合したレポーターコンストラクトを作成した。これ

らのレポーターカセットをレンチウイルスベースに組み替え、軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5 に

安定導入して、分化に伴って蛍光を良好に発色するクローンを樹立した。これらを応用した発

現クローニングによって複数の陽性クローンを得、現在それに含まれる候補遺伝子の解析を継

続している。 
 
研究成果の概要（英文）：For establishment of a fluorescence monitoring system to detect 
hypertrophic differentiation of chondrocytes, we analyzed the promoter regions of the 
representative hypertrophic marker genes including COL10A1, VEGF and MMP13, and 
indentified the core enhancers in these genes. We constructed the reporter vectors by 
ligating the tandem-repeated core enhancers, the basal promoter sequences and fluorescent 
proteins, and lentivirally introduced them into ATDC5 cells. We performed the expression 
cloning by these reporter cells, and identified several positive clones which were still under 
analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症のメカニズムの中心をなす肥
大分化についてまだ関連する分子の知見が
少なく、病因の解明が進まない原因と考えら
れた。 
２．研究の目的 
簡便なスクリーニング法の開発により、肥大
分化のメカニズムのいっそうの解明を目指
した。 
３．研究の方法 
代表的な肥大分化マーカーであるX型コラー
ゲン、MMP-13、VEGFA のプロモーター解
析を行い、コアエンハンサーを同定して強力
なレポーターコンストラクトを開発し、それ
を用いて発現クローニングを行った。 
４．研究成果 

肥大軟骨分化モニタリングシステムの確立の

ため、代表的な肥大分化マーカーである X 型

コラーゲン、VEGF および MMP13 遺伝子の

プロモーター解析を行い、それぞれの転写開

始点上流 1kbから下流 1kbの間に存在するコ

アエンハンサーを複数同定した。これらのコ

アエンハンサーをタンデムにつなぎ、さらに

転写開始点付近のベーサルプロモイターとを

つなぎ、下流に各種蛍光蛋白を接合したレポ

ーターコンストラクトを作成した。これらの

レポーターカセットをレンチウイルスベース

に組み替え、軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5 に

レンチウイルスベクターによって安定導入し、

薬剤セレクションによってクローンを選択し、

さらにそれぞれ ATDC5 の分化に従って蛍光

を良好に発色するクローンを樹立した。これ

らを利用して様々な発現クローニングを行い、

肥大分化誘導能を持った分子を複数同定した。

これらの中にNotchシグナルやNFkBシグナ

ルに関連する分子がひとつずつあり、これら

の発現ベクターや siRNA を用いた発現抑制

ベクターを作成したところ、いずれも強力な

肥大分化促進効果を示した。これらの分子の

発現を免疫組織染色法で確認したところ、成

長板軟骨、関節軟骨ともに発現がみられた。

Notch シグナルの下流として同定した分子 X
（投稿に向けて現在も研究を推進中のため分

子名は伏せる）は強力に軟骨変性マーカーを

誘導することが in vitro の実験で確認された

ため、現在コンディショナル・ノックアウト

マウスを用いて変形性関節症の解析を in vivo
で行っている。NFｋB シグナルに関連する分

子 Y（投稿に向けて現在も研究を推進中のた

め分子名は伏せる）については強力に軟骨変

性マーカーを誘導するとともに、2 型コラー

ゲンなどの軟骨基質を誘導する作用もあり、

相反する作用を発揮することが予想されたた

め、こちらもコンディショナル・ノックアウ

トマウスを用いて変形性関節症の解析を in 
vivo で行う準備をしている。この他にも肥大

分化促進効果を有すると考えられる分子は複

数あり、今後機会をみて解析を再開する予定

である。 
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