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研究成果の概要（和文）：Notchシグナルにおいては隣接する細胞表面に存在するリガンドが受容体(Notch1-4)に結合
すると細胞内ドメイン(ICD)が核内移行して転写抑制因子Rbpjと結合し、転写促進複合体としてHes/Heyなどの標的転写
因子を誘導する。Notch1,2はマウス・ヒト関節軟骨細胞に発現し、軟骨変性に伴ってICDが核内移行していたことから
、タモキシフェン誘導性軟骨特異的Creマウスを用いて成長後にRbpjをノックアウトして変形性関節症（OA）モデルを
作成したところ、OAの進行は抑制された。さらにHes1-floxマウスを用いて同様の解析を行ったところ、OAの進行は抑
制された。

研究成果の概要（英文）：Notch signaling consists of 5 ligands and 4 receptors (Notch1-4). Upon ligand bind
ing, the Notch receptor is cleaved and its intracellular domain (ICD) translocates to the nucleus, where i
t binds to Rbpj, a transcription repressor, and activates expression of target genes including Hes/Hey fam
ily member. Notch1 and 2 were expressed in mouse and human articular chondrocytes, and their ICDs were tra
nslocated to the nucleus with cartilage degradation. When we deleted Rbpj in chondrocytes after skeletal g
rowth using tamoxifen-inducible Cre mice and created an experimental OA model, cartilage degradation and M
mp13 expression were suppressed. We further investigated functions of Hes1, only target gene expressed abu
ndantly in chondrocytes, using Hes1-flox mice. When we deleted Hes1 in the same way, OA development was su
ppressed while skeletal development was not affected.
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は高齢者の生活の質を脅かす
ロコモティブシンドロームの主たる疾患で
あり、その患者数は高齢人口の増加とともに
増え続けているが、その疾患である変形性関
節症については分子レベルでの病態解明は
始まったばかりであり、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
現在も確立されていない。 
我々は従来より変形性関節症の病態解明の
ための基礎的研究を続けており、世界に先駆
けてマウス変形性関節症モデルを確立する
と と も に （ Osteoarthritis Cartlige 
13:632,2005）、そのモデルを用いて Runx2 や
C/EBPβなどの軟骨内骨化を制御する転写因
子群が変形性関節症の発症・進行をも強力に
制御していることや、新規分子 Carminerin
による軟骨の石灰化メカニズムを明らかに
したほか（Arthritis Rheum 54:2462-70,2006, 
Nature Med 12:665-70,2006, PLoS One 
4:e4543,2009）、最近では転写因子 HIF2A が
軟骨内骨化制御分子Runx2やIHH,軟骨基質分
解酵素 MMP13、血管誘導因子 VEGF などを広く
誘導して、マウスだけでなくヒトにおいても
変形性関節症の発症・進行に強く関与してい
ることを解明するなど、変形性関節症研究に
多大な業績を上げてきた（Nature Med 
16:678-86,2010）。またこれらの研究と平行
して我々はMMP13のプロモーターを用いたス
クリーニングも行い、その強力な誘導シグナ
ルとして HIF2A とは別に Notch を同定した。
Notch は細胞膜状に存在する受容体であり、
隣接細胞のリガンドが結合することによっ
てNotchの細胞内ドメインが切断されて核内
に移行し、核内の共役分子 RBPJ と複合体を
形成して標的遺伝子の転写を誘導する、とい
う特徴的なシグナル経路を持つ。神経系の発
達過程などで重要な役割を果たすことが古
くから知られていたが、近年 RBPJ の組織特
異的ノックアウトマウスの解析からNotchシ
グナルが骨格形成において軟骨内骨化の後
期を強く制御していることが明らかにされ
た（Nature Med 14:306,2008、Proc Natl Acad 
Sci USA 106:14420,2009）。 
我々はこれら内外の知見を基に、基礎検討と
して軟骨特異的 RBPJ ノックアウトマウスを
用いてマウス変形性関節症モデルを作成し
たところ、その進行が著明に抑制されること
を突き止めた（未発表）。現在のところ上述
の HIF2A と Notch シグナルとの直接の関連を
示す知見はなく、Notch シグナルは全く未知
の経路を介して変形性関節症を制御してい
る可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まず関節軟骨の保持と変性にお
けるNotchシグナルの役割を最新の分子生物
学的手法を駆使して網羅的に解析し、その全
貌を明らかにする。次に得られた知見と既知
の情報をバイオインフォマティクスの手法

を用いて統合し、変形性関節症の治療標的候
補分子を効率的に選定する。そしてその候補
分子のターゲッティングを複数の手法で行
い、in vivo でその治療効果を検証すること
によって、遅滞なく前臨床の段階まで到達す
ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
１）組織・時期特異的ノックアウト／トラ
ンスジェニックマウスを用いた in vivo で
の機能解析 
我々は Notch シグナルの抑制系として
RBPJ-flox マウスを理研 BRC から供与済み
であり、さらに Notch シグナルの強制活性
化系として CAG-CAT-Notch1-ICD マウスに
ついても理研 BRC から供与を予定している。
後者のマウスはcre誘導性にNotch1の細胞
内ドメイン（ICD）が発現するトランスジェ
ニックマウスであり、これらのマウスをタ
モキシフェン誘導性 Col2a1-cre マウス
(Col2a1-creERT2)と交配させることによっ
て、軟骨特異的かつ時期特異的に Notch シ
グナルを抑制、あるいは活性化させること
が可能となる。この最新の in vivo システ
ムを駆使して、Notch シグナルが成長過程
から老齢期にいたるまでのさまざまな段階
において関節軟骨にどのような影響を及ぼ
すのかを、組織学的に詳細に検討する。ま
たそれぞれのマウスにおいてマウス変形性
関節症モデルも作成し、軟骨の変性過程の
各段階における Notch シグナルの役割も詳
細に検討する。組織学的検討には H&E 染色
や Safranin O 染色のほか、Ⅱ型コラーゲン
やアグリカンなどの軟骨基質タンパクと、
Ⅹ型コラーゲン、MMP13, MMP3, MMP9, 
ADAMTS5, VEGF などの軟骨変性マーカーに
ついて、免疫組織染色を行う。 
２）Notch シグナルの活性化メカニズムの
検討 
Notch シグナルのリガンドとして DLL1, 
DLL3, DLL4, JAG1, JAG2 が、Notch シグナ
ルの受容体として Notch1, Notch2, Notch3, 
Notch4 が知られている。またリガンド結合
後に ADAM10, ADAM17 やγ-セクレターゼが
Notch を段階的に切断することが ICD の分
離・核内移行に必須とされるが、近年の研
究ではADAM10, ADAM17はリガンド結合と無
関係に Notch シグナルを活性化することが
明らかとなっている。これら Notch シグナ
ルの活性化に関わる分子群のうち、関節軟
骨の変性過程において最も重要な役割を有
するものを同定するため、 
①関節軟骨の変性過程における各分子の発
現パターンと酵素活性の解析 
②培養軟骨細胞のin vitro変性系を用いた
各分子の強制発現系、抑制系の解析 
を行う。①の発現パターン解析については、
組織切片の免疫染色と、組織から採取した
mRNA のリアルタイム RT-PCR による定量に
て行う。ADAM やγ-セクレターゼなどの酵



素については発現レベルとは別に酵素活性
レベルで制御を受ける可能性もあり、市販
の消光性蛍光基質を用いて活性を定量する。
②については、マウス関節軟骨から採取し
た軟骨細胞にレトロウイルスベクターを用
いて各分子のcDNAもしくはsiRNAを安定導
入し、ペレット培養することによって変性
を誘導する。細胞分画ごとのウェスタンブ
ロッティング法にて Notch-ICD の核内移行
を解析し、Notch シグナルの活性化の指標
とするほか、軟骨基質や変性マーカーをリ
アルタイム RT-PCR にて定量し、変性の進行
との関連を調べる。またADAM17は別名TACE
（TNF-α-converting enzyme）としても知
られ、NF-κBシグナルの代表的サイトカイ
ン TNF-αを活性化することから、これらの
分子が Notch シグナル以外の経路を介して
軟骨変性を惹起する可能性も含めて解析を
行う。 
３）Notch シグナルの標的分子群の網羅的
検索 
関節軟骨における Notch シグナルの標的分
子を把握することは、Notch シグナルを干
渉したときに起こる現象を予測・理解する
上で必須である。まず１）の組織・時期特
異的ノックアウト／トランスジェニックマ
ウスの関節軟骨や２）の培養軟骨細胞の in 
vitro変性系から採取したmRNAを用いてマ
イクロアレイ解析を行うほか、野生型マウ
スの正常および変性関節軟骨細胞において
Notch-ICD 抗体を用いたクロマチン免疫沈
降-シークエンシング法（ChIP-Seq）を行い、
Notch の標的分子群を網羅的に解析する。
得られた候補分子群について、Notch シグ
ナルによる誘導を１）の組織や２）の培養
細胞系を用いて検証する。また Notch シグ
ナルの重要な標的分子として Hes1, Hes5, 
Hes7, Hey1, Hey2, HeyL などの転写因子群
が知られており、これら既知の標的分子や
軟骨変性に関与する分子については Notch
シグナルによる発現の推移を重点的に検証
する。 
４）Notch シグナルの修飾シグナル群の網
羅的検索 
Notch 切断後に Notch-ICD は細胞膜から核
内へ移行して転写複合体の一部として機能
するが、その切断後の移行過程については
不明な点が多い。この移行過程を詳細に解
明すべく、Notch-ICD 抗体を用いた共免疫
沈降を行い、結合タンパクをプロテインア
レイによって網羅的に検索する。また２）
において ADAM やγ-セクレターゼの活性化
が軟骨変性と強く関連していた場合には、
その活性化因子を同定すべく、それぞれの
酵素に対する抗体を用いた同様のアッセイ
を行う。また既知の Notch 関連分子・シグ
ナルとしては、標的分子として Hes/Hey フ
ァミリーが、修飾分子として DTX や MAML
ファミリーが知られており、これらを介し
て Notch シグナルは p53 シグナルや Runx

シグナル、WNT シグナル、NF-κBシグナル
などとクロストークすることが実証あるい
は予測されている。これらの分子・シグナ
ル群は関節軟骨の制御においても重要な役
割を持っており、またそのほとんどは我々
の研究チームで解析経験があることから、
上述の網羅的検索とは別にそれぞれの主要
分子の発現ベクターや siRNA を用いて２）
の培養細胞系にて個別に検討する。また反
対に、これらのシグナルに対して Notch シ
グナルが及ぼす作用についても検討する。 
 
４．研究成果 
Notch シグナルは隣接細胞間でシグナルを
伝達する機構であり、隣接する細胞表面に
存在するリガンド(Dll1, 3, 4, Jag1, 2)が受
容体(Notch1-4)に結合するとAdam10やγ
セクレターゼにより受容体が切断され、そ
の細胞内ドメイン(ICD)が核内移行して転
写抑制因子 Rbpj と結合し、転写促進複合
体として Hes/Hey などの標的転写因子を
誘導する、という経路が広く知られている。
我々は Notch1, 2 がマウス胎児の四肢軟骨
細胞に広く発現し、それらの ICD が肥大軟
骨層で核内移行すること、培養軟骨細胞に
て Notch1-ICD が Mmp13 などの肥大軟骨
マーカーを強く誘導することを突き止め、
さらにRbpj-flox マウスを用いた in vivoの
解析を行ったところ、軟骨前駆細胞でのノ
ックアウトにより肥大層の延長を伴う成長
障害が確認された。同様に Notch1,2 はマ
ウス・ヒト関節軟骨細胞にも発現し、軟骨
変性に伴って ICD が核内移行していたこ
とから、タモキシフェン誘導性軟骨特異的
Cre マウスを用いて成長後に Rbpj をノッ
クアウトして変形性関節症（OA）モデルを
作成したところ、OA の進行は抑制され
Mmp13 などの発現も抑制された。さらに
γセクレターゼ阻害剤のマウス膝関節内投
与でも同様に OA の進行や変性マーカーの
発現は抑制された。さらにその制御機構の
詳細を調べるため、Notch シグナルの転写
標的として軟骨細胞で唯一豊富に誘導され
る Hes1 に注目し、Hes1-flox マウスを用い
て同様の解析を行ったところ、成長障害は
見られなかったが OA の進行は抑制された。
Hes1 のノックアウトによって Mmp13 を
はじめとする軟骨分解酵素群が多く抑制さ
れることが分かり、クロマチン免疫沈降シ
ーケンス法とマイクロアレイ法によって
Hes1 の標的遺伝子を網羅的に検索し、複
数の候補を得た。現在はこれらの分子群に
つき詰めの解析を行っている。また Hes1
は転写抑制因子であるが、それが促進因子
に転換するメカニズムについても同定しえ、
現在確認の実験を行っている。 
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