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研究成果の概要（和文）：細胞のpH調節タンパク質の中でも、軟骨細胞に発現する炭酸脱水酵素9型(CA9)と骨芽細胞に
発現するモノカルボン酸輸送体-1 (MCT1)の細胞分化における役割を解析した。CA9の発現はマウス成長板の増殖軟骨細
胞層で高く、肥大軟骨細胞層では低かった。培養軟骨細胞でのCA9の発現抑制は肥大化分化を促進したことから、CA9は
肥大化分化を抑制すると考えられた。マウス骨芽細胞におけるMCT1の発現抑制はアルカリフォスファターゼ(ALP)の発
現抑制をもたらし、MCT1の基質である乳酸はALP発現を上昇させた。さらに、MCT1は骨形成因子-2刺激後のSmad1/5/8の
リン酸化と核移行を正に制御した。

研究成果の概要（英文）：We found that carbonic anhydrase-9 (CA9) is expressed in mouse chondrocytes and mo
nocarboxylate transporter-1 (MCT1) in osteoblasts, respectively. Hence we investigated the roles of CA9 an
d MCT1 in differentiation of chondrocytes and osteoblasts, respectively. CA9 was expressed in proliferatin
g but not in hypertrophic chondrocytes in the growth plates of mice. Suppression of CA9 expression by its 
siRNA induced the hypertrophic differentiation in mouse primary chondrocytes, indicating that CA9 has a ro
le to suppress hypertrophic differentiation of chondrocytes. Suppression of the expression of MCT1 in mous
e osteoblasts induced lowered expression of alkaline phosphatase (ALP), while lactate, an MCT1 substrate, 
augmented the expression of ALP in osteoblasts. We also found that MCT1 positively regulates phosphorylati
on and nuclear translocation of Smad1/5/8 in osteoblasts after stimulation by bone morphogenetic protein-2
. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞の細胞内 pH は中性付近の極めて
狭い範囲に維持されている。pH は様々なタン
パク質の機能を変化させるため、pH の変化は
細胞の活動性に大きな影響を及ぼす。そのた
め、細胞には細胞内 pH の恒常性を保つため
の pH 調節タンパク質が複数存在する。 
 代表的な pH 調節タンパク質として，炭酸
脱水酵素(CA)とモノカルボン酸輸送体(MCT)
が挙げられる。我々はすでに、エナメル芽細
胞の CA2を阻害すると、細胞内 pHが上昇し、
細胞分化が抑制されること(J Cell Physiol 
225: 709-19, 2010)およびインターロイキン
-1 刺激後の軟骨細胞における活性酸素産生
酵素 NOX2 の発現および細胞死に MCT1 の活性
が必須であることを見出していた(J Biol 
Chem 286: 14744-52, 2011)。 
 
２．研究の目的 
 細胞内 pH 調節に関わる因子の中で、CA と
MCT に着目し、軟骨細胞および骨芽細胞の分
化・増殖に及ぼす、これら pH 調節タンパク
質の役割を解析することを目的とした。具体
的には、軟骨細胞および骨芽細胞の分化過程
における CA と MCT のサブタイプの発現を明
らかにし、それらのサブタイプの細胞分化過
程での役割を遺伝子ノックダウンなどによ
り解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウス初代培養軟骨細胞および同骨芽細
胞における CA および MCT サブタイプの遺伝
子発現を RT-PCR 法等により解析した。 
 軟骨に発現が認められた CA アイソザイム
(CA9)のマウス成長板軟骨における発現をレ
ーザーマイクロダイセクション-リアルタイ
ムPCR法ならびに免疫組織化学的に解析した。
培養軟骨細胞の CA9の発現を siRNA による遺
伝子ノックダウンによる軟骨細胞分化マー
カーの発現の変動を解析した。 
 骨芽細胞に高発現していたMCTサブタイプ
(MCT1)の骨芽細胞分化におけるについて、マ
ウス初代培養骨芽細胞およびC2C12筋芽細胞
の骨芽細胞分化系で MCT1 遺伝子を siRNA に
よりノックダウンし、分化マーカーの発現を
解析した。さらに、MCT1 の基質のひとつであ
る乳酸を培養系に添加し、その骨芽細胞分化
に及ぼす影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 初代培養マウス軟骨細胞およびマウス軟
骨細胞様 ATDC5 細胞は CA アイソザイムのひ
とつで、細胞膜結合型の CA9 を発現している
ことが分かった。CA9 が軟骨細胞の分化にな
んらかの役割があるかどうかを検討するた
め、静止軟骨細胞から増殖軟骨細胞を経て肥
大軟骨細胞への分化が観察される新生マウ
ス脛骨成長板におけるCA9の発現を免疫組織
化学的に観察したところ、CA9 は静止軟骨細
胞から増殖軟骨細胞にかけて発現していた

が、肥大軟骨細胞層では発現が消失していた。
そこで、レーザーマイクロダイセクションに
て成長板の各部位の試料を採取し、リアルタ
イム PCRにて CA9遺伝子の発現を定量的に評
価した結果、CA9 タンパク質の発現変化が遺
伝子発現レベルで調節されていることが明
らかとなった。肥大軟骨細胞での CA9 発現の
著しい低下の持つ意味を考察するため、成長
板における増殖軟骨細胞と同様の分化度を
持つ初代培養マウス肋軟骨細胞にCA9遺伝子
の siRNA を導入したところ、肥大軟骨細胞の
マーカーであるX型コラーゲン遺伝子の発現
が強く誘導され、逆にアグリカン遺伝子の発
現およびプロテオグリカンの産生は有意に
低下したことから、CA9 は軟骨細胞の肥大化
分化を抑制する因子であると考えられた。一
方、CA9 の発現抑制は軟骨細胞の増殖に大き
な影響を及ぼさなかった。これらの発見を
PLoS ONE 誌に報告した（PLoS ONE 8(2): 
e56984, 2013）。 
 マウス骨芽細胞様 MC3T3-E1 細胞を骨形成
因子-2 (BMP2)で刺激したところ、MCT1、MCT9、
MCT14 が分化程度に関わらず発現しており、
中でも MCT1 は高発現していた。MCT1 は、細
胞膜やミトコンドリア内膜に分布し、乳酸や
ピルビン酸をpH依存的に双方向に輸送する。
そこで MCT1 が骨芽細胞分化における役割を
解析するため、マウス頭蓋骨由来の初代培養
軟骨細胞および骨芽細胞分化系として良く
知られている C2C12 細胞に MCT1 の siRNA を
導入した。MCT1 の遺伝子発現を抑制した細胞
では、BMP2 刺激によって誘導されるアルカリ
ホスファターゼ(ALP)の発現が強く抑制され
た。さらに、MCT1 siRNA を導入した C2C12 細
胞では、BMP2 刺激後の Smad1/5/8 のリン酸化
と核内移行が抑制された。そこで、MCT1 の基
質のひとつである乳酸を培養系に添加した
ところ、BMP2 刺激後の ALP 陽性細胞数は、乳
酸の濃度に依存して増加した。以上より、
MCT1 を介した乳酸の膜輸送は BMP2 依存的な
骨芽細胞分化を正に制御すると考えられた。 
 これまで、CA9 や MCT1 は細胞の pH 調節を
担うタンパク質群の構成因子と認識されて
きたが、本研究により、これらのタンパク質
には、遺伝子発現の調節とそれに基づく細胞
分化の制御という、まったく新しい機能があ
ることが明らかとなった。 
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