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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の骨格のほとんどは内軟骨性骨化によって形成されるが、そ

の分子制御機構の全容は未だ明らかではない。本研究では、Odz3が内軟骨性骨化を制御する因子

であると推論し、その発現と機能の解析を軟骨細胞様細胞株ATDC5を用いて行った。その結果、

軟骨細胞分化の亢進に伴い、Odz3発現は減少した。また、Odz3の発現をノックダウンしたところ、

Sox9の発現が亢進した。 これらの結果から、Odz3は軟骨細胞の分化を抑制的に制御する機能を

有することが示唆される。 

 

研究成果の概要（英文）：Most of vertebrate bones are formed by endochondral ossificaiton. 

However, its molecular mechanisms are not fully understood. In this study, we examined 

expression and function of Odz3 in ATDC5 to elucidate the roles of Odz3 in endochondral 

ossification. As a result, expression of Odz3 was down-regulated during chondrogenic 

differentiation of ATDC5. In addition, expression of Sox9 was induced by knockdown of 

Odz3. These results suggest that Odz3 inhibitory regulates chondrogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 脊椎動物の骨格のほとんどは、内軟骨性骨

化によって形成される。すなわち、間葉系細

胞の凝集塊が軟骨へと分化した後に骨に置

換され、骨格は形成される。内軟骨性骨化に

おける正常な軟骨分化は、促進的および抑制

的な分子制御機構が最適なバランスを保つ

ことにより達成される。促進的制御因子とし

ては、軟骨分化に必須の転写因子である Sox9

やその下流の Sox5、6 をはじめとする多種の

因子が知られているが、抑制的制御因子とし

てはAP-2αなど限られた因子が報告されるに

止まっている。 

 骨格形成は、種々の液性因子によって制御

されるとともに、メカニカルストレスの影響

を受けることが知られている。下顎頭のメカ

ニカルストレス応答に関する分子生物学的
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解析により、メカニカルストレスにより下顎

頭軟骨の初期肥大軟骨層で Sox9 の発現が減

少すること（Papadopoulou et al, 2007, FEBS 

Lett）や、下顎頭軟骨におけるメカニカルス

トレスの応答を vimentin や RKIP が制御する

こと（Huang et al, J Cell Physiol, 2010）が報告

されている。しかしながら、その制御機構の

全容は未だ十分に明らかとなっていない。 

 膜貫通型タンパク質 Odz ファミリーは、細

胞間結合、細胞骨格の形成、および転写因子

の機能を有し、また神経の発生、分化を促す。

これまで、Odz3 は下顎頭および長管骨の軟骨

と軟骨細胞様細胞株 ATDC5 において発現する

こと、また Odz3 のノックアウトマウスにお

いて骨格異常が認められることから、軟骨分

化および内軟骨性骨化への関わりが示唆さ

れるものの、軟骨分化における Odz3 の機能

の詳細は未だ明らかではない。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、Odz3 が軟骨分化を抑制的に制

御することによって正常な内軟骨性骨化に

寄与する因子であると推論した。また下顎頭

において Odz3 と CTGF が類似した発現パタ

ーンを示すことから、両者が相互関係を持ち

ながら下顎頭軟骨の分化やメカニカルスト

レス応答を制御するのみならず、CTGF の軟

骨再生能をOdz3が修飾することを推論した。

そこで本研究では、Odz3 の発現や機能を人為

的に制御することによる効果的な骨・軟骨疾

患の治療法開発を見据えた基礎研究として、 

内軟骨性骨化とメカニカルストレス応答に

関わることが知られる CTGF との相互関係に

着目し、Odz3 の発現と機能および分子生物学

的な作用機序の解明を目的として、マウス由

来軟骨細胞様細胞株 ATDC5 を用いた in vitro

における系統的な解析を行った。 

 

３．研究の方法 

 

（１）マウス由来軟骨細胞様株 ATDC5 におけ

る Odz3 発現パターンの解析 

 

 マウス由来軟骨細胞様細胞株 ATDC5 を

insulin、transferrin、sodium selenite が

添加された分化誘導培地を用いて培養し、軟

骨細胞分化を促した。3 日ごとに ATDC5 から

トータル RNA を精製し、それらを鋳型に cDNA

を合成した。得られた cDNA を、リアルタイ

ム PCR の試料として用いて、Odz3 と軟骨細胞

の分化マーカーとして知られる Sox9 および

II 型コラーゲンの発現パターンを比較検討

した。 

 

（２）マウス由来軟骨細胞様細胞株 ATDC5 に

おける Odz3 の発現抑制が軟骨細胞分化にお

よぼす影響の解析 

 

 マウス Odz3 の siRNA をマウス由来軟骨細

胞様細胞株 ATDC5に試薬を用いて遺伝子導入

した。それらの細胞からトータル RNA を精製

し、それらを鋳型に cDNA を合成した。得ら

れた cDNA を、リアルタイム PCR の試料とし

て用いて、Odz3 と軟骨細胞の分化マーカーと

して知られる Sox9 および II 型コラーゲンの

発現パターンを解析した。 

 

４．研究成果 

 

（１）ATDC5 における Odz3 発現パターンの解

析 

 

  

 マウス由来軟骨細胞様細胞株 ATDC5におい

て、Odz3 は培養初期に高い発現を示したが、

その発現は経時的に減少し、培養 11 日目以

降は、ほぼ同じレベルの低い発現を示した。

一方、軟骨細胞の初期分化を促すことが知ら

れる転写因子 Sox9 の遺伝子発現は、培養初

期に発現が認められ、それらの発現は経時的

に増加し、培養 17 日目には 5 日目と比べて

約 3倍の発現の増加を示した。また、軟骨細

胞が産生する細胞外基質である II 型コラー

ゲンの遺伝子発現は、培養初期にはほとんど



発現は認められなかったが、11 日目以降発現

の上昇が認められ、以後経時的に発現が増加

した。 

 以上の結果から、Odz3 は軟骨分化の亢進に

伴い発現が減少することが明らかとなった。

このことから、Odz3 が初期の軟骨細胞分化を

制御する機能を有することが示唆された。 

 

（２）ATDC5 における Odz3 の発現抑制が軟骨

細胞分化におよぼす影響の解析 

  

  

 Odz3 siRNA を ATDC5 細胞に遺伝子導入した

後、Odz3 の遺伝子発現を解析した結果、Odz3

の顕著な発現の減少が認められた。このこと

から、本実験系において siRNA による Odz3

発現の抑制が達成されたことが示された。さ

らに、Odz3 の発現がノックダウンされた

ATDC5 細胞における Sox9 と II 型コラーゲン

の遺伝子発現をリアルタイム PCR により解析

した結果、いずれの因子も Odz3 のノックダ

ウンにより、有意な mRNA 発現の上昇を示し

た。 

 これらの結果から、Odz3 は軟骨細胞分化を

抑制的に制御する役割を担うことが示唆さ

れた。 
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