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研究成果の概要（和文）：関節軟骨で成長板軟骨に比して発現が大きい遺伝子を多数同定した。それらのうち、Fgf18
は軟骨マトリクス分解酵素を阻害する作用を持つTimp1の発現を亢進させ、関節軟骨を保護する事を見出した。
また、凍結切片からlaser microdissection(LMD)により関節軟骨の微小領域のサンプリングを行い、次世代シークエン
サーを用いて遺伝子発現解析を行う一連の手法を確立した。関節軟骨は数層から成るが、この方法によって、各層毎の
遺伝子発現の違いを調べた。

研究成果の概要（英文）： We identified many genes with higher expression in articular cartilage than in 
growth plate cartilage. Among them, Fgf18 was found to protect articular cartilage through the 
upregulation of Timp1, which has an inhibitory effect on matrix degrading enzymes.
 In addition, we established a series of experimental methods of sampling a minute region of articular 
cartilage from cryosections using laser microdissection (LMD), and then analyzing the gene expression 
profiles with a next generation sequencer. Using these means, we examined differences in the profiles 
among several layers which comprise articular cartilage.

研究分野： 整形外科学
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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変形性関節症の

患者数は増え続けているが、その発症メカニ
ズムの詳細は不明なままであった。我々のグ
ループは従来から変形性関節症の基礎研究
を行っており、今までに軟骨代謝研究の発展
に寄与する多くの成果を挙げてきた。 
我々は軟骨変性病態の研究活動を通じて

変形性関節症の発症や進行の予防につなが
りうる研究成果を挙げてきたが、同時にそれ
だけでは変性が進んだ関節を修復・再生させ
る方法には直接つながらないという限界に
も直面した。 

 
２．研究の目的 
 変性した関節軟骨を正常な状態に戻すた
めには関節軟骨がどのようなメカニズムで
正常な状態を維持しているのかを知る必要
があり、また再生医療において成熟した関節
軟骨を作るためには、関節軟骨細胞がどのよ
うにして未成熟な軟骨細胞から分化・形成さ
れるのかを知る必要がある。本研究は、まず、
関節軟骨や関節軟骨の中の層毎の遺伝子発
現プロファイルを調べる事から始め、それら
において特徴的に発現している遺伝子の機
能を解析する事で、関節軟骨の形成・維持の
メカニズムを調べるという方針で遂行した。
こうして得られた知見を関節軟骨の再生・あ
るいは関節症病態の治療へと応用する事が
本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) infant および adult rat で、それぞれ関
節軟骨と成長板軟骨（図 1）の初代培養細胞
を採取し、マイクロアレイで網羅的に遺伝子
発現を比較し、さらに real-time RT-PCR で
発現パターンの確認を行った。 
 

(2)adult rat の膝関節を採取し、固定・脱灰
ののち薄切した。それを用いて Fgf18 のタン
パクレベルでの発現パターンを組織免疫染
色で調べた。 
 
 (3) ヒトリコンビナント FGF18(rhFGF18)を
マウス大腿骨頭に投与し、DMMB assay で硫酸
化グリコサミノグリカンの分解量を調べた。
また、Sensolyte Generic MMP Activity Kit
を用いてマトリクス分解酵素であるMMPの活
性を調べた。さらに、マウスの大腿骨頭およ
び初代培養軟骨細胞にrhFGF18を投与したの
ち RNA を回収し、real-time RT-PCR で軟骨分
解関連遺伝子の発現変化を調べた。ウェスタ
ンブロットにより、rhFGF18投与によるTimp1
の発現量の変化をみた。rhFGF18 に加え抗
Timp1 中和抗体を投与した際の硫酸化 
グリコサミノグリカンの分解量・MMP 活性の
変化も同様にして調べた。 
 
(4) 川本法によって adult rat の凍結切片を
作製し、LMD(laser microdissection)を行っ
て関節軟骨の最表層(Superficial zone, 
SFZ)とそれより深い層(Deeper Articular 
Cartilage, Deeper AC)のサンプルを採取し
た。RNA 精製・増幅ののち、RNA-seq によっ
て両者の遺伝子発現プロファイルを比較し
た。また、両者で発現の差の大きかった遺伝
子について real-time RT-PCR を行って
RNA-seq の結果の妥当性を検討した。以上の
一連の手法は、今回の研究を通じ我々が独自
に開発したものである。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロアレイによる遺伝子発現の比
較により、関節軟骨で成長板軟骨に比して発
現が亢進している遺伝子を多数同定し、
real-time RT-PCRで発現パターンの確認を行
った。その結果、adult の関節軟骨で成長板
軟骨に比して発現亢進している遺伝子を 40
個、infant の関節軟骨で成長板軟骨に比して
発現亢進している遺伝子を 186 個、adult・
infant 双方の関節軟骨で発現亢進している
遺伝子を 16 個同定した。 
 
(2) (1)で adult・ infant 双方で、関節軟骨
で成長板軟骨に比して発現が亢進している
と判明した Fgf18 について、組織免疫染色を
行った。これにより、タンパクレベルでも
Fgf18 は関節軟骨で成長板軟骨でよりも強く
発現していると確認できた（図２）。 

図 1 関節軟骨と成長板軟骨 



 
(3)real-time RT-PCR による解析の結果、大
腿骨頭でも初代培養軟骨細胞でも、rhFGF18
の投与によって、軟骨マトリクス分解酵素を
阻害する作用を持つTimp1の発現が著しく亢
進していた(図３)。ウェスタンブロットでも
rhFGF18 投与後に Timp1 の発現が亢進してい
た。 

 
硫酸化グリコサミノグリカンの分解・及び
MMP活性はrhFGF18投与によって低下したが、
さらに抗 Timp1 中和抗体を加えると rhFGF18
による効果は減弱した(図４)。このことから、
Fgf18 は Timp1 の発現亢進を介した関節軟骨
保護作用をもつ可能性が示唆された(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
(4) 川本法により作製した凍結切片から、
LMD によって SFZ、Deeper AC の組織を採取し
た(図５)。RNA-seq による解析の結果、SFZ
で Deeper AC に比して４倍以上発現亢進して
いる遺伝子を 133 個、Deeper AC で SFZ に比
して 4 倍以上発現亢進している遺伝子を 758
個同定した。 
 

 
これらの内、SFZ/Deeper AC 及び Deeper 
AC/SFZ の発現比がそれぞれ最も大きかった
３遺伝子（前者が Bmp7, Tmem176a, Wnt9a; 後
者が Frzb, Ibsp, Grem1）について、real-time 
RT-PCR による発現比の確認を行った。その結
果、全ての遺伝子で RNA-seq と同様の遺伝子
発現パターンがみられ、我々の実験技術の妥
当性が示された。 

図 4 rhFGF18 投与が軟骨分解に与える影響 

図 5 LMD によるサンプル採取 

図 2 抗 Fgf18 抗体を用いた免疫染色 

図 3 軟骨代謝関連遺伝子の発現変化 
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