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研究成果の概要（和文）：本研究では、軟骨基質分解酵素の中でも、ADAMTS5に着目し、解析を行った。ADAMTS5のプロ
モーター解析の結果、一つの転写因子がADAMTS5を強く誘導することを見いだした。さらに、この転写因子を欠失した
マウス関節軟骨では、炎症性刺激による軟骨基質の分解は完全に抑制されていた。この転写因子を関節軟骨特異的にノ
ックアウトしたマウスを用いて、実験的変形性関節症モデルの解析を行ったところ、骨細胞のアポトーシスが亢進し、
変形性関節症の進行は促進した。今後は、阻害剤を用いて、この転写因子が作用するシグナルを適度に抑制することに
よって、変形性関節症の治療が可能であるかを検討していく予定である。

研究成果の概要（英文）：We identified transcription factor that induce ADAMTS5, a crucial proteinase for o
steoarthritis development by promotor analysis. The endogenous Adamts5 expression in primary chondrocyte d
erived from knockout mouse of this gene was decreased. In the ex vivo culture of femoral head cartilage fr
om mesenchymal cell-specific knockout of this gene, aggrecanolysis was significantly lower than that in th
e control cartilage. Finally, we performed the experimental mouse osteoarthritis model in conditional knoc
kout mouse, the conditional knockout of this gene resulted in the acceleration of osteoarthritis developme
nt because of the up-regulation of chondrocyte apoptosis. We will investigate moderate suppression of this
 gene could suppress the osteoarthritis development by using inhibitor of signals related to this gene.
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１．研究開始当初の背景 
近年、運動器の障害のために要介護となる危
険の高い状態としてロコモティブシンドロ
ームが注目され、その主因となる変形性関節
症を初めとした軟骨変性疾患に対する根本
的治療法を目指した軟骨再生医療の確立は
焦眉の課題となっている。しかしながら、関
節軟骨を修復・再生する技術は確立されてお
らず、鎮痛剤や関節内注射、人工関節置換術
など、姑息的あるいは侵襲的な治療に頼るし
かないのが現状である。根本的な変形性関節
症の予防・治療のためには、その発症・進展
に関与する分子メカニズムを網羅的に解明
することが必須である。現在までに我々は変
形性関節症発症の大きな要因が、永久軟骨で
ある関節軟骨の脱分化、肥大化に伴う
ADAMTS、MMPs などの軟骨基質分解酵素
の誘導であることを見出してきた (Arthritis 
Rheum 50:3561,2004 、 Nature Med 
12:665,2006 、  Arthritis Rheum 
54:2462,2006、EMBO Rep 8:504,2007、J 
Clin Invest 118:2506,2008)。（腫瘍と基質分
解酵素について）しかし、現在のところ軟骨
基質分解酵素を抑制しうる画期的な薬は未
だ確立されていない。近年我々は軟骨肥大化
の重要なマーカー遺伝子であるX型コラーゲ
ン(COL10)のプロモーター領域に着目し、種
間で高度に保存されているコアエンハンサ
ー領域HY boxを同定した(Arthritis Rheum 
60:166,2009)。また一方で、軟骨増殖、形成
をリアルタイムに観察可能な蛍光モニタリ
ング細胞システムを樹立し、それを用いて新
規軟骨誘導因子の同定に成功した(Arthritis 
Rheum in press)。本研究の第１の目的は、
この手法を用いた独自の軟骨基質分解酵素
誘導の蛍光モニタリングシステムを樹立し
変形性関節症の発症に関与する遺伝子を網
羅的に解析、同定すること、そして第２の目
的は、得られた候補遺伝子の機能解析を通じ
軟骨変性を抑制しうる創薬を達成するため
の基礎的データを得ることである。 
２．研究の目的 
変形性関節症の根本的治療法を目指し、変形
性関節症発症の原因とされる軟骨基質分解
酵素の誘導を可視的に判定できる細胞シス
テムを樹立し、それを用いて新規軟骨基質分
解酵素誘導因子を同定することに挑戦する。
さらに同定された遺伝子の中から治療ター
ゲットとなりうる分子を選択しその機能解
析を行うことで軟骨再生薬開発の創生のた
めの基礎的知見を得ることを目的とする。 
３．研究の方法 
1) 軟骨基質分解酵素誘導モニタリングシス
テムの構築と新規誘導因子の同定 
軟骨基質分解酵素誘導モニタリングシステ
ムの確立のため、まず各分解酵素のプロモ
ーター解 析を行う。ヒト、サル、マウスな
どデータベースで利用可能な生物種におけ
るプロモー タ ー 領 域  を  comparative 
mapping により相同性を調べ、種間でより

高度に保存された領域を抽出し、この 下流
に蛍光レポーターをつないだコンストラク
トを作成する。このレポーターコンストラ
クトを 軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5 に安定
導入した後、インスリン刺激や炎症サイト
カイン刺激で基質分 解酵素の発現を誘導し
て、基質分解酵素の発現と蛍光が一 致 す る
クローンを選別する(基質分解酵 素誘導モ
ニタリングシステムの構築)。次に、この細
胞システムにヒト正常関節軟骨と変形性関
節 症関節軟骨を起源とする cDNA からそれ
ぞれ作成したレトロウィルスライブラリー
を導入し発現ク ローニングを行う。その中
で蛍光陽性細胞を選別し、その細胞にとりこ
まれたレトロウィルス遺 伝子をシークエン
スで確認、基質分解酵素誘導候補遺伝子を
網羅的にスクリーニングする。その なかで、
2 つのライブラリーを比較し、変形性関節症
関節軟骨のライブラリーで特異的に発現す 
る候補遺伝子の選別と検証を行う。本研究
課題は上述したように直接治療ターゲット
になりうる 分子の同定に挑むものであるこ
とから、リガンド、膜タンパク、受容体など
創薬の観点から有望 なターゲットを優先的
に選択する。また、ヒト組織 cDNA パネルを
用いた逆転写リアルタイム PCR により、同
定された遺伝子が軟骨組織で発現している
かを確認する。その後、候補遺伝子の発現 プ
ラスミドベクターを作成、一過性強制発現
系でルシフェラーゼ・レポーターアッセイ
にて基質 分解酵素の転写活性を上昇させ、
かつレトロウィルスによる安定導入系で
RT-PCR により基質分解 酵素 mRNA を誘導す
ることを確認する。これらの実験により、候
補因子の中でも基質分解酵素誘導 に特に強
く関与する因子を絞りこむ。また平成 24 年
度以降の解析に備えて、候補遺伝子の 
gain-of-function のモデルとしてII型コラ
ーゲンプロモーターの制御下に軟骨特異的
に過剰発現 するトランスジェニックマウス、
loss-of-function のモデルとして 
Cre/loxP システムを用いたコ ンディショ
ナルノックアウトマウスを作出する。すで
に我々は軟骨特異的に標的遺伝子の機能を 
ノックダウンするための Col2a1-Cre マ ウ
ス、タモキシフェン誘導型 Col2a1-Cre マウ
スを保有し ている。さらに in vivo におけ
る候補遺伝子の局在を知る準備のため、ま
ず初年度は同定遺伝子 に対するポリクロー
ナル抗体を宿主動物としてウサギを用 い 作
成する。 
2) 得られた候補遺伝子についての機能解析 
(a)In vitro における候補遺伝子の機能解析 
既知軟骨基質分解酵素誘導のシグナル伝 達
系には、SMAD 経路、p38-MAPK 経路、Wnt-β
カテニン 経路、NFκB 経路などが存在する。
1)で得られた候補遺伝子を過剰発現させた
細胞および siRNA を用いてその機能を抑制
した系におけるこれらシグナル伝達分子の
量的変化、リン酸化などの質  的変化をウェ



スタンブロッティングにて評価し、候補因
子と既知のシグナルとの関連について検 討
を行う。また、既に軟骨基質分解酵素誘導
能が明らかになっている p63、C/EBP、HIF2 
などの転写因子群について、候補遺伝子との
相互作用の有無を in vitro における一過性
の共導入および レトロウィルスによる安定
導入の系で検証する。さらに、候補遺伝子
の機能ドメインを Pfam や InterProScan な
どの web 上のツールを用いて同定する。同部
位を欠失させたコンストラクトを作 成する
ことで、軟骨基質分解酵素誘導に関与して
いるドメインを確認する。(b)In vivo にお
ける候補遺伝子の機能解析 
 前年度作成した候補遺伝子に対するポリク
ローナル抗体を用いて、胎生および成 体 マ
ウス成長 
板・関節軟骨組織切片の免疫染色を行い、
生理的条件下での発現パターンを評価する。 
前年度作成した候補遺伝子の改変マウスを
用いて、不安定膝変形性関節症モデル(OA 
モデル)と  して我々が独自に開発した膝内
側側副靱帯および内側半月板を切除したモ
デルを使用し、同定遺 伝子改変マウスで変
形性関節症の発症頻度や時期に差がみられ
るかどうか、軟骨破壊、骨棘形成 の国際的な
評価基準である OARSI スコアーを用いて評
価、検討する(Osteoarthritis Cartilage 
13:632,2005)。同時に、軟骨マーカー分
子、アグリカン分解産物などの発現パター
ンを比較検討 する。また、遺伝子改変マウ
スの大腿骨頭を採取し、exvivo culture を行
い、炎症性サイトカ イン刺激で上昇する基
質分解酵素の発現、アグリカンの分解能に
差があるか検討する。 
最後に、in vivo における治療モデルの確立
に挑むため、候補遺伝子の siRNA をコード
している アデノウィルスを作成し、これを
週に 1 度の頻度でマウス膝関節内に注射す
る。実験的 OA モデル を作成し、siRNA アデ
ノウィルスを注射した側で OA の進行が抑
制できるかを確認する。アデノウ ィルスの
発現範囲は特異的なポリクローナル抗 体 を
用いて判定する。もし候補遺伝子に対する特 
異的なインヒビターが存在すれば、これを 
siRNA アデノウィルスの代わりに優先させ
て行う。ま た我々は、臨床応用を目指しア
デノウィルスやレトロウィルスに変 わ る 遺
伝子導入技術の一つと して、高分子ナノミ
セル型キャリアーを開発している。(Mol Ther 
15:1655,2007)。これにより副 作用の少ない
生体内への遺伝子導入が可能になる。以上
より、新規基質分解酵素関連因子が変形 性
関節症発症に及ぼす影響を in vivo で評価
でき、治療効果をも検討することが可 能 に
なる。 
 
 
 
４．研究成果 

軟骨基質分解酵素の中でも、ADAMTS5 に着目
し、解析を行った。ヒト、サル、マウスの
ADAMTS5 promoter 5´末端側約 2 kb の比較
マッピングを行ったところ、転写開始点の上
流約 1.4kb が種間で高度に保存されていた。
さらに、この領域における結合モチーフとし
て NF-κB、C/EBP、GATA、RUNX、AP-1、OCT、
SOX、 STAT および HIF を同定した。 各モチ
ーフに結合する転写因子全 12 因子を、非軟
骨系細胞 HeLa および軟骨前駆細胞 ATDC5 に
過剰発現させたところ、NF-κB ファミリー
メンバーである RelA が最も強力に ADAMTS5
転写活性を促進した（luciferase assay）。
ADAMTS5 promoter 転 写 開 始 点 上 流
−1,196/−1,187、−896/−887 および−424/−415 
bp の部位に NF-κB モチーフが存在し、段階
的 deletion、mutagenesis、tandem-repeat
コンストラクトを用いた luciferase assay
により、−1,196/−1,187ではなく、−896/−887 、
−424/−415 の部位に応答領域を同定した。こ
れらのモチーフと RelA との結合は、
gel-shift assay で示され、その特異性は
probe mutagenesis、非標識 probe による競
合阻害、抗 RelA 抗体による supershift によ
って証明された。続いて RelA の機能解析を
行った。ATDC5 細胞へのレトロウィルスベク
ターによる RelA の過剰発現は、内在性の
ADAMTS5遺伝子のmRNA発現を強力に促進した。
さらに、NF-κB シグナルの誘導因子である
IL-1β の ATDC5 細胞への投与は、RelA 遺伝
子の mRNA 発現を反映して ADAMTS5 遺伝子の
mRNA 発現を促進した。さらにこの IL-1β に
よる ADAMTS5 遺伝子の発現誘導は、RelA 特異
的な siRNA および NF-κB シグナル阻害剤投
与により抑制された。最後に、8 週齢のマウ
ス実験モデルにおいて、RelA と ADAMTS5 は
OA の進行とともに発現誘導され、変性した関
節軟骨の軟骨細胞に共局在していた。この転
写因子を欠失したマウス関節軟骨では、炎症
性刺激による軟骨基質の分解は完全に抑制
されており、Adamts5 の発現も抑制されてい
た。この転写因子を関節軟骨特異的にノック
アウトしたマウスを用いて、実験的変形性関
節症モデルの解析を行ったところ、骨細胞の
アポトーシスが亢進し、変形性関節症の進行
は促進した。 
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