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研究成果の概要（和文）：顎関節や四肢、指趾の関節を構成する関節軟骨（硝子軟骨）の損傷は痛みと運動障害を招き
QOLを著しく低下させる。申請者はこれまでに関節軟骨の表層を覆う「表層細胞」が、隣り合う軟骨細胞とは異なる形
質を示し関節の機能発現に必須である一方、環境に応じ関節軟骨に分化し得る細胞である事、表層細胞の機能維持にWn
t/β-cateninシグナルが関与する事を見出した。本研究では、細胞形態、機能制御において多面的な作用を保持するRa
c-1が、表層細胞の機能制御においてWntシグナルの活性化を調節するのか、また、どのように機序であるのかについて
解析をすすめた。本研究は関節軟骨の維持機構の１つの機序を示すものである。

研究成果の概要（英文）：Articular cartilage has poor ability to regenerate and repair, and thereby 
proceed toward osteoarthritis. The superficial layer (SFL) in articular cartilage has received much 
attention as an initial site of cartilage degeneration, however, the exact regulation of SFL function 
remain largely unclear. We have found that Wnt/β-catenin signaling is critical for maintenance of SFL in 
articular cartilage using the loss- and gain-of-function approaches of β-catenin. Rac-1, one of the 
small GTPase has been shown to regulate β-catenin signaling pathway. In this study, we tested whether 
β-catenin and Rac-1 signaling pathways have a crosstalk in regulation of SFL function in articular 
cartilage. The results from this study suggest that Rac-1 and Wnt/β-catenin signaling could 
cooperatively regulate SFL proliferation and function.

研究分野： 細胞分子機能病理学
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨の再生・修復能は低く、加齢や損傷
による関節軟骨の機能不全が QOL の低下を
きたす。本研究は関節表層細胞を焦点におき、
関節疾患の予防、修復再生への応用を目指し
た。これまでの知見を以下に示す。 
（１）関節軟骨の構造や組成は関節の可動性
および衝撃耐性の維持に不可欠である。関節
軟骨の表層を覆う「表層細胞」の欠如や軟骨
特異性基質の欠損マウスでは変形性関節症を
誘発する。 
 
（２）申請者らは、関節表層細胞の単離、培
養法の確立を行い、表層細胞が、関節軟骨特
異的な基質の産生を担うこと、環境に応じ関
節軟骨細胞に分化し得る細胞であること、遺
伝子組み換え動物を用いて、機能発現には
Wnt/-catenin シグナルが重要な因子である
ことを明らかにした。 
 
（３）Wnt/-catenin シグナルは生命体の発
生や維持に必須な因子であり、他のシグナル
伝達経路との相互作用により制御される。近
年、その１つに細胞骨格の制御、細胞周期、
細胞分化の調節に関与する低分子量 G 蛋白質
Rac-1 が-catenin を活性化することが報告さ
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、関節軟骨細胞の機能維持におけ
る Wnt/-catenin と Rac-1 のシグナル相互作
用の解析を目的とした。 
（１）関節軟骨の組織構築および機能調節に
おける Rac-1 の要求性、および、関節表層細
胞の増殖、分化、-catenin の活性化に対する
Rac-1 の役割について解析する。 
 
（２）Rac-1 の活性化が Wnt/-catenin シグ
ナルや Wnt の下流で機能するインテグリン、
Ca2+応答性シグナル分子とどのように相互作
用するのかについて解析する。 
 
３．研究の方法 
（ １ ） 軟 骨 特 異 的  Rac1 欠 損 マ ウ ス
(Col2Cre-Rac1flox/flox)を作成し、骨格形態の変
化や関節表層の形態学的変化とタンパク質の
発現を免疫組織化学的手法により解析した。 
 
（２）マウス関節表層細胞のうちフィブロネ
クチンと選択的に接着する細胞を採取し、
-catenin および Rac1 シグナルによる細胞増
殖および分化に対する影響を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Cre-loxP システムを用いた Type II 
Collagen 特異的な Rac-1 欠損マウス (Col2 
Cre・Rac-1fl/fl)を作出し、骨格の成長障害が生
じる事を見出した (図 1A)。組織学的な解析か
ら 3 週齢の骨端軟骨の軟骨内骨化の遅延を認
めた (図 1B)。3 ヶ月および 6 ヶ月齢の Rac1

欠損マウス関節軟骨は平坦な形態を示し、関
節軟骨の非薄化と表層細胞数が減少した（図
2）。これらの特徴は軟骨特異的な-catenin 欠
損マウスと類似していた。 

 
（２）Rac1 欠損マウスから採取した関節表層
細胞は、野生型に比べ関節表層細胞に特異的
に発現する Lubricin や Asporin 遺伝子の発
現が低く、Wnt に対する応答性が低下した。
Rac-1 阻害剤を用いた解析においても同様の
結果を得た。 
 
（３）DNA マイクロアレイによる解析から、
関節軟骨から単離培養した関節表層細胞と軟
骨細胞における遺伝子発現を比較すると、表
層細胞で２倍以上高く発現した遺伝子が 105
遺伝子、発現が低かったものが 65 遺伝子みら
れ、このうち、インテグリン１が 8.8 倍表層
細胞で高く発現した。インテグリン１は5
とヘテロダイマーを形成し機能する。インテ
グリン5 と１の発現は Wnt3A により正に
制御され、-catenin の欠損マウスでは関節表
層の5 の発現が消失した。 
 
（４）Wnt シグナルの非古典経路の１つでも
ある Ca2+(カルシウム)シグナルを担うカルモ
ジュリン酵素(CaMK)を阻害すると、Wnt によ
る Lubricin の発現が亢進した。一方で、高 Ca
培地で培養した表層細胞は表層マーカー遺伝
子の発現は低下し、ER stress の亢進を認めた。 
 
（１）〜（４）の結果は、Rac-1 やインテグリ
ン、Ca2+シグナルが-catenin 古典経路と同時
に表層細胞の機能発現を制御する重要なシグ
ナル伝達経路であることを示唆する。Ca2+や
インテグリンの下流で Rac-1 が活性化する知



見と合わせ、他のシグナル伝達経路との相互
作用を理解することで Wnt/-catenin シグナ
ルの制御が可能であることが示唆された。本
研究は関節軟骨の維持機構の１つの機序を示
すものである。 
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