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研究成果の概要（和文）：Fgf9のミスセンス変異マウスEksは、長管骨が太く短く、肘・膝関節形成不全を示す。Eksマ
ウスの骨格異常がどのような細胞、分子メカニズムで発症するのかを解明することで、FGFシグナルが関与する骨・関
節形成機構を明らかにすることを目的とした。この研究により次のことを明らかにした。①正常な肘・膝関節形成には
、関節予定部位でのFGFシグナル抑制によるSfrp2とNogginの発現誘導が必要である可能性が示唆された。②膝関節形成
初期におけるFGFシグナル抑制は、関節腔と十字靭帯の区分化に必要である可能性が示唆された。③FGFシグナルが軟骨
膜形成に寄与し骨の太さを制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The goal of this research was to explore the developmental mechanisms of bone and 
joint formaiton related to FGF signaling utilizing Elbow knee synostosis (Eks) mutant mice. We identified 
a missense mutation in the Fgf9 gene that is responsible for the Eks mutant phenotype, which includes 
elbow and knee joint synostosis and a thick and short long bones. This research suggested that 1)The 
expression of Sfrp2 and Noggin induced by supression of FGF signaling at the prospective elbow and knee 
joints is required for joint development. 2)Supression of FGF signaling at the prospective knee joint is 
required for compartmentalization of articular cavity and crucial ligament in knee joint. 3)FGF signaling 
is required for the pericondrium formation and might regulate thickness of long bones.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 骨・関節疾患は、罹患者の行動を著しく制
限し生活の質を低下させるので、早急な原因
究明と治療法の開発が望まれている。近年、
間葉系幹細胞等を用いた、骨や関節軟骨の再
生医療が目覚ましい進歩を遂げている。しか
しながら、意外にも、胎生期に骨や関節がど
のようなメカニズムで形成されるのかにつ
いては、未だ不明な点が多い。骨・関節疾患
の根治は、骨・関節の構造を正確に再構築す
ることにあるので、個体発生における骨・関
節形成機構を詳細に理解することは、根本的
な治療法の開発につながる。 
  
２．研究の目的 
私はこれまでに、長管骨が太く短く、肘・
膝関節形成不全を示す自然発生突然変異マ
ウスEksの原因遺伝子が線維芽細胞増殖因子
9（Fgf9）のミスセンス変異であることを同
定した。本研究は、Eks マウスの骨格異常が
どのような細胞、分子メカニズムで発症する
のかを解明することで、FGF シグナルが関与
する骨・関節形成機構を明らかにすることを
目的とした。 
(1) 肘・膝関節位置決定機構の解明 
肘・膝関節の発生は、肢芽内部の一様な間
葉系細胞凝集から、軟骨分化部位と関節分化
部位を区別することから始まる。この関節位
置決定は、関節形成に必要な最初のプロセス
であり、関節発生機構を理解するうえで極め
て重要であるが、未解明なままである。私は、
これまでに、正常な肘・膝関節が形成される
ためには、肢芽の関節予定部位で、FGF シグ
ナルが抑制されることが必要であることを
明らかにした。Eks ホモマウスの関節形成異
常が発症する時期を検証し、肘関節発生のご
く初期段階（胎齢 10.0 日）ですでに異常が
検出されることがわかっていた。よって、Eks
マウスは関節位置決定機構を解明するため
に非常に良いモデルである。そこで、本研究
では、Eks ホモマウスの肘・膝関節表現型解
析により、関節位置決定機構にどのような細
胞、分子メカニズムが関与しているのか明ら
かにすることを目的とした。 
 
(2) 膝関節内構成体（半月板・十字靭帯）形
成機構の解明 
半月板と十字靭帯は、関節の中でも膝関節
内にのみ形成される特異な構造物である。運
動や加齢で半月板及び十字靭帯を損傷する
と変形性膝関節症を引き起こす可能性が高
まり、実験動物でも半月板及び十字靭帯を切
断すると変形性膝関節症を発症することが
示されている。このように、半月板と十字靭
帯は、膝関節発生機構を理解するうえも、膝
関節の機能や疾患を理解するうえでも、鍵と
なる重要な組織であるにもかかわらず、その
発生学的知見は少ない。私はこれまでに、骨
格標本により、Eks ヘテロマウスが胎生期か
ら Eks ホモマウスよりも軽微な肘・膝関節形

態異常を示すことを確認している。Eks ホモ
マウスの膝関節は、胎生期に、軟骨になるべ
き部分が硬骨に変化し、半月板及び十字靭帯
は形成されないが、Eks ヘテロマウスの膝関
節は軟骨が残存しており、膝関節腔狭窄と半
月板及び十字靭帯の形成異常が予想された。
そこで、本研究では、Eks ヘテロマウスの胎
生中後期における膝関節表現型解析を通し
て、膝関節内構成体がどのような細胞、分子
メカニズムで形成されるのか明らかにする
ことを目的とした。 
 
(3) 長管骨の長さ、太さの制御機構の解明 
長管骨の長さの制御機構に関しては比較
的に知見が蓄積されつつあるが、骨の太さの
制御機構に着目した研究は少ない。私は、こ
れまでに、Eks ホモマウスの長管骨が短く太
くなることを確認していた。そこで、本研究
では、Eks ホモマウスの長管骨表現型解析を
通して、長管骨の長さと太さの制御に FGF シ
グナルがどのように関与しているのか明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 肘関節位置決定機構の解析 
Eks ホモマウスの前肢芽において、肘関節
形成不全を誘導する異所的な FGF9 シグナル
が、作用を及ぼしている分子を解析した。す
なわち、FGF シグナル抑制の後にどのような
分子機構が関節発生に必要なのか、解析した。
具体的には、肘関節異常発症時期の Eks ホモ
マウス前肢芽と正常マウス前肢芽について、
関節予定部位を DNA マイクロアレイに供し、
遺伝子発現を比較することで、肘関節位置決
定に関わると予測される分子を探索した。更
に、候補分子について、Eks ホモマウスと正
常マウスの肢芽組織内での発現を RNA in 
situ hybridization 法で比較した。 
 
(2) 膝関節内構成体（半月板・十字靭帯）形
成機構の解析 
Eks ヘテロマウスの膝関節形態異常の解析
のために、成体ではマイクロ CT にて膝関節
腔の観察を行い、胎生期では骨格標本にて観
察を行った。更に、Eks ヘテロマウスの半月
板及び十字靭帯の形態形成異常発症機構を
明らかにするために、胎生期の組織切片を用
い、免疫組織学的解析及び細胞死解析を行っ
た。 
 
(3) 長管骨の長さ、太さの制御機構の解析 
Eks ホモマウスの長管骨短縮の原因を明ら
かにするために、胎生期の橈骨について、組
織切片を用い細胞増殖を解析した。また、Eks
ホモマウスの長管骨が太くなる原因を明ら
かにするために、胎生期の上腕骨について、
組織学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 肘・膝関節位置決定機構の解明 



 肘関節位置決定に関与する分子の探索を
目的とし、肘関節異常発症時期の Eks ホモマ
ウス前肢芽について、肘関節予定部位を DNA
マイクロアレイに供し、正常マウスと遺伝子
発現を比較することで、肘関節位置決定に関
わると予想される候補分子を抽出した。発現
が減少し、肘関節形成に貢献していると考え
られる分子の他、軟骨膜及び筋肉での発現が
報告されている分子についても発現が低下
しているものが抽出された。 
更に、候補分子の中からいくつかを抽出し、
組織切片を用いて発現を解析したところ、
EksホモマウスではSfrp2とNogginの発現が
顕著に低下していた。Sfrp2 は Wnt 阻害分子
であり、Noggin は BMP 阻害分子であることか
ら、Eks ホモマウスでは異所的な FGF シグナ
ルにより、Wnt/β-Catenin シグナル及び BMP
シグナルの亢進が誘導されることで、関節形
成が阻害されている可能性が考えられた。こ
の結果から、正常な関節形成には、関節予定
部位での FGF シグナル抑制による Sfrp2 と
Noggin の発現誘導が必要である可能性が示
唆された。 
 
(2) 膝関節内構成体（半月板・十字靭帯）形
成機構の解明 
 2 か月齢の Eks ヘテロマウスの膝関節につ
いてマイクロ CT で解析した。正常マウスと
比較して大腿骨と脛骨の間の関節腔が狭窄
していた。 
膝関節内構成体形成機構に関して、正常マ
ウスの膝関節は、胎齢 14.5 日頃に、大腿骨
と脛骨の間の細胞群から半月板と十字靭帯
の分化が始まり、十字靭帯の分化形成が進ん
だ後、胎齢 16.5 日頃に、細胞死により関節
腔が形成されることがわかった。 
胎齢 16.5 日胚について組織学的解析を行
ったところ、Eks ヘテロマウスの膝関節は、
半月板は形成されていたが、十字靭帯は靭帯
様の細胞集団は認められたものの十字の正
しい形状を形成していなかった。また、関節
腔予定領域の狭窄が観察された。胎齢 16.5
日 Eks ヘテロマウスは、関節腔予定領域にお
ける細胞死が著しく減少しており、この細胞
死の減少が、関節腔狭窄の原因ではないかと
考えられた。更に、胎齢 16.5 日 Eks ヘテロ
マウスでは、関節腔予定領域で高発現する
CD44 の発現が低下していた。胎齢 17.5 日の
正常マウスでは、十字靭帯で Lubricin の強
い発現が検出されたが、Eks ヘテロマウスで
は膝関節領域全体で低レベルで発現し、特に
発現が強い部位は無かった。Eks ヘテロマウ
スは、関節腔領域と十字靭帯領域の区画化が
不明瞭になり、各々の分化も障害されている
ことが分かった。これらの結果から、膝関節
形成初期における FGF シグナル抑制は、関節
腔と十字靭帯の区分化に必要であることが
示唆された。今後は、関節腔領域と十字靭帯
領域を区分する分子機構の更なる解析と、関
節腔予定領域で細胞死を誘導する分子機構

の解析が課題となった。 
  
(3) 長管骨の長さ、太さの制御機構の解析 
Eks マウスの長管骨短縮の原因について、
細胞増殖に着目して橈骨を解析した。胎齢
13.5 日で、Eks ホモマウスは橈骨の近位骨端
において軟骨細胞の細胞増殖が低下してい
た。Eks ホモマウスでは、橈骨の近位骨端予
定部位で異所的なFGFシグナルが検出される
ことから、骨端軟骨の細胞増殖維持には、FGF
シグナルの抑制が必要である可能性が考え
られた。 
Eks マウスの骨が太くなる原因について、
Eks マウスの原因遺伝子である Fgf9 は、軟骨
膜と軟骨を取り囲む骨格筋において強く発
現していることから、Eks マウスの長管骨の
肥厚は、軟骨膜あるいはその周辺部の機能変
化に原因があるかもしれないと仮説を立て、
軟骨膜に着目して上腕骨の組織学的解析を
行った。胎齢 12.5 日では、正常マウスの軟
骨膜細胞は細長いのに対し、Eks ホモマウス
の軟骨膜細胞はより円形に近い形をしてい
た。胎齢 13.5 日では、Eks ホモマウスは正常
マウスと比較して軟骨膜細胞層が肥厚して
いた。この結果から、Eks マウスの骨が太く
なる症状は軟骨膜細胞層の肥厚と関係して
いる可能性が考えられた。FGF シグナルが軟
骨膜形成に寄与し骨の太さを制御している
可能性が推察された。 
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