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緒言 

 

近年、超高齢者社会を迎え、骨粗鬆症や変形性関節症などの運動器疾患が急増し、その

ため日常生活動作 (ADL)あるいは生活の質 (QOL)の低下を招き、国民医療経済にも大きな

影響を与えている。骨粗鬆症は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランス

が骨吸収優位となることで発症および進行することが明らかとなっている 
1) 2) 3)。これらの

知見に基づいて、様々な骨粗鬆症に対する有効な治療薬が開発されている 
4) 5) 6) 7) 8)。一方、

変形性関節症は関節軟骨表層の摩耗、変性あるいは断裂から始まり、関節軟骨の破壊や関

節周囲への骨棘形成により、関節構造の変形および機能障害を招く疾患である。膝関節お

よび股関節に好発し、変形性膝関節症にいたっては、患者数は約 2500万人におよぶと報告

されている 
9)。また変形性関節症は、歯科領域においても発症し、IV 型顎関節症として知

られており、治療が困難とされている。関節軟骨組織は、II型コラーゲン 
10) 11)および PRG4 

(proteoglycan 4) 
12) 13)などの関節軟骨特異的な非コラーゲン基質に富み、これら関節軟骨基

質が関節組織に潤滑性あるいは衝撃吸収性を賦与させている 
14) 15) 16)。しかし関節軟骨への

過度な機械的刺激あるいは加齢などの要因が、関節軟骨細胞の肥大化、関節軟骨組織にお

ける X 型コラーゲンの発現増加、関節軟骨基質分解酵素である MMP (matrix 

metalloproteinase) お よ び ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs)の発現上昇あるいは活性化を誘発し、関節軟骨組織を破壊し、変形
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性関節症を引き起こすと考えられている 
17) 18) 19) 20) 21) 22)。しかしながら、これら関節軟骨

の変性を誘発する詳細な分子メカニズムが不明であるため、骨粗鬆症の治療法開発と比較

して、変形性関節症に対する治療法の開発は滞っている。現時点では、変形性関節症の治

療法は、理学療法による補足的な進行抑制および消炎鎮痛剤による疼痛コントロールなど

の対症療法が主体であり、著しい関節の変形あるいは運動障害をきたす症例に対しては手

術侵襲の大きい人工関節置換術が適応されている状況である 
23)。人工関節置換術も術部関

節の可動域が限定され、日常生活の活動は制限されるだけでなく、人工関節置換術を施し

ても難治性の症例が少なくない。したがって、既存の治療法では変形性関節症により低下

した ADL および QOL を回復させることは未だ大きな課題である。以上から、変形性関節

症の発症メカニズムの解明と、その知見に基づく科学的に有効な原因療法の確立が渇望さ

れている。 

変形性関節症の発症メカニズムの解明を目的として、ヒトゲノムにおける変形性関節症

疾患感受性遺伝子の探索が行われている。近年、FRZB (frizzled-related protein B)遺伝子の

アルギニン 200 (R200W)およびアルギニン 324 (R324G)の遺伝子多型が、変形性関節症の

発症に関与することが報告されている 
24)。また、Frzbノックアウトマウスを用いた変形性

関節症モデルにおいても、Mmp3 発現上昇を伴う関節軟骨の破壊が認められ、変形性関節

症と Frzb の関連性が示されている 25)
 

26)。これら知見より、Frzb が変形性関節症発症抑制

因子として機能していると示唆される。FRZB は分子量約 36kDa の分泌型糖タンパク質で
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あり、Wnt 受容体 Frizzled と相同なシステインリッチドメインを有しており、Wnt に結合

してWntアンタゴニストとして機能することが知られている 
27) 28)。前述の R200W および

R324Gの FRZB変異体では、Wntアンタゴニストとしての機能が低下することが示されて

いる 
24)。Wntは、Frizzledと共役受容体 LRP5/6 (low density lipoprotein receptor-related 

protein 5/6)と結合して、Wntシグナル分子-cateninを活性化する 
29) 30)。-cateninは核内

に移行し、転写因子 Tcf (T-cell factor)あるいは LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1)

と結合して、生物学的作用を発揮する 31) 32)。Wntは、骨形成および骨代謝の制御において

重要な役割を果たすことが知られており 
29)、Wnt のアンタゴニスト Sclerostin に対するヒ

ト型抗体が骨粗鬆症に応用されつつある 
6)。一方、Wnt シグナルは、関節軟骨に対して変

形性関節症のリスクファクターと考え始められている 
33) 34)。関節軟骨特異的に活性型

-cateninを発現するトランスジェニックマウスが、関節軟骨におけるMMP13および X型

コラーゲンの発現上昇と、それに伴う関節軟骨破壊の促進および骨棘形成などの変形性関

節症の病態を呈する 
34)。注目すべき点として、ヒト変形性関節症関節軟骨では、-catenin

のタンパク質が関節軟骨細胞に蓄積し、その蓄積の程度が変形性関節症の病態進行に相関

することが示されている 
34)。 

以上の研究結果から、関節軟骨における Wnt シグナルの抑制が、変形性関節症の抑止に

貢献すると考えられ、その治療標的分子として FRZB の役割が期待される。そこで本研究

では、FRZBの発現制御機構を解明することにより、変形性関節症の治療法の確立に寄与す
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ることを目指した。 
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方法 

 

1. 細胞培養 

 ヒト軟骨細胞様株 SW1353、ヒト胎児腎臓由来細胞株変異体 293およびチャイニーズハ

ムスター卵巣由来細胞株 CHO-K1 は理研細胞バンク (埼玉, 日本)より購入した。293 より

トランスフェクション効率の良い亜株、293FTは Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)よ

り購入した。レンチウイルスパッケージング細胞、LentiX-293Tは TAKARA (京都, 日本)よ

り購入した。SW1353細胞、293細胞、293FT細胞および LentiX-293T細胞は 10% ウシ胎

仔血清 (FBS, JHR Bioscience, Lenexa, KA, USA) および硫酸カナマイシン 125 mg/l (ファ

ルマ株式会社, 東京, 日本)を含む DMEM培地 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) にて、

CHO-K1細胞は10 % FBSおよびペニシリン-ストレプトマイシン-L-グルタミン溶液 (x100) 

(Wako, 大阪, 日本)を含む-MEM 培地(Sigma-Aldrich)にて、37°C、5% 二酸化炭素気相下

で培養した。 

 

2.トランスフェクション 

 細胞へのトランスフェクションはリポフェクション法により行った。リポフェクション

には、X-treme GENE 9 (Roche, Basel, Schweiz)あるいは PEI ‘Max’ 
35)を用いた。目的遺伝

子を組み込んだプラスミド (1g) とX-Treme Gene 9あるいはPEI ‘Max’との混和液をFBS
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非含有 DMEM 中で、30 分間室温にて反応させ、DNA-リポソーム複合体形成させ、細胞培

養液中に添加してトランスフェクションを行った。 

 

3. 発現ベクター、レンチウイルスおよびアデノウイルスの作製 

 6×Myc-Osterix発現ベクター 
36)を EcoR Iおよび Xba Iにて制限酵素処理にて切り出した

Osterix cDNAを、Flagタグを付与した pLVSIN-CMV-Pur (TAKARA, 京都, 日本) の EcoR I

および Xba I切断部位にライゲーションして、Flag-Osterixレンチウイルスベクターを作製

した。Flag-Osterix レンチウイルスは、Flag-Osterix レンチウイルスベクターを Lentiviral 

High Titer Packaging Mix (TAKARA)と共に Lenti X-293T細胞にトランスフェクションして

作製した。 

BMP2、Smad6、Runx2、Dominant-Negative (DN)-Runx2、Osterix、Msx2、および Ihh

アデノウイルスは過去の論文に従って用いた 
37)。Wnt3aアデノウイルスベクターは、Wnt3a 

(addgene, MA, USA)cDNA をアデノウイルスベクターpAxCAwt (TAKARA)に挿入して作製

した。Wnt3aアデノウイルスベクターを Adenovirus genome DNA-TPC (TAKARA)とともに、

293 細胞にトランスフェクションし、Saito らの方法にて 
38)

Wnt3a アデノウイルスを作製

した。 
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4. リコンビナント BMP2作製 

 Ichida らの方法にて 
39)

CHO-K1 細胞に BMP2 アデノウイルスを感染させ、24 時間培養

後に 10% FBS含有-MEMと培地交換し、さらに 72時間培養した。培養後、遠心 (1200rpm、

5分間) にて上清を回収し、リコンビナント BMP2として実験に用いた。 

 

5. Reverse Transcriptase-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)によるmRNA

の定量 

 生後 0 日齢 C57BL マウス (日本 SLC, 静岡, 日本)より、脳、心臓、肺、胃、肝、腸、

腎、皮膚、頭蓋骨、上顎骨、胸骨、四肢骨および肋骨を採取し、RNA later (Ambion, Austin, 

TX, USA)に浸漬した後、組織粉砕専用機 Micro Smash (TOMY, 東京, 日本)を用いて粉砕 

((遠心 4000rpm、30秒間、氷上留置、1分間) x2回)し、得られた上清から NucleoSpin RNA 

II (Macherey-Nagel, Duren, Germany)を用いて全 RNAを精製した。培養細胞の全 RNAは

NucleoSpin RNA Plus (TAKARA) を用いて精製した。精製した全 RNAを 65°C、10分間変

性させた後、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO, 大阪, 日

本) を用いて逆転写反応を行い、cDNAを合成した。mRNA発現の定量は、得られた cDNA

を鋳型として、Taqman PCR protocol に従い、StepOnePlus (Applied Biosystems, 

Branchburg, NJ, USA) を用いて行った。使用した Taqman プローブおよびプライマーは、

表 1に示す。 
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6. マウス関節軟骨細胞の採取 

 生後 4 日齢 ICR マウス (日本 SLC) の膝関節より、実体顕微鏡下で関節軟骨を採取し、

0.25% トリプシン (Sigma-Aldrich)含有 HBSS (-) ハンクス平衡塩溶液 (Wako)にて 37°C、

60 分間インキュベーション後、さらに 0.25% コラゲナーゼ含有 DMEM にて 37°C、60 分

間処理を行った。セルストレイナー (Corning, NY, USA)で濾過後、濾過液を遠心 (1200rpm、

5分間)して細胞を回収した。回収した細胞を 10% FBS含有 DMEMに懸濁し、ファイブロ

ネクチンコートディッシュ (Corning)に播種し、37°C、5% 二酸化炭素気相下で 20 分間培

養した。細胞培養液をアスピレーターで吸引し、リン酸緩衝生理的食塩水 (以下 PBS) 

(Wako)にて洗浄後、ディッシュに付着している細胞をマウス関節軟骨細胞として、10% FBS

含有 DMEM存在下で培養を行った 
40)。 

 

7. マウス大腿骨骨頭の採取と器官培養 

3週齢の ICRマウス (日本 SLC)の大腿骨より実体顕微鏡下で骨頭を採取し、FBS 非含有

DMEM 培養液に浸漬させ、IL-1 (10ng/ml) 存在下あるいは非存在下で、37°C、5% 二酸

化炭素気相下で 6 時間培養した。6 時間培養後に 10% FBS 含有 DMEM と培地交換し、5

日間培養を行った。培養した各サンプルを、4% パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液 

(Wako) にて 4°C で 1 週間固定を行った後、5% エチレンジアミン四酢酸、4°C にて 1 週

間の脱灰処理を行った 
41)。その後、通法に従ってパラフィンに包埋し、厚さ 4m の組織切
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片を作製した。 

 

8. ファストグリーン・サフラニン O二重染色 

パラフィン組織切片を通法に従って脱パラフィン処理後、0.1% ファストグリーン染色液 

(Wako)に 10 分間浸漬し、1% 酢酸 (2 分間、2 回) にて脱色後、0.2% サフラニン O 染色

液 (Wako)にて 20 分間染色を行った。無水エタノールによる脱色後、封入し、顕微鏡下で

観察した。 

 

9. ウエスタンブロッティング法 

細胞を PBSで洗浄後、細胞溶解液 (20mM Hepes pH7.4、150mM 塩化ナトリウム、1mM 

グリコールエーテルジアミン四酢酸、1.5mM 塩化マグネシウム、10% グリセロール、1% 

Triton X-100、10g/ml アプロチニン、10g/ml ロイペプチン、1mM ベンゼンスルホニル

フルオリド塩酸塩、0.2mM オルソバナジン酸ナトリウム) に溶解し、この細胞溶解液を遠

心 (15000g、20分間)の後、上清を 0.5M メルカプトエタノール含有ドデシル硫酸ナトリウ

ム (SDS) サンプルバッファーで熱溶解 (95°C、5 分間) し、サンプルとした。サンプルを

7.5% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動法により分離し、ニトロセルロースメ

ンブレンに転写後、一次抗体として、マウス抗-Actin 抗体 (MBL, 名古屋, 日本)、マウス

抗 Flag抗体 (Sigma-Aldrich)、ウサギ抗 Sp7/Osterix抗体 (abcam, Cambridge, UK) あるい
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はヤギ抗Myc抗体 (abcam)と反応させ、二次抗体として西洋わさび過酸化酵素を付与した

抗マウス IgG抗体、抗ウサギ IgG抗体  (Jackson Immuno Research, PA, USA) 、あるいは

抗ヤギ IgG 抗体 (MBL)と反応させた。イムノスターLD (Wako)を用いて発光シグナルを増

幅した後、X線フィルム (Kodak, New York, NY, USA) に現像した。 

 

10. FRZB遺伝子プロモータールシフェラーゼレポータープラスミドの作製 

ヒト軟骨細胞様株 SW1353より nexttec 1-step (clean colums) (TOHO, 東京, 日本)を用

いてゲノム DNA を精製した。精製したゲノム DNA を用いて、FRZB 遺伝子プロモーター

2729 bpの領域を Hind IIIあるいは Xho I配列を付与したプライマー (表 2) にて PCR増幅

した。PCR産物を Hind IIIおよび Xho Iにて制限酵素処理した pGL4.10ルシフェラーゼベ

クター (Promega, Medison, WI, USA) にライゲーションし、レポータープラスミドを作製

した。この 2729 bpの範囲を 1500 bp、1000 bpおよび 500 bpの長さとなるように、各々

Hind IIIあるいは Xho I配列を付与したプライマー (表 2) を用いて PCRを行った。PCR産

物を、同様に、ルシフェラーゼベクターにライゲーションし、各レポータープラスミドを

作製した。 

 

11. ルシフェラーゼアッセイ法 

 作製したルシフェラーゼレポータープラスミドを X-treme GENE 9を用いて SW1353細
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胞にトランスフェクションし、12 時間培養後に 10% FBS 含有 DMEM と培地交換を行い、

BMP2、Msx2および Osterix発現アデノウイルスを添加した。アデノウイルス添加 48時間

後にルシフェラーゼアッセイ用細胞溶解液にて細胞を溶解し、サンプルとした。すべての

サンプルは、ルシフェラーゼ基質液  (Promega)と混合した後、Glomax 96 microplate 

Luminomater (Promega)を用いて発光量を計測した。 

 

12. OSTERIXのノックダウン 

 siDirect (http://sidirect2.rnai.jp/)にてOSTERIX mRNA 3’非翻訳領域に対する標的配列を決

定し、その標的配列に対するプライマー (表 3) を、通法によりアニーリングし、2 本鎖リ

ンカーを作製した。リンカーを、Age I および EcoR I による制限酵素処理を行った

pLKO.1-TRC cloning vector (addgene) にライゲーションし、OSTERIX shRNAベクターを

作製した。OSTERIX shRNAベクターをpCMV-VSV-G (addgene) 、pRSV-Rev (addgene) お

よび pMDLg/pRRE (addgene) と共に Lenti X-293T 細胞にトランスフェクションし、

OSTERIX shRNAレンチウイルスを作製した。作製した OSTERIX shRNAレンチウイルス

は、ポリブレン (5g/ml) 存在下で SW1353細胞に感染させた。感染 24時間後に 10% FBS

含有 DMEMと培地交換を行い、さらに 48時間培養を行った。レンチウイルス感染 72時間

後、FBS 非含有 DMEM と培地交換した。12 時間のスタベーションを行い、リコンビナン

ト BMP2存在下あるいは非存在下で 24 時間培養後に RNA およびタンパク質を回収した。

http://sidirect2.rnai.jp/
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OSTERIXのノックダウン効果はウエスタンブロッティング法にて確認した。 

 

13. クロマチン免疫沈降法 

Flag-Osterixレンチウイルスベクターを Lentiviral High Titer Packaging Mixと共に Lenti 

X-293T細胞にトランスフェクションして、レンチウイルスを作製し、ポリブレン (5g/ml) 

存在下で SW1353細胞に感染させた。感染 24時間後、10% FBS含有 DMEMと培地交換を

行い、さらに 48 時間培養を行った。レンチウイルス感染 72 時間後に FBS 非含有 DMEM

と培地交換して 12時間のスタベーションを行い、リコンビナント BMP2存在下あるいは非

存在下で 24 時間した。培養液中に 1% ホルムアルデヒド (Wako) を添加し、室温にて 10

分間 DNA/タンパク質結合のクロスリンク操作を行った。細胞溶解液 (50mM トリス塩酸

緩衝液 [pH8.0]、1% ドデシル硫酸ナトリウム、10mM エチレンジアミン四酢酸、10g/ml 

アプロチニン、10g/ml ロイペプチン)に懸濁し、Bioruptor (Cosmo Bio, 東京, 日本)にてソ

ニケーション (氷冷中で 30秒間ソニケーション、30秒間静置を 15サイクル) により DNA

を断片化し、遠心 (4°C、13000rpm、10分間)後、細胞溶解液を作製した。この細胞溶解液

に、マウス抗 Flag 抗体 (Sigma-Aldrich) 1g を結合させた Dynabeads Protein G (Life 

Technologies)を添加し、各細胞溶解液を 4°C、16時間反応させてクロマチン免疫沈降を行

った。この免疫沈降サンプルを脱架橋、RNase処理 (37°C、1時間)およびプロテアーゼ処

理 (45°C、1時間)を行って DNAサンプルとした。この DNAサンプルを FRZB遺伝子プロ
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モーター500 bpの領域を認識する各プライマー (表 4) と KOD FX-neo (TOYOBO)を用い

て PCR反応 ( (94°C 2分間) x1サイクル、 (98°C 10秒間、60°C 30秒間、68°C 30秒間) x35

サイクル、 (68°C 30 秒間) x1 サイクル)を行い、1%アガロース(Wako)ゲルにて電気泳動 

(100V、20分間)を行い、ChemiDoc
TM

 XRS+ (BIO-RAD, CA, USA)にて撮影を行った。 

 

14. 免疫共沈降法 

 293FT細胞に、Flag-Osterix-pLVSIN-CMV-Purベクター、6xMyc-Msx2-pcDNA3ベクター

42)のいずれかまたは両者をトランスフェクションし、48時間培養後に細胞を PBSにて洗浄

し、細胞溶解液に溶解した。この細胞溶解液を遠心し (4°C、15000g、20分間)、上清を全

タンパク質抽出液とした。このサンプルにマウス抗 Flag 抗体 (Sigma-Aldrich) 1g を添加

し、4°C、3時間反応後、Dynabeads Protein Gを添加して 4°C、1時間反応させた。反応

後、サンプルを PBSにて 5回洗浄し、0.5M メルカプトエタノール含有 SDSサンプルバッ

ファーで熱溶解 (95°C、5分間)した。このサンプルを 7.5% SDS-ポリアクリルアミドゲル

電気泳動法により分離し、一次抗体にヤギ抗 Myc 抗体を用いてウエスタンブロッティング

法を行った。 
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15. 統計処理 

 実験結果は、平均値±標準偏差 (S.D.)で表した。2群間比較には Student-t検定を、3群間

以上の比較には Tukey法を用いて多重比較検定を行った。 
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結果 

 

1. マウスにおける Frzb発現組織および細胞の検討 

マウス組織における Frzb の発現部位を探索するために、生後 0 日齢 C57BL マウスより

脳、心臓、肺、胃、肝、腸、腎、皮膚、頭蓋骨、上顎骨、胸骨、長管骨および肋骨から全

RNAを採取し、RT-qPCR 法により Frzb mRNAの発現を検討した。その結果、胸骨、長管

骨ならびに肋骨において Frzbの高い発現を認めた (図 1)。骨および軟骨を含む組織で Frzb

の高い発現を認めたので、骨および軟骨を構成する細胞における Frzbの発現を検索するた

めに、生後 4 日齢 ICR マウスより骨芽細胞、肋軟骨細胞および関節軟骨細胞を採取し、

RT-qPCR法にて Frzbの発現を比較検討した。その結果、骨芽細胞では Frzbの発現は認め

なかったが、肋軟骨細胞で Frzbの強い発現を、関節軟骨細胞でさらに高い発現を認めた (図

2)。以上の結果より、Frzb は関節軟骨に高発現し、その機能制御に関与していると推察さ

れた。 

 

2. 変形性関節症様状況下における Frzb発現検討 

変形性関節症と Frzb 発現の関連を検討するために、過去の論文を参考にして 
22) 43)、炎

症性サイトカイン IL-1を用いて、変形性関節症様の状況を作出し、その状況における Frzb

の発現を実験的に検討した。生後 3週齢オス ICRマウス大腿骨骨頭を用いた器官培養系に、
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IL-1を作用させると、関節軟骨表層におけるサフラニン O染色性の低下を伴う関節軟骨の

破壊を認めた (図 3A)。また生後 4日齢 ICRマウス由来の関節軟骨細胞に IL-1を添加する

と、変形性関節症マーカーである Adamts4 および Adamts5 の発現上昇を認めた (図 3B)。

このように関節軟骨組織あるいは関節軟骨細胞に IL-1を作用させると、変形性関節症様状

況が誘発できることが確認された。そこで、関節軟骨細胞に IL-1を添加した時の Frzb の

発現を検討したところ、Frzbの発現が顕著に抑制された (図 3C)。したがって、変形性関節

症においては Frzbの発現が低下し、そのことが、発症要因の一つである可能性が推察され

た。 

 

3. FRZBの発現の誘導シグナル経路の検討 

 FRZBが関節軟骨で高発現し、変形性関節症との関連性が示唆されたので、FRZBの発現

を誘導するシグナル経路を検討することとした。FRZBの発現機構を解析するためのモデル

として、関節軟骨に関する実験によく用いられるヒト軟骨細胞様株 SW1353を選択した 
44)。

まず、SW1353細胞に IL-1を作用させると、変形性関節症マーカーであるMMP13の発現

上昇が認められた (図 4)。そこで、FRZB を発現誘導するサイトカインを検索するために、

軟骨および骨形成に関与するサイトカイン BMP2、Wnt3a およびインディアンヘッジホッ

グの FRZB発現に対する関与を検討した。SW1353細胞に BMP2を作用させると FRZBの

発現は顕著に促進されたが、Wnt3a およびインディアンヘッジホッグは FRZB の発現に効
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果を示さなかった (図 5)。次に、FRZB の発現に対する BMP2 シグナルの関与を検討する

ため、BMP2シグナル分子 Smadの阻害分子である Smad6を過剰発現させ、FRZBの発現

に対する影響を検索した。その結果、Smad6の過剰発現は BMP2の FRZB発現誘導効果を

阻害した (図 6)。以上から、BMP2 は Smad シグナルを介して FRZB の発現を誘導するこ

とが示唆された。さらに FRZB の発現制御メカニズムを探索するために、BMP2 の下流で

機能する転写因子 Runx2 
45)、Osterix 

46)および Msx2 
47)の FRZBの発現に対する効果を検討

した。その結果、Osterixおよび Msx2の過剰発現は FRZBの発現を促進した (図 7)。一方、

Runx2 の過剰発現は効果を示さなかった。Runx2 が FRZB 発現に関与しないことをさらに

検証するために、Dominant-Negative Runx2 (DN-Runx2)を用いて検討した。DN-Runx2の

過剰発現は、BMP2 誘導性 ALP 発現誘導を阻害したが (図 8A)、BMP2 による FRZB の発

現誘導を低下させなかった (図 8B)。このことから、BMP2により誘導される FRZBの発現

に Runx2が関与しないと考えられた。以上の結果より、BMP2は、Osterixおよび Msx2を

介して FRZBの発現を促進することが示唆された。 

 

4. FRZB遺伝子プロモーターに対する Osterixおよび Msx2の効果 

 BMP2誘導性 FRZB発現上昇に OsterixおよびMsx2の関与が示唆されたので、FRZB遺

伝子プロモーターに対する Osterix ならびに Msx2の効果を検討した。FRZB 遺伝子プロモ

ーター領域の 2729 bp、1500 bp、1000 bpおよび 500 bpの FRZB遺伝子プロモーターを
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ルシフェラーゼレポーター遺伝子に融合したコンストラクトを作製し、ルシフェラーゼ活

性に対する BMP2、Osterix および Msx2 の効果を検討した。その結果、いずれの FRZB 遺

伝子プロモーターコンストラクトにおいても、BMP2およびMsx2は、FRZB遺伝子転写活

性において増加傾向を示した。さらに Osterixは著明に FRZB遺伝子の転写活性をした (図

9)。したがって、Osterix および Msx2 は FRZB 遺伝子の発現を調節する転写因子であるこ

とが示唆された。 

 

5. BMP2誘導性 FRZB発現に対する Osterixの役割 

 BMP2 誘導性の FRZB 発現上昇に対する Osterix の関与をさらに検討するために、

OSTERIXに対する shRNAレンチウイルスを作製し、実験を行った。OSTERIX shRNAレ

ンチウイルスは、BMP2誘導性の OSTERIXの発現を阻害した (図 10A)。次に OSTERIXを

ノックダウンした際の FRZB の発現を検討したところ、OSTERIX のノックダウンにより、

BMP2誘導性FRZB発現上昇は顕著に抑制された (図10B)。したがって、BMP2によるFRZB

発現誘導には OSTERIXが必要であることが明らかとなった。次に Osterixの FRZB遺伝子

プロモーター領域への結合をクロマチン免疫沈降法にて評価した。FRZB遺伝子プロモータ

ーアッセイの実験結果より、Osterixは FRZB遺伝子プロモーターの 500bp周辺の領域を介

してその転写活性を制御することが示されたので、この領域を図 11A のように 4 つの領域

に分けて、クロマチン免疫沈降法を行った。SW1353 細胞に Flag-Osterix を感染させ (図
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11B)、実験を行った。その結果、Flag-Osterix が BMP2 刺激依存性に FRZB 遺伝子プロモ

ーター領域に結合することが示された (図 11C)。以上の実験から、Osterixは FRZB遺伝子

プロモーターの 500bp 周辺の領域を介して、FRZB 遺伝子発現を制御していることが明ら

かとなった。 

 

6. OsterixおよびMsx2の物理的結合性の評価 

 FRZB遺伝子の発現誘導における Osterixと Msx2の相互関係を明らかにするために、

Osterixおよび Msx2の物理的結合を免疫共沈降法により検討した。実験の結果、Osterixと

Msx2の物理的結合を認めた (図 12)。以上の実験結果より、Osterixおよび Msx2は、互い

に結合することにより、FRZB遺伝子発現の制御に関与している可能性が示唆された。 
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考察 

 

 本研究では、まず変形性関節症の疾患関連候補遺伝子の一つとして同定されている FRZB

の発現分布とその発現動態について検討を行った。その結果、Frzb が関節軟骨細胞に高発

現していること、さらに IL-1が関節軟骨細胞における Frzb の発現を著明に低下させるこ

とを見出した。したがって、FRZBは、関節軟骨組織の恒常性維持に関与する因子であるこ

とが示唆された。これらの研究結果は、ヒト変形性関節症と FRZB 遺伝子の多型性に関す

る報告 
24)と Frzb 遺伝子欠損マウスを用いた知見 

25)にもよく符合する。変形性関節症の発

症における FRZBの発現の重要性をさらに検証するために、現在、マウス関節軟骨を IL-1

存在下で器官培養し、変形性関節症様状況下での Frzbの発現変動を検索している。この実

験により、変形性関節症の発症過程における FRZB の関与が明らかになると思われる。ま

た FRZB は、関節軟骨代謝のバイオマーカーとなる可能性も期待され、変形性関節症の診

断および治療効果の判定などに寄与できると考えられる。そのためには、血液中および関

節組織における FRZBを簡便かつ鋭敏に検出できる解析法の開発が必要である。 

変形性関節症の関節滑膜細胞において、IL-1、IL-1あるいは TNF-などの炎症性サイト

カインの分泌が増加することが報告されている 
48)。これら炎症性サイトカインの細胞内シ

グナルでは IB のリン酸化とタンパク質分解が起こり、この結果 NF-B が活性化され転写

因子として機能する 49) 50)。NF-Bは、関節軟骨において MMP13 
51) 52)あるいは ADAMTS5 
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53)の発現を誘導するので、変形性関節症を惹起する要因の一つと考えられている 
54) 55)。一

方 NF-B は、特定の細胞内シグナル伝達因子の活性を抑制することが示されている 56)。

IL-1が関節軟骨細胞において Frzbの発現を抑制するメカニズムとして、このような NF-B

による細胞内シグナル伝達抑制因子としての機能が関与していると推察される。さらに、

Frzb ノックアウトマウスの関節軟骨細胞において、IL-1による Mmp13 発現上昇効果が増

強されることが報告されている 
57)。以上から、変形性関節症において FRZB発現が低下す

ることが、炎症性サイトカインによる関節軟骨基質分解酵素の発現を誘導され、さらに変

形性関節症の進行が憎悪する可能性が考えられる。したがって、炎症性サイトカインが

FRZBの発現を阻害する分子メカニズムが明らかになれば、そのステップをブロックする変

形性関節症に対する新たな治療戦略を構築できると期待される。 

変形性関節症の診断および治療の標的分子となり得る FRZB の発現制御メカニズムの解

明を試みた結果、BMP2-Smadシグナルが重要な役割を果たしていることを見出した。また

FRZB の発現に関与する転写因子について検討を行い、Osterix および Msx2 が FRZB の発

現制御に関与していることを明らかにした。特に、ノックダウン実験、ChIP 解析および

FRZB 遺伝子プロモーターレポーターアッセイの実験結果から、Osterix が FRZB の発現制

御過程において必須的役割を果たしていることが示された。興味あることに、Msx2の過剰

発現が FRZBの発現を誘導すること、そしてMsx2が Osterixと物理的に結合することを明

らかにした。したがって、BMP2-Smadシグナルは、Osterixと Msx2の連携を介して、FRZB
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遺伝子の発現を制御していると示唆される。Osterixは Zinc finger domainを有する Spファ

ミリー転写因子の一つで、遺伝子プロモーター領域の GC リッチ配列に結合することが知

られている 
46)。また、Osterix は、Runx2 や NFAT など様々な転写因子と転写複合体を形

成し、標的遺伝子の転写発現制御に関与することが報告されている 
36) 58)。これに対して、

Osterixはホメオボックス型転写因子 Dlx5と結合し、Dlx5が遺伝子プロモーター領域の AT

リッチ配列に結合し、Osterix と標的遺伝子との結合は間接的であると報告されている 
59)。

以上の知見から、Osterix はパートナーとなる転写因子によって、標的遺伝子のプロモータ

ーに対して、異なる結合様式を有していると考えられる。これら報告と本実験結果を考慮

すると、Osterixは、Msx2と転写複合体を形成し、FRZB遺伝子プロモーター領域の GCリ

ッチ配列に直接結合する可能性と Msx2 が認識すると考えられる AT リッチ配列 
60) 61)を介

して間接的に FRZB 遺伝子の転写制御を行っている可能性が考えられる。しかしながら、

FRZB 遺伝子プロモーター活性に対する Msx2 の効果は、Osterix と異なり軽微であった。

したがって Osterixと Msx2は、転写複合体を形成しながらも FRZB遺伝子プロモーター活

性に対する作用の程度に差があり、FRZB遺伝子の発現においては Osterixが主体となって

いると推測される。今後、Msx2 のノックダウン実験あるいは Osterix と Msx2 の結合を阻

害する実験系での解析により、この点をさらに明確にできると思われる。Runx2 も

BMP2-Smad シグナルに連携し 
45)、骨および軟骨の形成に必須的役割を果たしているので 

62)、FRZBの発現制御に関与している可能性が推察された。しかしながら、Runx2の過剰発
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現実験および DN-Runx2を用いた loss-of-functionの実験により、Runx2は FRZB発現には

関与しないことが示された。またこの知見は、Runx2 遺伝子欠損由来マウス頭蓋骨由来細

胞株 C2 に BMP2 を作用させると、Frzb の発現が上昇する実験結果によっても支持される 

(結果示さず)。Osterix は、Runx2 の下流で発現し、機能する転写因子であるが 
46)、Msx2

が Runx2非依存的に Osterixの発現制御に関与していることが報告されている 
63)。したが

って、FRZB の発現誘導過程においては Msx2 等を介した Runx2 非依存的な経路が関与し

ている可能性が考えられる。 

BMPシグナルが、関節軟骨特異的プロテオグリカン PRG4の発現 
64) 65) 66) 67)および II型

コラーゲンの発現を誘導することと、関節軟骨の形成および関節軟骨構造維持に寄与する

ことが報告されている 68) 69) 70) 71) 72)。一方、変形性関節症患者および変形性関節症モデルマ

ウスの関節軟骨において、BMP2 および BMP2 下流で機能する転写因子の発現が上昇する

ことが示されている 
19) 73) 74) 75) 76)。Runx2ヘテロ遺伝子欠損マウスを用いた変形性関節症

モデルによる解析から、BMP2が関節軟骨における X型コラーゲンおよび Mmp13の発現を

上昇させ、関節軟骨細胞の肥大化を誘導して、変形性関節症発症に関与することが示され

ている 
73)。これら知見を総合的に鑑みると、BMP2 は関節軟骨の形成および維持と変形性

関節症の発症において相反する作用を有しており、その相反する作用は、細胞環境や時空

間的な要因により、振り分けられていると推察される。 

変形性関節症患者および変形性関節症モデル動物の関節軟骨において、Wnt 
74) 77) 78) 79)お
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よび-catenin 
34) 74) 80)の発現が上昇することすることが報告されている 

81)。Wntが関節軟

骨細胞において PRG4 の発現を抑制すること 
82)、関節軟骨破壊を促進すること 

80) 83)が、

報告されている。関節軟骨特異的に活性型-catenin を発現するトランスジェニックマウス

では、X型コラーゲンおよび Mmp13の発現が上昇し、関節軟骨細胞の肥大化が促進するこ

とが示されている 
34)。過度の機械的刺激が関節軟骨に加わるとWntシグナルが活性化され 

78) 84)
 、MMP3、MMP13および ADAMTS5の発現が誘導されること 

84) 85)が示されている。

また、Wnt シグナルが亢進した状況下では機械的刺激による MMP13 および ADAMTS5 の

発現および活性を増強すること 
86)が報告されている。これら報告を鑑みると、関節軟骨疾

患の発症により FRZBの発現が低下し 
78) 84) 87)、その結果、Wntシグナルがさらに亢進し、

変形性関節症が進行する負のスパイラルの可能性が存在すると考えられる。したがって、

関節軟骨特異的に Wnt シグナルを遮断する技術が開発できれば、変形性関節症の治療につ

ながると期待される。Wntアンタゴニストとしては、FRZBのほかに DKK1 (dickkopf-related 

protein 1) 
88)あるいはSclerostinが存在している 

89)。DKK1は関節軟骨細胞においてMmp13

および Adamts4 の発現を抑制する 
90)のに対して、関節滑膜細胞においては Mmp3 および

Adamts5の発現を上昇することが示されており 
91)、細胞によって作用が異なることが報告

されており、変形性関節症治療の標的とするには難しいと考えられている  
92)。また、

Sclerostin は骨細胞に高発現しており 
93)、骨形成を阻害し骨粗鬆症などの骨代謝性疾患を

引き起こす可能性が懸念される。Frzb は内軟骨性骨形成過程にある肥大化軟骨において発
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現し、Wnt による内軟骨性骨形成過程において後期過程への進行を抑制することが報告さ

れている 
94)。したがって、FRZB は、関節軟骨においても、Wnt による関節軟骨細胞の肥

大化を阻害し、変形性関節症の発症および進行を抑制する効果があると期待される。以上

の報告と FRZBの関節軟骨特異的な発現を考慮すると、Wntアンタゴニストの中でも FRZB

が変形性関節症に対して非常に有効な標的分子と考えられる。しかしながら、FRZBが、関

節軟骨細胞において Wnt の作用を抑制する点は明らかにされていない。今後は、関節軟骨

における FRZB の生理学的役割の解明、および変形性関節症発症あるいは進行に対する

FRZBの抑制効果の検証が必要である。 

本研究において、FRZBの発現制御について明らかとなったので、今後は、得られた知見

をどのように変形性関節症の新規治療に応用するかが、大きな課題である。その課題に応

えるべく、現在、ゲノム編集技術の応用法で遺伝子ノックインシステムである CRIS-PITCh 

(v2)法 
95)を用いて、FRZB を発現誘導できる低分子化合物を探索するハイスループットア

ッセイシステムを構築している。このシステムが完成すれば、変形性関節症に対する新規

治療法の開発に大きく貢献できると期待される。今後は FRZB の生理的役割とさらに詳細

な遺伝子発現の制御機構について理解を深め、変形性関節症に対する治療法開発とバイオ

マーカーとしての臨床応用に寄与したいと考えている。 
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図 1. マウス組織における Frzb mRNAの発現分布 

生後 0 日齢 C57BL マウスから採取した各組織における Frzb mRNA の発現を RT-qPCR に

て解析した。各組織の Frzb mRNA発現量は、-actin mRNA発現量で補正し、脳における

発現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3)。 
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図 2. 骨芽細胞、肋軟骨細胞および関節軟骨細胞における Frzb mRNAの発現 

生後 4 日齢 ICR マウスから採取した骨芽細胞、肋軟骨細胞および関節軟骨細胞における、

Frzb mRNAの発現をRT-qPCRにて解析した。各細胞のFrzb mRNA発現量は、-actin mRNA

発現量で補正し、骨芽細胞における発現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.01 vs 

骨芽細胞グループ)。 
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図 3.  関節軟骨および Frzb mRNA発現に対する IL-1αの効果 

(A) 生後 3 週齢オスの ICR マウスから採取した大腿骨骨頭を IL-1α (10ng/ml)存在下あるい

は非存在下 (Cont)で 5 日間器官培養後、各々の病理切片をファストグリーン・サフラニン

Oにて染色した。スケールバー: 100m 

(B) 生後 4日齢 ICRマウスから採取した関節軟骨細胞を 48時間培養後、スタベーションを

12時間実施し、IL-1α (10ng/ml)存在下あるいは非存在下 (Cont)で 24時間培養後、Adamts4

および Adamts5 の mRNA 発現を RT-qPCR にて解析した。Adamts4 および Adamts5 の

mRNA 発現量は、-actin mRNA 発現量で補正し、IL-1非存在下培養の関節軟骨細胞にお

ける発現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 

(C) (B)のサンプルにおける Frzb mRNAを RT-qPCRにて解析した。Frzb mRNA発現量は、

-actin mRNA発現量で補正し、IL-1非存在下培養の関節軟骨細胞における発現量の倍数で

示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 
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図 4. SW1353細胞における MMP13 mRNAの発現に対する IL-1αの効果 

SW1353細胞を 12時間スタベーション後、IL-1α (3.0ng/ml)存在下あるいは非存在下 (Cont)

にて、2日間培養後、MMP13 mRNA発現量を RT-qPCRにて解析した。MMP13 mRNA発

現量は、-ACTIN mRNA 発現量で補正し、IL-1非存在下培養の SW1353 細胞における発

現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 
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図 5. ヒト軟骨細胞様株 SW1353 における FRZB mRNA の発現に対する BMP2、Wnt3a

および Ihhの効果 

SW1353 細胞に Venus (Cont)、BMP2、Wnt3a あるいは Ihh アデノウイルスを感染させ 7

日間培養後、FRZB mRNA の発現を RT-qPCR にて解析した。FRZB mRNA 発現量は、

-ACTIN mRNA発現量で補正し、Venusアデノウイルス感染の SW1353細胞における発現

量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 
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図 6. ヒト軟骨細胞様株 SW1353 における BMP2 誘導性 FRZB mRNA の発現に対する

Smad6の効果 

SW1353細胞に Venus (Cont)、BMP2あるいは Smad6アデノウイルスを感染させ 5日間培

養後、FRZB mRNA の発現を RT-qPCR にて解析した。FRZB mRNA 発現量は、-ACTIN 

mRNA発現量で補正し、Venusアデノウイルス感染の SW1353細胞における発現量の倍数

で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 
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図 7. ヒト軟骨細胞様株 SW1353における FRZB mRNAの発現に対する BMP2、Runx2、

Osterixおよび Msx2の効果 

SW1353 細胞に Venus (Cont)、BMP2、Runx2、Osterix あるいは Msx2 アデノウイルスを

感染させ 3日間培養後、FRZB mRNAの発現を RT-qPCRにて解析した。FRZB mRNA発現

量は、-ACTIN mRNA発現量で補正し、Venusアデノウイルス感染の SW1353細胞におけ

る発現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs Contグループ)。 
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図 8. ヒト軟骨細胞様株  SW1353 における FRZB mRNA の発現に対する

Dominant-Negative Runx2 (DN-Runx2)の効果 

SW1353細胞にVenus (Cont)あるいはDN-Runx2アデノウイルスを 24時間感染させた後に

リコンビナント BMP2 存在下または非存在下でさらに 3 日間 (A)あるいは 4 日間 (B)培養

後に RNA を回収した。ALP および FRZB の mRNA の発現量を RT-qPCR にて解析した。

ALP mRNA (A)および FRZB mRNA (B)の発現量は、-ACTIN mRNA発現量で補正し、Venus

アデノウイルス感染の SW1353細胞における発現量の倍数で示した (mean ± S.D., n=6, *: 

p<0.05 vs Contグループ, #: p<0.05 vs BMP2グループ)。 
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図 9. FRZB遺伝子プロモーター活性に対する BMP2、OsterixおよびMsx2の効果 

FRZB遺伝子プロモーターの 2729bp、1500bp、1000bpおよび 500bpの領域をルシフェラ

ーゼレポーター遺伝子に融合したコンストラクトを SW1353 細胞にトランスフェクション

し、12 時間培養後に、BMP2、Osterix あるいは Msx2 アデノウイルスを感染させ、さらに

48時間培養後、各細胞のルシフェラーゼ活性を測定した (mean ± S.D., n=4, *: p<0.05 vs 

Contグループ)。 
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図 10. BMP2誘導性の FRZB発現に対する OSTERIXノックダウンの効果 

SW1353細胞にコントロールレンチウイルス (Cont)あるいはOSTERIX shRNAレンチウイ

ルスを感染、3日間培養後、スタベーションを 12時間行った。リコンビナント BMP2存在

下または非存在下で、さらに培養し 24時間後にタンパク質および RNAを回収した。 

OSTERIXの発現は抗 OSTERIX抗体を用いたウエスタンブロッティング法にて (A)、FRZB 

mRNA の発現は RT-qPCR 法 (B)にて評価した。FRZB mRNA 発現量は、-ACTIN mRNA

発現量で補正し、コントロールレンチウイルス感染の SW1353 細胞における発現量の倍数

で示した (mean ± S.D., n=3, *: p<0.05 vs BMP2非添加 Contウイルスグループ, #: p<0.05 

vs BMP2添加 Contウイルスグループ)。 
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図 11. FRZB遺伝子プロモーターへの Osterix結合性の評価 

(A)クロマチン免疫沈降解析に用いたプライマー領域 

(B) Flag-Osterixレンチウイルスの発現検討 

SW1353細胞に Venusレンチウイルス (Cont)あるいは Flag-Osterixレンチウイルスを感染

させ、72時間培養後に細胞溶解し、得られたタンパク質を抗 Flag抗体でウエスタンブロッ

ティングを行った。 

(C) クロマチン免疫沈降法による結合評価 

SW1353 細胞に Venus レンチウイルス (Cont)あるいは Flag-Osterix レンチウイルス

(Flag-Osx)を感染させ、72時間培養後、スタベーションを 12時間行った。リコンビナント

BMP2存在下または非存在下で 24時間培養後、ホルムアルデヒド固定、細胞抽出液の採取

および断片化クロマチン分画調整し、抗 Flag 抗体にて免疫沈降を行った。免疫沈降で得ら

れたサンプルを、特異的プライマーを用いて PCRし、電気泳動にて解析した。 

IP: 免疫沈降サンプル、Input: 免疫沈降前のサンプル 
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図 12. Osterixと Msx2の物理的結合 

293FT細胞に、Flag-Osterix (Flag-Osx)-pLVSIN-CMV-Pur、6xMyc-Msx2-pcDNA3のいずれ

か、または両者をトランスフェクションし、48 時間培養後、細胞溶解液を回収した。細胞

溶解液を抗 Flag抗体にて免疫共沈降後、免疫共沈降サンプルを抗 Myc抗体を用いたウエス

タンブロッティング法にて解析した (パネル最上段)。6xMyc-Msx2および Flag-Osterixの発

現レベルは抗 Myc 抗体 (パネル中段)および抗 Flag 抗体 (パネル最下段)を用いたウエスタ

ンブロッティング法により確認した。 

 

 

 

 


